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RESUMO

LICOPENO DIMINUI A LESAO CEREBRAL ISQUEMICA POR INIBICAO
DA INFLAMACAO EM CAMUNDONGOS

O acidente vascular Cerebral (AVC) resulta da interrup¢do aguda do fluxo sanguineo aos
tecidos cerebrais, ocasionando decréscimo de oxigénio e glicose para os tecidos e
consequentemente em perda rapida da funcio neuroldgica. E a segunda principal causa de morte
no mundo e uma das principais causas de incapacidade fisica. O licopeno é um membro da
familia dos carotenoides e tém demonstrado atividade antioxidante, anti-inflamatéria e anti-
apoptotica. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do licopeno sobre o dano neuronal,
déficits de memoéria e resposta inflamatéria de camundongos submetidos a isquemia cerebral
focal permanente induzida por oclusdo da artéria cerebral média(pMCAOQO). Foram utilizados
156 camundongos Swiss, divididos em 7 grupos: 1. falso-operado, 2. falso-operado tratado com
licopeno (20 mg/kg), 3.isquemiados pMCAO, 4. pMCAO tratados com licopeno (2 mg/kg), 5.
pMCAO tratados com licopeno na dose de 10 mg/kg e 6. pMCAO tratados com licopeno (20
mg/kg). pMCAO tratados com licopeno (40 mg/kg) . O licopeno foi administrado via oral 2 h
apos a inducdo de pMCAO e uma vez ao dia durante 4 dias. O dano isquémico foi avaliado
através da coloracdlo com TTC e o da avaliagdo neuroldgica. O licopeno diminuiu
ssignificativamente a area de infarto e o desempenho sensério-motor dos animais (20 mg/kg). A
atividade locomotora foi avaliada através do teste de campo aberto. Os animais isquemiados
apresentaram diminuicdo da exploracdo vertical e o licopeno reverteu essas alteracGes. Os
animais isquemiados apresentaram déficits de memoria de trabalho, episodica, espacial e de
aversiva e o tratamento com licopeno (20 mg/kg), preveniu significativamente esses déficits. A
neuroinflamacdo foi avaliada através da avaliagdo da astrogliose (GFAP) microgliose (iba 1) e
TNF-o e através da expressdo de NF-kB. Também foi avaliada a agdo do licopeno sobre as
proteinas sinapticas e de expressdo de GSK-3B. O licopeno diminuiu a ativagdo do GFAP no
cortex, de TNF-o e de NF-kB no cortex e estriado e ndo interfere na proteina sinaptica
(sinaptofisina). O licopeno possui atividade neuroprotetora provavelmente devido a sua acao
anti-inflamatdria. Nosso estudo fornece evidéncia experimental acerca do uso do licopeno no

tratamento da isquemia cerebral.

Palavras-chave: Isquemia cerebral focal permanente, Licopeno, neuroinflamagéo.



ABSTRACT

LYCOPENE DECREASES ISCHEMIC BRAIN INJURY FOR INHIBITION OF
INFLAMMATION IN MICE

Ischemic cerebrovascular accident results from reduced blood supply to brain tissue, resulting in
deprivation of glucose and oxygen characterized by rapid loss of neurological function. Stroke
it’s the second leading cause of death and the first cause of disability worldwide. Lycopene is a
member of the carotenoid family of phytochemicals and has been demonstrated to be effective
in anti-oxidative stress, anti-inflammatory and antiapoptotic reaction in the models of
neurodegenerative diseases. The aim of this work was study the effect of lycopene in the
neuronal damage, memory deficits and neuroinflammatory response in mice subjected to
experimental model of focal cerebral brain ischemia by occlusion of middle cerebral artery
(PMCAOQ). One hundred and fifty-six animals were divided into 7 groups as following: 1. sham-
operated, 2. sham-operated treated with lycopene (20 mg/kg v.0.), 3. ischemic animals
(PMCAOQ), 4. ischemic animals treated with lycopene at 2 mg/kg p.o., 5. ischemic animals
treated with lycopene at 10 mg/kg p.o., 6. ischemic animals treated with lycopene at 20 mg/kg 7
ischemic animals treated with lycopene at 40 mg/kg p.o. Lycopene treatment were initiated 2 h
after pMCAO induction once a day in 4 days following. The effect on ischemic damage was
assessed by TTC staining and sensorimotor damage through the neurological evaluation scale.
Lycopene decreased the area of ischemic infarction and improved the sensory-motor
performance of the animals at 20 mg/kg. The locomotor activity was evaluated through the open
field test. The ischemic animals presented increased number of crossings and decreased number
of rearings and lycopene reversed these changes at 20 mg/kg. The pMCAO produced deficits in
operational memory, episodic memory, spatial memory and aversive memory and the treatment
with lycopene (20 mg/kg) prevented memory deficits. The role of neuroinflammation was
assessed through the evaluation of astrogliosis (GFAP) and the expression of TNF-a and NF-
kB. The action of lycopene on synaptogenesis and GSK-3B expression was also evaluated.
Lycopene decreased inflammation by decreasing GFAP in the cortex, TNF-a and NF-xB in the
cortex and striatum and has no effect on synaptogenesis. The results of this study suggest that
lycopene has neuroprotective activity probably due to its effect against neuroinflammation. Our

