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RESUMO
O acidente vascular cerebral (AVC) é uma doenca comum e uma das maiores causas de morte e
incapacidade em todo o mundo. O acidente vascular cerebral isquémico focal (AVCi) ocorre
devido a uma reducdo do aporte sanguineo para uma regido cerebral, levando ao decréscimo de
oxigénio e glicose nos tecidos, induzindo a uma cascata de eventos, incluindo o estresse oxidativo
e inflamacdo, que culminam com a morte neuronal e, com isso uma perda rapida da funcéo
neuroldgica. A Fisetina € um membro do subgrupo flavonol pertencente aos flavonoides,
encontrado em diversas frutas e vegetais que apresentam propriedades antiinflamatorias e
antioxidantes. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da Fisetina sobre o dano neuronal e
memoria, resposta inflamatéria e sinaptogénese em camundongos submetidos ao modelo
experimental de isquemia cerebral focal permanente (PMCAQ). Os foram animais divididos
entre os grupos falso-operados, tratados com veiculo ou fisetina (FIS) na dose de 50 mg/kg,
isquemiados tratados com veiculo e isquemiados tratados com FIS nas doses de 10, 30, e 50
mg/kg via oral, 3 horas depois da eletrocauterizacdo da artéria cerebral média. O modelo de
isquemia cerebral focal permanente foi comprovado através do aumento significativo da area de
infarto e dos déficits sensdrio-motores nos animais isquemiados, observado através da coloragdo
com TTC e da avaliacdo neuroldgica. A Fisetina foi capaz de reverter esses efeitos, diminuindo a
area isquémica e os déficits sensorio-motores. Os animais isquemiados ndo apresentaram
alteracdes na atividade locomotora horizontal, apenas na vertical e a Fisetina foi capaz de reverter
esse efeito. A pMCAO induziu déficits na memoria de trabalho, memoria aversiva, episodica e
espacial nos animais. A Fisetina reverteu os déficits na memdaria de trabalho, episodica e espacial
na dose de 50 mg/kg, porém na avaliacdo da memoria aversiva a Fisetina ndo conseguiu reverter
esses déficits. A pMCAO provocou um aumento na ativagdo dos astrocitos e dos niveis do TNF-a
(no corpo estriado) e a fisetina na dose de 50 mg/kg conseguiu diminuir a ativagdo dos astrdcitos e
mas ndo os niveis do TNF-o. Também observamos uma diminuic¢éo da expresséo de sinaptofisina
no corpo estriado dos animais isquemiados e a fisetina conseguiu elevar esses niveis. A pMCAO
diminuiu os niveis do BDNF do corpo estriado e aumentou no hipocampo dos animais
isquemiados e a fisetina na dose de 50mg/kg conseguiu reverter esses niveis no corpo estriado. Os
resultados do presente estudo sugerem que a Fisetina possui acdo de neuroresgate, melhorando a
lesdo neuronal, as alteragdes neuroldgicas e os deficits de memoria causados pela isquemia. Esses

efeitos devem-se, possivelmente, as suas a¢des anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Isquemia cerebral focal permanente, inflamagéo, plantas medicinais,

fisetina.



ABSTRACT

FISETINA, UM CAMUNDONGOS FLAVONOIDES PROTEGER NEURONAL E DO
DANO DEFICITS DE MEMORIA INDUZIDO POR PERMANENTE ISQUEMIA
CEREBRAL FOCAL

Stroke is a common disease and a major cause of death and disability worldwide. The focal
ischemic stroke (ischemic stroke) occurs due to a reduced blood supply to brain region,
leading to the decrease of oxygen and glucose in tissues, inducing a cascade of events
including oxidative stress and inflammation, culminating with neuronal death and thus a rapid
loss of neurological function. Fisetin is a member of subgroup belonging to the flavonol
flavonoid found in many fruits and vegetables that have anti-inflammatory and antioxidant
properties. The objective of this work was to study the effects of fisetin on neuronal damage
and memory, inflammatory response and synaptogenesis in mice undergoing experimental
model of permanent focal cerebral ischemia (PMCAOQO). Were animals divided between the
false-operated groups treated with vehicle or fisetin (SIF) at a dose of 50 mg / kg-ischemic
treated with vehicle and-ischemic treated with FIS in doses of 10, 30, and 50 mg / kg po 3
hours after the middle cerebral artery electrocautery. The permanent focal cerebral ischemia
model was proven by the significant increase in infarct area and sensorimotor deficits in-
ischemic animals, observed by staining with TTC and neurological evaluation. Fisetin was
able to reverse these effects by decreasing the ischemic area and sensorimotor deficits. The-
ischemic animals showed changes in horizontal locomotor activity, only vertically and fisetin
was able to reverse this effect. The pMCAOQO induced deficits in working memory, aversive,
episodic and spatial memory in animals. Fisetin reversed the deficits in working memory,
episodic and space at a dose of 50 mg / kg, but in the evaluation of aversive memory fisetin
failed to reverse these deficits. The pMCAOQO caused an increase in astrocyte activation and
TNF-a levels (in the striatum) and fisetin at a dose of 50 mg / kg was able to decrease the
activation of astrocytes and TNF-o but not the levels. We also observed a decrease in
synaptophysin expression in the striatum of animals-ischemic and fisetin could raise these
levels. The pMCAO decreased BDNF levels in the striatum and increased in the hippocampus
of fisetin-ischemic animals and the dose of 50mg / kg was able to reverse these levels in the
striatum. The results of this study suggest that fisetin has neuroresgate action, improving
neuronal injury, neurological disorders and memory deficits caused by ischemia. These effects

are possibly their anti-inflammatory actions.

Keywords: permanent focal cerebral ischemia, inflammation, medicinal plants, fisetin.
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1 INTRODUCAO

O acidente Vascular Cerebral (AVC) é caracterizado por um déficit neuroldgico subito,
ocasionado por processos isquémicos ou hemorragicos no sistema nervoso central (SNC). O
AVC isquémico acontece em 85% dos casos, € causado pela oclusdo vascular cerebral
localizada, principalmente por aterosclerose, que leva a uma interrupc¢do do fluxo sanguineo e,
consequentemente, reducéo do fornecimento de oxigénio e glicose a sitios cerebrais atingidos.
Quando a causa é hemorragica denomina-se Acidente Vascular Cerebral Hemorragico, onde
ocorre uma hemorragia intraparenquimatosa (10%) ou uma hemorragia subaracnéidea (5%),
devido a um rompimento do endotélio vascular (EUSI, 2003; WOODRUFF et al., 2011;
WHO, 2014).

Segundo a OMS, o acidente vascular cerebral (AVC) é a segunda causa de morte no
mundo ficando atrds somente da doenca cardiaca isquémica e, no Brasil, estd entre as
principais causas de morte e incapacidade, trazendo um enorme impacto social e econdémico
para os cofres publicos. Segundo a Pesquisa Nacional de Saude em 2015, 1,5% da populacédo
teve o diagnostico de AVC ou derrame, representando, aproximadamente 2,2 milhdes de
pessoas. (MIMISTERIO DA SAUDE, 2015; WHO,2016). As regides do Brasil onde
observamos mais casos de AVC é a sudeste seguida da regido nordeste (DATASUS, 2014)

Até 2050, mais de 1,5 bilhdes de pessoas com 65 anos ou mais, serdo acometidas pelo
AVC e essa perspectiva ira aumentar em paralelo com o envelhecimento da populacéo,
causando um custo de 3-7% do total das despesas de salde em paises de alta renda (FEIGIN,
2009).

Os principais fatores de riscos do AVC sédo hipertensdo arterial sistémica, dislipidemias,
sedentarismo, tabagismo, obesidade, diabetes mellitus, idade avancada, hereditariedade,
coronariopatia, fibrilagdo atrial, estenose de carotidas ( ZHENG, 2014). O diagnéstico do AVC
baseia-se na avaliacdo neurologica. Geralmente, as vitimas podem apresentar sinais clinicos
como deficits motores, alteracbes na marcha, na fala, nos musculos da face e déficits de
memoria. Em casos mais graves, o individuo pode apresentar convulsdo. Entretanto, a
tomografia computadorizada (TC) do cranio é o exame padrdo ouro para o desfecho de
diagnostico (PERSSON et al., 2014).

Atualmente, a intervencdo terapéutica para o AVC isquémico fundamenta-se na aplicagdo de
agentes antiplaquetérios, anticoagulantes e tromboliticos, bem como, procedimento cirdrgico. A
administracdo de um trombolitico, permite a desobstrucdo da artéria que dissolve o coagulo e

libera o fluxo sanguineo para a &rea cerebral isquémica. Esse tratamento deve ser aplicado em até
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4 horas e 30 minutos do inicio dos sintomas, apds esse periodo existe um risco associado a sua
utilizacdo, pelo risco de causar hemorragia intracraniana, especialmente em pacientes com
isquemias severas ou em idade avancada (VAN DER WORP; VAN DER GIJN, 2007). Isso
minimiza as sequelas, ajuda na recuperagdo do paciente e reduz a taxa de mortalidade. Como
agente trombolitico utilizado na terapia do AVC, pode-se destacar o ativador de plasminogénio
tecidual recombinante (rtPA). A trombolise endovenosa com rtPA para pacientes com AVC
isqguémico agudo € um tratamento com eficacia demonstrada em diversos ensaios clinicos e
amplamente recomendado ( HACKE et al., 2008).

1.1 Fisiopatologia do AVCi

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 e nas pequenas artérias penetrantes intracranianas. Nesta condicéo,
um trombo é formado in situ em um estreitamento arterial aterosclerético que impede o fluxo
sanguineo distal e causa isquemia e consequente infarto do tecido cerebral suprido pelo vaso
ocluido (KAPOSZTA et al., 1999).

Apl6s a isquemia, inicia-se uma complexa cadeia de eventos fisiopatol6gicos
envolvendo diversos mecanismos de dano neuronal. A série de processos neurogquimicos
transitérios ou permanentes desencadeados pela isquemia cerebral é chamada de cascata
isquémica, onde os principais mecanismos envolvidos sdo faléncia bioenergética,
excitotoxicidade, inflamacéo, estresse oxidativo e morte celular de neurdnios, glia e células
endoteliais (figura 01) (DIRNAGL, IADECOLA, MOSKOWITZ, 1999; BROUNS, DEYNN,
2009).
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Figura 01 — Cascata isquémica (Adaptado de HOSSMANN, 2009.)

1.1.1 Core e penumbra

A lesdo isquémica é dividida em duas areas, o core, ou centro da lesdo, regido que é
irrigada prioritariamente pelo vaso que foi ocluido, e a penumbra, regido que circunda o core.
O fluxo sanguineo diminui de forma crucial no core e gradativamente na regido de penumbra,
onde os neurbnios perdem a capacidade de exercer suas funcdes, porém, permanecem
estruturalmente intactos, devido ao fato de ainda existir uma perfusdo residual proveniente
dos vasos colaterais (LIPTON, 1999; DURUKAN, TATLISUMAK, 2007; BROUNS, DEYN,
2009).

A regido do core em humanos que sofreram isquemia cerebral focal é facilmente
visualizada por métodos de imagem, pois a area sofre rapidamente um “infarto” (KELLY;
MCCULLOCH; HORSBURGH, 2001). O fluxo sanguineo nessa regido se reduz a 15% do
normal e os niveis de adenosina trifosfato (ATP) a 25% do basal. Depois de um longo insulto,
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).
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O fluxo sanguineo na regido da penumbra se reduz a 20 a 40% do normal e o nivel de ATP
fica mantido em torno de 50 a 70% do normal, ndo caindo o suficiente para permitir
despolarizacGes andxicas. Entretanto, essa regidao contém neurdnios eletricamente silenciosos
(que ndo respondem ao estimulo elétrico), com seus gradientes idnicos intactos. Estes
neurbnios podem ter suas membranas despolarizadas se o fluxo n&o for restaurado
rapidamente. A lesdo nesta regido é fundamentalmente reversivel, mas o sucesso desta
reversdo € limitado pelo tempo. A maneira de preservar e evitar o progresso da destruicao
neuronal nessa regido € foco de inimeras pesquisas (LIPTON, 1999; GREEN et al, 2003;
HOSSMANN, 2009).

Os neurdnios da zona de penumbra podem ser recrutados para a zona central da leséo
devido a sinalizadores de morte neuronal liberados pelos neurdnios em necrose. O periodo de
tempo deste processo de recrutamento constitui um periodo critico, em que a intervencéo
farmacoldgica pode bloquear este evento. Esta janela terapéutica corresponde as primeiras 2 a
4 horas que se segue a isquemia, ap6s as quais a eficacia da terapia decresce rapidamente
(GILGUN-SHERKI et al., 2002; WEINSTEIN; HONG; SHARP, 2004).

