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RESUMO

O acidente vascular cerebral, doenca incapacitante e terceira causa de morte em paises
desenvolvidos é caracterizada pela interrupcéo ou reducdo do fluxo sangliineo para o cérebro
capaz de causar alteracdo na fungéo cerebral. Sabe-se que o receptor A; da adenosina possuli
um papel chave na neuroprotecdo devido a diminuicdo da liberacdo de glutamato e
hiperpolarizacdo neuronal. O objetivo desse trabalho foi determinar os efeitos do pré-
condicionamento por estresse de contensdo em ratos submetidos a isquemia cerebral
transitoria (ICT) por oclusdo bilateral das carotidas e a participacdo dos receptores A; da
adenosina nesse processo. Inicialmente, ratos Wistar machos, entre 200-240g, foram
submetidos ao estresse de contensdo (ST) em cilindros por 2h e imediatamente depois
submetidos a ICT pela oclusédo de ambas as artérias cardtidas durante 30min. Um dos grupos
dos animais foi pré-tratado com o antagonista do receptor A; da adenosina, DPCPX, antes do
estresse de contensdo nas doses de 0,1mg/kg ou 1mg/kg. A temperatura retal foi monitorada e
mantida a 37°C através de uma luz incandescente. Vinte e quatro horas depois do término da
ICT os animais foram sacrificados, tiveram seus cérebros dissecados, seccionados e imersos
em solucdo de Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol (TTC) a 1% por 30 min. para analise da
viabilidade do tecido cerebral. Os testes comportamentais foram efetuados 72h apds a ICT e
consistiram em Teste do Campo Aberto para a atividade locomotora, Labirinto em Y para a
memoria operacional ou de procedimento e Esquiva Passiva para afericio da memoria
aversiva de curta e longa duracdo. Os animais submetidos a ICT tiveram dano no tecido
cerebral (FO= 10,36 * 0,75%; 1SQ= 18,52 + 2,62%) além de diminuicdo no comportamento
exploratério de rearing (n° de eventos: FO= 5,00+ 1,23; 1SQ= 1,50 + 0,72) e déficit da
memoria aversiva de longa duracdo (FO= 271,2 + 17,61s; 1SQ= 108,4+ 67,64s). Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada no numero de cruzamentos em Campo Aberto (FO=
15,71+ 2,02; 1SQ= 11,00+ 2,13), na memoria de procedimento (FO= 70,16 + 5,77; ISQ=
71,37 £ 7,94), ou na memoria aversiva de curta duracdo (FO= 145,9 + 42,75; ISQ= 113,1 +
64,97).0s animais pré-condicionados por estresse tiveram uma reducdo na taxa de infarto
cerebral (FO= 10,36 + 0,75%; 1SQ= 18,52 + 2,62%; 1SQ+ST= 12,59 + 0,87%) e um retorno
aos niveis normais do comportamento de rearing observado no teste do campo aberto (FO=
5,00+ 1,23; 1SQ= 1,50+ 0,72; ISQ+ST= 6,091+ 1,443). No teste de esquiva passiva,
observamos uma tendéncia & melhora da memaria aversiva de longa duragdo (FO= 271,2 £
17,61s; 1SQ= 108,4+ 67,64s; 1SQ+ST= 156,1+45,81s). Quando tratados com o DPCPX na
dose de 1mg/kg, os animais tiveram um bloqueio da neuroprote¢do obtida com o pre-
condicionamento (1ISQ= 18,52 + 2,62%; ISQ+ST= 12,59 + 0,87%; ISQ+ST+DPCPX 1=
19,95 + 3,38%), aumento no namero de rearings que havia sido normalizada pela contensao
(1ISQ=1,50+£ 0,72; ISQ+ST= 6,091+ 1,443; 1SQ+ST+DPCPX 1= 3,20+ 0,90) e uma tendéncia
a reversdo dos efeitos do pré-condicionamento na memoria aversiva de longa duracdo (ISQ=
108,4+ 67,64s; 1ISQ+ST= 156,1+45,81s; 1SQ+ST+DPCPX 1= 88,61+ 38,83s). O estresse de
contensdo conferiu neuroprotecdo aos animais submetidos a ICT e tal neuroprotecdo foi
perdida pelo tratamento prévio com DPCPX. Esses achados apontam para a participacdo do
receptor A; da adenosina na protecdo conferida por estresse de contenséo por mecanismos que
ainda precisam ser esclarecidos.

Palavras-chave: Ataque isquémico transitorio. Adenosina. Estresse. Cafeina. Memoria.



ABSTRACT

Stroke,as disabling disease and as third cause death in developed countries, is characterized
for the interruption of cerebral blood flow capable to cause alteration on brain functions. It is
well established that the activation of A; adenosine receptor confers neuroprotection against
acute noxious brains stimuli. The aim of this study was to investigate the effects of
preconditionnement by restraint stress on rats subjected to transient cerebral ischemia (TCI)
and the participation of A; receptor in this process. Firstly, Wistar male rats weighing 200-
2409 were exposed to immobilisation stress for 2 hours followed to TCI by occlusion of both
carotid arteries for 30 minutes. Group of animals were pretreated with A; receptor antagonist
DPCPX (0,Amg/kg or 1 mg/kg. i.p.) before immobilisation stress. Retal temperature was
monitored and 37°C were maintened during cirurgical procedure using a heating light. Infarct
size was determined by TTC staining 24h after TCI and the behavioral tests were performed
after 72 hours. Open field test were used to assess locomotor activity, Y-maze test for
working memory and passive avoidance test to aversive short and long term memory
evaluation. Our results showed that TCI caused damage on brain tissue (sham operated=
10.36 £ 0.75%; ISC= 18.52 + 2.62%), decreased the vertical exploratory behavior (number of
events: sham= 5.00 £ 1.23; ISC= 1.50 + 0.72) and deficit on long term aversive memory
(sham= 271.2 + 17.61s; ISC= 108.4 + 67.64s). No differences were found on the crossing
behavior (sham= 15.71 + 2.02; ISC= 11.00 * 2.13), working memory (sham= 70.16 + 5.77,
ISC= 71.37 £ 7.94) neither short term memory (sham= 145.9 £ 42.75; 1ISC= 113.1 *+ 64.97).
The infarct volume rates on restraint stress (RS) group were significantly less than ischemic
(ISC) group (sham= 10.36 + 0.75%; ISC= 18.52 + 2.62%; RS= 12.59 + 0.87%) while the
number of rearing were significantly higher (sham= 5.00+ 1.23; ISC= 1.50+ 0.72; RS=
6.091+ 1.443). On the passive avoidance test, restraint stress tend to impair the ischemic
damage on the long term memory (sham= 271.2 + 17.61s; ISC= 108.4 + 67.64s; RS= 156.1 +
45.81s). When treated with DPCPX (1mg/kg) the infarct size show an increase (ISC= 18.52 +
2.62%; RS = 1259 + 0.87%; DPCPX= 19.95 + 3.38%) suggesting a blockade of
neuroprotection action achieved by restraint stress. DPCPX also decreased the number of
rearing on the open field test (ISC= 1.50 + 0.72; RS= 6.091+ 1.443; DPCPX = 3.20 £ 0.90)
and tend to reverse the improvement of long term aversive memory accessed by restraint
stress (ISC= 108.4 + 67.64s; RS= 156.1 + 45.81s; DPCPX 1= 88.61+ 38.83s). This work
showed a neuroprotection of pre conditioning restraint stress against cerebral ischemia and the
blockade of this action by a previously administration of DPCPX, A; adenosine antagonist.
These findings point to the involvement of the A; adenosine receptor in the protection
conferred by restraint stress by mechanisms that still need to be clarified.

Keywords: Ischemic Attack, Transient. Adenosine. Stress. Caffeine. Memory.
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1 INTRODUCAO

1.1 Isquemia Cerebral

1.1.1 Conceituacéo

No estudo da patofisiologia do processo isquémico é importante observar alguns
conceitos basicos. Assim, o acidente vascular cerebral (AVC) ¢ definido como a conseqiiéncia
da interrupcdo do fluxo sanglineo para o cérebro capaz de causar isquemia (ABC DA
SAUDE, 2008). Ja a isquemia cerebral é caracterizada pela redugfo ou interrupcéo do fluxo
sanguineo capaz de alterar a funcdo cerebral (SMITH, 2004). No sentido mais genérico,
isquemia € a reducdo do fluxo sanguineo, geralmente como conseqliéncia de uma obstrugdo
arterial, queda catastréfica da pressao arterial ou da perda de sangue. Complementarmente da
hipdxia, que se refere a qualquer estado em que existe uma reducdo do oxigénio disponivel,
na isquemia ha também o comprometimento da distribuicdo de substrato para a glicolise
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

A depender da sua intensidade, a isquemia pode causar lesGes reparaveis e as
células atingidas podem se recuperar caso 0 oxigénio e os substratos metabdlicos sejam
disponibilizados pela restauracdo do fluxo sanguineo. Entretanto, nos casos em que o insulto
persiste a estrutura celular do tecido isquemiado continua a se deteriorar devido a extensao
progressiva dos mecanismos lesionais. Com o tempo, 0s mecanismos energéticos da célula — a
cadeia oxidativa mitocondrial e a via glicolitica — s@o irreversivelmente danificados e a
restauracdo do fluxo sanguineo, conhecido como reperfuséo, ndo consegue recuperar a célula
danificada. Nessa situacdo, mesmo que 0 mecanismo energetico celular permaneca intacto, a
lesdo irrepardvel ao genoma ou as membranas celulares leva a morte celular independente da
reperfusdo (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Outro conceito fundamental é o de isquemia-reperfusdo. Em determinadas
circunstancias, quando o fluxo sanguineo € restaurado para células previamente isquémicas,
mas que ndao morreram, a lesdo é paradoxalmente exacerbada e continua de maneira
acelerada. Como conseqiiéncia, os tecidos reperfundidos podem perder mais células além das
que estavam irremediavelmente danificadas ao final da isquemia (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005).

A morte dessas células se d& por dois mecanismos conhecidos: a necrose e a

apoptose. A necrose, morte celular caracterizada por edema celular, picnose, cariorréxis,
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cariolise, lesdo na membrana plasmatica, digestdo enzimatica, inflamacéo adjacente presente e
invariavelmente patologica, ocorre na regido central afetada pela isquemia, o ndcleo da leséo.

A penumbra isquémica é definida como a zona de tecido adjacente ao nicleo do
infarto isquémico (HAKIM, 1987; GINSBERG; PULSINELLI, 1994). Na zona central, como
ja citado, a morte se da principalmente por necrose, a0 passo que na penumbra, regido que
contém neurénios eletricamente silentes, com seus gradientes idnicos intactos e com
neurdnios que podem ter suas membranas despolarizadas se o fluxo sanguineo for restaurado
a tempo (HOGAN; HAKIM, 1992), a morte se da geralmente por apoptose (LIPTON, 1999).
A intensidade da lesdo tecidual esta diretamente relacionada a diminuicdo do fluxo sanguineo
que nutre tal tecido. Assim, o fluxo sanguineo cerebral no encéfalo humano normal é de
aproximadamente 55mL/100g/min e com uma reducdo para 30 a 35mL/100g/min o aumento
da concentracdo de ions H* ja é observada. Reducdo mais severa (20mL/100g/min) levam a
abolicdo dos potenciais evocados e 0 exame eletroencefalograma a tornar-se isoelétrico. Por
continuidade, na reducao do fluxo para 15mL/100g/min pode-se observar o aumento do fluxo
ibnico, aumento do potassio extracelular e queda extracelular dos niveis de calcio resultando
na despolarizagdo da membrana celular. Atingindo o limiar para a falha das bombas i0nicas
de 8mL/100g/min ja ocorre a morte celular. Na regido da penumbra isquémica, o fluxo
sanguineo também se encontra reduzido com valores aproximadamente entre 15 a
25mL/100g/min.

Essa distingdo entre nucleo e penumbra ndo é absoluta, ocorrendo também
necrose na penumbra e apoptose no nudcleo, mas o fato é que a medida que se interioriza na
direcdo mais afetada, mais celulas morrem por necrose e menos por apoptose (LIPTON,
1999). Com o transcorrer do tempo, a zona de infarto tende a se estender em tamanho levando
a mais células da penumbra a serem consideradas da zona central. O periodo de tempo deste
processo de recrutamento constitui um periodo critico, em que a onda de tecido necrético
pode ser bloqueada pela intervengdo farmacoldgica. Esta janela terapéutica corresponde as
primeiras 2 a 4 horas que se segue a isquemia, apos as quais a eficacia da terapéutica decresce
rapidamente (GINSBERG; PULSINELLI, 1994).

1.1.2 Patofisiologia da isquemia

A morte das celulas cerebrais tem inicio com a diminuicdo do suprimento

sanguineo durante o processo isquémico. As células deixam de receber, ou recebem em menor
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quantidade, o oxigénio e a glicose carreados pelo sangue. A ordem dos eventos a partir dai é
constantemente debatida (SMITH, 2004) (ver Figura 1).

Oclusao Arterial

Isquemia

Trombdlise Reperfusao
Trombectomia P

4 A 2t Resposta
Liberacao de | FalBnelasnstgetica |‘—1—| PARP | Inflamataéria
Glutamato Darit 1
Mitocondrial Adesao
l Leucocitaria
Receptores de Influx’c: de Apoptose !
Glutamato Ca?+/Na+ _,l_pp Produgéo de acido
aracddnico
| Protedlise I | Lipdlise l_]
iNOS | Formacao de
Radicais Livres

Quebra da Membrana
e do Citoesqueleto [

Morte Celular

Figura 1 - Principais processos e mediadores envolvidos na isquémica cerebral focal. Ver texto para maiores
explicagdes. PARP = poli (ADP-ribose) polimerase; iNOS= Oxido nitrico induzida
Fonte: Adaptado de Smith (2004)

Fosfolipase

A hipdxia acarreta as células a inibicdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial e a
queda da producdo de trifosfato de adenosina (ATP) e consequiente faléncia energética (Figura
1). O fosfato de alta energia, na forma de ATP, é necessario para varios processos sintéticos e
de degradacdo da celula. Eles incluem transporte pela membrana, sintese protéica, lipogénese
e reacdes de deacilacdo-reacilacdo, necessarias para as alteracdes que ocorrem com 0S
fosfolipideos. O ATP é produzido de duas maneiras. A principal via nas células dos
mamiferos é a fosforilacdo oxidativa do difosfato de adenosina (ADP) em uma reacdo que
resulta na reducdo de oxigénio pelo sistema de transferéncia de elétrons da mitocondria. A
segunda € a via glicolitica, que pode gerar ATP na auséncia de oxigénio usando glicose
derivada de fluidos corporais ou da hidrélise de glicogénio (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2005). Em um primeiro momento, apenas a via da fosforilacdo oxidativa é afetada, haja vista
que os niveis de glicogénio e glicose, mas ndo de oxigénio permanecem inalterados. A

reducdo do ATP celular e o aumento associado do monofostato de adenosina estimulam a
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atividade da fosfofrutocinase e da fosforilase, que sdo enzimas glicoliticas, que permitem a
mudanca do metabolismo aerobico para o anaerobico (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).
O ATP advindo da via metabdlica anaerdbica, via glicolitica, passa a suprir a demanda de
ATP, porém acarretando a diminuicdo do pH celular devido o acimulo de &cidos gerados
(SMITH, 2004), como os acidos graxos e fosfatos inorganicos devido a hidrélise dos ésteres
de fosfato (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). A diminuicdo do pH intracelular leva a
diminuicdo de atividade de muitas enzimas.