study provides experimental evidence for using lycopenein the treatment of cerebral ischemia.

Key-word: Cerebral ischemia, Neuroinflammation, Lycopene



Figura 1

Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

LISTA DE ILUSTRACOES
Esquema mostrando as artérias cerebrais anteriores e posteriores, artérias
comunicantes anteriores e posteriores e a carotida interna que formam o
poligono de Willis
Fisiopatologia da isquemia
Estrutura molecular do licopeno
Eletrocauterizagdo da artéria cerebral média
Arena do Campo Aberto
Labirinto em Y
Arena com objetos
Arena Water Maze
Aparelho de Esquiva Passiva
Fotografia das fatias cerebrais submetidas a coloracdo com TTC 1 %.
As areas isquémicas, nas quais as células ndo sdo mais viaveis (com
enzimas inativas) correspondem as regides palidas, sem coloragéo.
O Licopeno protege contra o dano neuronal isquémico em camundongos
submetidos a pMCAOQO (n=5/grupo).
O licopeno (20 mg/kg) melhora os déficits sensorio-motores em
camundongos submetidos a pMCAO (n=6/grupo).
Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre o numero de cruzamentos e
exploracGes verticais no teste do campo aberto de camundongos
submetidos a pMCAO (n=8/grupo)
Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memdria de trabalho de
camundongos submetidos a pMCAO (n=8/grupo).
Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memoria episddica avaliada
através do teste de reconhecimento de objetos de camundongos
submetidos a pMCAO (n = 8/grupo).
Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre o aprendizado avaliada através
do tempo de laténcia nos treinos para alcangar a plataforma de
camundongos submetidos a pMCAO (n = 8/grupo).
Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memdria espacial, avaliada
através do parametro laténcia para alcancar a plataforma, de

camundongos submetidos a pMCAO.

19

21

33

39

42

42

44

45

46

51

52

53

54

55

56

57

58



Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memoria espacial, avaliada
através do pardmetro numero de cruzamentos, de camundongos
submetidos a pMCAO.

Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memdria espacial, avaliada
através do parametro tempo de permanéncia no quadrante, de
camundongos submetidos a pMCAO.

Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memoria aversiva de
camundongos submetidos a pMCAO

Imagens representativas do efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a
ativacdo de astrocitos (GFAP) no cortex temporal de camundongos
submetidos a pMCAO.

Efeito do licopeno sobre a ativacdo de astrocitos (GFAP) no cértex
temporal de camundongos submetidos a pMCAO

Imagens representativas do efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a
ativacdo de astrocitos (GFAP) no cortex temporal de camundongos
submetidos a pMCAO

Efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a ativacdo de microglia (Iba-1) no
cortex temporal de camundongos submetidos a pMCAO.

Imagens representativas do efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a
imunreatividade para TNF-a no cortex temporal e no estriado de
camundongos submetidos a pMCAO

Quantificacdo por densitometria Otica dos niveis do TNF-a no corpo
estriado e cortex de camundongos submetidos 8 pMCAO

Efeito do licopeno sobre a expressdo de NFkB no corpo estriado de
camundongos submetidos a pMCAO.