A morte celular generalizada que ocorre na regido de core promove perda total da
estrutura e da funcdo neuronal, ocorrendo destruicdo das sinapses, regido de comunicacgéo
entre os neurdnios. O desaparecimento da atividade sinaptica € uma das primeiras
consequéncias da isquemia (HOFMENER, VAN PUTTEN, 2012). Mesmo ap0s Vvarias
semanas, existem poucas evidéncias de recuperacdo da regido de core da lesdo isquémica. No
entanto, na regido de penumbra a capacidade de recuperacdo ¢ maior (BROWN et al, 2007;
WINSHIP, MURPHY, 2008). Nos modelos animais de AVCi as mudangas na estrutura
sinaptica dos neur6nios da regido de penumbra sdo profundas, mas, muitas vezes, reversiveis
(WINSHIP, MURPHY, 2008). Estudos revelam que a perda aguda, menor que 20%, do fluxo
sanguineo provoca uma rapida perda da estrutura dos dendritos e axénios em neurbnios
poucos minutos apos o inicio da isquemia (ZHANG et al, 2005; MURPHY et al, 2008). A
sinaptofisina € uma glicoproteina de membrana da vesicula sinaptica, que esta envolvida no
mecanismo de fusdo da vesicula pré-sinaptica com a membrana, que pode ser utilizada como
marcador da sinaptogénese (KOREMATSU et al, 1993; BONANOMI, BENFENATI,
VALTORTA, 2006).
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Figura 2: Core e penumbra depois da isquemia (AL-QAZZAZ, 2014)

1.1.2 Deplegéo de oxigénio e ATP

O cérebro possui alto consumo de glicose e oxigénio, e depende quase que
exclusivamente da fosforilacdo oxidativa como forma de producdo de energia. A interrupcéo
do fluxo sanguineo diminui o aporte de glicose e oxigénio levando a ocorréncia da glicélise
anaerdbica, que produz &cido lactico que vai se acumulando no interior das células e entéo
diminuindo o pH. A falta de oxigénio e glicose e a acidose celular promovem a diminuicao da
producdo de energia devido a parada da atividade da cadeia transportadora de elétrons na
mitocondria, diminuindo a producdo de ATP, que mantém o gradiente i6nico das células
(DIRNAGL, IADECOLA, MOSKOWITZ 1999; SMITH, 2004; DURUKAN,
TATLISUMAK, 2007).

A diminuicdo de ATP intracelular inibe os processos celulares dependente do mesmo
(ANDERSON et al., 1996; BIRK et al., 2013; LIU et al., 2014; PEGG, 1986) e provoca faléncia
das bombas transportadoras de ions dependentes de ATP, principalmente da bomba sodio-
potassio/ATPase, mas também da bomba calcio-hidrogénio/ATPase, com consequente aumento na
concentragdo de sddio e célcio intracelular e de potéssio no exterior da célula. Além disso, devido
ao aumento de sodio intracelular o simporte de sodio-célcio é revertido, com maior acumulo de
calcio no interior da célula (SMITH, 2004, DURUKAN, TATLISUMAK, 2007; BROUNS;
DEYN, 2009).
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Figura 03 — Mecanismos de injuria neuronal apés isquemia. (Adaptado de Traystman, 2003.)

1.1.3 Excitotoxicidade

A excitotoxicidade foi descrito pela primeira vez por Jonh Olney em 1970
(DOBREK,THOR,2011). E o processo no qual acontece um aumento da liberacdo de
glutamato com consequente super-estimulacdo dos receptores glutamatérgicos. Diversas
patologias como AVC e Doenca de Parkinson envolvem a excitotoxicidade em seus
mecanismos fisiopatoldgicos (SATTLER et al., 2001).

O aparecimento de altas concentracOes de glutamato e ATP no espago extracelular é
indicativo de danos nos tecidos neuronais. Na isquemia todas as células apresentam altas
concentragdes intracelulares de glutamato e baixas de ATP (SAYRE et al., 2014; BALTAN,
2014; WANG; LI; DING, 2014). Esses mediadores agem como uma neurotoxina levando a
morte celular (OUYANG et al., 2014).

O glutamato no meio extracelular ira se ligar aos seus receptores ionotrépicos, NMDA
(N-metil-D-aspartato), que € permedvel ao calcio e em situacdes fisioldgicas seu canal €
bloqueado pelo magnésio, e o AMPA/Cainato (4cido a-amino-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico) que é permeavel ao sodio, potassio e zinco e eventualmente ao calcio. A
ativacdo destes receptores induz o aumento do influxo de célcio para dentro da célula
(DIRNAGL, IADECOLA, MOSKOWITZ 1999; HOSSMAN, 2009; WANG, MICHAELLIS,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25387075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25387075
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2010).

O glutamato também ird se ligar aos seus receptores metabotrdépicos, acoplados a
proteina G, induzindo a formacdo de segundos mensageiros como o IP3, que ativa uma via de
sinalizacdo promovendo estresse ao reticulo endoplasmatico e ativando genes que levam a
uma adaptacdo gendmica celular (HOSSMAN, 2009). Sendo liberado principalmente de
neurdnios do core ir4 exercer sua agdo nos neurdnios da penumbra e em altas concentracdes é
capaz de induzir a necrose direta pelo excesso de calcio intracelular (SMITH, 2004;
HOSSMAN, 2009).

1.1.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € um desequilibrio no balanco de moléculas oxidantes e sistema
antioxidante fisioldgico, produzindo danos celulares. Estd envolvido no envelhecimento
celular e na fisiopatologia de diversas doencas como aterosclerose, cancer, doengas
neurodegenerativas e AVC (ALLEN, BAYRAKTUTAN, 2009; BROUNS, DE DEYN, 2009;
PRADEEP et al, 2012).

O estresse oxidativo representa um grande desafio para o tecido isquémico. Esse estresse
é, em parte, conseqliéncia da excitotoxicidade, resultantes de um aumento dos mensageiros
secundarios acoplados a geracdo enzimatica de radicais livre. Tais mecanismos podem ser
alimentados pelo suprimento de oxigénio que ainda atinge o tecido isquémico na regido da
penumbra, particularmente, depois da reperfusdo (FUKUYAMA, et al, 1998)

O aumento da producdo de superdxido, peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila e
peroxinitrito ou dioxido de nitrogénio foi mostrado em infiltrados fagociticos, células
vasculares e células da glia (por exemplo, astrécitos, oligodendrdcitos e microglia) na zona de
penumbra (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007)

O estresse oxidativo tem um papel deletério na isquemia cerebral. Favorecido pelo
aumento de célcio nas células e, em particular, na mitocdndria, seus mediadores causam a
nitracdo e oxidacgdo de proteinas, peroxidacgdo lipidica, danos no DNA mitocondrial, ativagdo
ou inibicdo de varias vias de sinalizacdo que podem favorecer a resposta inflamatéria, a

apoptose e necrose (CHAMORRO et al, 2016)
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Figura 4: Mediadores do estresse oxidativo (CHAMORRO et al, 2016)
1.2 Inflamacéo

A inflamacdo é tradicionalmente definida, em termos histoldgicos, pela presenca de
células imunes no tecido de interesse. As células inflamatdrias tém sido documentadas em
amostras de autopias de pacientes que sofreram AVC. As células imunes circundantes ganham
acesso ao cérebro isquémico através de um rapido aumento da expressdo das moléculas de
adesédo (ISHIKAWA,2004)

Apbs o inicio da isquemia ocorrem alteragdes microvasculares que incluem
alteracBes na expressdo de moléculas de adesdo e aumento da permeabilidade das células
endoteliais, liberacdo de citocinas reguladoras, agregacdo de leucdcitos e plaguetas, que
levam a formacdo de trombo. O recrutamento de leucdcitos nas regides isquémicas requer
uma sequéncia de eventos que comegcam com o rolamento de leucécitos ativados no endotélio
dos vasos sanguineos, ativacao de neutrofilos, aderéncia as células endoteliais e transmigragédo
para o parénguima cerebral (HUANG, UPADHYAY, TAMARGO, 2006).

A adesdo dos leucdcitos 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). Dentre as principais integrinas envolvidas na isquemia estdo a LFA-1,
Mac-1 e CD11c que estimulam a adesdo celular ao endotélio e modificacdo conformacional

de leucoécitos facilitando a diapedese. E por tultimo, as principais CAM’s envolvidas sdo



22

ICAM-1 e -2 e VCAM-1, que promovem interacOes de forte afinidade dos leucdcitos com o
endotélio e estimulam a diapedese (CELEUMANS et al., 2010).

A micréglia, macréfagos residentes no SNC, tém importante papel como células
imunolodgicas e fagociticas, servindo como células de limpeza na infeccdo, inflamacao,
trauma, isquemia e neurodegeneracdo. Em ratos hipertensos isquémicos, através da pMCAO,
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 neurotroficas como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e o
fator de crescimento tipo insulina (IGF-1) e efeito deletério pela liberacdo de citocinas
inflamatérias como TNF-a, II-1B, além de outras moléculas como IL-6, NO, ROS e
prostandides (LAKHAN, KIRCHGESSNER, HOFER, 2009).

A expressdo do TNF-a tém sido observado em neurdnios, astrocitos, além do sistema
imunolégico periférico (UNO,1997;0FFNER, 2006). Apresentam um “upregulation” inicial
dentro de 1-3 h, apos a isquemia e seu pico acontece entre 12-24 h. O TNF-a liberado no
estriado leva a uma neurodegeneracdo, enquanto o que € liberado no hipocampo pode
promover a neuroprotec¢gdo (SRIRAM; O’CALLAGHAN, 2007). TNF-a estimula a apoptose
de células endoteliais e contribui para o edema vasogénico e infiltracdo de células imunes. Por
outro lado, o TNF-a ativa processos de reparagdo da microvasculatura cerebral e medeia a
plasticidade neuronal (SRIRAM; O’CALLAGHAN, 2007). A raz&o para essas disparidades
das fun¢des do TNF-a ainda é desconhecida mas existem algumas hip6teses como, o tempo
de sua acdo, ele parece contribuir para efeitos prejudiciais na fase precoce da resposta
inflamatdria, mas podem ter efeitos mais benéficos numa fase posterior (AMANTEA, et al,
2009) e seus receptores onde, 0 TNF-a solivel que se liga a um receptor primario conduz
principalmente a efeitos prejudiciais, enquanto que 0 TNF-a que se liga a receptor secundario
leva a neuroprotecdo (LAY et al 2006; PRADILLO et al 2007).

O BDNF, ou fator neurotrofico derivado do cérebro, tem emergido como mediador
crucial da plasticidade neuronal, uma vez que € abundante em regiGes cerebrais
particularmente relevantes para a plasticidade, mas também porque mostra uma regulacao
dependente da atividade notavel da sua expressdo e secrecdio (BRAMHAM, MESSAOUD,
2005). Varios estudos in vivo demonstraram que a inflamacdo claramente

afeta a expressdo de BDNF no cérebro, em particular, tem sido relatado que a administracao
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de citocina pro-inflamatéria ou do lipopolissacarideo indutor de citocinas (LPS), faz com
que ocorra a reducdo significante da expressao do gene BDNF (RAETZ; WHITFIELD,2002)

Os astrocitos, ap6s a isquemia, se tornam ativados, resultando no aumento da
expressao de proteina &cida fibrilar glial (GFAP), também chamada de gliose reativa,
caracterizada por mudancgas especificas na estrutura e funcdo destas células. Os astrocitos
também participam da inflamacéo cerebral através da liberacdo de mediadores inflamatérios
como citocinas, quimiocinas e INOS. Além disso acredita-se que 0s astrocitos também
tenham papel na expressdo de moléculas de adesdo, liberacdo de moléculas estimuladores de
resposta inflamatdria TH2 e inibigdo da liberacéo de IL-12 (WANG, TANG YENARI, 2007).

A cascata de inflamacéo também inclui a ativagdo da fosfolipase A2 que ocorre
em consequéncia da elevacdo da concentracao do célcio intracelular. A fosfolipase A2 produz
0 acido aracdoénico a partir dos fosfolipideos de membrana que é metabolizado pela acido
graxo ciclooxigenase (COX), produzindo prostaglandinas e tromboxanos, ou pela 5-
lipoxigenase (LOX) que produz leucotrienos. A COX do tipo 2 estd super expressa apos a
isquemia e exerce efeitos toxicos (NOGAWA et al., 1997).

O tratamento com antinflamatorios n&o-esteroidais seletivos a COX-2
apresentaram neuroprotecdo em modelo experimental de isquemia (SUGIMOTO;
IADECOLA, 2003). A utilizagdo do tenoxicam, um inibidor da COX-2, preveniu a formagao
de prostaglandinas e diminuiu o dano causado por isquemia cerebral global transitoria
(GALVAO et al., 2005).
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Figura 5- Resposta inflamatdria ap6s isquemia cerebral focal (adaptada de BROUNS, DEYN,
2009).

1.3 Tipos de morte neuronal na isquemia

Existem trés tipos de morte celular: morte celular autofagica, apoptose/necrose, e a poli
(ADPribose) onde a morte celular e mediada por uma polimerase (PARP-1) (DEGTEREYV;
YUAN, 2008). Cada um tem sua propria bioquimica e caracteristicas morfologicas e cada um
desempenha um papel importante na fisiopatologia. A autofagica tem sido observada em varios
modelos de doencas, incluindo modelos de isquemia cardiaca reperfusdo em ratos (MATSUI et
al., 2007).

A apoptose é um processo geneticamente controlado caracterizado por uma série de
perturbacdes nas vias de sinalizacdo, que contribuem ndo s6 para a morte celular mas,
também, para a remocdo dos fagocitos e prevencdo das respostas imunes indesejadas
(TAYLOR et al., 2008).

O processo apoptético tem como principais caracteristicas a condensacao da cromatina,
intensa fragmentacdo do DNA, formacdo de protuberéncias na membrana plasmatica e
formacéo de corpos apoptéticos que serdo fagocitados por macréfagos (LOVE, 2003). Esse

processo é dependente de energia. A morte celular programada é realizada por uma numerosa
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familia de proteases de cisteina altamente especificas conhecidas como caspases, que se
encontram inativas nas células normais, mas sdo ativadas pelos sinais apoptéticos (DANIAL;
KORSMEYER, 2004; GHOBRIAL; WITZIG; ADJEI, 2005; STRASSER; O'CONNOR;
DIXIT, 2000).