Por um curto periodo de tempo, a via metabdlica anaerébica mantém os niveis de
ATP, depletando a glicose e glicogénio restante com uma producdo bem inferior de energia
(YOSHIDA, 2002). A falta de energia celular acarreta diversas consequiéncias, dentre as
principais esta a faléncia da bomba de sddio-potassio (Na'/K") dependente de ATP. A
Na'/K*-ATPase, em condi¢Bes normais bombeia sodio para o meio extracelular e potassio
para o meio intracelular. Devido a faléncia da bomba, o acimulo de Na* intracelular (Figura
1) e a perda de K* favorece o gradiente osmoético para que mais agua se acumule na célula
com consequente edema celular e de suas organelas, dentre elas o reticulo endoplasmatico
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). A persistente despolarizacdo resultante do
desequilibrio idnico leva ao aumento Ca”" intracelular. O célcio encontrado advém de dois
eventos distintos, porém relacionados: do influxo de Ca®* por meio da membrana plasmatica
(SMITH, 2004) e de estoques intracelulares (LIPTON, 1999).

1.1.3 Papel do célcio, glutamato e sédio

O aumento inicial do célcio citos6lico, nos primeiros minutos ap6s o inicio da
isquemia, parece estar relacionado a ativacdo dos receptores ionotropicos glutamatérgicos
ativados por N-metil-D-Aspartato (NMDA) (BENVENISTE et al., 1988 apud LIPTON,
1999) (ver Figura 2) que realizam o simporte de Na‘'/Ca** e antiporte de K* e a canais
voltagem-dependente. Em um segundo momento, o célcio que aumenta a concentragdo
citoplasmatica advem de estoques intracelulares (LIPTON, 1999).

Os niveis de célcio intracelular séo modulados pelas ATPases de Ca** e Mg*,
mas como as células isquémicas tém a sintese de ATP gravemente prejudicada essa
modulacdo é incapaz de regular o célcio ao nivel normal (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2005). O aumento de célcio, por sua vez, ativa varias enzimas que possuem efeitos deletérios
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em potencial, dentre elas estdo as ATPases que acentuam a diminuicdo de ATP devido o seu
consumo; as fosfolipases que danificam as membranas; as proteases responsaveis pela
degradacdo de proteinas; as endonucleases que sdo responsaveis pela degradacdo de DNA e
da cromatina; ativacdo de segundos mensageiros, com mudangas na expressdo génica e
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), particularmente na zona da
penumbra (MORLEY; HOGAN; HAKIM, 1994; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

NMDA t
receptor Ca2+ . synaptic cleft

gl_ycme glutamate

\ ' A S -
Zn* modulatory site _ __NMDA recognition site

polyamine
modulatory site

-‘_‘_‘_‘_‘_‘_‘_'_‘_‘—-—-—.
0000000 0000000000 00¢

I

e
Mg bindinzeits dissociative anaesthetics (ketamine)

post-synaptic membrane / ) \ and dizocilpine binding site

cytoplasm NMDAR1

© CNSforum.com 2002

Figura 2 — Receptor NMDA, responsavel pelo simporte de Na+/Ca2+ e antiporte de K+, que tem como
agonista 0 aminoacido glutamato
Fonte: CNSforum.com (2002)

Nota-se também que os receptores NMDA promovem a entrada de sodio por
simporte com o calcio (Figura 2). Esse aumento de sodio intracelular € um dos responsaveis
pela despolarizacdo da célula e conseqliente disparo neuronal como também pelo aumento de
consumo do ATP ja escasso (LIPTON, 1999). Esse mecanismo de migracao do sodio, durante
a chamada despolarizacdo anoxica, se da por falha da bomba Na'/K*-ATPase. O disparo
neuronal, devido a despolarizacao, acaba por liberar uma grande quantidade de glutamato que
por sua vez promove a ativacdo de mais receptores NMDA. A ativacdo dos receptores

NMDA, como visto anteriormente, causa mais influxo de célcio, agravando assim a situacao.
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Esse ciclo vicioso glutamato-Na?*/Ca** parece ter a influéncia do glutamato apenas nos
primeiros momentos, visto que bloqueadores NMDA ndo tem acdo protetora quando
utilizados tardiamente, assim o sddio parece perpetuar suas proprias acoes (CATSICAS et al.,
1992 apud LIPTON, 1999).

O L-glutamato é o principal transmissor excitatorio ubiquo no sistema nervoso
central (SNC) (COTMAN et al., 1995 apud RANGE; DALE; RITTER, 1999). O glutamato
tem uma distribuicdo ampla e bastante uniforme no SNC, onde sua concentracdo € muito
maior que a observada em outros tecidos. Este neurotransmissor, nos neurénios, provém
principalmente da glicose, através do ciclo de Krebs, ou da glutamina, que é sintetizada por
células da glia e captada pelos neurdnios. A acao do glutamato € interrompida principalmente
pela recaptacdo mediada por transportadores nas terminacdes nervosas e células da glia. Em
algumas circunstancias, esse transporte pode operar de modo inverso, constituindo uma fonte
de liberacdo de glutamato (TAKAHASHI et al., 1997 apud RANGE; DALE; RITTER, 1999);

este processo por ocorrer em condi¢des patologicas, como a isquemia cerebral.

1.1.4 Apoptose

Até recentemente, os cientistas acreditavam que as células s6 morriam quando
agredidas por fatores externos, pelo processo denominado necrose. Agora, sabe-se que existe
outra forma: o suicidio celular programado, necessario para eliminar células supérfluas ou
defeituosas. Esse fendmeno biol6gico, batizado de apoptose, tem papel importante em
diversos processos vitais e em inumeras doencas e sua investigacao pode ajudar a desenvolver

novas terapias e medicamentos.

Apoptose, no seu conceito mais puro, é entendido como um dos processos pelo
qual a célula morre, em resposta a um estimulo fisiolégico normal (LIPTON, 1999), sendo
assim considerado uma morte “programada”. Células com essa programacdo morrem com
algumas caracteristicas distintas da morte por necrose, como por exemplo, a formacdo de
agregados de cromatica esféricos ou de formato lunar que posteriormente ddo origem aos

corpos apoptoticos e aumento do volume mitocrondrial.

Na dltima década, muito progresso tem sido feito para elucidar as varias vias de
transducdo de sinal que podem levar a morte celular. Assim, muitas cascatas apoptoticas tém

sido descritas e classificadas como vias intrinsecas, extrinsecas, caspases-dependentes e
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independentes. Tem se tornado aparente, portanto, que a apoptose ndo é uma série de vias
claramente definidas, mas uma gama de vias interconectadas, altamente reguladas e
convergentes resultando nas alteracdes morfoldgicas e bioquimicas caracteristicas da apoptose
(ASHE; BERRY, 2003). Ja esta claro que o processo de apoptose esta intimamente
relacionado a vérias doencas agudas, inclusive no mecanismo envolvido na isquemia e

reperfusdo de 6rgaos.

Existem evidéncias para a ativacdo de um tipo de caspase, a caspase 3 dentro de
algumas horas apds um episddio de isquemia cerebral (BLOMGREN et al. 1999; NAMURA
et al., 1998) e que inibidores de caspases reduzem o leséo tecidual em modelos de derrame
em ratos (HARA et al., 1997). A ocorréncia de apoptose na zona isquémica se da
predominantemente na zona de penumbra (LOVE, 2003). Existe evidéncia, especialmente em
modelos animais indicando que alguma morte neuronal pds-isquemia é mediada pela acdo de
caspases (SCHULZ; WELLER; MOSKOWITZ,1999). As caspases sdo sintetizadas como
pro-enzimas inativas (pro-caspases). Em episodios isquémicos em humanos, a morte neuronal
devido a oclusdo arterial trombdtica mostra uma expressao acentuada de pro-caspase 3 e

rapido desaparecimento de algumas proteinas de reparo do DNA (LOVE et al., 2000).

1.1.5 Espécies reativas do oxigénio (EROs) e Poli(ADP-ribose) Polimerase (PARP)

As EROs sdo um dos diversos tipos de radicais livres celulares. Definem-se
radicais livres (RLs) ou especies reativas (ERs), espécies independentes que contém um ou
mais elétrons ndo pareados (CLARK, 2002). A presenca de elétrons ndo pareados no atomo
ou na molécula aumenta a sua reatividade quimica, por tenderem a acoplar o elétron ndo
pareado com outro que esteja presente em estruturas proximas a sua formacao, comportando-
se como receptores (oxidantes) ou como doadores (redutores) de elétrons. Os RLs podem ser
eletricamente neutros, terem carga positiva ou negativa. O oxigénio é o principal fornecedor
de RLs. Além deste, sdo exemplos de RLs: o superdxido, os radicais hidroxila, do 6xido
nitrico e do acido hipoclorito. Dentre os fatores que contribuem para a sua liberagdo, o acido
aracdénico (Figura 1), os leucotrienos e o fator de ativacdo plaquetaria podem ser citados
(HALLIWELL, 1997). Os radicais livres sao lesivos através de varios mecanismos. Como
exemplo, podemos citar: 1) peroxidacdo dos acidos graxos das membranas celulares; 2)
oxidacdo de grupos sulfidrila e inativacdo de varias enzimas; 3) alteracGes do DNA, inibicao
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da sintese de ATP e consumo das reservas de dinucleotideos adeninicos da nicotinamida; 4)
inativacdo direta do 6xido nitrico (NO) com comprometimento do relaxamento vascular
dependente do endotélio; 5) formacdo de peroxinitrito, um anion instavel e toxico; 6) ativacédo
de citocinas como a interleucina-1.

A evidéncia para um papel patofisiolégico das EROs na degeneracdo neuronal
induzida pelo derrame foi demonstrada por Hall (1993). Muita desta lesdo ¢ mediada pelo
radical hidroxil, com a producdo de peroxidos lipidicos. As mudancas conformacionais nos
acidos graxos resultantes da peroxidacdo lipidica, alteraram a permeabilidade e fluidez da
membrana, prejudicando as fungdes dos receptores, canais i6nicos e outras proteinas que
fazem parte da membrana (FREEMAN; CRAPO, 1982). Os acidos graxos livres e em
particular, o acidos aracdonico, sdo liberados durante a isquemia cerebral, como consequéncia
da atividade da fosfolipase C e A, (DRENTH et al.,1976; MOSKOWITZ et al., 1984), e
elevadas concentracdes destes acidos graxos persistem ap6s reperfusdo (UMEMURA 1990)
podendo ser a maior fonte de anion superéxido (°O27).

A Poli(ADP-ribose) polimerase ou PARP foi primeiramente relacionada a
literatura isquémica quando ratos PARP knock-out exibiram profunda diminuicdo do
tamanho do infarto quando comparado com animais selvagens (ELIASSON; HUANG,;
FERRANTE, 1997). Essa proteina é sintetizada a partir de NAD e ativada em resposta a dano
no DNA como mecanismo de reparo. Todavia, sua ativacéo causa deplecdo de NAD e ATP o
gue potencialmente exacerba o dano isquémico, sendo mais um fator a contribuir com a
faléncia energética celular (Figura 1). Os radicais livres gerados com a isquemia também
promovem um fendmeno conhecido por lipdlise (Figura 1). Devido sua alta reatividade, os
RLs reagem com lipideos insaturados presentes nas celulas e os tornam também radicais
livres que peroxidam mais lipideos presentes na membrana plasmatica perpetuando a geracéo
de mais radicais livres. A peroxidacdo lipidica por sua vez ativa fosfolipases, como a
fosfolipase A, que degrada a membrana plasmética celular levanndo ao seu rompimento e
perda de fluidos (SMITH, 2004). A perda de fluidos, lise e morte celular desencadeiam
respostas inflamatdrias no organismo afetado pela isquemia, onde as reacdes das células do
sistema imunoldgico danificam ainda mais as células ja combalidas pelo processso isquémico
(Figura 1).
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1.1.6 Mecanismos de neuroprotecéo durante a isquemia cerebral

Varios eventos sdo essenciais para a recuperacdo dos neurdnios apos a isquemia.
Primeiro, os niveis de ATP devem ser mantidos e isto requer a imediata reperfusdo da zona de
penumbra (HOSSMANN, 1994). Deve-se tambeém impedir o aumento massivo de célcio e
prevenir a formacdo das EROs. Ja foi demonstrado que a hipotermia moderada (33°C) é
neuroprotetora, pois diminui a liberacdo de glutamato (YAGER; TOWFIGHI; VANNUCCI,
1993). Os neurotransmissores inibitdrios tais como GABA (TRAVAGLI; ULIVI; WOJCIK,
1991) e adenosina (SCIOTTI et al., 1992) também podem inibir a liberacdo de glutamato,
provavelmente por inibicdo do canal de calcio ou por hiperpolarizacdo da membrana

neuronal.

A reperfusdo restaura nutrientes e oxigénio aos tecidos, mas também ocasiona um
aumento na producdo de EROs e na peroxidagdo lipidica, pois 0s neur6nios vulneraveis tém
pequena capacidade de eliminar as EROs (TRUELOVE et al., 1994).

1.1.7 Modelos Experimentais de Isquemia Cerebral in vivo

Os modelos experimentais de isquemia cerebral in vivo estdo relacionados ao tipo
de isquemia (temporaria ou permanente), ao seu tempo de duracdo, ao tempo de reperfuséo, as
artérias ocluidas no experimento (vertebrais ou cardtidas) (ver Figura 3) e aos animais
utilizados (TARDINI; YOSHIDA, 2003).

O modelo de Levine, onde a hipoxia é combinada com a oclusdo unilateral da
artéria carotida (ver Figura 3) (LEVINE, 1960), surgido em meados de 1960, foi ponto de
referéncia para estudos por Brown e cols. (BRIERLY, 1996; BROWN; BRIERLY, 1968;
MCGEE-RUSSELL; BROWN; BRIERLY, 1970) e criou as bases para o estudo sisttmico do
dano cerebral em roedores. Muito dos modelos in vivo utilizam a oclusdo dos vasos que
predominantemente afetam o cérebro, desenvolvido entre o final de 1970 e inicio de 1980
(FOX et al., 1993; GINSBERG; BUSTO, 1989; HOSSMANN, 1993). Esses modelos séo
geralmente divididos em duas categorias: isquemia global e focal. Mas uma modificacdo no
modelo de Levine (isquemia/hipdxia) tém algumas propriedades de ambos 0s modelos.
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Figura 3 - Localizacdo das artérias vertebrais e artérias carétidas internas e sua comunicagdo através do

poligono de Willis

Fonte: (WIKIMIDIA COMMONS, 2008)

Os danos da isquemia global sdo mais comumente produzidos pela oclusédo dos
vasos, € menos comum pela completa interrupcéo da circulagdo cerebral. Embora os modelos
usados ndo sejam atualmente globais, uma grande porcdo do cérebro é completamente afetada
de forma uniforme. A isquemia cerebral completa, geralmente alcangada pelo fechamento das
artérias cervicais (DIETRICH et al., 1987; ELEFF et al., 1991; LIJIUNGGREN; SCHUTZ;
SIESJO, 1974), parada cardiaca (CRUMRINE; LAMANNA, 1991; EKHOLM; ASPUND;
SIESJO, 1992), ou pelo ligamento ou obstrucdo de todas as artérias do coracdo (KAWAI et
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al., 1992; PLUTA et al., 1991) acarreta diminuicdo do fluxo sanguineo para todo o cérebro.
De acordo com Eleff et al. (1991), esses niveis chegam a zero ou a menos de 1%. Existe
controvérsia se a isquemia completa ou global é mais danosa. A queda do pH e 0 aumento na
formacdo dos radicais livres durante a isquemia global, devido a oferta de oxigénio
proveniente do fluxo sanguineo residual, sugerem que este modelo pode ser mais lesivo.
Porém, a isquemia completa por 10 minutos em ratos, sem a manutencdo da temperatura,
causa completa destruicdo das células piramidais da regido CAL apds sete dias (CRUMRINE;
LAMANNA, 1997). Este dano é certamente mais severo que no modelo de isquemia global.