Efeito do licopeno sobre a expressio de NFkB no cortex de
camundongos submetidos a pMCAO.

Efeito do licopeno sobre a expressdo de GSK-33 no cortex de
camundongos submetidos a pMCAO. 6

Efeito do licopeno na expressdao da proteina sinaptofisina no corpo
estriado de camundongos submetidos a pMCAO.

Efeito do licopeno na expressdo da proteina sinaptofisina no corpo

estriado de camundongos submetidos a pMCAO.

58

59

60

61

61

62

63

64

65

66

66

67

68

69






AKT
ATP
AVCi
DNA
FO
GSH
GSK-3B
i.p.
ICAM-1
IL-1
IL-10
IL-1B
IL-6
iNOS
IP3
LPS
LTP
MCAO
Nrf 2
OMS
OH-1

pMCAO

ROS
rt-PA
SNC

SOD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Proteina quinase B

Adenina Trifosfato

Acidente Vascular Cerebral Isquémico
Acido Desoxirribonucleico

Falso Operado

Glutationa

Glicogénio Sintase 38
Intraperitoneal

Moléculas de Adeséo Intracelular
Interleucina 1

Interleucina 10

Interleucina 1B

Interleucina 6

Inducible nitric oxide synthase / 6xido nitrico sintase induzivel
Inositol Tri Fosfato
Lipopolissacarideo

Long term potentiation

Artéria Cerebral Média

Nuclear Factor Erythroid 2
Organizacdo Mundial de Saude
Hemeoxigenase 1

Permanente middle cerebral artery occlusion/ oclusdo permanente da artéria
cerebral média

Espécies Reativas de Oxigénio
Ativador de plasminogénio trecidual recombinante
Sistema Nervoso Central

Superéxido Dismutase



TNFa Fator de Necrose Tumoral

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule/Molécula de adesdo celular vascular-1



1.1
1.2
1.3
1.4
1.4.1
1.4.2
1.4.3
1.4.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4

4.5

4.6
4.7
4.8
4.9

SUMARIO

INTRODUCAO

Acidente vascular cerebral (AVC)

Epidemiologia do AVC no Brasil e no mundo

AVC e suas consequéncias para o individuo

Isquemia cerebral

Lesdo isquémica cerebral

Modelo de isquemia cerebral

Excitotoxicidade e a isquemia

Inflacdo e a isquemia cerebral

Tipos de morte celular na isquemia

Memoria e isquemia cerebral

Terapias de reparo

Plantas medicinais e a neuroprotecao

Licopeno

RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Objetivos Especificos

MATERIAIS E METODOS

Animais

Drogas

Protocolo experimental

Isquemia cerebral focal permanente por oclusdo da artéria cerebral
média (pMCAO)

Avaliacdo do infarto isquémico - Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol
(TTC)

Avaliacéo Neurologica

Avaliacdo da atividade locomotora - Teste do Campo Aberto
Avaliacdo da memoria de trabalho - Teste do labirinto em Y
Avaliagdo da memoria episodica — Teste do Reconhecimento de
Objetos

15

18
18
19
20
21
22
22
23
24
26
27
29
30
32
34
35
35
35
36
36
36
36

39

39

40

41

42

43



4.10
411
411.1
4.11.2
411.3
4.12

4.13
4.14

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

5.11

Avaliacdo da memoria espacial - Teste do Labirinto Aquatico
Avaliacdo da memoria aversiva — Teste da Esquiva Passiva

Preparo da amostra para avaliacdo da expressao de sinaptofisina

Preparo da amostra para a avaliacdo da expressdo de NF KB ¢ GSK3f3
Avaliagao da expressao de sinaptofisina, NF Kb ¢ GSK 3f3

Avaliacdo da astrogliose e microgliose através da imunomarcacgao
com GFAPelbal

Avaliacao da imunoreatividade para TNF-a

Andlise estatistica

RESULTADOS

Efeito do licopeno sobre o dano isquémico dos animais submetidos a
pMCAO

Avaliacdo neuroldgica dos animais submetidos a pMCAO e tratados
com licopeno.