A necrose € um processo passivo, onde a célula responde ao estresse externo de uma
forma aleatdria e descoordenada. Hoje, é evidente que os mecanismos de morte celular vao
além da simples relacéo apoptose e necrose. Pesquisadores classicos da morte celular relatam
a existéncia de novos modos de regulacdo da morte celular, mas que devido a sua
complexidade ainda ndo foram descritos (DEGTEREV; YUAN, 2008). A administracdo do
inibidor necrose/apoptose, 0 Nec-1 fornece protecdo tecidual significativa e melhoramentos
de uma variedade de lesdes agudas do tecidual em modelos isquemia/reperfusdo em ratos com
lesdo por mecanismos de inibi¢do da apoptose (SMITH et al., 2007).

O excesso de acdo da poli (ADP-ribosil) em resposta a danos no DNA também pode levar
a morte celular numa série de situacBes, como o acidente vascular cerebral, lesdo cerebral
traumatica, e lesdo de isquemia/reperfusdo em varios 6rgaos (ANDRABI et al., 2008). Assim,
os inibidores da PARP-1 podem fornecer protecao em ratos submetidos ao modelo de lesdo de
isquemia e reperfusdo (MARTIN et al., 2000), doencas inflamatérias (MIESEL; KURPISZ;
KROGER,1995), neurodegeneracdo (COSI; MARIEN, 1999) e diabetes (PIEPER et al.,
1999).

1.4 Disfuncé@o de memoria induzida por isquemia

A memoria é a aquisicdo (ou aprendizagem), a conservacao e a evocagdo (recordacdo,
lembranca, recuperacgéo) de informagdes (IZQUIERDO et al., 2002). Origina de um processo
evolutivo que permite aos animais adquirir, reter e evocar diversos tipos de informacdo que
conferem alguma vantagem por comparar situacGes presentes com experiéncias prévias
(SHERRY; SCHACTER, 1987).

E um processo ativo e dependente de algumas variaveis como o meio e as experiéncias
anteriores. O estado emocional desempenha um papel de filtro na retencdo da memoria
(MCEWEN, SAPOLSKY,1995). A memoria é conceitualmente dividida em dois tipos:
“declarativa” e “ndo declarativa” (TARIOT et al., 1987; IZQUIERDO et al., 1992).

A memoria declarativa também denominada de memdria explicita estd relacionada com
fatos (memoria seméantica) e experiéncias pessoais (memoria episodica) que requer a agdo do
lobo temporal medial (hipocampo e regides anatomicamente préximas como 0 coOrtex

entorrinal, peririnal) e cdrtex parahipocampal em conexd com cortex (SQUIRE; ZOLA-
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MORGAN, 1996; KANDEL; SQUIRE, 2000. KANDEL, 2009). A memdria recente, ou de
curto prazo, esta relacionada a eventos que ocorrem em um periodo de horas ou dias e
representa 0 armazenamento temporario de informacéo que é utilizado para planejar uma acéo
(SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1996. KANDEL; KANDEL; ABEL, 1995; KANDEL, 2009).

A memodria implicita (inconsciente) é constantemente definida como um fendmeno néo
explicito da memoria consciente. Isso mostra as incertezas presentes no entendimento deste
tipo de memoria. A memoria € caracterizada como sendo um comportamento, porque alguns
fatos mostraram que a memoria é obtida atraves da medicdo de uma mudanca no
comportamento ap6s a formacdo dessa memoria. A memdria pode ser ainda melhor
conceituada baseada nas mudancas que ocorrem nas conexdes sinapticas no cérebro. Essas
alteracdes produzem uma mudanca cerebral, que por sua vez pode ser definida como memoria
(MUTSO et al., 2014), e que é o resultado final de uma série de eventos neurofisiologicos
associados com perturbacbes na eletrofisiologia (LEGA; JACOBS; KAHANA, 2012). As
regides do cérebro relacionadas com a memdria de procedimento ou implicita, sdo o cerebelo,
estriado e a amigdala, que esta envolvida com a percepc¢éo, habilidade motora e outras formas
de memodria ndo declarativa (KANDEL, 2009).

A definicdo da memdria humana vem evoluindo ao longo tempo, de acordo com a
neurofisiologia da memdria. Embora ndo exista divida que o hipocampo € fundamental para a
codificacdo de uma nova memdria consciente (episodica), o seu papel na recuperacdo dessas
memorias, e a possibilidade de reconsolidacdo dessas memorias recuperadas, ainda estdo
sendo investigadas (EICHENBAUM, 2000). Além disso, o hipocampo parece participar em
processos independentes da consciéncia (HENKE, 2010; PARK et al., 2004).

Nos seres humanos, as lesdes nas regides CAL / Subiculo ou hipocampo bilateral que
levam a reducbes de volume de mais de 30% s&o suficientes para causar amnésia grave,
incluindo tanto comprometimento da memoria episddica como espacial (REMPEL-
CLOWER, 1996; VARGHA-KHADEM et al., 2007). Estudos utilizando como base, algumas
lesbes em primatas, mostrou que o cortex perirrinal é critico para a memoria episddica
(MEUNIER et al., 1993, MALKOVA; MISHKIN, 2013).

O septo medial e o hipocampo processam a memoria de trabalho e a meméria espacial. O
hipocampo também processa a informacdo temporal, contextual e a memdria que leva a
recordacdo consciente em humanos (BRIONI, 1993; IZQUIERDO et. al., 1992).

Um estudo mostrou que neurdnios-grade foram encontradas no cortex entorrinal de
primatas (JEFFRIES; KILLIAN; PEZARIS, 2013). Esta é uma regido onde as informacdes

sdo altamente processadas a partir de varias modalidades sensoriais e que, em roedores, a
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divisdo medial do cortex entorrinal contém neurénios-grade de alta resolucdo e parece formar
parte de um percurso espacial, semelhante ao espaco-caudal via hipocampo entorrinal-
posterior que é importante para o processamento e consolidacdo de informacdes espaciais
(MAVIEL et al., 2004; CZAJKOWSKI et al., 2014).

O cortex frontal age como um local de execucdo e de controle das vérias interacdes que
ocorrem nas &reas corticais e subcorticais das fungdes cognitivos e emocionais e do
comportamento motor em vez de ser um dos depdsitos finais de memorias de longo prazo. A
organizacdo anatomica e funcional do hipocampo e as interacdes entre a formacédo talamo-
frontal, s&o de fundamental importancia, e exigem mais pesquisas (AGGLETON; BROWN,
1999). O cortex frontal como um todo, e mais especificamente as areas frontal medial,
especialmente a area infralimbica, area prelimbica, e a area anterior ao cortex cingulado,
parecem 0s responsaveis pelo circuito talamico e limbico, que é critica para a memodria
episodica declarativa em diferentes espécies (NIEUWENHUIS; TAKASHIMA, 2010).
Estudos mostraram que o cortex retrosplenial tem conex6es com o nucleo dorso-lateral do
talamo, mas as conexdes entre as areas relacionadas com a memaria espaciais e o cortex pre-
frontal dorsolateral por intermédio do talamo ainda sdo pouco conhecidos (AGGLETON,
2014). Outros autores mostraram que o cortex pré-frontal lateral é importante para a memoria
de trabalho (BLUMENFELD; RANGANATH, 2007), enquanto o cortex frontal medial esta
relacionado com a consolida¢do da memoria (VAN KESTEREN et al., 2013).

Alguns tipos de agressao como o estresse oxidativo, inflamacéo, excitotoxicidade, levam a
perda de memdria devido a neurodegeneracdo cerebral. Todos esses processos estdo presentes
nas doencas neurodegenerativas e AVC. Grande parte das vitimas de AVC sofrem com
problemas de memdria e dificuldades na execucdo das tarefas diarias (HATTORI, 2000;
MAUD, 2006).

Varios autores tém detectado distarbios na aquisi¢cdo da memoria ap6s oclusdo da artéria
cerebral média em animais usando testes como esquiva passiva e labirintos .(SANDSTROM,;
ROWAN, 2007; MUMBY et al., 1996; PLAMONDON; MORIN; CHARRON, 2006). A
isquemia ocasiona déficits na memdria operacional, acessada através de tarefas de

reconhecimentos de objetos e lugares (MUMBY et al., 1996)

1.5 Isquemia Cerebral Focal: Modelos experimentais in vivo

Nos modelos animais de isquemia cerebral ocorre a diminuicdo do aporte de glicose e

oxigénio para o tecido. Este evento mimetiza a ocorréncia de diversos mecanismos
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fisiopatolégicos 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 Mongdlia, 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, 0s
modelos mais utilizados de isquemia focal cerebral s&o 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 ndo necessitam de
craniectomia, onde estdo 0s modelos de embolismo, introdugdo de fio intraluminal,
fototrombose com corante Rosa de Bengala e modelo da endotelina-1; modelos que
necessitam de craniectomia, realizados através de técnicas cirurgicas como eletrocauterizacao,
clampeamento e ligadura da artéria; modelos de oclusdo da circulacdo 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 0 modelo de eletrocauterizacdo da ACM, que leva a interrupgéo
permanente do fluxo sanguineo cerebral. Este modelo foi descrito pela primeira vez por
Tamura e colaboradores (1981) e tem sido amplamente utilizado, pois permite 0 acesso a
regides mais proximais da ACM em comparacdo com técnicas anteriores. O modelo de
Tamura produz uma lesdo isquémica cerebral similar a lesdo causada pelo modelo de
introdugdo do fio intraluminal, que envolve as regides cerebrais do cortex temporal e corpo
estriado (LIPTON, 1999; TRAYSTMAN, 2003; DURUKAN, TATLISUMAK, 2007).

1.8 Isquemia cerebral e flavondides

Estudos sugerem que uma dieta rica em alimentos fitoquimicos, principalmente em
polifendis, € capaz de reverter deficits na funcdo 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
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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 flavonoides e seus metabolitos sdo capazes de atravessar a
barreira hematoencefalica (KALT et al., 2008; ANDRES-LACUEVA et al., 2005) e podem
exercer acdes neurofarmacoldgicas a nivel molecular, influenciando vias de sinalizagdo e
expressdo génica. (WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS, 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 aumento 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 é regulada a nivel
molecular nos neurénios (IGAZ et al., 2004; 1ZQUIERDO, 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 regulacdo da funcdo sinaptica durante a formacédo tanto da memoria de curto
prazo como da de longo prazo (BEKINSCHTEIN et al., 2007; POO, 2001). Ocorre uma
diminuicdo dos niveis de BDNF no hipocampo ocorrem durante o envelhecimento (WANG et
al., 2007; HATTIANGADY et al., 2005) e isto tem um impacto negativo sobre o desempenho
da memodria (SCHAAF et al., 2001). Entretanto, uma dieta rica em flavondides e exercicio
fisico tém mostrado aumento da expressdo de BDNF no hipocampo (BERCHTOLD;
CASTELLO; COTMAN, 2010; RENDEIRO et al., 2012).

Compostos fenolicos ou polifendis sdo um dos grupos de metabdlitos secundarios de
plantas mais amplamente distribuidos e numerosos no reino vegetal. Seu grupo de moléculas
é constituido por moléculas simples, como acidos fendlicos e flavonoides, e por estruturas
mais complexas como ligninas, melaninas e taninos (SOOBRATTEE, 2005). Tém sido
largamente estudados em doencas neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer, a
Doenca de Parkinson e AVC devido as suas propriedades antioxidantes e antiinflamatorias
bem descritas na literatura (KIZILTEPE et al, 2004; WANG et al, 2005; SIMONYI et al,
2005; SOUZA, 2012).

1.8.1 Fisetina

A fisetina (3,3,4,7-tetrahidroxiflavona) é um flavondide pertencente ao subgrupo flavonol,
encontrado em diversas frutas e vegetais, tais como morango, magé, uva, cebola e pepino, tem
peso molecular de 286,24 g/mol e formula molecular Ci1sH1006 € solUvel em etanol e
dimetilsulfoxido (DMSO) (ARAI et al., 2000).
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Quando administrada via intravenosa, a fisetina foi rapida e extensivamente metabolizada
por conjugacdo no figado, principalmente por sulfatacdo e, quando por via oral, ela também é
rapidamente metabolizada em sulfatos e glicuronideos mas ocorrendo menos sulfatacdo
quando comparamos com a administracdo intravenosa (SHIA, et al, 2009)

Assim como outros flavonoides a fisetina apresenta acdo antioxidante tanto por
varrer/sequestrar radicais livres como por sua ac¢do indireta, modulando por exemplo a via de
sinalizacdo Nrf-2 (NF-E2-related factors2)/ARE (antioxidant responsive element). A ativacédo
de genes alvos do Nrf-2, em particular o HO-1 (heme-oxygenase-1), em astrdcitos e neurénios
é altamente eficaz na protecdo contra o estresse oxidativo, inflamacdo e morte celular
(BURDO et al., 2008). Sua capacidade de aumentar os niveis de GSH confere uma
neuroprotecdo contra o glutamato na injuria pois este, diminui os niveis de GSH por inibir a
captacdo da cistina que é necessaria para a producdo do GSH (ISHIGE; SCHUBERT,;
SAGARA, 2001). Além disso, tem atividade anti-inflamatdria por inibir a atividade da 5-
lipoxigenase, reduzindo desse modo a producdo de perdxidos lipidicos (MAHER, 2009) e
também por inibir a via de sinalizacdo PISK/AKT/NF-KB que esta associada a inflamacéo,
sobrevivéncia celular e proliferagdo (PAL et al, 2015)

Estudos in vivo e in vitro indicaram que a fisetina possui propriedade antiproliferativas
contra varios canceres, como cancer no pancreas, prostata, célon e melanoma (SYED et al,
2008; SYED et al, 2011; MURTAZA et al, 2009; SZLISZKA et al, 2011; KUNTZ;
WENZEL; DANIEL, 1999). A fisetina pode reduzir a angiogénese e, consequentemente,
suprimir o crescimento do tumor através da inibicdo do ativador de plasminogénio urokinase
(UPA) (JANKUN et al., 2006).