Os trés modelos de isquemia global extensamente utilizados sdo: oclusédo dos 4
vasos (4-0V), ocluséo dos 2 vasos (2-OV) combinados com hipotenséo nos ratos, e a ocluséo
dos 2 vasos em gerbils. A producdo de ratos transgénicos tem possibilitado o uso da 2-OV em
experimentos com rato (KITAGAWA; MATSUMOTO; YANG, 1998; STRIJBOS; LEACH,;
GARTHWAITE, 1996). Os resultados mostram um efeito similar para ambos 0s animais
(KITAGAWA; MATSUMOTO; YANG, 1998).

A oclusdo dos 4 vasos em ratos (4-VO) envolve a coagulacdo permanente das
artérias vertebrais, que ndo tem efeito deletério (ver Figura 3), e a ligacdo temporéria de
ambas as artérias cardtidas (ver Figura 3). A ligagdo temporéaria reduz o fluxo de forma eficaz
(PULSINELLI; BRIERLY, 1979; PULSINELLI; BUCHAN, 1988). Em ratos Wistar, o fluxo
sanguineo é diminuido a 3% em relacdo aos valores do controle no hipocampo, estriato e
neocortex (PULSINELLI; BRIERLY; PLUM, 1982).

A 2-OV em ratos consiste somente na ligacdo de ambas as artérias cardtidas (ver
Figura 3), junto com a reducdo da pressdo sanguinea em torno 50 mmHg, e tem efeitos
levemente mais profundos que a 4-OV. O fluxo sanguineo diminui a 1/3 do total no
hipocampo, neocortex e corpo estriado (SMITH et al., 1984).

A 2-OV em gerbils ¢é induzida pelo ligamento temporario das artérias carotidas
(ver Figura 3) produzindo uma profunda isquemia cerebral (KIRINO; TAMURA; SANO,
1985). Nos gerbils ndo existem artérias comunicantes posterior e por esse motivo nao é

necessario reducao da pressdo sanguinea.
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1.2 Membria

Memoria é a capacidade de reter e recuperar informaces, um processo que
produz alteracdo no nosso comportamento, permitindo que o individuo se situe no presente,
considerando o passado e o futuro. Ela fornece as bases para todos 0s nossos conhecimentos,
habilidade, sonhos, planos e anseios. Assim, o conhecimento de sua natureza e bases
bioldgicas é essencial para se entender a psique humana e desenvolver terapias relacionadas

com as doengas cognitivas.

Existem vérias formas de aprendizagem e memoria, envolvendo diferentes
sistemas neuronais (Figura 4). Muitos trabalhos distinguem entre memdria “declarativa” e
“ndo declarativa”, “implicita” ou “de procedimento” (procedural). A memoria declarativa
refere-se a memoria explicita e esta relacionado as experiéncias proprias, reconhecimento de
cenas e de objetos familiares. Grosso modo, a memoria declarativa armazena o “saber que”
algo se deu ou a capacidade de recordar um fato verbalizavel envolvendo a recuperacdo
consciente de eventos ou fatos ocorridos (WIKEPEDIA, 2008). J4 a memodria nao
declarativa engloba todos os gostos e desgostos, todos os habitos e habilidades (p.ex. dirigir,
nadar, andar de bicicleta), resumidamente € o “como fazer”. A memoria ndo declarativa pode
incluir o fendbmeno de identificacdo ou priming, que pode ser definido como a habilidade de
detectar ou identificar um estimulo com o resultado de uma exposicéo prévia (GEORGOTAS
et al., 1987). Este tipo de memoria inclui também o condicionamento classico, habilidades, e
¢ em grande parte inconsciente. As regifes responsaveis pela memoria ndo declarativa
parecem ser o nlcleo estriado, cerebelo e diencéfalo (SQUIRE; ZOLA, 1996; IZQUIERDO et
al., 1993; SQUIRE, 1987).

A memodria declarativa é dividida em memdria imediata, memdria de curto prazo
ou de curta duracdo e memoria a longo prazo ou de longa duracdo. A memdria imediata tem
duracdo de fracBes a poucos segundos e pode ser ilustrada como a memdria de um nimero de
telefone que consultamos na lista telefonica, e que geralmente esquecemos logo apds té-lo
digitado. Este tipo de memoria ndo deixa "tragos™ ou ndo forma "arquivos"; e parece depender
da atividade elétrica de células do cortex pre-frontal. J& a memdria de curto prazo € a
recuperacdo imediata de eventos que ocorrem em curso ou eventos recentes de segundo, horas
ou dias. A memoria de curto prazo engloba o tempo durante o qual a memoria de eventos em

curso estd sendo consolidada e convertida @ memdria remota, de longo prazo. Durante este
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tempo, a memoria a curto prazo é vulneravel e sujeita a desaparecer, a0 passo que as
memorias remotas sdo extremamente resistentes e persistem na presenca de grave lesdo
cerebral (SQUIRE; ZOLA, 1996).

memoria de longa

duragao
nao declarativa
implicita
L 4
declarativa L M . re‘r;d' ado
‘L i rimin 5 1Z
(explicita) procedimento. ~priming condicionamento ~p_ e
(habilidades e i . nao-associativo
G classico simples
1 1 habitos)
fatos eventos
respostas  musculatura
emocionais  esquelética
' | | !
I6bulo temporal estriato neocértex amidala cerebelo  vias de reflexo
médio
diencéfalo

Figura 4 - Taxonomia dos sistemas de memdria de longa duracdo associado as estruturas cerebrais
especificas envolvidas em cada sistema
Fonte: Adaptado de Squire e Zola (1996)

Um aspecto da memoria de curto prazo € a memdria operacional ou working
memory, um armazenamento temporario de informacdo utilizado para planejar uma acéo
futura. Em animais, a memdria operacional, ou pelo menos sua recuperacao, é impedida com
inibicdo da sintese protéica logo apo6s o aprendizado, fato ndo observado se esta inibi¢do for
tardia. (SQUIRE; ZOLA, 1996). A memdria operacional parece ter envolvimento do septo
medial e o hipocampo (BRIONI, 1993).

Ja o processo de codificacdo que converte memorias de curto prazo em memaorias
de longo prazo no homem e em outros primatas envolve o hipocampo e as por¢oes adjacentes
entorrinal, perirrinal e para-hipocampal do cortex temporal medial (ver Figura 5). Enquanto o
processo de decodificacdo para a memdria de curto prazo envolve o hipocampo, as de longo
prazo estdo armazenadas no neocértex (SQUIRE; ZOLA, 1996). No homem, a destruicdo
bilateral do hipocampo ventral ou processos patologicos que destroem seus neurdnios na area

CA; causa defeitos acentuados na memoria recente. Humanos com esta destruicdo mantém
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intacta a memoaria imediata e a remota, mas nao podem constituir novas memarias de longo

prazo.

Sistema Limbico - Estruturas principais

Giro cinguladﬁx

Septum ‘
A

Bulbo olfatério

Hipotalamo”
Amigdala’

Figura 5 - Representacdo do Sistema Limbico (em laranja), grupo de estruturas que inclui hipotalamo, tdlamo,
amigdala, hipocampo, corpos mamilares e o giro do cingulo. Todas estas &reas sdo importantes para a emog&o e
reacdes emocionais. O hipocampo também é importante para a memoria e o aprendizado

Fonte: Machado (2000).

A memodria certamente ndo é formada ou consolidada somente em uma regido
(DA CUNHA et al., 1992). O local ou locais envolvidos nesta estocagem varia grandemente
com a natureza da informagéo e provavelmente muda com o tempo (ZANATTA et al, 1996).
O estudo das influéncias dos sistemas modulatérios na cadeia bioquimica de eventos durante a
plasticidade cerebral e memoria pode abrir caminho ndo somente para um melhor
conhecimento da memoria, mas também para o tratamento de suas desordens e de uma
variedade de doencas cerebrais que sdo acompanhadas de distlrbios de cognicao.

Todas essas categorias de memoria ndo sdo excludentes e quando um organismo
aprende alguma coisa importante varios desses sistemas de memaoria podem ser empregados.
Esses tipos de memodria sdo processados em partes diferentes do cérebro, mas podem ser
interconvertidos. Por exemplo, a memoria da esquiva inibitria depende do hipocampo,
amigdala, septo medial (IZQUIERDO; MEDINA, 1995), cortex entorrinal (IZQUIERDO et
al., 1993; ZOLA-MORGAN et al., 1989) e o cértex parietal posterior (ZANATTA et al.,
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1996). JA a memoria da habituacdo e trabalho espacial depende somente do hipocampo
(IZQUIERDO et al., 1993) e cortex entorrinal (ZOLA-MORGAN et al., 1989). A memoria de
estimulo condicionado (DAVIS; RAINNIE; CASSELL, 1994) por susto ou esquiva da agua
motivada pelo choque (CAHIL; MCGAUGH, 1990) depende da amigdala. A amigdala
(BRIONI, 1993; 1IZQUIERDO et al., 1992) e por extensdo o septo medial (IZQUIERDO;
MEDINA, 1991; IZQUIERDO et al., 1993) lidam com a memoria de alerta, ansiedade ou
aversividade. O hipocampo também processa a informacao temporal, contextual e a memdria
que leva a recordagdo consciente em humanos (BRIONI, 1993; IZQUIERDO, 1994,
IZQUIERDO et al., 1993).

Alguns dados sugerem que o papel principal da amigdala pode ser realmente
modular memdrias estabelecidas no hipocampo e outros locais, particularmente no nucleo
caudato (CAHIL; MCGAUGH, 1996; MCGAUGH, 1989). O cortex entorrinal e parietal
parecem estar envolvidos nos processos tardios de uma variedade de memodrias,
possivelmente como integrador de dados previamente processados pelo hipocampo, amigdala
e septo medial (ZANATTA et al., 1996).

1.3 Estresse e isquemia

A influéncia das desordens do humor, como depressdo e estresse psicoldgico,
sobre o desenrolar da isquémica tém se tornado um campo de recente interrese dos
pesquisadores (MADRIGAL et al.,, 2003). Enquanto varios estudos epidemioldgicos tém
encontrado uma associagao positiva entre sintomas depressivos e estresse psicoldgico sobre o
risco de AVC (EVERSON et al., 2001 apud MADRIGAL et al., 2003), poucos estudos tém
examinado a influéncia do estresse psicoldgico sobre o desenrolar da doenca isquémica. Esses
resultados tem sido controversos. Enquanto DeVries et al. (2001) mostraram a exacerbacao
do AVC por estresse social, assim como Sugo e seu grupo (2002) mostraram 0 mesmo sobre a
isquemia focal, alguns trabalhos, como o de Thoresen et al. (1996), relata a reducéo da leséo
cerebral por estresse de contensdo em ratos com 7 dias de nascidos apds lesdo hipoxica-
isquémica (MADRIGAL et al., 2003).

Madrigal et al. (2003), mostraram os efeitos do precondicionamento por estresse
de contensdo sobre a lesdo isquémica em ratos. Os efeitos do estresse subcrénico por

contensdo diaria de 1 hora por 7 dias exacerbaram a &rea infartada por oclusdo arterial
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cerebral média (MCAO). Interessantemente, 0 mesmo estresse, quando aplicado de modo

crénico (por 6 horas, 21 dias consecutivo), diminuiu a area de infarto.

1.4 A adenosina e seus receptores

A adenosina é um nucleosideo (OZACMAK; SAVAN, 2007) formado por uma
porcdo purinica (adenina) e o agucar ribose (WIKIPEDIA, 2008). Sua acdo enddgena foi
primeiramente descrita ao exercer um potente efeito depressor na atividade neuronal
(DUNWIDDIE, 1985). Essa atividade, sabe-se hoje, teve sua acdo nos receptores A,
entretanto, em baixa concentracdo a adenosina ja foi relatada como excitatoria (agdo sobre os
receptores Az;) (OKADA; SAKURAI; MORI, 1992).

Em um evento isquémico, um dos eventos celulares observados é o aumento do
consumo de ATP e o acumulo de seu subproduto, adenosina e sua elevacao extracelular
(OZACMAK; SAVAN, 2007). Acredita-se que o acumulo de adenosina tem papel
citoprotetor sobre o tecido isquemiado (BAXTER, 2002). A adenosina exerce seus efeitos
sobre receptores classificados em cinco tipos distintos: A, Az, Az, As € As (KADOWAKI
et al., 2000) (Figura 6). Todos os subtipos de receptores da adenosina pertencem a familia das
proteinas G rodopsina-simile.

Formado por 326 amino4cidos e com 90-95% de similaridade entre mamiferos e
aves (MOREAU; HUBER, 1999), o receptor A; esta acoplado a proteina Gij;.3 € sua ativacédo
inibe a adenilil ciclase (via subunidade o e By) com diminuicdo do AMP.. A estimulacdo
desse receptor também causa a ativacdo de varios tipos de canais de K, inativacdo de alguns
canais de Ca* dependentes de voltagem (GREENE; HAAS, 1991), como também a ativacio
da fosfolipase C com subsequiente ativacdo de proteina quinase C e aumento de célcio
intracelular (FREDHOLM et al., 2005). Além disso, existem efeitos em canais de cloro e
expressao génica, que podem, em parte, serem secundarios as agdes mencionadas acima. Esse
tipo de receptor esta amplamente distribuido no SNC com alta expressdo em areas ricas em
receptores glicocorticdides como hipocampo e cortex cerebral e cerebelar (GOODMAN,;
SNYDER, 1982; FASTBOM et al., 1987 apud SVENNINGSSON; FREDHOLM, 1996).

Os dois subtipos de receptor A, (Aza € Ag,) sdo acoplados a proteina G
estimulatoria (Gs) e ativam a adenilil ciclase com aumento de AMP.. O receptor Ay, esta

localizado em todo SNC, porém ndo em microglia, e sua cadeia de 332 aminoacidos possui



32

aproximadamente 45% de similaridade com os receptores A; € As (MOREAU; HUBER,
1999).

O receptor A,a tem sua expressdo em neurdnios e microglias (mas ndo em
astrcitos) pelas as varias regides do cérebro como: hipocampo, amigdala e cortex, porém sua
maior concentracdo estd no striatum, ndcleo accumbens, caudato, putdmen (regides ricas em
dopamina) e tubérculos olfatérios (SVENNINGSSON; FREDHOLM, 1996). Sua expressdo
em regides ricas em dopamina ndao ocorre por acaso, 0s receptores A,a interagem de forma
antagonica com os receptores D, uma vez que quando estimulados pela adenosina diminui a
afinidade dos receptores D, pelo seu agonista (MOREAU; HUBER, 1999).