Efeito do licopeno sobre a atividade locomotora de camundongos
submetidos a pMCAO

Efeito do licopeno sobre a memdria de trabalho de camundongos
submetidos a pMCAO

Efeito do licopeno sobre a memoria episodica avaliada através do
teste de reconhecimento de objetos em camundongos submetidos a
pMCAO

Efeito do licopeno sobre a memoria espacial de camundongos
submetidos a pMCAO

Efeito do licopeno sobre a memdria aversiva de camundongos
submetidos a pMCAO

Efeito do licopeno sobre a ativacdo de astrocitos evidenciada pela
imunomarcacdo com GFAP no cortex temporal de camundongos
submetidos a pMCAO

Efeito do licopeno sobre a ativacdo de microglial evidenciada pela
imunomarcacdo com lIba-1 no cortex temporal de camundongos
submetidos a pMCAO

Efeito do licopeno sobre a imunoreatividade de TNF-a no corpo
estriado e cortex de camundongos submetidos a pMCAO

Efeito do licopeno sobre a expressdo de NF-kB no corpo estriado e

16

44

45

46

47

48

48

49

51

51

53

53

54

55

56

59

60

62

63
65



5.12

5.13

cortex de camundongos submetidos a pMCAO

Efeito do licopeno sobre a expressdo de GSK-3f no cOrtex de
camundongos submetidos &8 pMCAO

Efeito do licopeno sobre a expressdo de sinaptofisina no corpo
estriado e cortex de camundongos submetidos a pMCAO
DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS

67

68
70
86
87



18

1 INTRODUCAO

1.1.  Acidente vascular cerebral (AVC)

O Acidente vascular cerebral (AVC) é definido, de acordo com a Organizagéo
Mundial de Satde (OMS), como uma les&o cerebral resultante da interrupgdo aguda do
fluxo sanguineo arterial que pode surgir por uma obstrucdo do vaso provocada por um
émbolo ou trombo (coagulo), pela pressdo de perfusdo cerebral insuficiente ou pela
ruptura da parede da artéria. Ainda segundo a OMS, o AVC comumente se apresenta
com desenvolvimento rapido de sinais clinicos de distarbios focais (ou globais) da
funcdo cerebral, com sintomas que perduram por um periodo superior a 24 h ou
conduzem a morte, sem outra causa aparente que a de origem vascular (OMS, 2016).

O ataque transitério isquémico (ATI) diferencia-se do AVC pois o suporte
sanguineo € espontaneo e rapidamente reestabelecido, e concomitante a esse
restabelecimento da-se o retorno completo das funcdes neuroldgicas. Outra causa de
hipdxia e reoxigenacao pode ser raramente episodios ciclicos de obstrucao de ar durante
0 sono, apnéia do sono (FLYNN; MACWALTER; DONEY 2008).

O AVC ¢ dividido em duas categorias: isquémico e hemorragico. O AVC
isquémico é resultante da insuficiéncia de suprimento sanguineo cerebral (PIRES;
GAGLIARDI; GORZONI, 2004). No AVC hemorragico ocorre sangramento no
parénquima cerebral ou no espaco subaracndideo (FERRO, VERDELHO, 2000;
GILGUN-SHERKI et al., 2002). Os acidentes vasculares cerebrais hemorragicos sdo
geralmente mais graves e sdo associados com um risco consideravelmente maior de
mortalidade, quando comparado com isquémico (ANDERSEN et al., 2009). A
hemorragia subaracndidea (HSA), em geral decorre de aneurismas saculares congénitos
localizados nas artérias do poligono de Willis. A hemorragia intraparenquimatosa (HIP)
decorre da degeneracdo hialina de artérias intraparenquimatosas cerebrais, tendo como
principal doenca associada a hipertensdo arterial sisttmica (HAS) (RADANOVIC.,
2000). Estudos epidemiologicos demonstram que 87% dos casos de AVC séo
isquémicos o restante sdo hemorragicos sendo 10% intracerebral e 3% do parénquima
subaracndideo. Aproximadamente 70% dos casos de AVC isquémicos sdo causados
pelo bloqueio da Artéria Cerebral Média (ACM) (CAl et al., 2016).