Figura 6. Estrutura da fisetina.

Maher e colaboradores (2006) demonstraram que a fisetina (20mg/kg v.0.) melhorou a
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capacidade mnemonica de camundongos quando administrada agudamente por via oral assim
como promoveu a potencializacdo da LTP através da ativacdo de ERK e fosforilagcdo de
CREB em fatias de hipocampo. Através da ativacdo da via ERK/INK a fisetina melhorou o
desempenho motor e diminuiu a mortalidade em modelo de doenca de Huntington (MAHER
etal. 2011).

A fisetina (15mg/kg v.0.) foi eficaz na profilaxia e no tratamento de alteracbes motora e
de memdria em modelo de neurotoxicidade induzida por aluminio. Seus efeitos foram
mediados pela diminuicdo do estresse oxidativo, da inflamacdo e da morte neuronal
(PRAKASH; GOPINATH; SUDHANDIRAN, 2012).

1.9 Relevancia e justificativa

O AVC ¢ a principal causa de incapacidade, fazendo com que as pessoas acometidas, em
muitos casos, dependa de cuidados de reabilitacdo nos paises em desenvolvimento e estudos
dos fenbmenos ligados aos mecanismos de isquemia e hipoxia visam a melhoria da qualidade
de vida desses pacientes.

O estudo dos mecanismos e de estratégias terapéuticas envolvidos no AVC é
importante principalmente pelo impacto socio-econdmico que pode causar ao afetar a
populagdo economicamente ativa (ZETOLA et al., 2001). E apesar dos esforcos das
autoridades no controle da pressao arterial, combate ao tabagismo e controle dos niveis de
colesterol e da diabetes, na populacdo Brasileira, ainda possui altas taxas de mortalidades
devido ao AVC (GARRITANO et al, 2012).

Cerca de 15 a 30% dos pacientes que apresentam AVCi tém histéria 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 neuroprotecdo de
pacientes de risco.

Visto que a fisiopatologia da isquemia cerebral é complexa e envolve multiplas vias,
ibnicas, enzimaticas e genéticas, que variam em funcdo da profundidade e duracdo da
isquemia (LIPTON, 1999; SMITH, 2004; HOSSMANN,2009) torna-se mais dificil de
estabelecer uma Unica terapia capaz de atuar em um conjunto tdo 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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A Fisetina é uma droga promissora devido seus efeitos antiinflamatorios e
antioxidante (ARAI et al, 2000) e por ser administrada via oral e trés horas apds a inducéo da

isquemia é uma estratégia que simula a condi¢cdo do AVC e o tempo de socorro do paciente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Estudar os efeitos da Fisetina sobre o dano neuronal e memoria e resposta
inflamatdria de camundongos submetidos a isquemia cerebral focal permanente.
2.2 Objetivos Especificos

e Prevenir o dano neuronal e déficits de memaria nos animais isquemiados, pelo
tratamento da Fisetina.

e Avaliar o efeito da Fisetina sobre a resposta inflamatdria através da
imunofluorescéncia do GFAP no cortex temporal e corpo estriado e através da
quantificacdo do TNF-oa.

e Avalia o efeito da Fisetina sobre a sinaptogénese através da quantificacdo do
BDNF por ELISA em camundongos submetidos a isquemia cerebral focal
permanente. .

e Avaliar o efeito da Fisetina sobre as sinapses através da quantificacdo de
sinaptofisina por Western Blot no corpo estriado e cértex de camundongos
submetidos a pMCAO.



34

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos adultos Swiss, machos, pesando entre 30 e
35¢, provenientes do biotério central do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceard
(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 maravalhas, com ciclo de claro/escuro de 12h/12h e alimentados com racgéo
padrdo e agua a vontade.

Em relacdo aos cuidados com os animais, este estudo seguiu 0s principios éticos
da experimentacdo animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para uso de animais (CEUA) da UFC
sob 0 nimero de registro 26/2015.

3.2 Drogas

Fisetina (SIGMA, EUA); Cloridrato de xilazina 2% (Kensol® Laboratérios Konig
S.A, Argentina); Cloridrato de ketamina 5% (Vetanarcol®, Laboratérios Konig S.A,

Argentina). Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico.

3.3 Protocolo experimental

Foram utilizados 96 animais divididos entre os grupos falso-operados, tratados
com veiculo (Tween 3%-+salina) ou fisetina (FIS) na dose de 50 mg/kg, isquemiados tratados
com veiculo e isquemiados tratados com FIS nas doses de 10, 30, e 50 mg/Kkg via oral.

Os animais foram tratados com a Fisetina 3 horas depois da eletrocauterizacdo da
pPMCAO. Nos dias que se seguiram a cirurgia, as doses de 10, 30 e 50 mg/kg foram
administradas 1 vez ao dia até o ultimo dia de teste. As concentracGes da Fisetina foram
escolhidas baseadas em estudos anteriores (GERLDEBLOM et al, 2012; MAHER et al, 2006;
SHIA et al, 2009; MAHER et al, 2007)

Para a realizagdo dos testes comportamentais foram seguidos trés protocolos
experimentais. Protocolo 1: 24 horas apés a cirurgia foi realizada a avaliagcdo neuroldgica e a
analise da area do infarto isquémico pelo método do TTC (n=6/grupo). Protocolo 2: 72 horas
apos a cirurgia foram realizados os testes de campo aberto, labirinto em Y e esquiva passiva

(memoria recente) e 96 horas ap0s o teste da esquiva passiva (memdria tardia) (n=8/grupo).
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Protocolo 3: 48 horas apds a cirurgia foi realizado o primeiro treino da labirinto aquético, 72
horas apos foi realizado o segundo treino da labirinto aquético, 96 horas ap6s foi realizado o
teste de reconhecimento de objetos, e 120 ap0s foi realizada a retencdo do labirinto aquético
(n=8/grupo). Ao final do protocolo 3 os animais foram perfundidos com paraformaldeido 4%
e seus cérebros fixados com formol tamponado, sendo depois feito imunohistoquimica para
GFAP, TNF-a. com os cortes histolégicos.

Tabela 1 — Grupos de tratamento.

Grupo Tratamento

FO Animais falso operados e tratados com veiculo (salina) v.o.

FO + FIS50 Animais falso operados e tratados com FIS na dose de 50 mg/kg v.o.
pMCAO Animais submetidos a pMCAQO tratados com veiculo v.o.

pMCAO + FIS 10
PMCAO + FIS 30
pMCAO + FIS 50

Animais submetidos a pMCAO tratados com 10 mg/kg de FIS v.o.
Animais submetidos a pMCAO tratados com 30 mg/kg de FIS v.o.
Animais submetidos a pMCAO tratados com 50 mg/kg de FIS v.o.

TTO
Oh 24h 48h 72h 96 h 120h
3h
pMCAO Avaliacio Treino Treino Esquiva passiva Retencio
neuroldgica Water maze Water maze (memoria tardia) Water maze
TCC RO
Campo aberto Retirada de &reas Perfusdo

Figura 07 — Protocolo experimental.

Labirintoem Y
Esquiva passiva
(memédria recente)

cerebrais
Western -blotting

Cortes cerebrais
Imunchistoquimica
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3.4 Isquemia cerebral focal por oclusdo da artéria cerebral média (PMCAO) (TAMURA
etal., 1981)

Os animais foram anestesiados com xilazina (10mg/kg) e ketamina (90mg/kg)
administrados por via intraperitoneal para o procedimento cirargico. A temperatura foi
mantida entre 36,5 e 37° C com o auxilio de uma lampada incandescente.

Inicialmente foi realizada uma inciséo na linha entre o olho esquerdo e a orelha, o
musculo temporal foi dissecado e, posteriormente, realizada uma craniectomia com uma broca
odontoldgica de 1 (mm), seguido da exposicdo e eletrocauterizacao da artéria cerebral média.
Em seguida a inciséo foi suturada com fio de seda agulhado 4.0, e os animais foram colocados
em gaiolas para recuperagdo da cirurgia com livre acesso a 4gua e comida. Os animais falso-
operados (FO) foram submetidos aos procedimentos descritos para isquemia, exceto a

eletrocauterizacdo da artéria cerebral média (Figura 07).

Figura 08: Eletrocauterizagdo da artéria cerebral média

Arte: Jéssica Rabelo

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

A coloragdo com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC) foi descrita
primeiramente por Jestaedt e Sandritter (1959) para quantificacdo 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 é um sal que recebe um proton da succinato
desidrogenase na membrana interna da mitocondria, o que o reduz para uma forma insolGvel,
o formazam, com coloragdo avermelhada que se deposita nas células viaveis. As células da
regido de infarto ndo possuem mitocéndrias viaveis, ndo havendo a formacdo da coloracdo
vermelha e, portanto, apresentando-se com a cor normal do tecido cerebral.

Vinte e quatro horas apds a isquemia os animais foram eutanasiados, decapitados

e seus cérebros foram removidos, cortados e conservados em salina gelada até 0 momento da
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coloracdo, os cérebros foram fatiados na espessura de 2 mm e imersos em solugdo de 2% de
TTC a 37°C por 30 minutos. Em seguida, as fatias tiveram suas imagens digitalizadas em alta
resolucdo, sendo analisadas as areas de infarto e as areas totais para os célculos das

respectivas percentagens. Tal metragem foi realizada utilizando-se o software ImageJ.

3.6 Avaliacdo Neuroldgica (GARCIAet al., 1995)

Para a avaliacdo sensorio-motora foi realizada a avaliacdo neuroldgica 24 h apds
da isquemia. Os achados neuroldgicos 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 0
animal ao ser segurado pela cauda e suspenso no ar possui simetria dos quatro membros; 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 de subir e agarrar
firmemente uma grade de ferro ou de fazer movimentos circulares; a propriocepcao corporea
na qual o animal é tocado com uma pinca em ambos os lados do corpo e sua reacdo €
observada, que avalia a resposta sensorial; e a resposta ao toque da vibrissa, no qual a pinca
toca as vibrissas em ambos os lados do animal- analisa a resposta sensorial.

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

parametro analisado.



Tabela 2 — Escala utilizada para a avaliagdo neuroldgica.

Atividade
espontanea

0

1

2

3

Animalsem
movimento

Animal ndo se
ergue e
raramentese
movimenta

Animal se
movimenta,
mas ndo se
aproximados
trés lados da
caixa

Animal se
movimenta,
mas ndo se
aproximados
trés ladosda
caixa

Simetriado
movimento das
quatro patas

Contralateral:

Sem
movimento

Contralateral:
raros
movimentos

Contralateral:
Movimentos
lentos

Ambos os lados
se movem
simetricamente

Estiramentodas
patasdianteiras

Contralateral:
raros
movimentos

Contralateral:
Movimentos
lentos

Ambos os lados
se movem
simetricamente

Escalada/
Preensdo

Animal falhou
em escalare

Contralateral
com

Animal escala
normalmentee

exibiu dificuldadede agarraa grade
movimentos subire garrara
circulares grade
Propriocepgdo Contralateral: | Contralateral< Resposta
corporea Sem resposta ipisilateral simética
Resposta ao toque Contralateral: | Contralateral< Resposta
da vibrissa Sem resposta ipisilateral simétrica

Fonte: Adaptado de Garcia et al., 1995.
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3.7 Avaliacéo da atividade locomotora - Teste do Campo Aberto (BROADHURSt, 1957).
O teste do campo aberto foi originalmente descrito por Hall (1934), para analisar

o0 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 07). No teste o animal foi colocado na arena

e deixado para explorar o0 ambiente por 5 minutos, durante este periodo foi registrado o

numero de quadrantes atravessados pelo animal (nimero de cruzamentos), numero de vezes

gue o animal se levantou para explorar 0 ambiente, mantendo-se suspenso apenas pelas patas

traseiras, caracterizando o comportamento exploratério do tipo rearing. A arena foi limpa com

alcool a 20% apo6s cada animal ser retirado, para evitar interferéncia do cheiro de urina e fezes

no teste.
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Figura 09 — Arena do Campo Aberto
Fonte: LNC

3.8 Avaliacdo da memdria 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. 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 10). Nesse teste, o animal € colocado no labirinto e
deixado explorar por 8 minutos (Sarter et al., 1988). Os animais apresentam forte tendéncia

de alternar a entrada nos diferentes ambientes.

Figura 10 - Labirinto em Y.
Fonte: LNC.

Para a avaliagdo da memoria os bragos foram numerados. O animal foi colocado
no aparelho, no brago 1, e durante 8 minutos o nimero do braco que o animal entrou foi
anotado em sequéncia. Foi considerado acerto cada vez que o animal entrou em 3 diferentes

bragos sem repeticdo. O resultado foi expresso em porcentagem e obtido através da seguinte
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férmula matematica:

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

O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos controle,
indicando que os animais podem se lembrar em qual brago eles entraram por ultimo (Stone et
al., 1991). Entre cada sesséo, o labirinto foi higienizado com uma solugéo de alcool a 20% e

secado com toalhas de papel.