O receptor Az humano j& menos conservado, por possuir apenas 72% e 85% de
similaridade com o mesmo receptor de ratos e ovelhas, respectivamente, (SALTATORE et
al., 1993) esta presente no cortex cerebral, striatum e bulbo olfatorio. Este receptor esta
envolvido na degranulacdo de mastocitos (RAMKURMAR et al., 1993).

O receptor A4 foi identificado no striatum (CORNFIELD et al., 1992) e supGe-se
que ele esteja ligado a canais de K™ nas células musculares da aorta.

A cafeina, teofilina e outros derivados das xantinas sdo inibidores dos receptores
Ay, Az e Agp mas inibidores fracos dos receptores Az e A4 (VON LUBITZ, 1999).

Adenosine Receptors Pathways

Adenosine

% % 4y 4 L

Talaae

2.
s S
Jinsso ) _ATP_

Figura 6 - Receptores da adenosina pertencentes a familia das proteinas G rodopsina-simile que transpassam a
membrana plasmatica por 7 vezes

Nota: Reparem quem os receptores A; e Az sdo ligados a proteina G inibitdria, ao passo que os receptores Ajg €
A, 580 acoplados a proteinas G estimulatdrias da adenilato ciclase.
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A reducéo do fluxo sanguineo e suprimento de oxigénio resulta em um aumento
da adenosina extracelular, em parte pela quebra de ATP quando os suprimentos de energia sdo
depletados (RUDOLPHI et al., 1992). Concomitantemente, ocorre uma grande liberacdo dos
aminoacidos excitatérios (AAE) glutamato e aspartato. Este aumento na disponibilidade de
adenosina pode inibir a liberacdo dos AAEs e bloquear suas acGes toxicas. A co-localizacdo
dos receptores de adenosina do tipo A; e receptores NMDA na regido hipocampal CA;, uma
area especialmente vulnerdvel a lesdo isquémica, suporta uma relacdo funcional entre a
adenosina e os AAE.

O mecanismo exato desta citoprotecdo ndo esta claro. Seus efeitos tais como
vasodilatacdo (PHILLIS, 1989), inibicdo do fluxo de célcio e da liberacdo de glutamato
(RUDOLPHI et al., 1992), ativacio de canais de K" pré-sinapticos (HEURTEAUX et al.,
1995) e aumento na producgdo de energia, através do transporte de glicose, podem contribuir
para os efeitos benéficos da adenosina. Hori (1991), demonstrou que a acdo citoprotetora da
adenosina pode ser explicada pelo aumento da atividade da superoxido dismutase (SOD), uma
enzima antioxidante que metaboliza 0s anions superdxidos que sdo espécies reativas de
oxigénio (EROS).

1.5 Pré-condicionamento e a adenosina

O conceito de pré-condicionamento isquémico foi introduzido no fim da década
de 80. Este parte do principio de que um breve periodo de isquemia pode mobilizar
mecanismos protetores intrinsecos, o qual aumenta a tolerancia contra um periodo critico
posterior de isquemia (STEIGER; HANGGI, 2007). Os tecidos mais sensiveis a isquemia
como miocardio e céerebro apresentam-se como um alvo promissor para a aplicacdo
terapéutica do pré-condicionamento.

Durante os ultimos anos, os mecanismos de protecdo do pré-condicionamento
foram estudados e podem ser divididos em iniciais e tardios, dependendo do tempo de
manifestacdo apds o estresse (AKAIWA et al., 2006). Em geral, os efeitos agudos podem ser
ligados a adaptacdo dos receptores de membrana enquanto os tardios sdo resultados de
expressao génica. A isquemia ndo é o unico fator que pode acionar o pré-condicionamento.
Além da isquemia (BARONE et al., 1998; NAKAMURA et al., 2002; YOSHIDA et al.,
2004) hipdéxia (BALLANYI, 2004; CENTENO et al., 1999; PEREZ-PINZON; BORN, 1999),
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acidos graxos poliinsaturados, lipopolissacarideos (ROSENZWEIG et al., 2004),
eletroacunpultura (WANG et al., 2005), hipertermia (XU; AIBIKI; NAGIYA, 2002),
hipotermia (NISHIO et al., 2000; YUNOKI et al., 2003), isoflurano e outros estressores ja
foram relatados como pré-condicionantes.

A ativacdo dos receptores da adenosina é parte da defesa enddgena contra hipoxia
e isquemia. O efeito agudo, mas ndo o tardio parece estar associado com uma up-regulation
dos receptores A; (VON ARNIM et al., 2000). Agonistas Az tem demonstrado ser protetores
de miocérdio de ratos e coelhos submetidos a isquemia, (LASLEY et al., 2001). Alguns
trabalhos também mostram que a adenosina pode induzir uma neuroprotecdo aguda via
ativacdo de receptores A; (PLAMONDON et al., 1999). A infusdo de adenosina antes da
isquemia tem demonstrado ser capaz de reduzir os danos reversiveis e irreversiveis dos
modelos de isquemia-reperfusdo miocardica em diferentes espécies. A maioria das evidencias
tem implicado o subtipo A; como mediador desses efeitos, pelo menos a nivel de midcitos
(LASLEY; SMART, 2001).

Boulenger et al. (1984), mostraram que estimulos estressores, que sabe-se afetar
os niveis de glicocorticoides, podem influenciar os receptores A; da adenosina no sistema
nervoso central (SVENNINGSSON; FREDHOLM, 1996).

Akaiwa et al. (2006) relataram que uma oclusdo vascular moderada (por 40min)
produziu efeito protetor do tipo rapido em ratos posteriormente submetidos a isquemia e que
os beneficios obtidos foram atenuados com a administragdo do antagonista do receptor Aj, 0
DPCPX.

1.6 O DPCPX

O 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina ou DPCPX (Figura 7) é um derivado sintético
da cafeina (1,3,7-trimetilxantina) antagonista do receptor de adenosina, utilizado,
principalmente em pesquisas farmaco-fisioldgicas. Estudos com radioligantes mostraram que
0 DPCPX possui uma seletividade 700 vezes maior para os receptores A; em relacdo aos
receptores A;(LOHSE et al., 2004). Devido sua acdo antagonista, 0 DPCPX é capaz de inibir
a atividade da adenilato ciclase inibitdria via bloqueio dos receptores A; (LOHSE et al.,
2004).
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pesse

Figura 7 - Estrutura quimica do 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina ou DPCPX, um potente e seletivo
antagonista de receptores da adenosina A; com a¢fes tanto in vitro como in vivo
Fonte: Bruns et al. (1987)
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2 JUSTIFICATIVA

Poucos dados epidemioldgicos estdo disponiveis no Brasil acerca da incidéncia de
AVC, mas segundo dados do National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) o AVC ¢
uma das principais causas de incapacidade e a terceira causa de morte nos Estados Unidos. O
peso social dessa enfermidade é grande como mostra 0s numeros a seguir, além de doloroso,
por levar, na maioria das vezes, 0s acometidos a incapacidade permanente. Em 2007, cerca de
700.000 americanos sofrem de AVC, destes 200.000 foram AVC recorrentes. Em 2008, a
incidéncia de AVC passou a 780.000, sendo 180.000 AVC recorrentes (ROSAMOND et al.,
2008). Cento e sessenta mil pessoas morrem de AVC por ano nos Estados Unidos (CENTER
OF DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2007). Trés milhGes de americanos séo
permanentemente incapacitados devido ao AVC. Os custos diretos e indiretos do AVC em
1998 nos Estados Unidos foram estimados em 43,3 bilhdes e sempre ascendentes, chegando
em 2005 a cifra de 57,8 bilhdes de délares (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2005).
Além disso, dos 70.000 pacientes, por ano, que sofrem de ataque cardiaco com ressuscitacdo
cardiopulmonar 60% destes pacientes, no minimo, morrem no hospital devido a leséo cerebral
extensa e somente 3-10% destes pacientes ficam habeis para reassumir suas vidas
normalmente (KRAUSE et al., 1986). Estima-se que em 2002, 5,4 milhdes de pessoas
sobreviveram a um AVC, sendo que 15-30% destas ficaram permanentemente incapacitadas
(HOWARD, 2005).

Por outro lado, o entendimento da patogénese da isquemia ainda ndo mostrou
significativos frutos no tratamento dessa enfermidade. Diferentes vias bioquimicas foram
desvendadas, receptores estruturalmente mapeados e proteinas isoladas, porém pouco dessa
ciéncia bésica chegou a realidade do enfermo em seu leito. Na compilagdo feita por Smith
(2004), dos 26 compostos comprovadamente eficientes no tratamento da isquemia, 4

encontram-se em testes de fase I, 6 em fase Il e apenas 4 em fase Ill.

Assim, todo esfor¢o no sentido de minimizar esse mal mundial é valido. Somando
a isso esta os estudos com pré-condicionamento que, desatrelados da visdo reducionista do
uso de um unico farmaco no tratamento de algo tdo complexo, aposta no arcabouco
bioquimico do proprio organismo que por vezes se mostra capaz de proteger suas células.
Nessa linha de raciocinio este trabalho foi desenvolvido, com o intuito de agregar mais uma

arma nessa guerra invisivel do homem moderno.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Elucidar, in vivo, o efeito neuroprotetor do estresse de contensdo agudo na
isquemia cerebral global transitéria e a participacdo do receptor A; da adenosina neste

processo.

3.2 Especificos

Avaliar o efeito neuroprotetor do pré-condicionamento por estresse de contensdo
agudo de acordo com 0s seguintes aspectos:
1 Dano neuronal;
2 Atividade locomotora;

3 Memoria declarativa de curto e longo prazo e memaria operacional.

Avaliar a participacdo do sistema da adenosina através do uso do antagonista do
receptor A; da adenosina, 0 DPCPX, na neuroprotecao por pré-condicionamento por estresse
de contensdo agudo de acordo com os seguintes aspectos:

1 Dano neuronal;
2 Atividade locomotora;

3 Memoria declarativa de curto prazo e longo prazo e memoria operacional.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (200-240g) provenientes do biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Ceara. Os animais
foram mantidos a 23-25 °C com ciclo claro/escuro de 12h/12h, e alimentados com dieta
padrdo e agua ad libitum.

Todos o0s procedimentos seguiram as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), sendo aprovado pelo Comité de Etica local em um
macroprojeto o qual inclui o projeto aqui apresentado e todo cuidado foi feito para minimizar

o sofrimento dos animais.

4.2 Protocolo experimental

Os animais foram divididos em grupos (n=10), como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos procedimentos dentre 0s grupos

Tratamento Pré-condiconamento Isquemia/Reperfusdo
com DPCPX por Estresse de Oh a 30min
-2h 15min contensdo
-2h
FO
1SQ
FO+ST
ISQ+ST
FO+DPCPX
ISQ+DPCPX
FO+ST+DPCPX
ISQ+ST+DPCPX

Nota: Em azul, os grupos submetidos a pré-tratamento com DPCPX ( 0,2mg/kg e 1mg/kg);em verde, 0s grupos
pré-condicionados por estresse de contensdo (2 h); em vermelho, os grupos submetidos a isquemia cerebral
transitoria por oclusdo bilateral das carétidas por 30 min. Considera-se o tempo zero (0:00h) o momento
imediato da oclusdo dos vasos no procedimento isquémico.
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4.3 Tratamento com DPCPX

O DPCPX foi diluido em solucdo salina com 5% de dimetilsulféxido (DMSO) e
aplicado pela via intraperitonial nos ratos em duas doses: 0,1mg/kg e 1mg/kg. Os animais
foram pré-tratados com DPCPX ou veiculo, quinze minutos antes de serem submetidos ao
estresse de contensdo, depois sofreram 30 min de isquemia cerebral global transitdria, por
oclusdo bilateral das carotidas.

4.4 Estresse de Imobilizacao (LUINE et al., 1994)

O pré-condicionamento foi feito por estresse de imobilizacdo do tipo agudo
baseado no estresse de imobilizagéo subcronico (LUINE et al., 1994). Neste tipo de estresse
0s animais séo colocados em contensores cilindricos de acrilico de 22cm de comprimento, por
8,5cm de largura e 5¢cm de raio perfurados para ventilagcdo por 2h, em temperatura ambiente
entre os periodos de 8 e 10 horas conforme mostra Figura 8. Os animais dos grupos que nédo
sofreram pré-condicionamento foram apenas manipulados, entrando e imediatamente saindo

do cilindro contensor.
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Figura 8 - Animais submetidos a estresse de contenséo

4.5 Isquemia cerebral transitéria por oclusdo bilateral das carétidas (ULRICH et al.,
1998)

Ao término do estresse de contensdo, os animais foram imediatamente
anestesiados com Ketamina (Francotar® — Virbac, Brasil, 90 mg/kg) e Cloridrato de xilazina
a 2% (Rompum® - Bayer, Brasil, 10 mg/kg) administrados por via intraperitoneal (i.p.) e
imobilizados para o procedimento cirdrgico.

Inicialmente, um corte vertical foi feito na altura da traquéia, para exposicao das
cardtidas em ambos os lados do pescoco do animal. Apds separacdo do nervo vago das
artérias, estas foram pincadas com pinca buldogue e submetidas a isquemia cerebral
transitoria durante 30 minutos. A temperatura retal foi monitorada e mantida em torno de
37°C por meio de luz incandescente. Apds esse periodo, os buldogues foram removidos
restabelecendo o fluxo sanguineo, o local da incisdo suturado e os animais foram colocados
em gaiolas individuais para recuperacdo com livre acesso a dgua e comida. Os grupos falso-
operados foram submetidos apenas ao procedimento cirdrgico, sem o clampeamento das

artérias carotidas.
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4.6 Avaliacdo da lesdo isquémica atraves da coloragdo com Cloreto de 2,3,5-
Trifeniltetrazol (TTC) (GOLDLUST et al., 1996)

Vinte e quatro horas (24h) apds a cirurgia, os animais foram anestesiados,
decapitados e seus cérebros retirados para analise de viabilidade celular. O método de analise
de viabilidade celular foi a coloracdo com TTC, sal derivado do MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil tetrazol) que ao ser oxidado pelas as mitocondria vidveis
adquire coloragdo avermelhada. Conservados em salina gelada até o momento dos cortes, 0s
cérebro foram fatiados na espessura aproximada de 1 mm e imersos em solucdo de 1% de
TTC a 37°C por 30 minutos. Em seguida tiveram suas imagens digitalizadas em alta
resolugdo em Escaner Lexmark-X 1195 e analisadas as areas de edema e &reas totais e a
respectiva percentagem de &rea atingida em relagdo a area total. Tal metragem foi realizada
utilizando-se o software grafico Adobe Photoshop CS3 através da contagem de “pixels”

brancos sobre a quantidade de “pixels” totais.

4.7 Teste de atividade locomotora (open field — campo aberto) (BROADHURST, 1957)

Para verificar se a cirurgia ou tratamento ndo acarretou alteracdo da atividade
locomotora, o que prejudicaria a realizacdo dos testes de memoria, foi feito o teste de
atividade locomotora usando o modelo de Campo Aberto (Open Field). O teste foi realizado
72h apds a isquemia.

O campo aberto consiste de uma arena quadrada (50 x 50 cm), iluminada com luz
vermelha. O piso da arena é dividido em 4 quadrados iguais. No teste, o animal foi colocado
na arena e deixado para explorar o ambiente por um minuto. Apds este periodo foi registrado
0 numero de quadrantes atravessados pelo animal e o nimero de rearings (levantar as patas -
exploracdo vertical), durante um tempo de trés (03) minutos. A arena foi limpa com alcool
20% ap0ds cada animal ser retirado, para evitar interferéncia do cheiro de urina e fezes no

teste.