Os sintomas mais comuns de um acidente vascular cerebral s&o subita fraqueza

ou dorméncia da face, bracos ou pernas, mais frequentemente de um lado do corpo.
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Outros sintomas incluem: confusdo, dificuldade em falar ou entender a fala; dificuldade
de enxergar com um ou ambos os olhos; dificuldade para caminhar, tontura, perda de
equilibrio ou coordenacdo; dor de cabega intensa sem causa conhecida; desmaio ou
inconsciéncia (OMS, 2014).

1.2. Epidemiologia do AVC no Brasil e no mundo

O AVC ¢ a segunda principal causa de morte acima da idade de 60 anos, € a
quinta causa em pessoas com idade entre 15 e 59 anos de idade (OMS, 2015). Dados da
American Heart Association, em 2011 revelaram que em média a cada 40 segundos,
uma pessoa sofre AVC e a cada quatro min alguém vai a 6bito em funcdo da doenca.
(ROGER et al., 2011).

Os acidentes vasculares cerebrais (AVC) tém pico de incidéncia entre a 72 e 82
décadas de vida quando se somam com as alteracGes cardiovasculares e metabdlicas
relacionadas a idade (ZETOLA et al, 2001). A hipertensdo arterial é fator de risco
preditivo poderoso para 0 AVC. Sua ocorréncia esta estimada em torno de 70% de todos
0s quadros vasculares cerebrais (RADANOVIC, 2000). A insuficiéncia cardiaca,
doenca cardiaca coronariana, fibrilacdo atrial, Diabetes Mellitus, consumo regular de
alcool também se encaixam como fatores de risco para a ocorréncia do AVC
(GUIRAUD et al., 2010).

Estima-se que em 2050, mais de 1,5 bilhdo de pessoas acima de 65 anos no
mundo sera acometida por AVC. Paises desenvolvidos gastam de 3 a 7 % do orcamento
com saude para tratar vitimas de AVC (FEIGIN et al., 2010).

Entre os paises da América Latina, o Brasil € o que apresenta as maiores
taxas de mortalidade por AVC (LOTUFO, 2005). Mesmo sendo referida uma reducéo
dos indices de mortalidade nas Ultimas décadas, os valores continuam muito elevados
(ANDRE et al., 2006). No Brasil, 0 AVC é a principal causa de morte com taxas mais
elevadas do que os outros paises da America do Sul (LAVADOS et al., 2007). O AVC ¢
a principal causa de incapacidade de trabalho em adultos, informagGes mostram que
cerca de 30 a 60% dos pacientes acometidos pelo AVC apresentam alguma
incapacidade fisica apds o evento, ocasionando efeitos negativos na salde e na
economia, por gerar elevados custos econdmicos (MALLMANN et al.,, 2012;
GREENHAM et al., 2016; GONZALEZ-GIRALDO et al., 2016; KOTLEGA et al.,
2016).
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O AVC no Brasil mostra uma maior prevaléncia do sexo feminino 51,8% a cada
grupo de 100.000 habitantes (DE CARVALHO et al., 2011). Quando nos referirmos a
aspectos epidemioldgicos é importante salientar que a cobertura deficiente de pesquisas
de mortalidade na regido amazénica e da zona rural do Nordeste, como também a
proporcdo elevada de casos classificados nos quais 0s sinais e sintomas sdo mal
definidos, concluimos que a andlise das regides metropolitanas do pais (que
representam um terco da populacdo brasileira) € mais adequada que a andlise do
conjunto do pais (LOTUFO, 2000). Em 2003, no Nordeste, a taxa de mortalidade pelo
acidente vascular encefalico foi de 54,6/100 mil habitantes. No Ceara, em 2004, essa
taxa foi de 44,8/100 mil habitantes. (CAVALCANTE et al., 2010). O estudo
epidemioldgico de AVC feito na cidade de Salvador entre 1979 e 1980 demonstrou alta
taxa de mortalidade por AVC, provavelmente como resultado dos baixos padrbes de
atendimento prestado aos pacientes com AVC na area do estudo (LESSA, 1984).