3.9 Avaliagdo da memoria episédica — Teste do Reconhecimento de Objetos
(ENNACEUR; DELACOUR, 1988).

O teste de reconhecimento de objetos é baseado na tendéncia natural dos animais
buscarem o novo. Durante o treino o animal foi colocado numa arena quadrada (30 x 30 x 15
cm) de acrilico preto contendo dois objetos iguais (Ol) e, durante 10 min, ele podia explorar o
ambiente e 0s objetos (Figura 09A). Ap6s 1h, um dos objetos iguais foi substituido pelo
objeto novo (ON) e o animal foi colocado novamente na arena (teste) (Figura 09B). Durante 5
min o tempo que o animal utilizou explorando cada um dos objetos foi anotado. O resultado
foi expresso como indice de reconhecimento e foi obtido através da seguinte formula

matematica: (tempo ON — tempo Ol)/ (tempo ON+ tempo Ol).

Figura 11: Arena com objetos
Fonte: LNC.

3.10 Avaliacdo da memoria espacial - Teste do Labirinto Aquatico (MORRIS, 1984)
Nesta versdo do labirinto aquatico os roedores aprendem a nadar a uma distancia

mais curta possivel das bordas de um tanque de agua 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.
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O animal foi colocado de forma aleatéria em uma piscina circular (90 cm de
didmetro e 60 cm de profundidade) contendo agua turva (30 cm de altura) com tinta branca
ndo toxica a 26 °C, dividida espacialmente em quatro quadrantes, devendo encontrar uma
plataforma (7cm de diametro) submersa 2cm (Figura 10). O animal teve 60s para achar a
plataforma (que permaneceu no mesmo local em todos os treinos) e 14 permaneceu por 10s.
Este treino foi realizado quatro vezes por dia com intervalos de 30s entre os treinos, durante
dois dias (aprendizagem) e 48h apo6s o ultimo treino, os animais foram submetidos ao teste,
agora sem a plataforma, onde foi avaliada a aquisicdo da memodria. 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 12: Labirinto aquatico
Fonte: LNC

3.11 Avaliacdo da memdria aversiva — Teste da Esquiva Passiva (GOLD, 1986)

O teste de esquiva passiva envolve a especifica repressdo da tendéncia natural do
animal de explorar além da plataforma e envolve 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 0 piso
constituido por uma plataforma e uma grade eletrificada (Figura 11). O animal foi colocado

na plataforma e deixado para ambientacdo no aparelho durante um 1 minuto, e depois
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retirado. Apo6s 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 méaximo de 5 minutos (treino). Retirou-se o
animal e ap6s 15 minutos este foi colocado novamente na plataforma e registrou-se a laténcia
de descida (avaliagdo da memadria recente). A retencdo do aprendizado (avaliagdo da memoria
tardia) foi testada ap6s 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 ndo recebe o choque.

Figura 13: Aparelho de Esquiva Passiva.
Fonte: Insight LTDA.

3.14 Avaliacdo da astrogliose através da imunomarcacédo com GFAP

As células da glia sdo células imunocompetentes do cérebro, ativadas durante a
morte neuronal e instruidas para remover os residuos no sitio da injaria, mas esta ativacao
pode ser uma fonte para a morte neuronal adicional (CICCHETTI et al., 2002). Assim a
avaliacdo da ativacdo de astrocitos foi feito pela imunomarcagdo com o anticorpo para GFAP
(Glial fibrillary acidic protein).

Os animais foram perfundidos através do ventriculo esquerdo com salina gelada,
seguido de paraformaldeido a 4% em PBS. Os cérebros foram removidos e pds-fixados com
formol tamponado por 24 horas, ap0s esse periodo foram armazenados em solucéo
crioprotetora de sacarose a 30% em geladeira. O tecido foi cortado no criostato fatias de 20
pm armazenadas em placa de 24 pogos com solucdo tampéo PBS e azida sodica.

As fatias foram lavadas trés vezes em PBS por 5 min e depois simultaneamente
permeabilizadas e bloqueadas com TBS (0,05 M Tampéo Trizma base com 150 mM de NacCl,
pH 7,2) contendo 0,2 % Triton X-100 e 10 % de soro de cabra, por 1 hora a temperatura
ambiente (TA). Em seguida, foram incubadas, free-floating, com o anticorpo priméario
preparado em solucdo de bloqueio (anti-GFAP, 1:500, rabbit policlonal, Sigma-Aldrich,

Portugal) overnight a TA e depois lavadas 3 vezes por 10 min cada em PBS. Posteriormente,
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foi realizada a incubagdo por 2 horas em TA com o anticorpo secundario (goat anti-rabbit),
conjugado com o fluorocromo Alexa Fluor 594 (Invitrogen, Portugal), diluido a 1:200 em
solucdo de bloqueio. Apds serem lavadas mais 3 vezes em PBS e serem contracoradas com
DAPI (Vector Laboratories, UK), as fatias foram montadas em laminas gelatinizadas usando o
meio de montagem DPX e deixadas secar protegidas da luz. A visualizagéo foi realizada no
microscopio de fluorescéncia Zeiss Axiovert 200 (Axiovision software 4.6, PG-Hitec,
Portugal).

3.15. Avaliacao da expressao de sinaptofisina através da técnica de Western-blot

Tecidos do corpo estriado e do cértex foram homogeneizadas separadamente em 5
mL de tampéo de sacarose 32 mM, EDTA 1 mM, Hepes 10 mM e BSA 1 mg/mL, usando um
pistdo de vidro ( potter). Os homogenatos foram centrifugados a 3.000g durante 10 min a 4°C,
para remocao de debris. O sobrenadante foi submetido a uma nova centrifugacao de 14.000 g
g durante 12 min a 4°C. ApdGs a centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido em 1mL de solucéo de Percoll a 45% seguido de nova centrifugacdo a 20.000 g
por 2 min. Ap6s a centrifugacdo foi coletado o que ficou em suspensdo no Percoll e
submetido a duas centrifugacfes sucessivas em KHR a 20.000 g por 2 min. Os pellets
resultantes foram ressuspendidos em 50 uL de SDS a 5% com inibidor de protease. A
quantidade de proteina total presente na amostra foi determinada usando o método de Lowry,
e a albumina sérica bovina utilizada como padréo.

As amostras foram adicionadas a um tampé&o de amostra — (Tris 125 mM, glicerol
20%, DTT 100 mM, SDS 4%, e de Azul de Bromofenol 0,02% -) ap6s a quantificacdo de
proteina.Em seguida aquecidas a 90°C durante 5 min. Quantidades iguais de proteinas totais
(15 pg por linha) foram separadas em SDS-PAGE (gel a 12,5 %), utilizando-se o sistema Mini
Protean®3Cell (Bio-Rad, EUA), sendo eletricamente transferidas as membranas de PVDF
(Bio-Rad, EUA). As membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 5% em TBS-T por 1
hora e incubadas overnight os anticorpos primarios anti-a tubulina produzida em camundongo
(1:4000; Sigma, MO), anti-sinaptofisina produzida em coellho (1:2000; Santa Cruz
Biotechnology,CA).

A seguir, as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com anticorpos
secundarios goat anti-rabbit e goat anti-mouse (horsereradish-peroxidase conjugated,
1:3300; Bio-Rad, EUA 1:2000; Sigma, MO),respectivamente por 1 hora.

Apbs a incubacdo com os anticorpos secundarios as membranas foram lavadas
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duas vezes com 0 TBS-T e incubadas com com ECL (Enhanced Chemiluminescent substrate,
Bio Rad.) por cerca de 5 minutos, sendo finalmente detectadas e analisadas pelos softwares
Molecular Imager VersaDoc e Quantity One (Bio Rad), respectivamente. O valor final foi

expresso pela razéo da sinaptofisina pela a-tubulina.

3.16 Ensaio do BDNF

Seis animais de cada grupo foram eutanasiados apds 120 h da pMCAO o hipocampo e
0 corpo estriado foram removidos. As amostras de cérebro foram homogeneizados (10% v / v)
numa solucdo de tampéo de fosfato (PBS) (50 mM, pH 6,0) contendo inibidores de protease
(Sigma-Aldrich, EUA). Os homogenatos foram centrifugados a 14.000 g, 4°C, durante 30
min, e as concentracdes de BDNF no sobrenadante foram medidas com o kit ELISA

(Quantikine®Elisa R & D Systems), de acordo com as instrucfes dos fabricantes.

3.17 Avaliacdo da imunoreatividade para TNF-a.

Cinco dias ap6s pMCAO, os animais (n=4/grupo), foram anestesiados com xilazina
(10mg/kg) e ketamina (90mg/kg) por via intraperitoneal e perfundidos transcardialmente com
salina, seguido por paraformaldeido a 4% em PBS. Os cérebros foram removidos e fixados
com formol tamponado durante 24 h e armazenados em sacarose a 30% (4°C), até a realizacdo
dos cortes. Os cortes coronais do cortex e estriado foram feitos em um criostato (Leica
CM3050 S, Heidelberg, Alemanha) a -21 °C, e armazenados free floating em PBS (4°C) numa
série de “um em seis” de 50 mm (300 mm de intervalo).

Para a realizacdo da técnica de imunohistoquimica, as fatias cerebrais foram lavadas
trés vezes durante 10 min (cada) com PBS e incubadas (PBS + 10% de metanol e 1,05% de
peréxido de hidrogénio), durante 40 minutos a temperatura ambiente, para bloquear a
atividade da peroxidase endégena. Depois de lavar 3 vezes durante 10 min (cada) com PBS e
tendo bloqueadas as ligacGes inespecificas com soro normal de cabra em PBS a 10%
suplementado com Triton X-100 (solucdo de bloqueio) durante duas horas a temperatura
ambiente, as seccOes foram incubadas com os anticorpos priméarios (anti-TNF-a,1: 250 ou
anti-iNOS, 1: 400, Santa Cruz Biotechnology) diluida em solucéo de blogueio a 4°C durante
48 h. As seccOes foram entdo lavadas trés vezes durante 10 min, em PBS e subsequentemente
incubadas com conjugado de avidina-biotina-peroxidase (coloracdo Sistema ABC, Santa Cruz
Biotechnology), durante 30 min. Apos a lavagem, as laminas foram incubadas com anticorpo

de cabra anti-coelho biotinilado (anticorpo secundério), diluido 1:500 em solug&o de bloqueio.
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Como revelador foi utilizado o DAB. As fatias foram montadas em entellan (Merck,
Alemanha), e visualizadas sob um microscopio (Nikon Elipse E200) com aumento de 400x.
Foram selecionadas trés fatias de cada animal, aleatoriamente, ao longo da area da leséo e a
quantificacdo das células foi realizada utilizando o software Image J (NIH, Bethesda , MD,
EUA). As células foram consideradas positivas para TNF-a quando apresentaram uma
coloragdo acastanhada. Os resultados foram expressos por densitometria optica.

3.18 Analise estatistica

Antes da realizacdo dos testes estatisticos foi realizado o teste de normalidade
para todos os dados. O teste de Bonferroni foi realizado para analise dentro do grupo na
avaliacdo da memdria aversiva. Para avaliar o TTC e o Aprendizado do labirinto aquatico foi
utilizado Man-Whitney para comparacdo entre 2 grupos. Para avaliacdo dos escores
neuroldgicos, Y-maze e Reconhecimento de objetos foram utilizados os testes de Kruskall-
Wallis seguido do teste de Dunn e os valores expressos em mediana (minimo e maximo). Para
a analise do GFAP, BDNF, Esquiva, Labirinto aquatico e Campo Aberto foi realizado teste
ANOVA seguido do teste de Newman Keuls. Para a andlise da expressdo de sinaptofisina foi
realizado teste t. 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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4. RESULTADOS

4.1 Efeito da fisetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a avaliacdo do dano isquémico em

camundongos submetidos a pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAOQO apresentaram dano isquémico observado através
medida da porcentagem de areas sem coloracdo como podemos observar na figura 13. A
porcentagem de &rea isquémica foi maior nos animais isquemiados em relacdo aos animais
falso-operados (FO: 1,0 (0,0-1,0) %; pMCAO: 12,0 (6,0-16,0) %). O tratamento com a
fisetina na dose de 50mg/kg conseguiu diminuir a &rea isquémica quando comparamos com 0S
animais isquemiados (FIS10: 6,0 (4,0-24,0) %; FIS30: 10,5 95,0-12,0) %; FIS50: 6,0 (2,0-
12,0) %) (Figura 15).

Figura 14. Fotografia das fatias cerebrais submetidas a coloragdo com TTC 1 %. As areas isquémicas, nas quais

as células ndao sdo mais vidveis (com enzimas inativas) correspondem as regifes palidas, sem coloracgéo,
demarcadas pelas setas.

FIS30
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Figura 15. A Fisetina (50 mg/kg) melhora o dano neuronal isquémico em camundongos submetidos a pMCAO
(n=8/grupo).
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Os valores representam a mediana (MIN-MAX). 2vs FO, Pvs pMCAO, p<0.05.
Teste de Mann-Whitney para comparagao entre dois grupos.
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4.2 Efeito da fisetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a avaliacdo neuroldgica de camundongos
submetidos a pMCAO.

Na avaliacdo neuroldgica, realizada 24h ap6s a cirurgia, 0s animais isquemiados
apresentaram déficit sensorio-motor significativo (FO: 18 (17-18) escores; pMCAO: 13 (8-
15) escores). Os animais tratados com a fisetina, nas doses de 30 e 50mg/kg, obtiveram
melhora no desempenho sensorio-motor em relacdo aos animais isquemiados (FIS10: escores;
FIS30: 15,5 (13-17) escores; FIS 50:18 (16-18) escores) (Figura 16).