Figura 9 - Arena do Teste do Campo Aberto divido em quatro quadrantes iguais.
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4.8 Labirinto em Y (Y-maze) (STONE; BAKHTIARI, 1956)

O labirinto em Y consiste em uma caixa acrilica no formato de Y (ver Figura 10)
com 2mm de espessura, altura de 34,5cm, com cada brago medindo 75,5cm de comprimento e
11,7cm de largura. Esse teste avalia a memoria de trabalho ou operacional (working memory).
Todas as entradas em cada braco sdo sequencialmente anotadas por 8 minutos, assim o
numero total de entradas em cada baco, bem como a sequiéncia de entradas € registrada.
Considera-se entrada apenas a entrada do animal com as 4 patas um brago do labirinto. Os
dados foram expressos como a percentagem de alternéncia nos bragos sem repeticdo. O
animal normal deve explorar espontaneamente entre os bragos, de forma alternada, quando
colocado no labirinto. O sucesso do teste € indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos
controle, indicando que os animais podem se lembrar em qual braco eles entraram por ultimo
(STONE; BAKHTIARI, 1956). Entre cada sesséo, o labirinto é higienizado com uma solugdo

de élcool 20% e secado com toalhas de papel.

Wote: Brawing vsed for (lloctration porpeses.

Figura 10 - Labirinto em Y. Dimensfes: A= 11,7cm, B=C= 75,5cm e D= 34,5cm.
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4.9 Esquiva passiva (passive avoidance test) (baseado em DE NOBLE et al., 1986)

Setenta e duas horas (72h) apds o protocolo de isquemia, os animais foram
habituados ao aparelho de esquiva passiva UGO BASILE 21025 ® (Figura 11) por 1 minuto.
O aparelho consiste de uma caixa de acrilico (48 x 22 x 22)cm, dividida em dois
compartimentos iguais conectados por uma pequena entrada. Um compartimento branco,
iluminado e piso com isolante e um compartimento preto, escuro e com piso eletrificado.

O animal é introduzido no aparelho sempre pelo compartimento iluminado. Apoés
30 segundos da habituacdo, o animal é retirado e ap6s 30 segundos é colocado novamente no
compartimento iluminado. O animal ao passar do compartimento claro para 0 compartimento
escuro, por procurar instintivamente local mais escuro, recebe um choque de 0,5 mA, durante
1 segundo. O tempo que o animal levou para adentrar o compartimento escuro (laténcia) é
computado até um limite maximo de 300 segundos. Os animais sdo entdo retirados do
aparelho (alguns animais saem espontaneamente ap6s o choque). Transcorridos 15 minutos do
condicionamento por choque, este mesmo animal é colocado novamente no compartimento
iluminado a fim de se avaliar a retengdo da memoria recente. O tempo até sua entrada no
compartimento escuro é registrado novamente. A retencdo da memoria tardia também é
verificada. 24h horas ap6s o condicionamento por choque, os animais foram colocados

novamente no compartimento iluminado e o tempo de laténcia registrado.

PASSIVE AVOIDANCE APPARATUS

Cal 7330

Figura 11 - Aparelho de esquiva passiva UGO BASILE 21025 ®.
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4.10 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da media (epm). Os
experimentos que obtiveram uma distribuicdo gaussiana foram submetidos ao teste
paramétrico de analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey para multiplas
comparagdes. Os experimentos com distribuicdo ndo gaussiana foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para maltiplas compara¢Ges. Comparagdes entre
duas amostras foram realizadas utilizando-se o teste t ndo pareado para dados paramétricos e
teste Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Foram considerados estatisticamente
significantes os resultados com p<0,05. Todas as andlises estatisticas e producdo de figuras

foram realizadas no Graph Pad Prism® 3.0.
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5 RESULTADOS
5.1 Isquemia cerebral transitéria por ocluséo bilateral das carétidas

5.1.1 Avaliacdo da lesdo isquémica através da coloracdo com Cloreto de 2,3,5-

Trifeniltetrazol (TTC)

A fim de se constatar a eficacia do método isquémico utilizado, comparamos a
percentagem da leséo cerebral encontrada entre os animais falsos operados (FO) com os
animais submetidos a oclusao bilateral das carétidas (1SQ). Observamos uma lesdo isquémica
significativo (p<0,05) nos animais que submetidos a isquemia em relacdo ao controle (% de

dano: FO= 10,36 + 0,75; 1SQ= 18,52 + 2,62) (Figura 12).

30+

207

% de dano

Figura 12 — Efeito da isquemia sobre o dano cerebral

Nota: Os animais foram submetidos a oclusdo bilateral das carétidas por 30 minutos e 24h depois tiveram seus
cérebros seccionados e corados por TTC. O calculo da percentagem do dano considerou a area ndo corada
(isquemiada) sobre a &rea total da se¢do. * versus FO; p<0,05.Teste t ndo pareado.
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5.1.2 Efeito da isquemia sobre a atividade locomotora

A fim de se avaliar a repercussdo do procedimento isquémico na atividade
locomotora dos animais, comparamos a atividade exploratoria horizontal (crossing) e vertical
(rearings) dos animais falsos operados (FO) com os animais submetidos a oclusdo bilateral
das carotidas (ISQ). N&o observamos diferenca significativa no comportamento de crossing
(n° de eventos: FO= 15,71+ 2,02; 1SQ= 11,00+ 2,13). Entretanto, observamos diferenca
significativa (p<0,05) do nimero de rearings entre os animais falso operados e isquemiados
(n° de eventos: FO=5,00+ 1,23; 1SQ= 1,50+ 0,72) (Figura 13).

201 _
Il Crossing

I Rearing

N° de eventos

Figura 13 — Efeito da isquemia sobre a atividade locomotora

Nota: Os animais foram submetidos a oclusdo bilateral das car6tidas por 30 minutos e 72h depois ao teste do
campo aberto por 3 min. O nimero de cruzamentos (crossings) e rearings foi computado. * versus FO; p<0,05.
Teste t ndo pareado.
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5.1.3 Efeito da isquemia sobre a memdria operacional (working memory)

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria operacional dos animais
submetidos a isquemia, comparamos a percentagem de alternacBes espontaneas dos animais
falsos operados (FO) com os animais submetidos a oclusdo bilateral das carétidas (1SQ). Nao
observamos diferenca significativa na memoria de trabalho entre o grupo falso operado e
isquemiado (FO= 70,16 = 5,77%; 1SQ= 71,37 + 7,94%) (Figura 14).
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Figura 14 — Efeito da isquemia sobre a memodria operacional
Nota: Os animais foram submetidos a oclusdo bilateral das carétidas por 30 minutos e 72h depois ao teste do
labirinto em Y por 8 min. A percentagem de alternacdes esponténeas no labirinto foi analisada.
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5.1.4 Efeito da isquemia sobre a memoria aversiva de curto prazo

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria aversiva de curto prazo dos
animais submetidos a isquemia, comparamos o tempo da entrada do animal no compartimento
escuro (laténcia) dos animais falsos operados (FO) com os animais submetidos a oclusédo
bilateral das carétidas (1SQ). N&o observamos diferenca significativa na memoria de curto
prazo entre o grupo falso operado e isquemiado (FO= 145,9 % 42,75s; 1SQ= 113,1 + 64,975)
(Figura 15).
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Figura 15 — Efeito da isquemia sobre a memoria de curto prazo

Nota: Os animais foram submetidos a oclusdo bilateral das carétidas por 30 minutos e 72h depois ao teste da
esquiva passiva. O tempo da entrada do animal (laténcia) no compartimento escuro ap6s um treino foi
computado.
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5.1.5 Efeito da isquemia sobre a memdria aversiva de longa duracao

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria aversiva de longa duracéo
dos animais submetidos a isquemia, comparamos o tempo da entrada do animal no
compartimento escuro (laténcia) dos animais falsos operados (FO) com o0s animais
submetidos a oclusdo bilateral das carétidas (ISQ). Observamos um déficit significativo
(p<0,05) na memdria de longa duragdo entre o grupo falso operado e isquemiado (FO= 271,2
+ 17,61s; 1SQ= 108,4+ 67,64s) (Figura 16).
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Figura 16 — Efeito da isquemia sobre a memdria de longo prazo

Nota: Os animais foram submetidos a oclusdo bilateral das cardtidas por 30 minutos e 72h depois ao teste da
esquiva passiva. O tempo da entrada do animal (laténcia) no compartimento escuro ap6s um condicionamento
prévio (24h antes) foi computado. * versus FO; p<0,05. Teste t ndo pareado.
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5.2 Pré-condicionamento por estresse de contensao

5.2.1 Efeito do estresse de contensdo sobre a viabilidade neuronal em ratos

Verificando se o0 estresse de imobilizacdo, por si sé, causa dano cerebral,
avaliamos a percentagem do dano do grupo falso operado submetido ao estresse de contensdo
(FO+ST) e o grupo falso operado (FO). Como era esperado, ndo foi observada diferenga
significativa entre os grupos (% de dano: FO= 10,36 £ 0,75%; FO+ST= 12,02 + 0,69%)
(Figura 17).
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Figura 17 — Efeito do estresse de contensdo sobre a viabilidade neuronal

Nota: Os animais foram submetidos ao estresse de imobilizacdo por 2h e 24h depois tiveram seus cérebros
seccionados e corados por TTC. O célculo da percentagem do dano considera a area ndo corada (isquemiada)
sobre a érea total da secéo.
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5.2.2 Avaliacdo da neuroprotecdo induzida por estresse de contensdo em ratos submetidos &

isquemia cerebral transitéria

A fim de se avaliar a neuroprotecdo do estresse de contensdo na isquemia
cerebral, avaliamos a percentagem do dano do grupo isquemiado (ISQ) e isquemiado pré-
condicionado (ISQ+ST). Observamos uma inibicdo do dano isquémico (p<0,05) nos animais
pré-condicionados (% de dano: FO= 10,36 *+ 0,75%; 1SQ= 18,52 + 2,62%; ISQ+ST= 12,59 +
0,87%) (Figura 18).
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Figura 18 — Efeito neuroprotetor do estresse de contensdo sobre o dano cerebral isquémico

Nota: Os animais foram submetidos ao estresse de imobilizagdo por 2h seguida de oclusdo bilateral das cardtidas
do 30 min. 24h depois tiveram seus cérebros seccionados e corados por TTC. O célculo da percentagem do dano
considera a area ndo corada (isquemiada) sobre a area total da secdo. * versus FO; # versus 1SQ. p<0,05.
ANOVA e teste de Tukey.
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5.2.3 Efeito do pré-condicionamento por estresse de contensdo sobre a atividade locomotora

em ratos

A fim de se avaliar a repercussdo do pré-condicionamento na atividade
locomotora dos animais, comparamos a atividade exploratoria horizontal (crossing) e vertical
(rearings) dos animais falsos operados (FO) com os animais pré-condicionados (FO+ST).
N&o observamos diferenca significativa nos comportamento de crossing (n° de eventos: FO=
15,71+ 2,02; FO+ST= 16,22+ 2,79) e rearing (n° de eventos: FO= 5,00+ 1,23; FO+ST= 9,67+
1,87) (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito do pré-condicionamento sobre a atividade locomotora
Nota: Os animais foram pré-condicionados por estresse de contensdo por 2h. 72h depois foram submetidos ao
teste do campo aberto por 3 min. O nimero de cruzamentos e rearings foi avaliado.
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5.2.4 Efeito do pré-condicionamento por estresse de contensdo sobre a atividade locomotora

de animais isquemiados.

Uma vez constatado a alteragdo do comportamento de rearing nos animais
isquemiados (Figura 13) comparamos a atividade exploratoria horizontal (crossing) e vertical
(rearings) dos animais falsos operados (FO), com os animais isquemiados (ISQ) e os animais
pré-condicionados e isquemiados (ISQ+ST). N&o observamos diferenca significativa no
comportamento de crossing (n° de eventos: FO= 15,71+ 2,02; I1SQ= 11,00+ 2,13; ISQ+ST=
14,09+2,22). Entretanto, observamos que o estresse de contensdo normalizou a diminuicdo do
comportamento de rearing nos animais submetidos a isquemia (n° de eventos: FO= 5,00+
1,23; 1SQ=1,50+0,72; ISQ+ST= 6,091+ 1,443) (Figura 20).
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Figura 20 — Efeito do pré-condicionamento por estresse de contensdo sobre a atividade locomotora em
animais isquemiados

Nota: Os animais foram pré-condicionados por estresse de contensdo por 2h e submetidos a oclusdo bilateral das
carétidas por 30 min. 72h depois foram submetidos ao teste do campo aberto por 3 min. O ndmero de
cruzamentos (crossings) e rearings foi avaliado. * versus FO; # versus 1SQ, p<0,05, ANOVA e teste de Tukey.



55

5.2.5 Efeito do pré-condicionamento por estresse de contensdo sobre a memoria operacional

(working memory)

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria operacional dos animais
submetidos apenas ao pré-condicionamento, comparamos a percentagem de alternacdes
espontaneas dos animais falsos operados (FO) com o0s animais submetidos ao pré-
condicionamento (FO+ST). N&o observamos diferenca significativa na memdria de trabalho
entre o grupo falso operado e isquemiado (FO= 70,16 + 5,77%; FO+ST = 69,17+ 2,67%)
(Figura 21).
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Figura 21 - Efeito do pré-condicionamento sobre a memdria operacional

Nota: Os animais foram pré-condicionados por estresse de contensdo por 2h e falso operados posteriormente.
72h depois foram submetidos ao teste do labirinto em Y por 8 min. O nimero de entradas em cada brago do
labirinto foi computado.
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5.2.6 Efeito do pré-condicionamento condicionamento por estresse de contensdo sobre a

memaria aversiva de curto prazo

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria aversiva de curto prazo dos
animais submetidos ao pré-condicionamento, comparamos 0 tempo da entrada do animal no
compartimento escuro (laténcia) dos animais falsos operados (FO) com os animais
submetidos ao pré-condicionamento por estresse de contensdo (FO+ST). Ndo observamos
diferenca significativa na memdria de curto prazo entre o grupo falso operado e pré-
condicionado (FO=145,9 +42,75s; 1ISQ= 142,8 £ 42,52s) (Figura 22).
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Figura 22 — Efeito do pré-condicionamento sobre a memdria de curto prazo

Nota: Os animais foram pré-condicionados por estresse de contensdo por 2h e falso operados posteriormente.
72h depois foram submetidos ao teste da esquiva passiva. O tempo da entrada do animal (laténcia) no
compartimento escuro apds um treino foi avaliado.
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5.2.7 Efeito do preé-condicionamento por estresse de contensdo sobre a memoria aversiva de

longa duracéao

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria aversiva de longa duracéo
dos animais submetidos apenas ao pré-condicionamento, comparamos o tempo da entrada do
animal no compartimento escuro (laténcia) dos animais falsos operados (FO) com os animais
submetidos ao pré-condicionamento (FO+ST). N&o observamos diferenga significativa na
memoria de longa duragdo entre o grupo falso operado e pré-condicionado (FO= 271,2 +
17,61; FO+ST = 203,7+ 39,54) (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito do estresse sobre a memdria de longo prazo

Nota: Os animais foram pré-condicionados por estresse de contensdo por 2h. 72h depois foram submetidos ao
teste da esquiva passiva. O tempo da entrada do animal (laténcia) no compartimento escuro ap6s um
condicionamento prévio (24h antes) foi avaliado.
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5.2.8 Efeito do pré-condicionamento sobre a memoria aversivade longa duracdo em animais

isquemiados

Considerando que a isquemia causa danos na memoria aversiva de longa duragédo
(Figura 16) avaliamos a ac¢ao do estresse sobre a isquemia comparando o tempo da entrada do
animal no compartimento escuro (laténcia) dos animais falsos operados (FO) com os animais
isquemiados (ISQ) e os submetidos ao pré-condicionamento (ISQ+ST). Observamos uma
tendéncia, porém ndo significativa, a melhora da memodria aversiva no grupo pré-
condicionado (FO= 271,2 + 17,61s; I1SQ= 108,4+ 67,64s; 1SQ+ST= 156,1+45,81s) (Figura
24).
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Figura 24 - Efeito do pré-condicionamento na memdria aversiva de longa duracdo em animais
isquemiados

Nota: Os animais foram pré-condicionados por estresse de contensdo por 2h e operados posteriormente. 72h
depois foram submetidos ao teste da esquiva passiva. O tempo da entrada do animal (laténcia) no compartimento
escuro apdés um condicionamento prévio (24h antes) foi avaliado, p<0,05, Teste t de Student ndo pareado.
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5.3 Agdo do DPCPX, antagonista do receptor A; da adenosina

5.3.1 Avaliacéo efeito do DPCPX sobre a viabilidade neuronal em ratos atravées da coloracao
com Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol (TTC)

A fim de constatar se 0 DPCPX, por si s0, causa dano cerebral, comparamos a
percentagem de dano encontrado dentre os animais falsos operados (FO) com os animais
submetidos ao pré-tratamento com DPCPX, nas doses de 0,1 e 1 mg/kg (FO+DPCPX 0,1;
FO+DPCPX 1). Ndo observamos diferenca significativa entre os animais controle e as duas
doses de DPCPX (FO= 10,36 + 0,75%; FO+DPCPX 0,1= 9,38 + 1,00%; FO+DPCPX 1=
10,26+ 0,66% ) (Figura 25).