No municipio de Fortaleza foi realizado o maior estudo epidemioldgico
prospectivo de AVC ja realizado no Brasil e nesse estudo demostrou-se que o AVC
isquémico apresenta maior frequéncia, 72,9 %, e que a frequéncia de incapacidade apos
0 AVC nos pacientes é maior que a aceitavel pela OMS. Uma explicacdo para a situacdo
pode ser devido a baixos padrdes de atendimento aos pacientes com AVC combinado
com baixas taxas de tratamento com trombdliticos e agentes anti-plaquetarios (DE
CARVALHO et al., 2011).

Em Fortaleza, dados do ministério da salde relatam que mais de 22% da
populacio tém hipertensdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Segundo a pesquisa Vigitel 2013 (Vigilancia de Fatores de Risco e Protegédo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico), 48,6% dos brasileiros avaliaram como
médio seu nivel de consumo diario de sodio. No entanto, estima-se que consumo medio
seja de quase 12g por pessoa por dia, o que é mais do que o dobro do que a
recomendacdo da OMS, de no maximo de 5 gramas ao dia. O consumo exagerado do sal
esta relacionado ao aumento no risco das Doencgas Cronicas Nao Transmissiveis, AVC e
infarto, responséaveis por 63% das mortes no mundo e 72% no Brasil (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

Um acordo do Ministério da Saude com a Associacdo das Industrias da
Alimentacdo (ABIA), em quatro anos de funcionamento do programa de controle de
consumo de sddio, possibilitou a retirada de quase 15 mil toneladas de sodio dos

produtos alimenticios. Com a redugdo do consumo excessivo de sal, serd possivel
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reduzir em até 15% os 6bitos por AVC e em 10% 6bitos por infarto (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015).

1.3. AVC e suas consequéncias para o individuo

O AVC pode limitar de modo significativo o desempenho funcional de um
individuo, trazendo consequéncias negativas e afetando aspectos motores, relacGes
pessoais, familiares, sociais e, sobretudo a qualidade de vida (CALIL et al., 2007).
Estudos relatam serem comuns sintomas de ansiedade, depressédo, disturbios do sono,
alteracOes fisioldgicas durante atividades fisicas (dispnéia, angina, hipertenséo) e
disfuncdo sexual, além de distirbios motores, sensoriais, cognitivos, de comunica¢do
que causam limitacGes para o retorno ao trabalho produtivo de indivivudos ap6s o AVC
(ROCHA et al.,1993; MEDINA et al., 1998).

A perda senséria e motora impede os pacientes de retornar ao trabalho e
quase um terco dos pacientes que sobrevivem ao AVC sdo posteriormente afastados do
trabalho por invalidez (DOBKIN et al., 2003; 2008). Embora apés um AVC, possa
ocorrer algum grau de retorno motor e funcional, muitos sobreviventes apresentam
consequéncias cronicas que sdo, usualmente, complexas e heterogéneas, podendo
resultar problemas em varios dominios da funcionalidade. Essa funcionalidade se refere
a capacidade de realizar atividades do dia-a-dia, seja no aprendizado e aplicacdo de
conhecimentos (atencdo, pensamento, calculos, resolucdo de problemas); na
comunicacdo (linguagem falada, escrita); na mobilidade (manutencdo da posigédo
corporal, transferéncias de ambulacdo); no autocuidado, vida doméstica, interacao
interpessoal e social (SCHEPER et al., 2007).

A depressdo é a complicacao psiquiatrica mais frequente do AVC. A depressdo
p6s-AVC, ou seja, aquela que ocorre posteriormente ao AVC, estd associada com
aumento da mortalidade, maior prejuizo no funcionamento fisico e da linguagem,
hospitalizacdo mais prolongada e reducdo da qualidade de vida (TERRONI et al.,
2009).

1.4. Isquemia cerebral

O cérebro humano apresenta alta taxa metabdlica, e tem a necessidade de até um

quarto do débito cardiaco para manter-se em funcionamento, qualquer interrupcéo nesse
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fluxo sanguineo gera uma deficiéncia energética e consequente interrupgdo das funcdes
neuroldgicas. (FLYNN; MACWALTER; DONEY 2008).