Figura 16 A Fisetina (30 e 50 mg/kg) melhora os deficits sensério-motores em camundongos submetidos a
pMCAO (n=8/grupo).

20 = b
E— 1
*
U) -
Q
O 10+
(&)
7))
L
5-
0 1 1 1 1 | | 1
FIS50 FIS 10 FIS 30 FIS 50
FO pMCAO

Os valores representam a mediana (MIN-MAX). 2vs FO, Pvs pMCAO, p=0,0001.
Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn.
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4.3 Efeito da Fisetina (10, 30 e 50mg/kg) sobre a atividade locomotora de camundongos
submetidos a pMCAUO.

O teste de campo aberto, realizado 72 h ap6s a inducdo de pMCAO, avalia a atividade
locomotora. N&o foram observadas alteragdes motoras na capacidade de exploracdo horizontal
dos animais, avaliada através da observacdo do numero de cruzamentos, como podemos
observar na figura 17 (FO: 106,4+9,31 numero de cruzamentos; FO+FIS50: 105,5+11,49
numero de cruzamentos; pMCAO: 116,6+£10,84 nimero de cruzamentos; FIS10: 106+10,84
ndmero de cruzamentos; FIS30: 131,6+16,6 numero de cruzamentos; FIS50:132+23,55
nimero de cruzamentos). Na avaliacdo da exploracdo vertical, os animais isquemiados
tiveram uma diminuicdo significativa da atividade locomotora (FO: 7,27+1,7 nimero de
rearings; FO+FIS: 6,33£2,3 numero de rearings; pMCAO: 1,0+0,28 numero de rearings) e
essa diminuicdo ndo foi alterada pelo tratamento com a fisetina (FIS10: 2,25+1,1 nimero de
rearings; FIS30: 1,42+0,48 numero de rearings; FIS50: 1,76+0,79 numero de rearings)
(Figura 18).

Figura 17. Efeito da Fisetina (10, 30 e 50mg/kg) sobre o nimero de cruzamentos no teste do campo aberto de

camundongos submetidos &8 pMCAO (n = 8/grupo).
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Os valores representam a média + EPM.
ANOVA, seguido do teste de Neuwman-Keuls.



Figura 18. Efeito da Fisetina (10,30 e 50mg/kg) sobre o nimero de “rearings” no teste do campo aberto de

camundongos submetidos a pMCAO (n = 8/grupo).
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4.4 Efeito da Fisetina (10, 30 e 50mg/kg) sobre a memoria de trabalho de camundongos
submetidos a pMCAUO.

Na memoria de trabalho, avaliada pelo teste do Labirinto em Y, realizado 72 h apds a
cirurgia, os animais isquemiados apresentaram um déficit de memoria em relacdo aos
animais falso-operados (FO: 72 (59-80) %; FO+FIS50: 62,5 (42-72) %; pMCAOQO: 50,5 (37-
67) %). Esse déficit foi revertido pelo tratamento com a fisetina na dose de 50 mg/kg
(FIS10: 61,5 (42-94) %; FIS30: 60 943-74) %; FIS50: 67,5 (47-94) %) (Figural9).

Figura 19. Efeito da Fisetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a memodria de trabalho de camundongos submetidos a
pMCAO (n=8/grupo).
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Os valores representam a mediana (MIN-MAX). 2vs FO, "vs pMCAO, p=0,0151.
Kruskall-Wallis, seguido do teste de Dunn.
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4.5 Efeito da Fisetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a memoria episodica avaliada através do
teste de reconhecimento de objetos em camundongos submetidos & pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAO apresentaram déficit na habilidade de
reconhecer um novo objeto, avaliado 96 h ap6s a isquemia, em relacdo aos animais falso-
operados (FO: 0,375 (0,27-0,54); FO+FIS50: 0,2050 (0,1-0,44); pMCAO: 0,02 (-0,13-0,43))
apresentando menor indice de reconhecimento. O tratamento com a fisetina na dose de 50
mg/kg diminuiu significativamente este déficit (FIS10: 0,25 (0,03-0,48); FIS30: 0,05 (0,027-
0,29); FIS50: 0,26 (0,03-0,48)) (Figura 20).

Figura 20. Efeito da Fisetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a memdria episddica avaliada através do teste de
reconhecimento de objetos de camundongos submetidos a pMCAO (n = 8/grupo).
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Os valores representam a mediana (MIN-MAX). 2vs FO, "vs pMCAO, p=0,0001.
Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn.
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4.6 Efeito da Fisetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a memoria espacial de camundongos
submetidos a pMCAUO.

No teste de labirinto aquatico de Morris podemos avaliar a capacidade de aprendizado
dos animais avaliando a laténcia nos dias de treino. Nossos resultados mostram que 0s
animais isquemiados tiveram maior dificuldade de aprendizado em relagéo aos animais falso-
operados, diferindo estatisticamente no segundo de treinos quando comparamos a cada dois
grupos, como podemos observar na figura 21 (treino 5: FO: 23,3£6,0 s; pMCAO: 60,0+0,0 s;
treino 6: FO: 20,74£8,3 s; pPMCAO: 55,3+4,7 s; treino 7: FO: 21,3+£7,1 s; pMCAO: 57,8+2,2 s;
treino 8: FO: 18,9+6,6 s; pMCAO: 60,0+0,0 s). O tratamento com a fisetina foi capaz de
reverter a deficiéncia de aprendizado induzida pela pMCAO nos treinos 7 e 8 em relacdo ao
PMCAO (treino 7: FIS50: 23,4+7,1 s; treino 8: FIS50: 34,0+8,9 s). Foi realizado ANOVA de
medidas repetidas seguido do teste de Bonferroni para avaliar a capacidade de aprendizado
dentro do grupo, porém ndo foram encontrados diferencas significativas.

Figura 21. Efeito da Fisetina (50 mg/kg) sobre o aprendizado avaliada através do tempo de laténcia nos treinos
para alcangar a plataforma de camundongos submetidos a pMCAO (n = 8/grupo).
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Os valores representam a média+EPM. 2vs FO, "vs pMCAO, p=0,0008.
Teste de Mann-Whitney para comparacao entre dois grupos.
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Na retencdo da memdria espacial, avaliada 120 h depois da cirurgia foram avaliados os
pardmetros de laténcia, nimero de cruzamentos e tempo de permanéncia no quadrante.
Podemos observar que os animais isquemiados tiveram um déficit de memdria espacial em
relacdo aos animais falso-operados nos parametros de laténcia (FO: 4,87+0,65 s; FO+FIS50:
9,843,6 s; pMCAO: 22,57£3,9 s), nimero de cruzamentos (FO: 5,06+0,45 s; FO+FIS50:
5,4+0,58 s; PMCAO: 3,07£0,37 s) e tempo de permanéncia no quadrante (FO: 20,75+1,4 s;
FO+FIS50: 17,50£2,24 s; pMCAOQO: 7,4+1,4 s). O tratamento com a fisetina nas trés doses
conseguiu reverter o déficit de memoria espacial no parametro laténcia (FIS10: 10,63+2,9 s;
FIS30: 8,56+1,7 s; FIS50: 6,0+1,06 s), porém apenas a dose de 50 mg/kg reverteu o déficit
observado no numero de cruzamentos (FIS10: 3,37+0,59 s; FIS30: 3,75+0,36 s; FIS50:
4,9+0,43 s) e tempo de permanéncia (FIS10: 7,2+1,1 s; FIS30: 6,7+1,4 s; FIS50: 18,9+1,4 s).
(Figuras 22, 23 e 24).

Figura 22. Efeito da Fisetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a memdria espacial, avaliada através do parametro
laténcia para alcancar a plataforma, de camundongos submetidos & pMCAO (n = 8/grupo).
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Os valores representam a média + EPM. 2vs FO, vs pMCAO, p<0,0001.
ANOVA, seguido do teste de Neuman-Keuls.



Figura 23. Efeito da Fisetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a memoria espacial, avaliada através do parametro

nimero de cruzamentos, de camundongos submetidos a pMCAO (n = 8/grupo).

N°de cruzamentos
N
[}

8-

FIS50 FIS10 FIS30

FIS50

FO pPMCAO

Os valores representam a média = EPM. 2vs FO, Pvs pMCAO.p=0,0008.

ANOVA seguido do teste de Neuman-Keuls.
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Figura 24. Efeito da Fisetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a memdria espacial, avaliada através do parametro
tempo de permanéncia no quadrante, de camundongos submetidos a pMCAO (n = 8/grupo)
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Os valores representam a média + EPM. 2vs FO, vs pMCAO, p<0,0001.

ANOVA, seguido do teste de Newman-Keuls.
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4.7 Efeito da Fsetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a memdria aversiva de camundongos
submetidos a pMCAO.

No teste da esquiva passiva, avaliamos a memoria recente e tardia feita 72 e 96 h
apos a cirurgia, respectivamente. Os animais submetidos a pMCAO apresentaram um déficit
da memoria aversiva recente (FO: 172,9+35,3 s; FO+FIS50: 149,4+30,9 s; pMCAO:
46,7+15,3 s) e tardia (FO: 163,6+31,81 s; FO+FIS50: 136,4+41,2 s; pMCAO: 30,0+10,0 s)
em comparacdo aos animais falso-operados. A fisetina ndo foi capaz de reverter esses
déficits quando comparados com o grupo pMCAO nem na memoria recente (FIS10:
69,0£20,8 s; FIS30: 86,6+26,4 s; FIS50: 69,4+17,8 s) e nem na memoria tardia (FIS10:
91,3+£34,3 s; FIS30: 54,0+18,4 s; FIS50: 60,0+£17,6 s). Porem quando comparamos dentro do
grupo através do teste estatistico ANOVA de medidas repetidas, seguido pelo teste de
Bonferroni para comparagao dentro do grupo observamos que, assim como os animais falso-
operados apresentaram diferenca significativa de memdria recente e tardia em relacdo ao
treino (FO: 15+2,8 s; FO+FIS50: 32,245,9 s), o tratamento com a fisetina na dose de 50
mg/kg foi capaz de induzir o aprendizado desses animais quando comparamos a memoria
recente em relacdo ao treino, porém ndo quando comparamos a memoria tardia em relacdo
ao treino (FIS10: 20,9+8,0 s; FIS30: 8,4+1,3 s; FIS50: 23,1+5,3 s). Os animais isquemiados
ndo apresentaram diferenca estatistica dentro do grupo, demonstrando que ndo houve

aprendizado em relacdo ao treino (p(MCAOQO: 18,43+2,9 s) (Figura 25).

Figura 25. Efeito da Fisetina (10, 30 e 50 mg/kg) sobre a memédria aversiva de camundongos submetidos a
pMCAO (n = 8/grupo).

#
E TrREINO
—l Bl veEM REC

Bl VEM TARD

25019

2001

1501

1004

Laténcia (s)

501

FIS50 FIS 10 FIS 30 FIS 50
FO pPMCAO

Os valores representam a média+EPM.
2ys FO. Mem. Rec p=0,086, Mem. Tard p=0,0038. ANOVA, seguido do teste de Newman-Keuls.
#vs FO Treino, p=0,0002, *vs FIS50 Treino, p=0,0082. ANOVA de medidas repetidas, seguido do teste de
Bonferroni.



57

4.8 Efeito da Fisetina (50mg/kg) sobre a ativagdo de astrécitos evidenciada através da
imunomarcacgdo com GFAP no cdrtex temporal de camundongos submetidos a
PMCAO.

Os animais isquemiados apresentaram aumento na ativacéo astrocitaria evidenciada
pela imunomarcagdo do GFAP (figura 26) no cortex temporal 5 dias ap6s a isquemia e 0
tratamento com a Fisetina na dose de 50 mg/kg nao diminui essa ativacao. (FO: 9,75+1,6 %;
pMCAO: 25,04+0,4 %; FIS50: 19,16+0,3 %) (Figura 26).

Figura 26. Efeito da Fisetina (50 mg/kg) sobre a ativacdo de astrdcitos (GFAP) no cortex temporal de

camundongos submetidos &8 pMCAO

w
o
1

N
o
1

[N
o
[

(% em relagdo ao controle)

o
L

FO FIS50

pMCAO

Média de Intensidade de fluorescéncia

Os valores representam a média + EPM. 2vs FO, Pvs pMCAO, p<0,05.
ANOVA, seguida do teste de Newman-Keuls.
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Figura 27. Imagens representativas do efeito da Fisetina (50 mg/kg) sobre a ativacao de astrdcitos (GFAP) no

cortex temporal de camundongos submetidos a pMCAO
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4.9 Efeito da Fisetina (50mg/kg) sobre os niveis de TNF-a no corpo estriado e cortex de
camundongos submetidos & pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAO apresentaram um aumento dos niveis de TNF-a
no corpo estriado (FO: 100+14 %; pMCAO: 271+8,9 %), porém o tratamento com a fisetina
néo foi capaz de diminuir o aumento de TNF-a induzido pela pMCAO (FIS 50: 290+16 %)
(Figura 28). No cortex ndo houve alteracdo dos niveis de TNF-o entre oS grupos
(FO:10049,6 %; pMCAO:102+5,6 %; FIS 50:124+5,5 %) (Figura 30).