15-
=

S 10-
o
@
©

S ]

O_

<<O N
Q~\~
Qo
QO
Q

Figura 25 — Efeito do tratamento com DPCPX sobre o dano cerebral

Nota: Os animais foram pré-tratados com DPCPX nas doses de 0,1 e 1 mg/kg intraperitonealmente e 24h depois
tiveram seus cérebros seccionados e corados por TTC. O célculo da percentagem do dano foi feito considerando-
se a area ndo corada (isquemiada) sobre a area total da secéo.
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5.3.2 Reversao da neuroprotecdo induzida por estresse de contensao pelo DPCPX

A fim de avaliar se a neuroprotecdo induzida por estresse de contensdo esta
relacionada a ativacdo dos receptores A; da adenosina, utilizamos o antagonista A;, DPCPX
para bloquear este efeito. Ndo observamos alteragdo com a menor dose (0,1mg/kg), entretanto
foi verificado um bloqueio significativo deste efeito neuroprotetor no grupo pré-tratado com
DPCPX na dose de 1mg/kg (FO= 10,36+0,75%; 1SQ= 18,52 * 2,62%; ISQ+ST= 12,59 +
0,87%; ISQ+ST+DPCPX 0,1 =7,36 +2,03% e ISQ+ST+DPCPX 1= 19,95 + 3,38%) (Figura
26).
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Figura 26 — Efeito do DPCPX na neuroprote¢do do estresse de contensédo

Nota: Os animais foram pré-tratado com DPCPX intraperitoneal nas doses de 0,1 e 1 mg/kg, submetidos ao
estresse de imobilizacdo por 2h seguida de oclusdo bilateral das carétidas por 30 min. 24h depois tiveram seus
cérebros seccionados e corados por TTC. O calculo da percentagem do dano considera a area ndo corada
(isquemiada) sobre a érea total da secdo. * versus FO; # versus 1SQ, § versus ISQ+ST, p<0,05. ANOVA e teste
de Tukey
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5.3.3. Efeito do DPCPX e pré-condicionamento sobre a viabilidade neuronal

A fim de constatar se a administracdo de DPCPX junto com o estresse de
contensdo, causam dano cerebral, mascarando os resultados obtidos no subitem anterior
(Figura 26) comparamos a percentagem de dano encontrado dentre os animais falsos operados
(FO) com os animais submetidos ao pré-tratamento com DPCPX nas doses de 0,1 e 1 mg/kg e
pré-condicionados (FO+ST+DPCPX 0,1; FO+ST+DPCPX 1). Ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos (FO= 10,36 + 0,75%; FO+ST+DPCPX 0,1 = 9,56+ 1,75;
FO+ST+DPCPX 1=12,24 + 0,88) (Figura 27).
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Figura 27 — Efeito do tratamento com DPCPX e estresse de contensdo sobre a viabilidade neuronal

Nota: Os animais foram pré-tratados com DPCPX nas doses de 0,1 e 1 mg/kg intraperitonealmente e em seguida
submetidos ao estresse de imobilizacdo por 2h. 24h depois tiveram seus cérebros seccionados e corados por
TTC. O célculo da percentagem do dano foi feito considerando-se a area ndo corada (isquemiada) sobre a area

total da secéo.
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5.3.4. Areas cerebrais afetadas pela isquemia e efeito do pré-condicionamento por estresse de
contenséo e do DPCPX

Os danos cerebrais desse modelo isquémico aconteceram principalmente no coértex,
hipocampo e estriato. O efeito protetor do pré-condicionamento por estresse de contensao e a
reversdo dessa protecdo por DPCPX na dose de 1mg/kg ocorreram mais pronunciadamente a

nivel de hipocampo(Figura 28) que do estriato (Figura 29).
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Figura 28 — Area hipocampal afetada pela isquemia e efeito do pré-condicionamento por estresse de
contensdo e do DPCPX

Nota: Quantificacdo do dano isquémico através da coloracdo com Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol (TTC). Corte
a nivel do hipocampo. Tratamento com DPCPX na dose de 1mg/kg.
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Figura 29 - Area estriatal afetada pela isquemia e efeito do pré-condicionamento por estresse de contensdo

e do DPCPX
Nota: Quantificagdo do dano isquémico através da coloragdo com Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol (TTC). Corte

a nivel do estriato. Tratamento com DPCPX na dose de 1mg/kg.
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5.3.5 Efeito do DPCPX sobre a atividade locomotora

A fim de se avaliar a consequéncia da administracdo de DPCPX na atividade
locomotora dos animais, comparamos a atividade exploratéria horizontal (crossing) e vertical
(rearings) dos animais falsos operados (FO) com os animais pré-tratados na dose de 1mg/kg
(FO+DPCPX 1). Nao observamos diferenca significativa nos comportamento de crossing (n
de eventos: FO= 15,71+ 2,02; FO+DPCPX 1= 17,67+ 2,375) e rearing (n° de eventos: FO=
5,00+ 1,23; FO+DPCPX 1= 8,55+ 1,65) (Figura 30).
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Figura 30 — Efeito do DPCPX sobre a atividade locomotora
Nota: Os animais foram pré-tratados com 1mg/kg de DPCPX intraperitoneal. 72h depois foram submetidos ao

teste do campo aberto por 3 min. O nimero de cruzamentos (crossings) e rearings foi avaliado.
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5.3.6 Efeito do DPCPX e pré-condicionamento na atividade locomotora de animais

isquemiados

Uma vez constatado a diminuicdo do comportamento de rearing nos animais
isquemiados (Figura 13) e sua normalizacdo pelo pré-condicionamento (Figura 20)
comparamos a atividade exploratoria horizontal (crossing) e vertical (rearings) dos animais
pré-condicionados isquemiados ndo tratados (ISQ+ST) e tratados com DPCPX
(ISQ+ST+DPCPX 1). Nao observamos diferencga significativa no comportamento de crossing
(FO= 15,71+ 2,02; 1SQ= 11,00+ 2,13; ISQ+ST= 14,09+2,22; ISQ+ST+DPCPX 1= 1,80+
2,30), no rearing observamos uma tendéncia ao bloqueio do efeito do pré-condicionamento,
porém nédo significativa (n° de eventos: 1SQ+ST= 6,091+ 1,443; 1ISQ+ST+DPCPX 1= 3,20+
0,90) (Figura 31).
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Figura 31 - Efeito do DPCPX e pré-condicionamento sobre a atividade locomotora de animais
isquemiados

Nota: Os animais foram pré-tratados com 1mg/kg de DPCPX intraperitoneal, pré-condicionados por estresse de
contensdo por 2h e submetidos a ocluséo bilateral das carétidas por 30 min. 72h depois foram submetidos ao
teste do campo aberto por 3 min. O nimero de cruzamentos (crossings) e rearings foi avaliado. * versus FO, #
versus 1SQ, p<0,05. ANOVA.e teste de Tukey.
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5.3.7 Efeito do DPCPX sobre a memdria operacional (working memory)

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria operacional dos animais
tratados com DPCPX, comparamos a percentagem de alternacfes espontaneas dos animais
falsos operados (FO) com os animais tratados com DPCPX (FO+DPCPX). Nao observamos
diferenca significativa na memoria de trabalho entre o grupo falso operado e isquemiado
(FO= 70,16 +5,77%; FO+DPCPX = 68,70+ 3,12%) (Figura 32).
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Figura 32 — Efeito do DPCPX sobre a memdria operacional
Nota: Os animais foram pré-tratados com 1mg/kg de DPCPX intraperitoneal.. 72h depois foram submetidos ao
teste do labirinto em Y por 8 min. A percentagem de alternacdes espontaneas foi avaliada.
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5.3.8 Efeito do DPCPX e pré-condicionamento sobre a memoria operacional (working

memory) de animais isquemiados

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria operacional dos animais
tratados com DPCPX e sua interacdo com o pré-condicionamento e a isquemia, comparamos
a percentagem de alternacdes espontaneas dos animais falsos operados (FO), com animais
isquemiados (1SQ), animais pré-condicionados isquemiados nao tratados (ISQ+ST) e tratados
com DPCPX (ISQ+ST+DPCPX 1). Ndo observamos diferenca significativa na memoria de
trabalho entre os grupos (FO= 70,16 *+ 5,77%; 1SQ= 71,37+ 7,94%; I1SQ+ST= 60,58+2,72%);
ISQ+ST+DPCPX 1= 67,22+ 7,50%) (Figura 33).
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Figura 33 - Efeito do DPCPX e pré-condicionamento sobre a memdria operacional de animais
isquemiados

Nota: Os animais foram pré-tratados com 1mg/kg de DPCPX intraperitoneal, pré-condicionados por estresse de
contensdo por 2h e submetidos a oclusdo bilateral das carotidas por 30 min. 72h depois foram submetidos ao
teste do labirinto em Y por 8 min. A percentagem de alternacdes esponténeas foi avaliada.
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5.3.9 Efeito do DPCPX sobre a memdria aversiva de curto prazo

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria aversiva de curto prazo dos
animais tratados com DPCPX, comparamos o tempo da entrada do animal no compartimento
escuro (laténcia) dos animais falsos operados (FO) com os animais pré-tratados com DPCPX
(FO+DPCPX 1). Nao observamos diferenca significativa na memdria de curto prazo entre o

grupo falso operado e isquemiado (FO= 1459 + 42,75s; FO+DPCPX 1= 81,88+ 41,305s)
(Figura 34).
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Figura 34 — Efeito do DPCPX sobre a memdria aversiva de curto prazo
Nota: Os animais foram pré-tratados com 1mg/kg de DPCPX intraperitoneal e falsos operados posteriormente.

72h depois foram submetidos ao teste da esquiva passiva. O tempo da entrada do animal (laténcia) no
compartimento escuro apés um treino foi avaliado.
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5.3.10 Efeito do DPCPX e pré-condicionamento sobre a memoria aversiva de curto prazo de

animais isquemiados

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria aversiva de curto prazo dos
animais tratados com DPCPX e sua interacdo com o pré-condicionamento e a isquemia,
comparamos 0 tempo da entrada do animal no compartimento escuro (laténcia) dos animais
falsos operados (FO), com animais isquemiados (I1SQ), animais pré-condicionados
isquemiados ndo tratados (ISQ+ST) e tratados com DPCPX (ISQ+ST+DPCPX 1). Néo
observamos diferenca significativa na memoria de trabalho entre os grupos (FO= 145,90 +
42,75s; 1ISQ= 113,1 + 64,97s; 1ISQ+ST= 86,01+ 40,58s; ISQ+ST+DPCPX 1= 143,8+ 47,475)
(Figura 35).
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Figura 35 — Efeito do DPCPX e pré-condicionamento sobre a memdria de curto prazo de animais
isquemiados

Nota: Os animais foram pré-tratados com 1mg/kg de DPCPX intraperitoneal, pré-condicionados por estresse de
contensdo por 2h e submetidos a ocluséo bilateral das carétidas por 30 min. 72h depois foram submetidos ao
teste da esquiva passiva. O tempo da entrada do animal (laténcia) no compartimento escuro apés um treino foi
avaliado.
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5.3.11 Efeito do DPCPX sobre a memoria aversiva de longa duracéo

A fim de se avaliar o comprometimento da memoria aversiva de longa duracéo
dos animais tratados com DPCPX, comparamos 0 tempo da entrada no compartimento escuro
(laténcia) dos animais falsos operados (FO) com os animais submetidos ao tratamento com
DPCPX na dose de 1mg/kg (FO+DPCPX 1). Nao observamos diferenca significativa na
memoria de longa duragdo entre o grupo falso operado e tratado (FO= 271,2 + 17,61s;
FO+DPCPX 1= 161,1+ 49,02s) (Figura 36).
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Figura 36 — Efeito do DPCPX sobre a memdria aversiva de longo prazo
Nota: Os animais foram pré-tratados com 1mg/kg de DPCPX intraperitoneal.. 72h depois foram submetidos ao

teste da esquiva passiva. O tempo da entrada do animal (laténcia) no compartimento escuro ap6s um
condicionamento prévio (24h antes) foi avaliado.
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5.3.12 Efeito do DPCPX e pré-condicionamento sobre a memoria aversiva de longa duracao

de animais isquemiados

A fim de se avaliar se os animais tratados com DPCPX apresentavam uma
reversdo nos efeitos do pré-condicionamento, comparamos o tempo da entrada do animal no
compartimento escuro (laténcia) dos animais pré-condicionados isquemiados ndo tratados
(ISQ+ST) e tratados com DPCPX (ISQ+ST+DPCPX 1). Ja tinhamos observado que o pré-
condicionamento tinha uma tendéncia a melhorar os deficits de memdria nos animais
isquemiados, neste caso, observamos também uma tendéncia a reversao dos efeitos do pré-
condicionamento pelo DPCPX, mas esta diferenca ndo foi significativa (FO= 271,2 + 17,61s;
ISQ= 108,4+ 67,64s; 1SQ+ST= 156,1+45,81s; 1SQ+ST+DPCPX 1= 88,61+ 38,83s) (Figura
37).
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Figura 37 — Efeito do DPCPX e pré-condicionamento sobre a memdria aversiva de longo prazo de animais
isquemiados

Nota: Os animais foram pré-tratados com 1mg/kg de DPCPX intraperitoneal, pré-condicionados por estresse de
contensdo por 2h e submetidos a oclusdo bilateral das carétidas por 30 min. 72h depois foram submetidos ao
teste da esquiva passiva. O tempo da entrada do animal (laténcia) no compartimento escuro apds um
condicionamento prévio (24h antes) foi avaliado. * versus FO. p<0,05. ANOVA e teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

O acidente vascular cerebral (AVC), doenca incapacitante e terceira causa de
morte em paises desenvolvidos como os Estados Unidos, caracterizada pela interrupgao do
fluxo sangiiineo para o cerebro capaz de causar alteracdo na funcdo cerebral, € uma
enfermidade de grande peso social nos tempos modernos. O estudo dessa patologia busca
através de todos os ramos das ciéncias biolégicas meios de minimizar, reverter ou mesmo
proteger das conseqliéncias danosas desse mal. A doenca é classificada em dois principais
grupos (isquémico e hemorragico). O AVC, no corrente ano, nos EUA, atingiu 780.000
pessoas e destas 170.000 pessoas foram a ébito (ROSAMOND et al., 2008; CENTER OF
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2007). Longe de serem apenas numeros, as
vitimas de AVC por vezes ficam incapacitadas, incapazes de desempenhar as atividades mais
simples do dia a dia, como se alimentar ou tomar banho de forma independente. Algumas
permanecem durante anos acamadas sob o diuturno cuidado de um familiar, o que leva, ndo
apenas o enfermo, mas toda uma familia a niveis lastimaveis de qualidade de vida.
Estimativas de 2002 apontam que 5,4 milhGes de pessoas sobreviveram a um AVC, entretanto
15 a 30% destas ficaram permanentemente incapacitadas (HOWARD, 2005). Assim, este
trabalhou objetivou trazer mais um esclarecimento no entendimento nos mecanismos

envolvidos nesta patologia, particularmente para o tipo de AVC isquémico.