Figura 28. Quantificacdo por densitometria dtica dos niveis do TNF-o no corpo estriado de camundongos
submetidos a pMCAO.
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Os valores representam a média£EPM. 2vs FO, p,0,0001.ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Figura 29. Imagens representativas (40x) do efeito da Fisetina (50 mg/kg) sobre a imunorreatividade do TNF-

o no estriado de camundongos submetidos a pMCAO
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Figura 30. Quantificacdo por densitometria ética dos niveis do TNF-a no cértex de camundongos submetidos a
pMCAO.
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Os valores representam a médiat.EPM. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Figura 31. Imagens representativas (40x) do efeito da Fisetina (50 mg/kg) sobre a imunorreatividade do TNF-

a no cdrtex de camundongos submetidos a pMCAO
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4.10 Efeito da fisetina (50 mg/kg) sobre a expressao de sinaptofisina no corpo estriado e
cdrtex de camundongos submetidos a pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAO apresentaram uma diminuicao significativa da
expressao de sinaptofisina no estriado quando comparamos com 0s animais falso-operados.
Os animais tratados com a Fisetina apresentaram um aumento significativo na expressao de
sinaptofisina quando comparamos com 0s animais isquemiados (FO:1,56+0,10;
pMCAO:1,35+0,02; FIS50:1,69+0,09).

Na quantificacdo de sinaptofisina no cértex, ndo houve diferenca entre 0s grupos,
mas 0s animais tratados com a Fisetina apresentaram um aumento da proteina quando
comparamos aos outros grupos (FO:1,84+0,17; pMCAO:1,88+0,07; FIS50:2,26+0,17).

Figura 32. Efeito da fisetina (50mg/kg) na expressdo da proteina sinaptofisina no corpo estriado de

camundongos submetidos a pMCAO.
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Representacdo do imunoblot e analise densitométrica das bandas representadas por médiatEPM.

A proteina a-tubulina foi usada como controle padrdo. (n=4) *p <0,05 vs pMCAO (Teste t de Student).
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Figura 33. Efeito da fisetina (50mg/kg) na expressdo da proteina Sinaptofisina em Cdrtex de camundongos
submetidos a pMCAO.
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Representacdo do imunoblot e anélise densitométrica das bandas representadas por média + EPM.

A proteina a-tubulina foi usada como controle padrdo. (n=4/grupo) (Teste t de Student).



63

4.11 Efeito da fisetina sobre os niveis de BDNF no estriado e hipocampo de camundongos
submetidos a pMCAO.

A indugcdo de pMCAO diminuiu os niveis de BDNF no corpo estriado dos animais
isquemiados em relacdo aos animais falso-operados (FO: 510,1£79,52 pg/mL; FO+FIS:
354.3+33,65 pg/mL; pMCAO: 219,2+70,85 pg/mL) e essa diminuicdo foi revertida pelo
tratamento com a fisetina (FIS50: 589,8+66,61 pg/mL) (Figura 34). No hipocampo houve um
aumento dos niveis de BDNF nos animais isquemiados quando comparados com 0s animais
falso-operados (FO: 449,6+88,7 pg/mL; FO+FIS: 747,7+173,1 pg/mL; pMCAO: 1407+354,9
pg/mL) e a fisetina na dose de 50 mg/kg provocou aumento dos niveis de BDNF em relacédo
aos animais falso-operados, porem essa diferenca ndo foi significativa estatisticamente
(FIS50: 979,7+85,56 pg/mL) (Figura 35).

Figura 34. Efeito da fisetina (50mg/kg) sobre os niveis de BDNF no corpo estriado de camundongos submetidos

apMCAO.
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Os valores representam a média+EPM. p=0,0265, ®vs pMCAO.
ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls.
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Figura 35. Efeito da fisetina (50mg/kg) sobre os niveis de BDNF no hipocampo de camundongos submetidos &

PMCAO.
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Os valores representam a médiaxEPM, p<0,05, vs FO.
ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls.
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5. DISCUSSAO

O AVC isquémico, devido a sua caracteristica intrinseca de ser um evento agudo,
ainda ndo possui tratamento farmacoldgico eficaz, capaz de reduzir os danos causados pela
isquemia cerebral e de minimizar as sequelas. Diante deste fato, é crescente 0 nimero de
estudos que buscam estratégias terapéuticas para o AVC. Os flavonoides aparecem nesse
contexto como uma estratégia promissora, devido as suas atividades antioxidantes e anti-
inflamatorias. Diversos estudos tém demonstrado através de modelos experimentais de

isquemia cerebral a eficacia destes compostos (MAHER et al, 2007; LIN et al, 2015).

A fisetina é um flavonoide subgrupo flavonol presente em frutas e vegetais com
atividade anti-inflamatdria e antioxidantes ja bem descritas, com efeito neuroprotetor em
modelos experimentais de isquemia cerebral (MAHER et al, 2007, GELDERBLOM et al,
2012), tornando-se assim um candidato promissor para a terapia da isquemia. Embora o efeito
neuroprotetor da fisetina administrada oralmente 3 h apds o inicio da isquemia tenha sido
demonstrado (GELDERBLOM et al, 2012), é a primeira vez que foi avaliado efeito da
fisetina sobre as sequelas induzidas pela isquemia cerebral.

No presente trabalho foram avaliados os efeitos da fisetina sobre as alteragdes de
memdria induzidas pela isquemia cerebral focal permanente em camundongos, dentre outros
parametros envolvidos na patogénese da isquemia cerebral como o tamanho da area
isquémica, avaliacdo neuroldgica, ativacdo de células da glia, producdo de citocinas pro-

inflamatdrias e sinaptogénese.

Primeiramente avaliamos a capacidade da fisetina de diminuir o tamanho da area
isquémica cerebral, verificado através da quantificacdo pelo TTC. Os resultados demonstram
que o grupo dos animais submetidos a pMCAO tiveram uma grande percentagem de area de
dano isquémico, corroborando com a literatura (WANG et al, 2016). O tratamento com a
fisetina na dose de 50 mg/kg, administrada via oral 3 h ap6s a indu¢do de pMCAO, foi capaz
de diminuir a percentagem de area isquémica. Estes dados demonstram que a inducdo da
isquemia cerebral através do modelo escolhido foi bem sucedida. Além disso, nossos
resultados corroboram com Gelderblom e colaboradores (2012), que também observaram que
a fisetina, administrada 3 h apos a inducdo da isquemia, diminuiu a area de isquémica em

46%. Maher e colaboradores em 2007, testaram a fisetina em modelo de isquemia in vitro e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gelderblom%20M%5Bauth%5D
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verificou que a fisetina aumenta os niveis de ATP, condi¢cdo super importante pois a
fisiopatologia da isquemia tem como ponto forte a diminui¢do de ATP. A fisetina também foi
eficiente na diminuicdo do dano isquémico no modelo de isquemia transitoria (RIVIERA et
al, 2004). Tendo em vista que na clinica o individuo acometido por uma AVC isquémico
precisa chegar répido ao hospital para que ndo saia da janela terapéutica de 4,5 horas
preconizada pela OMS para receber o tPA, como tratamento vigente, a janela terapéutica
encontrada em nossos resultados demonstram a potente atividade neuroprotetor da fisetina, e a

fazem despontar como candidato promissor.

O tratamento com a fisetina foi capaz de reverter os déficits neuroldgicos
induzidos pela pMCAO, avaliados 24 horas apds a cirurgia, tanto na dose de 30mg/kg como
na dose de 50mg/kg. A avaliacdo neuroldgica foi realizada através de uma escala
desenvolvida por Garcia e colaboradores (1995) com o objetivo de observar no modelo
animal de isquemia os sinais e sintomas neuroldgicos clinicos apresentados por pacientes apos
um AVC isquémico. Outros estudos ja demonstraram que o modelo de pMCAOQ ¢é capaz de
induzir déficits neuroldgicos em animais (FONTELES et al, 2016; GUOSHENG et al, 2016).
Zhou e colaboradores em 2015 mostraram que no AVC hemorragico a expressao de receptores
TRL-4 aumentam e estes induzem a elevacédo dos niveis do NFKB levando assim, a liberacéo
de citocinas inflamatorias e a fisetina foi capaz de reverter esse déficit sensorio-motor por
diminuir a expressdo dos receptores TRL-4. Estudos demonstram que os flavonoides devido
as suas atividades anti-oxidantes e anti-inflamatérias foram capazes de diminuir os déficits
neurolégicos induzidos pela isquemia cerebral, como demonstrou Dong e colaboradores

(2013) com a Litsea coreana leve, um flavondide usado na medicina chinesa.

No modelo de isquemia utilizado neste trabalho, a lesdo apresenta-se
principalmente no cdrtex temporal e corpo estriado, assim, um dano nessas regides resulta
numa reducdo da atividade locomotora (SHENG, 2010). Nossos resultados demonstraram que
0s animais submetidos a pMCAO apresentaram déficit locomotor, como menor nimero de
exploracGes verticais (rearings) avaliado através do teste de campo aberto, em relagdo aos
animais falso-operados e a fisetina na dose de 50mg/kg conseguiu reverter esse déficit.
Porém, ndo foi observado comprometimento significativo na exploragdo horizontal (crossing).
O motivo pelo qual os animais submetidos a pMCAO nao apresentaram déficit na exploracdo
horizontal, mas sim na exploracdo vertical provavelmente se deve ao fato de os animais

isquemiados apresentaram uma menor estabilidade postural. Além disso, SHEN e WANG
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(2009) define o movimento vertical como mais sensivel a lesdo cortical promovida pela
PMCAO do que o movimento horizontal. Nossos resultados corroboram com os dados de
Fernandes e colaboradores (2014) que demonstraram que a inducdo de pMCAO em
camundongos foi capaz de promover déficit de exploracdo vertical, mas nao de exploracédo
horizontal no teste do campo aberto e que o polifenol &cido caféico diminuiu o déficit
locomotor provavelmente devido sua acao antiapoptética e sinaptogénica. Os testes do campo
aberto e avaliacdo neuroldgica também tem como objetivo uma analise se o animal nao
adquiriu nenhuma disfuncdo motora grave, decorrente da cirurgia para inducdo da isquemia, o

que poderia prejudicar nos posteriores testes para a avaliacdo da memodria.

A acdo da fisetina sobre os déficits cognitivos causados pela pMCAO sao
avaliados pelos testes de memoria aversiva, espacial e operacional. A isquemia cerebral
provoca uma cascata de eventos como acumulo de metabdlitos toxicos, estresse oxidativo,
inflamacéo e por fim, a morte neuronal (GRUPKE et al, 2014) em regifes cerebrais como 0
hipocampo, area conhecida como o centro da memoria. Apesar do hipocampo néo estar no
centro ou core da lesdo isquémica deste modelo, esta regido se encontra na penumbra da
lesdo. A penumbra é a regido da lesdo isquemica onde os neurdnios perderam a capacidade de
gerar potenciais de acdo espontdneos e/ou evocados, mas com perfusdo de sanguinea
suficiente para manter as funcGes da membrana plasmatica e controle de gradiente idnico
(GARCIA et al, 1995). Existem dois tipos de plasticidade sinaptica, a plasticidade de curto
prazo (STP) e a potenciacdo de longo prazo (LTP) que sdo necessarios para 0 armazenamento
das informagdes, com isso, tem sido sugerido que a pMCAO prejudica essas sinapses (LlI;
RICHTER-LEVIN, 2012).

O labirinto em Y e o reconhecimento de objetos foram instrumentos usados para
avaliarmos o comprometimento da memoria operacional ou de trabalho, e memoria episddica
ou de reconhecimento, respectivamente, em animais submetidos a pMCAO. O modelo de
memoria operacional baseia-se na tendéncia dos animais de explorar ambientes novos. Neste
tipo de teste influéncias como componente emocional ou motivagdo sdo minimizadas,
ocorrendo uma dissociacdo entre aprendizagem e memoria Vvisto que ndo € necessario
aprender nenhuma regra (DELLU et al., 1992; 1994). O hipocampo e o cértex 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
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limbicos e ndo limbicos como prosencéfalo basal, o hipocampo, o tadlamo, o cortex pré-
frontal, o corpo estriado dorsal, além do sistema vestibular e cerebelo (LALOND, 2002).

Neste trabalho, avaliamos a memoria operacional 72 horas apds a isquemia.
Observamos que os animais isquemiados apresentaram um déficit neste tipo de memdria e a
fisetina na dose de 50mg/kg conseguiu reverter esses déficits. Corroborando com nossos
resultados, Seo e Jeong (2015) mostraram que a isquemia global transitéria em gerbils causou
déficits na memoria operacional avaliada através do teste de labirinto em Y. Trabalhos
mostraram também que outros compostos, como a spinosina, um flavonoide assim como a
fisetina, foi capaz de melhorar a memdria operacional em modelo da injecdo de escopolamina

para inducdo dos deficits de memoria (JUNG et al., 2014).

O teste de reconhecimento de objetos se baseia, assim como o labirinto em Y, na
tendéncia natural do animal em buscar o novo, sem necessidade de estimulo aversivo ou
privacdo de comida ou agua (BEVINS; BESHEER, 2006). E uma tarefa Gtil para avaliar em
regides especificas, principalmente o hipocampo e cortex perirrinal (Win-SHWE; FUJIMAKI;
2011) e alteracBes neuroquimicas produzidas por lesbes. A integridade do hipocampo esta
intimamente relacionada com o reconhecimento de objetos e o cortex perirrinal com a
codificacdo, consolidacdo e recuperacdo da memoria relacionada a objetos (WINTERS;
SAKSIDA; BUSSEY, 2008). Em nosso estudo, na memoria episodica avaliada 96h apos a
pPMCAO, os animais isquemiados apresentaram um déficit neste tipo de memoria e a fisetina
na dose 50 mg/kg conseguiu reverter esses deficits. Estudos mostram que a fisetina melhorou
os déficits de memoria através da ativacdo de ERK e fosforilagdo de CREB promovendo a
potencializagdo da LTP (MAHER, 2006). Além disso, estudos mostram que outros
flavonoides, como a baicalein, conseguiram reverter os déficits de memdria em modelos de

doenca de Alzheimer provavelmente devido a potencializacdo do LTP (GU et al, 2016).