O tecido cerebral é extremamente sensivel a isquemia e até mesmo um breve
evento isquémico pode iniciar uma complexa sequéncia de eventos que finalmente culmina na
morte neuronal (SMITH, 2004). Os achados desse trabalham corroboram com a sensibilidade
do tecido cerebral a isquemia, uma vez que o modelo utilizado de oclusdo bilateral das
carétidas (2-VO) com controle de temperatura por 30 minutos acarretou morte celular em
aproximadamente 18,52% da area total cerebral. Utilizando o modelo de oclusdo da artéria
cerebral média (CMAO), Akaiwa et al. (2006), obtiveram 44,8% de taxa de infarto 72h apos a
isquemia enquanto que Rui Liu et al. (2008), obtiveram volume de infarto de 41,24%, 24h
horas ap6s 2h de isquemia.

O modelo de oclusdo de 2 vasos (2-VO) proposto por EkI6f e Siesjo (1972) e
modificado por Smith et al. (1984) sem inducdo de hipotensdo sistémica, o qual se baseou
este trabalho, tem sido descrito como fraco redutor do fluxo sanguineo cerebral e ineficaz para

comprometer o status energético cerebral (ULRICH et al., 1998). Nossos achados mostraram
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pouco dano cerebral quando se compara com outros modelos mais agressivos como o CMAO
ou 4-VO. O modelo, apesar de causar pouco dano cerebral, parecer ser viavel para estudos
crénicos por oferecer uma baixa taxa de mortalidade apds a cirurgia (ULRICH et al., 1998) e
no presente trabalho se mostrou eficiente inclusive para estudo agudo.

O teste do campo aberto foi originalmente descrito por Hall (1934), para se
analisar o estado emocional em ratos. O teste do campo aberto neste trabalho foi baseado no
modelo proposto por Broadhurst (1957) e foi utilizado no intuito de aferir a capacidade
locomotora dos animais. Uma vez que os animais foram submetidos a um procedimento
cirargico, vieses poderiam surgir em outros testes (como no labirinto em Y, ou esquiva
passiva) caso o animal tivesse sua capacidade locomotora afetada. O presente trabalho néo
encontrou diferencas significativas no namero de cruzamentos efetuados pelos os animais
submetidos a isquemia. Yan et al. (2007), mostraram um aumento significativo no niamero de
cruzamentos em campo aberto em animais isquemiados pelo modelo 4-VO, porém ndo relata
as condicdes de luminosidade no momento do teste, o que interfere diretamente no
comportamento dos animais isquemiados, como ressalta Milot e Plamondon (2008). Em
nosso teste, baixa luminosidade foi utilizada.

Além disso, durante o teste do campo aberto, ndo s6 os movimentos de exploragao
horizontal (crossings), mas também os movimentos de exploracao vertical (rearings) foram
monitorados. Este trabalho apontou uma diminuicdo da atividade exploratdria no
comportamento de rearing em animais isquemiados. Wang et al. (2007), utilizando um
modelo de depressdo pos-isquemia também observaram a diminuicdo no nimero de rearing
mesmo 19 dias ap0s a oclusdo permanente da artéria cerebral média. Milot e Plamondon
(2008), mostraram que a reacdo de animais isquemiados no teste do campo aberto estd
diretamente relacionada ao nivel de luminosidade a que os animais estdo expostos. Quando
expostos a um ambiente bem iluminado (450 lux), os ratos tém sua atividade locomotora
aumentada enquanto que em um ambiente pouco iluminado (40 lux) esses animais tém uma
reducdo em suas atividades, corroborando com nossos achados. Kadam et al.(2008), relatam
que camundongos neonatais submetidos a ligagdo unilateral permanente da carétida tém uma
diminuicdo de atividade no teste do campo aberto. J& Ramos-Zufiga et al. (2008) mostraram
uma direta relacdo entre o dano cerebral e 0 aumento de atividade no teste de campo aberto
em gerbils. Plamondon et al. (2008), teve como achado o aumento da atividade em animais
submetidos a isquemia. Contrastando com alguns autores que utilizaram teste do campo
aberto com alta luminosidade, o comportamento de rearing dos animais isquemiados sofreu

reducdo no teste do campo aberto com baixa luminosidade.
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A memdria operacional, também conhecida por memoria de procedimento ou de
trabalho, é caracterizada por um armazenamento temporario de informacéo utilizado para o
planejamento de uma acdo futura. O conceito de memdria de trabalho é teoria central no
estudo da cogni¢do humana, visto que € memoria essencial para as habilidades humanas de
compreensdo e deducdo. A memaria operacional inicialmente era dividida em duas partes: um
conjunto de memdrias que temporariamente armazenavam informacgdes audios-visuais e
espaciais; e um centro executivo responsavel por varios calculos como aritmética.
Posteriormente, exames de tomografia por emissdo de positron, em humanos, apontaram o
cortex frontal, pré-motor, parietal e occipital como areas ativas em testes de memoria
operacional (JONIDES et al., 1993). Segundo Brioni (1993), o septo medial e hipocampo
parecem ter papel fundamental na memoria operacional. Neste trabalho, o dano cerebral
concentrou-se em trés principais areas cerebrais (estriato, hipocampo e cértex) o que ndo
afetou a memoria operacional dos animais. Kim et al. (2008), fazendo uso do modelo de
isquemia por oclusdo dos 4 vasos (4-VO) por 10 minutos obteve déficit de memoria no teste
de labirinto em Y mesmo quatro dias ap0s o evento isquémico 0 gque contrasta com nossos
achados. Porém, o modelo 4-VO é certamente mais lesivo o que justifica seus achados em
detrimento deste trabalho. Os danos na memdria encontrados por Ulrich et al. (1998) em
modelo 2-VO foram principalmente observados 24h apos a oclusdo das carétidas e tiveram
clara redu¢do uma semana ap6s o procedimento cirargico. Plamondon et al. (2008), citam que
os danos da isquemia em ratos afetam principalmente a memoria espacial (relacionada ao
hipocampo). Downden e Corbett (1999), relatam que mesmo havendo um dano neuronal na
regido CAl do hipocampo, eventualmente 0s animais mostram reacfes normais

provavelmente pela compensacao por outras areas cerebrais.

O presente estudo constatou significativos danos na memdria aversiva de longa
duracdo ap6s o procedimento isquémico, entretanto sem acarretar prejuizo na memdria
aversiva de curta duragcdo. Maia et al. (2004), também observaram dano na memoria aversiva
de longa duracdo sem afetar a memdria de curto prazo. Danos na memdria de curta duragéo e
na aquisicdo de nova informacdo geralmente estdo relacionados ao dano bilateral no
hipocampo (MILNER, 1978; WOODS; SCHOENE; KNEISLEY,1982) enquanto que o
déficit na memoria de longo prazo parece estar envolvido com dano na regido cortical mais
especificamente no neocortex temporal (CARDOSO, 2008). Nossos achados apontam dano
tanto hipocampal como cortical, corroborando com a localizagdo anatdbmica da memdria de

longa duragéo.
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O conceito de pre-condicionamento foi introduzido na década de oitenta para o
pré-condicionamento isquémico nos trabalhos dos grupos de Murry, Miyazaki e Zipes. A
idéia preconiza que uma breve mudanca subcritica isquémica poderia mobilizar mecanismos
protetores intrinsecos que aumentariam a tolerdncia contra a isquemia critica subsequente
(STEIGER; HANGGI, 2007). Para os diversos tipos de pré-condicionamento até 0 momento
conhecido (isquemia, hipoxia, hipoglicemia, glutamato, etc.), Heurteaux et al. (1995),
relataram o papel dos receptores A; da adenosina e dos canais de K* sensiveis ao ATP.

O termo estresse, do inglés stress, foi inicialmente empregado no campo cientifico
pela engenharia para descrever a forca capaz de exercer uma deformacdo fisica em
determinada estrutura. J& na area biologica, é definida como qualquer condicdo que perturbe
substancialmente a homeostase fisiolégica ou psicolégica de um organismo (KIM;
DIAMOND, 2002). As primeiras conseqiéncias fisiologicas do estresse foram descritas por
Hans e Selve em trabalho datado de 1936 intitulado: “A syndrome produced by diverse
nocuous agents” A sindrome produzida por diversos agentes nocivos (livre traducéo).
Pesquisas subseqglientes mostraram uma infinidade de alteracdes fisioldgicas causadas por
estresse tanto em humanos como em animais. Assim, nas Ultimas décadas, uma importante
linha de pesquisa na neurociéncia vem aprofundando a repercussédo do estresse sobre as
funcdes cerebrais.

Em nosso trabalho, o pré-condicionamento por estresse de imobilizacdo agudo,
por si sO, ndo causou dano cerebral. O estresse ja é bem relatado como causa de perda
neuronal e atrofia hipocampal tanto em humanos como em roedores (UNO et al., 1989;
SHELINE et al., 1996) e capaz de induzir falhas cognitivas em roedores (MAGARINOS;
MCEWEN, 1995: MAGARINOS; VERDUGO; MCEWEN, 1997), entretanto esses achados
ndo abordam o aspecto agudo do estresse utilizado neste trabalho. Utilizaram-se de modelos
de estresse crénico ou subcronico, onde a persisténcia do evento estressor leva a mudancas
cerebrais que possibilitam a neurodegeneracdo. Varias sao essas mudancas, dentre elas
podemos citar 0 aumento da glandula adrenal e 0 aumento da atividade do eixo hipotalamico-
pituitario-adrenal. A nivel sistémico ainda € encontrado alterages no sistema imune,
supressdo do sistema imune com atrofia do timo e linfonodos, no sistema vascular, aumento
do ténus cardiovascular e o aparecimento de Ulceras (KIM; DIAMOND, 2002). No caso do
estresse agudo, método utilizado neste trabalho, a principal alteracdo hormonal se da na
elevacdo dos niveis de cortisol, o que ndo é observado no estresse cronico (BISAGNO et al.,
2004).



76

O presente trabalho ndo encontrou diferencas significativas no numero de
cruzamentos efetuados pelos os animais submetidos ao pré-condicionamento por estresse de
contensdo. Daniels et al. (2008), também ndo observaram alteracfes no nimero de crossing
de animais submetidos ao estresse agudo (1 dia) ou sub-cronico (5 dias) por choque-elétrico
aleatorio (unpredicted eletric foot shock- UEFS). Em relacdo a exploracdo vertical por
rearing, o estresse de contensdo, de forma isolada, ndo alterou o comportamento dos animais.
Daniels et al. (2008), ndo observaram alteracdo no nimero de rearing de animais submetidos
ao estresse agudo (1 dia), apenas no grupo submetido ao estresse sub-crénico (5 dias) por
UEFS.

Nenhum dano significativo na memoria de curta duracdo, de longa duracéo ou na
memoria operacional foi observado nos animais submetidos apenas ao estresse de contensao
agudo. Os danos na memdria relatados em farta literatura remetem ao estresse na sua forma
cronica onde o aumento de cortisol e sua agdo massiva sobre os receptores glicocorticoides
tipo Il, extremamente abundantes no hipocampo afetam negativamente o metabolismo
neuronal, a sobrevivéncia celular, as fungbes fisiologicas e morfologia neuronal, com
consequéncia danosa na memoria e aprendizado (KIM; DIAMOND, 2002).

As areas cerebrais danificadas pela oclusdo bilateral das carétidas (hipocampo,
estriato e cortex) fora preservadas no grupo pré-tratado com estresse de contensdo, o que nos
leva a crer que o evento estressor prévio desencadeou mudangas biogquimicas que
promoveram uma neuroprotecdo cerebral. Esse achado contrasta com o trabalho de Fontella et
al. (2005), onde o prévio estresse de contensdo exacerbou o dano neuronal em cultura de
célula exposta a privacdo de oxigénio e glucose. Segundo Fontella (2005), o estresse de
contensdo agudo ou intermitente utilizado em seu estudo induziu diferentes graus de
susceptibilidade do tecido cerebral a privacdo de glicose e oxigénio posterior. A propria
autora relata que o estresse de contensdo de forma aguda (por 1h) nédo interferiu com os
efeitos da exposicédo a privacdo de oxigénio e glicose imediatamente ou 24h apds o estresse de
contensdo, periodo de tempo que coincide com nossos achados. Ja os animais submetidos ao
estresse de contensdo repetida vezes apresentaram uma alta sensibilidade a privagdo de
oxigénio e glicose. Ainda, segundo Fontella (2005), o estresse sub-crénico reduz os niveis de
corticosterona aumentado por um unico episddio de estresse. Enquanto ratos imobilizados de
forma aguda (1h) apresentam aumento de 216% nos niveis plasmaticos de corticosterona,
ratos com 40 dias de imobilizacdo tém um aumento de apenas 50% quando comparado com
animais controle. Torres et al. (2001), relatam que os niveis de corticosterona retornam a

normalidade 24h apos o fim da contensdo dos animais. Madrigal et al. (2003), mostraram uma
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exacerbacdo do dano isquémico induzido por oclusédo permanente da artéria cerebral média
(permanent middle cerebral artery occlusion -MCAQO) quando os animais foram pré-
condicionados por estresse de contensdo por 7 dias, 1h/dia e observaram uma neuroprotecdo
do mesmo estresse quando aplicado de forma cronica 6h/dia, 21 dias. Assim, a influéncia do
estresse de contensdo sobre a isquemia parece variar com a intensidade e duracdo da
contensdo, ora protegendo como no caso agudo demonstrado nesse trabalho (1h, 1dia) e na
forma crénica proposta por Madrigal (6 h/dia, 21 dias), ora exacerbando o dano como
observado por Fontella (1h/dia, 8 semanas) e Madrigal ( 1h/dia, 7 dias). De fato Selye em
1976, ja& preconizava que as respostas cognitivas ao estresse eram temporalmente
dependentes, enquanto que um estressor agudo desencadeava respostas adaptativas, a
continuacdo do estresse resultava em mudancas com efeitos deletérios no sistema fisioldgico e
prejuizos cognitivos.

O estresse de contensdo também foi responsavel por normalizar o comportamento
de rearing no grupo isquemiado que havia decrescido pela inducéo da isquemia. Klenerova et
al. (2007), relataram que o estresse de imobilizacdo por 1 hora em ratos Sprague-Dawley néo
altera a quantidade de rearing, fato este também encontrado por nds, onde o estresse na
auséncia de isquemia, ndo alterou a atividade locomotora. Ja Yan et al. (2007), trabalhando
com modelo 4-VO e realizando o teste de open field 72h apos a isquemia demonstrou um
aumento consideravel (aproximadamente 5x) no nimero de rearings quando comparado o
grupo isquemiado e o grupo falso-operado, no nosso caso observamos um aumento
significativo em rela¢do ao grupo isquemiado, capaz de normalizar a fungéo locomotora dos
ratos. Além disso, ndo é possivel saber se o teste do campo aberto foi realizado no claro ou
escuro, 0 que altera, como ja explanado anteriormente, o comportamento dos animais no
trabalho de Yan. Desse modo, 0 pré-condicionamento por estresse de contensdo mostrou-se
eficaz ao anular a inibig&o da atividade locomotora induzida pela isquemia.

O estresse de imobilizacdo agudo também foi capaz de reverter o déficit de
memoria de longo prazo induzido pela isquemia. As situacdes momentaneas de estresse
(estresse agudo), diferentemente do estimulo estressor persistente (estresse crénico) tendem a
causar um aumento da cognigdo como mecanismo adaptativo possibilitando uma resposta
eficiente frente a situacOes adversas que poderiam por em risco a vida do individuo (KIM;
DIAMOND, 2002). Assim, o pré-condicionamento por estresse de contensdo foi capaz de
promover uma melhora na memoria aversiva de longa duracdo dos animais isquemiados.

Uma série de estudos mostra a importancia do receptor A; no pré-
condicionamento (PEREZ-PINZON; XU, 1997; PEREZ-PINZON et al., 1999; PUGLIESE,
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2003) e a acdo de antagonistas A; na anulacdo dessa protecdo (HIRAIDE, 2001;
NAKAMURA, 2001). A adenosina foi primeiramente descrita ao exercer um potente efeito
depressor na atividade neuronal (DUNWIDDIE, 1985) que hoje se sabe ser mediada pelos
receptores A;. Esse nucleosideo é um neuromodulador e neurotransmissor largamente
distribuido pelo cérebro, que tem como principal acdo a inibicdo da atividade celular
(DUNWINDDIE; MASINO, 2001), da excitabilidade neuronal e da transmissao sinaptica
(CUNHA, 2005) e € considerado um importante modulador da funcdo glial em situacbes
adversas (BOISON, 2006). As acgdes gerais da adenosina além de reduzirem a atividade de
tecidos excitaveis (como por exemplo, causando a diminui¢cdo na freqiiéncia cardiaca ou da
atividade neuronal) levam também ao aumento da oferta de substratos metabolicos (através da
vasodilatacdo) e de uma maneira geral auxilia na reducdo dos danos isquémicos por causar
um aumento do suprimento energético e a diminuicdo da demanda energética do tecido
(DUNWINDDIE; MASINO, 2001). As acOes da adenosina sdo inumeras e podem ser
consideradas mais neuromodulatorias do que neutrotransmissoras propriamente dita. Sua
liberacdo ndo parece ser calcio dependente como 0s neurotransmissores tradicionais € ndo ha
registro de que vesiculas estoquem a adenosina como neurotransmissor principal. Entretanto,
ha uma acdo modulatéria do receptor A; da adenosina com praticamente todos o0s
neurotransmissores  (inclusive glutamato, acido gama aminobutirico, acetilcolina,
norepinefrina, 5-hidroxitriptamina, dopamina, etc ). A ativacdo do receptor A; da adenosina
inibe a transmissdo sinaptica excitatdria principalmente pela inibicdo pré-sindptica da
liberagé@o de glutamato (CUNHA, 2005).

O receptor A; da adenosina esta acoplado a proteina Gj;-3 € a estimulacdo desse
receptor causa a inativacio de alguns canais de Ca™® dependentes de voltagem (GREENE;
HAAS, 1991), aumento de célcio intracelular (FREDHOLM et al., 2005) e inibicdo do
influxo de calcio (JHAVERI et al., 2006). Rodrigo Cunha (2005), em revisdo publicada,
relata que j& € largamente sabido que o receptor A; da adenosina possui um papel chave na
neuroprotecdo devido a diminuicdo da liberacdo de glutamato e hiperpolarizacdo neuronal.
Boulenger et al. (1984), mostraram que estimulos estressores podem influenciar os receptores
A; da adenosina no sistema nervoso central (SVENNINGSSON; FREDHOLM, 1996). Sabe-
se hoje que a concentracdo de adenosina aumenta rapidamente durante eventos estressores
(FREDHOLM, 2007). Uma vez que a administragdo de agonistas do receptor A; ou
estimulantes de adenosina enddgena, como inibidores da recaptacdo de adenosina ou
inibidores da sua metabolizacdo, quando administrados logo apds um periodo de isquemia

parcial ou global, protegem da neurodegeneracao ou de danos cognitivos (DE MENDONCA,
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SEBASTIAO; RIBEIRO, 2000; SWEENEY, 1997), é razoavel se propor que outros eventos
estressores além da isquemia, como por exemplo o estresse de contensao, promovam também
a liberacdo de adenosina e exercam neuroprotecdo. Steiger e Hanggi (2007) em revisdo, citam
a ativacdo dos receptores da adenosina como envolvida no pré-condicionamento neuronal.
Desse modo, uma vez constatado no presente trabalho que o estresse de contensdo conferiu
neuroprotecao ao tecido cerebral submetido ao modelo 2-VO levantou-se a hipdtese que a via
da adenosina poderia também estar envolvida.

A acdo inibitoria mais proeminente da adenosina se da sobre o sistema excitatorio
glutamatérgico, que estd intimamente relacionado as consequéncias danosas da isquemia
(DUNWINDDIE; MASINO, 2001). Shubert et al. (2006), foram os pioneiros na hipdtese que
a adenosina teria um importante papel no controle da neuro-inflamagdo. E notéria a
habilidade da adenosina no controle do metabolismo, seja pela ativagcdo de seus receptores
com consequente modificacdo no metabolismo primério de diferentes tipos celulares
CUNHA, 2001) inclusive em neurdnios e astrécitos (HABERG; QU; HARALDSETH, 2000;
HAMMER et al., 2001) ou mesmo no controle do metabolismo do glicogénio (
MAGISTRETTI; HOF; MARTIN, 1986). A participacdo da adenosina como neuroprotetor
parece ser eficaz apenas nos periodos iniciais da privacdo de oxigénio, haja vista que sua acao
18 horas apds o evento isquémico j& se mostra incapaz de proteger o tecido neural
(SWEENEY, 1997).

Dois mecanismos principais possibilitam que a adenosina chegue ao espaco
extracelular cerebral onde desempenha suas agfes neurotransmissora € neuromoduladora: a
desfosforilacdo do nucleotideo adenina pelas ecto-nucleotidases e a liberacdo direta de
adenosina via transportadores. Esse transporte pode ser realizado de duas maneiras que podem
ser distintas pela sensibilidade ao inibidor de transporte nitrobenziltioinosina. Ambos
transportes acontecem de forma passiva independente de ATP ou gradiente i6nico e
possibilitam o equilibrio nos niveis de adenosina dos dois lados da membrana (CUNHA,
2005). Devido a alta atividade da adenosina quinase intracelular, normalmente os niveis de
adenosina sdo baixos no interior da célula. Entretanto, com um evento isquémico
suficientemente forte para causar faléncia energética, os niveis de adenosina sobem e a
liberac@o de adenosina ocorre através de seus transportadores. Um terceiro tipo de transporte,
pouco esclarecido, ocorre de maneira ativa, dependente de sodio, porém a falta de ferramentas
farmacoldgicas especifica para esse transportador dificultam sua compreensdo
(DUNWINDDIE; MASINO, 2001).
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A acdo da adenosina se torna ainda mais interessante e complexa quando
observada no aspecto conjuntural com seus demais receptores. Cunha et al. (2006), mostraram
um desbalanco na expressdao de receptores A; e Axa em animais submetidos a estresse de
contenséo de forma subcrénica. Enquanto que os receptores A;, notadamente neuroprotetores,
sofreram down-regulation, os receptores Apa que possuem participacdo ativa no dano
isquémico (MELANI et al., 2006) sofreram up-regulation. Duarte et al. (2006) observaram a
mesma alteracdo na densidade dos receptores A; e Axa em ratos diabéticos induzidos por
streptozotocina.

Outro fendbmeno intrigante que envolve o receptor A; é a sua desensibilizacdo e
internalizacdo apos a privacdo de glicose e oxigénio (COELHO et al., 2006). Muitos estudos
ja mostraram que essa privacdo possibilitou a diminuicdo da densidade de receptores A; em
diferentes regides cerebrais (LEE; TETZLAFF;, KREUTZBERG, 1986; NAGASAWA,
ARAKI; KOGURE, 1994; ONODERA; SATO; KOGURE, 1987) e que tal desensibilizac&o
ocorre rapidamente ap6s a isquemia (COELHO et al.,, 2006). Desse modo, a acdo
neuroprotetora da adenosina é proeminente em eventos estressantes agudos e sua eficiéncia
decai para longos periodos pos-isquemia (CUNHA, 2005). Assim, o uso de farmacos para o
tratamento da isquemia que envolva os receptores A; esbarra na escassa janela de tempo para
sua acao.

Interessante é o trabalho de Rebola et al. (2005), com cultura primaria de
neurdnios corticais e 0 uso de agonistas e antagonista dos receptores A; e A,a associados a
cainato e ciclotiazida. O uso de concentragdes seletivas dos agonistas e antagonistas, como o
DPCPX, levaram o grupo a concluir que a ativagdo dos receptores A; exarcerbam a
neurotoxicidade induzida por cainato e ciclotiazida, enquanto que a ativacao dos receptores
A,a confere neuroprotecdo aos neurdnios corticais. O bloqueio dos receptores A; com
DPCPX teve acdo neuroprotetora indicando que a ativacdo tonica dos receptores A;
contribuem para o dano causado por cainato e ciclotiazida. Outros trabalham apontam para os
mesmos resultados em diferentes culturas neuronais (LOBNER; CHOI, 1994; BARTH et al.,
1997; TURNER; BLACKBURN; RIVKEES, 2004; LOGAN; SWEENEY, 1997). Esses
achados sdo surpreendentes haja vista que o papel dos receptores da adenosina no dano
neuronal em cultura sdo fundamentalmente o oposto dos resultados encontrados em animais
adultos. Essa diferenca parece ser explicada pela diferenca do metabolismo extracelular da
adenosina em preparacOes celulares imaturas citada em escassa literatura e pela diferenca na
densidade e na localizagdo dos receptores A; e Aya em neurdnios imaturos e neurdnios

adultos. Enquanto nos neurdnios imaturos a imunoreatividade para os receptores A; € mais
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evidente no corpo celular, nos neurénios maduros os receptores A; Se concentram nas sinapses
(REBOLA et al., 2005)

Akaiwa et al. (2006), puderam observar a participacdo da via da adenosina nas
primeiras 72h apds a isquemia, onde o tratamento com DPCPX dos animais pré-
condicionados por isquemia moderada atenuou o0s beneficios obtidos pelo pré-
condicionamento. Devido a grande especificidade do antagonista A; DPCPX, esse farmaco
mostrou-se Util para se testar nossa hipdtese. Nossos achados mostraram que o DPCPX na
dose 1 mg/kg foi capaz de anular o efeito protetor do pré-condicionamento, sobre o dano
neuronal hipocampal e estriatal. Ja a menor dose (0,1mg/kg) nédo teve efeito significativo. Em
baixa concentracdo, a adenosina ja foi relatada como excitatéria (acdo sobre os receptores
Az) (OKADA; SAKURAI; MORI, 1992) o que poderia justificar o tal achado.

Analisando o efeito do DPCPX sobre a atividade locomotora, o tratamento com o
antagonista anulou a acdo do pré-condicionamento no comportamento de rearing e 0S
beneficios na memoria aversiva de longa duracdo, confirmando assim que os efeitos benéficos
do pré-condicionamento por estresse de imobilizacdo, envolve os receptores Al da adenosina.

Nossos resultados apontam uma neuroprotecdo por estresse de contenséo agudo
sobre 0 modelo 2-VO de isquemia e a participacdo dos receptores A; da adenosina nesse
processo. Todavia, 0 escasso relato a respeito do estresse de contensdo e 0s nossos resultados
nos impedem de concluir por quais vias de transducdo de sinal se da essa neuroprotecédo.
Alguns mecanismos podem ser propostos, como um aumemto inicial na liberacdo de
adenosina e consequentemente acdo nos receptores A; e ativacdo de segundos mensageiros.
Outra via possivel para a neuroprotecdo a se discutir, seria um aumento nos niveis de
glicocorticdides, ja que é sabido que neste modelo se observa um aumento nos niveis de
glicocorticoides (KIM; DIAMOND, 2002) e que em algumas situaces o aumento dos
glicocoiticoides podem conferir neuroprotecdo (DE NICOLA et al., 2009; JEANNETEAU,;
GARABEDIAN; CHAO, 2008). Neste sentido, dados da literatura mostram que existe uma
modulacdo positiva entre a liberacdo de glicocorticoides e a regulacdo na expressao de
receptores A; da adenosina (SVENNINGSSON; FREDHOLM, 1997; GERWINS;
FREDHOLM, 1991), deste modo o efeito inicial do estresse de contens&o seria 0 aumento dos
niveis de glicocorticdides, levando a um aumento na expressdao dos receptores A; da
adenosina e conseqlientemente, ativacdo de segundos mensageiros e neuroprotecao.

Finalizando, mostramos um papel importante dos receptores A; da adenosina na
neuroprotecdo em situacdes de isquemia cerebral e um efeito benéfico da modulagdo destes

receptores usando um modelo de estresse psicossocial.



7 CONCLUSAO

» O modelo de isquemia cerebral transitdria por oclusdo das artérias carotidas durante
30 minutos, foi capaz de causar dano hipocampal e estriatal, diminuicdo no

comportamento exploratorio e perda de memoria aversiva de longa duragdo em ratos.

» O estresse de contensdo por 2 horas, foi capaz de proteger dos danos cerebrais

induzido pelo modelo de isquemia.

* O estresse de contensdo foi capaz de proteger dos danos no comportamento

exploratdério e na memoria aversiva de longa duracéo induzido pela isquemia cerebral.

* O tratamento prévio com o antagonista A; da adenosina, DPCPX na dose de 1mg/kg,

foi capaz de anular a protecdo neuronal induzida pelo estresse de contenséo agudo.

« O tratamento prévio com o antagonista A; da adenosina, DPCPX na dose de 1mg/kg,
foi capaz de anular a melhora no comportamento exploratorio e na memaria aversiva de

longa duracéo obtidos pelo estresse de contensdo agudo.

82

O pré-condicionamento usando um modelo de estresse psicossocial, como o estresse de

contensdo agudo, confere neuroprotecdo em situacfes de isquemia cerebral, via ativacdo dos

receptores A; da adenosina.
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