Uma das formas de medir a fungdo cogitiva em modelos experimentais se da
através do aparelho de esquiva passiva, que avalia déficits de memoria aversiva (DEVRIES,
2001). A esquiva passiva do tipo “step-down”, que quer dizer “descer um degrau”, ¢ baseada
no comportamento natural que os roedores tém de explorar além da plataforma, mas também
de evitar o choque produzido pela grade, o que pode ser chamado de memoria aversiva
(1IZQUIERDO, MEDINA, 1997). Neste trabalho, os animais isquemiados apresentaram um
déficit de memdria aversiva em relagdo aos animais falso-operados. Corroborando com

nossos resultados Nazaria e colaboradores (2016) demonstrou que 0 modelo pMCAO induz o
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déficit de memoria aversiva avaliado através do teste de esquiva passiva. Lee e colaboradores
(2016) demonstrou que a spinosina, um flavonoide, conseguiu reverter os déficits de memoria
aversiva em modelo de Doenca de Alzheimer, sugerindo que esse efeito se deve a sua agédo
neurogénica hipocampal. O tratamento com a fisetina, porém, ndo foi capaz de reverter o
déficit de memdria aversiva. Evidéncias sugerem que dano na memoria aversiva estdo
relacionados com lesdes em diferentes areas cerebrais, estando alterada em diversos modelos
animais (AZOGU et al, 2015, YAMAGUCHI et al, 2015, BIANCHI et al, 2016). Além disso,
estudos que observaram a restauracdo desse tipo de memoria avalia, na maioria dos casos,
neurogénese na regido do hipocampo (MOON et al, 2016) o que ndo foi observado no nosso
estudo através da avaliagdo dos niveis de BDNF no hipocampo.

O labirinto aquatico, previamente descrito por Morris (1984) foi utilizado para
avaliar as alteracdes na memoria espacial. O autor mostrou a necessidade de referéncias
externas a piscina para formar uma percepcdo global de localizacdo, dependente
principalmente do hipocampo. Porém, além do hipocampo, a memoria espacial avaliada no
labirinto aquatico também depende de outras regides cerebrais como o corpo estriado, como
foi demonstrado por Block, Kunkel, Schwarz (1993), onde a injecéo de &cido quinolinico no
corpo estriado induziu alteragdes no desempenho de ratos no labirinto aquatico de plataforma
submersa (D’HOOGE; DE DEYNN, 2001).

Neste trabalho, os animais isquemiados apresentaram déficit na memdria espacial
em todos os pardmetros avaliados: laténcia, niUmero de cruzamentos e tempo de permanéncia
no quadrante. Corroborando com nossos resultados, Wang e colaboradores (2004) mostraram
gue os animais submetidos a isquemia cerebral transitoria também obtiveram um déficit nesse
tipo de memoria. A fisetina conseguiu reverter esses déficits na dose de 50mg/kg,
corroborando com os dados de AHMAD e colaboradores (2016) no qual a fisetina reverteu os
déficits cognitivos avaliados também através do labirinto aquatico em modelo de Doenca de
Alzheimer induzido por injecdo de B-amildide. Esse efeito provavelmente se deve a
capacidade da fisetina em aumentar a fosforilagio de CREB que estd envolvido no

processamento da memaoria no hipocampo para a formagao da memdaria espacial.

A isquemia é responsédvel pelo dano neural hipocampal atraves de multiplus
fatores incluindo excitotoxicidade, estresse oxidativo, e citocinas inflamatdrias, especialmente
nos neurdnios piramidais na regido CAl do hipocampo (CAI et al., 2011). Sabe-se que a

regeneracdo neuronal, plasticidade sinaptica, neurogénese e sinaptogénese Sdo processos
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necessarios para a recuperacdo de déficits cognitivos. Na busca de uma melhor compreensédo
dos mecanismos pelos quais a fisetina foi capaz de reverter os déficits de memoria induzidos
pela pMCAO foram realizados a quantificacdo da expressao da sinaptofisina e de BDNF. A
sinaptofisina é uma glicoproteina existente em vesiculas pré sinapticas que é responsavel pela
ancoragem destas vesiculas no terminal sinaptico e pelo resgate dessas proteinas por
endocitose,  tornando-se responsdvel por uma neurotransmissdo rapida e eficiente
(VAYNMAN et al, 2006). Como um marcador protéico de vesiculas sinapticas, a
sinaptofisina ndo € necessaria para a entrega do transmissor, mas é um requisito indispensavel
para a plasticidade sindptica (BECHER et al., 1999) e ¢ um importante componente de
proteina pré-sinaptica envolvida na aprendizagem e memoria (RUNE e FROTSCHER, 2005).

No presente trabalho observamos que a isquemia cerebral ndo foi capaz de induzir
alteracbes no cortex, porém no corpo estriado houve uma diminuicdo ndo significatica da
expressdo de sinaptofisina. A fisetina mostrou uma tendéncia em aumentar os niveis de
sinaptofisina no cortex e aumentou significativamente no corpo estriado. Corroborando com
nossos resultados, Wang (2015) mostrou ndo haver alteracdo da quantidade da sinaptofisina
entre os grupos, 14 dias ap6s a inducdo de pMCAO. Ahmad e colaboradores neste ano
mostraram que a fisetina aumentou os niveis de sinaptofisina em modelo de doencga de
alzheimer pela sua capacidade de regular as proteinas pré e pos sinapticas. REHMAN e
colaboradores (2016) mostraram que o polifenol anthocianina aumentou a expressdo de
sinaptofisina em modelo de deméncia induzido por d-galactose. O efeito sinaptogénico de
outros polifendis, como o acido lipdico, ja havia sido demonstrado por outros autores, em
modelo de isquemia cerebral transitoria em ratos (GONZALEZ-PEREZ et al, 2002) e do
acido rosmarinico em camundongos submetidos a pMCAO (FONTELES et al, 2016).

Sabe-se que o BDNF é um importante regulador da sinaptogénese e dos
mecanismos de plasticidade sinaptica envolvidos no aprendizado e na memoria no SNC
adulto (CUNHA; BRAMBILLA; THOMAS, 2010). No nosso trabalho, 0 BDNF aumentou
significativamente no hipocampo nos animais isquemiados. Este fato ocorreu provavelmente
por se tratar de uma regido de penumbra e ainda existirem células viaveis, capazes de
realizacdo de sintese protéica. Porém, a fisetina ndo foi capaz de aumentar os niveis de BDNF
no hipocampo, provavelmente a razao pela qual a fisetina ndo foi capaz de reverter o déficit
de memdria aversiva. Okuyama e colaboradores (2015) também mostraram aumento do

BDNF induzido pela isquemia cerebral, sugerindo uma tentativa natural de neurogénese em
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resposta ao insulto da isquemia cerebral. No estriado, regido onde se situa o core da lesdo,
local onde a morte acontece principalmente por necrose, 0 BDNF estd diminuido nos animais
isquemiados, corroborando com os resultados de YAO e colaboradores (2012) que mostraram
diminuicdo do BDNF no cortex, regido de core da lesdo e FONTELES e colaboradores (2016)
que demonstrou que 0 BDNF est4 diminuido nos animais isquemiados 5 ap6s a inducéo de
pPMCAO. A fisetina aumentou os niveis de BDNF possivelmente devido a sua capacidade de
aumentar a fosforilacdo de CREB aumentando, consequentemente, a expressdéo do BDNF
como descrito por outros autores (CHO, 2013). Assim, é possivel relacionarmos o efeito
neuroprotetor da fisetina sobre os déficits de memoria induzidos pela isquemia cerebral a sua
capacidade de induzir a sinaptogénese. Porém, outros mecanismos nao podem ser

descartados.

J& esta bem descrito na literatura a inflamacéo, sinaptogénese e neurogénese sao
fatores envolvidos na patogénese da isquemia cerebral e responsaveis, em parte, pelos danos
cognitivos (PATTERSON et al, 2015). Sendo assim, avaliamos a acdo anti-inflamatoria da

fisetina através da avaliacdo da astrogliose e TNF-a.

As células da glia sdo as principais responsaveis pela resposta inflamatéria do
sistema nervoso central (SRIRAM e O’CALLAGHAN, 2007). Os astrocitos sdo células da
glia que aparecem ativados no processo inflamatério apos AVC, levando a expressdo da
proteina acida fibrilar glial (GFAP), evento esse, conhecido como astrogliose reativa
(PEKNY, NILSSON, 2005). Os astrocitos ativados contribuem para a neuroinflamagédo
secretando citocinas e quimiocinas, bem como, a éxido nitrico sintetase induzivel (iNOS)
(DONG e BENVENISTE, 2001). Essa cascata imune é crucial para o desenvolvimento do
infarto cerebral (IADECOLA e ANRATHER, 2011). Estudos demonstram que 0s astrocitos
tém importante participacéo na sinaptogénese atraves da liberacdo de mediadores que mantém
0 microambiente neuronal, mesmo em condi¢cbes em que 0s neurbnios perdem sua
funcionalidade, como no caso de uma isquemia cerebral. A maneira pela qual a astrogliose
ocorre apos a isquemia difere dependendo do tempo e da area cerebral observada, possuindo
tanto efeitos deletérios como benéficos para o cérebro isquemiado (KIMELBERG;
NEDERGAARD, 2010, STELIGA et al, 2013).

No presente estudo mostramos que a isquemia promoveu a ativacdo dos
astrocitos, evidenciada através do aumento da imunomarcacgdo para GFAP. Corroborando com

nossos resultados, Tuor e colaboradores (2016) verificaram o aumento do GFAP em modelo
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de isquemia cerebral transitoria. Outros estudos observaram que o ndmero de células GFAP-
positivas estava aumentada no cortex 4 dias apo6s isquemia cerebral focal permanente
(NAKASE et al, 2003) e na penumbra isquémica 24 h, e 3, 7 e 14 dias ap6s a isquemia
cerebral focal transitéria (WANG et al, 2008; ZHANG et al, 2013). O tratamento com a
fisetina foi capaz de diminuir a astrogliose induzida pela isquemia, corroborando com outros
estudos que mostraram que a fisetina conseguiu diminuir a ativacdo dos astrocitos no modelo
de doenca de Alzheimer por diminuir a geracao do p25 que € responsavel pelo aumento da
inflamacéo, astrogliose e alteracdo no metabolismo dos eicosanodides (CURRAIS et al, 2014).
Outros compostos como o polifenol &cido rosmarinico também diminuiu a astrogliose
induzida pela pMCAO (FONTELES et al, 2016) e o flavondide pinocembrim foi capaz de
diminuir a ativacdo dos astrocitos em animais submetidos a isquemia cerebral global (MENG
et al, 2011).

A pMCAO induz a um aumento significativo da expressdo de NF-kB, que, por sua
vez, faz a mediagéo da transcricdo do TNF-a e expressao do seu mRNA no prazo de 7 dias apos o
evento isquémico (TANG et al., 2014). No presente estudo ndo observamos o aumento do TNF-a
5 dias ap6s a inducdo de pMCAO. E provavel esse dado tenha sido encontrado porque o TNF-o,
comeca a se elevar na primeira hora apés a oclusdo da artéria cerebral média, com pico de
resposta a isquemia em 6 a 12 horas e depois disso 0s niveis comegam a diminuir (BARONE et
al., 1997; YAMASAKI et al., 1995). Estudos mostraram que a Fisetina diminui os niveis do TNF-
a através da inibicdo da sinalizacdo de NF-kB uma vez que impede a fosforilagdo induzida
por LPS de IxkBa e sua degradacdo e posterior supressdo da translocacdo nuclear de
subunidade p65 de NF-kB em macréfagos peritoneais (SAHU, 2016). Outros estudos também
mostram a Fisetina diminuindo os niveis de TNF-o, em modelo de nefrotoxicidade induzida por

cisplatina, pelo mesmo mecanismo de modulacdo do NF-kB (SAHU, 2014).

Estes resultados em conjunto demonstram a capacidade neuroprotetora e de
neuroresgate da fisetina frente a isquemia cerebral focal permanente, visto que sua
administracdo foi realizada com uma janela de 3 h apds a inducdo de pMCAO. Além da
fisetina reverter o dano neuronal, como pudemos observar através da diminuicdo da A&rea
isquémica e da avaliagdo neuroldgica, a fisetina foi capaz de proteger dos déficits de memoria
induzidos pela isquemia. Os nossos resultados sugerem qua a fisetina possui acéo
sinaptogénica e antiinflamatoria o que resultou em sua capacidade de diminuir os défits

cognitivos. Mostrando-se promissora candidata a estudos clinicos que visam avaliar sua acao
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no AVC isquémico. Porém, mais estudos precisam ser realizados com o objetivo de

compreender melhor os mecanismos pelos quais a fisetina possui acdo neurorestauradora.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a fisetina reverteu o déficit de memdria, sensorio
motor e dano neuronal em camundongos submetidos & pMCAO.

A administracdo da fisetina diminuiu a inflamacéo através mostrado atravé do GFAP,
mas ndo conseguiu diminuir os niveis do TNF-oa. E melhorou a neurogénese através do
aumento da expressdo da sinaptofisina.

Os mecanismos de neuroresgate apontam parcialmente para a sua atividade
antiinflamatdria, no entanto outras a¢cGes ndo podem ser descartadas.

O presente trabalho aponta a Fisetina como uma nova perspectiva de agente

antiinflamatdria e neuroresgate.
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