O sangue chega ao cérebro atraves das artérias vertebrais e das artérias carotidas
internas, que se comunicam através do poligono de Willis, uma anastomose arterial que
fornece o suprimento sanguineo para os hemisférios cerebrais. Este é formado pelas
artérias cerebrais anteriores e posteriores, artérias comunicantes anterior e posterior e
pela cardtida interna (Figura 1). Estas artérias possuem paredes muito finas, o que as
tornam mais vulneraveis a eventos hemorragicos (WIKIMIDIA COMMONS, 2008).

A isquemia focal ocorre quando o fluxo sanguineo cerebral é limitado em uma
regido especifica, este bloqueio do suprimento sanguineo pode ocorrer em virtude de
um embolo ou um trombo (LIPTON, 1999; TAOUFIK; PROBERT, 2008). A isquemia
global ocorre quando ha faléncia circulatoria generalizada e se apresenta secundaria a
outras causas, como parada cardiaca, cirurgias de grande porte com bloqueio da
circulacdo sanguinea, choques hemorragicos ocasionados por traumas (LIPTON, 1999;
WITYK et al., 2001; NUSMEIER et al., 2002).

Figura 1. Esquema mostrando as artérias cerebrais anteriores e posteriores, artérias comunicantes

anteriores e posteriores e a carétida interna que formam o poligono de Willis.

Artéria comunicante anterior: s =
Artéria cerebral anterior

Artéria estriada distal medial Artéria oftalmica

Artéria cerebral média

Artéria carétida interna Artéria coridide anterior

Artéria comunicante posterior

Artéria cerebral posterior

Artéria cerebelar superior
Artéria basilar

Artérias da ponte

Artéria cerebelar inferior anterior
Artéria vertebral

Artéria espinal anterior.

Artéria cerebelar inferior posterior

Fonte: WIKIMIDIA COMMONS, 2008.

1.4.1. Lesdo isquémica cerebral
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O cérebro necessita de um continuo suporte de glicose e oxigénio para manter
suas fungdes normais e sua viabilidade. Quando este processo é interrompido, uma série
de eventos acontecem, chamada de cascata isquémica, que € uma sequéncia complexa
de eventos patofisiologicos espaciais e temporais, que apresentam importantes
interrelacbes perdurando por h ou dias (DURUKAN; TATLISSUMAK, 2007,
BROUNS; DEYNN, 2009). A isquemia cerebral focal provoca também acumulo de
metabolitos acidos desencadeando uma sequéncia de eventos responsaveis pelo dano
neuronal (SMITH, 2004).

A cascata isquémica ocorre em duas fases distintas, a fase aguda e subaguda. Na
fase aguda a diminuicdo do fluxo sanguineo, diminui a oferta de oxigénio e limita a
fosforilacdo oxidativa que é a principal via de geracdo de ATP na célula (MIES et al.,
1993). O forte declinio na concentracdo de ATP pertuba a homeostase idnica,
provocando a faléncia da bomba de sodio-potassio (Na'/K") ATPase (SMITH, 2004).
Esse evento resulta em uma despolarizacéo persistente o que permite a entrada de Ca®*
na célula, que provoca a liberacdo de célcio intracelular e liberacdo de
neurotransmissores excitatorios.

Essa condicdo superestimula os receptores de glutamato de modo a influenciar o
influxo de sddio e calcio, produzindo, assim, uma série de eventos nucleares e
citoplasmaticos, excitotoxicidade, levando a faléncia mitocondrial e a apoptose (LI et
al., 2007; ZHANG et al., 2006).

O excesso de Cl" e Na* liberado também desregulam a célula pds sinaptica, o
que gera um edema isquémico. O calcio intracelular é sequestrado pela mitocéndria, o
que provoca uma disfuncdo mitocondrial que leva a producdo de ROS (Espécies
reativas de oxigénio) (WU; GROTTA, 2013).

O aumento intracelular de Ca* inicia uma série de eventos citoplasmaticos e
nucleares, entre os quais a geracao de radicais livres e ativacdo de enzimas dependentes
de Ca*, incluindo fosfolipase A2, endonucleases, ciclooxigenese e oxido nitrico
sintetase, resultando em danos celulares (LOVE, 1999). A ativacdo de enzimas
degradativas e a producdo de radicais livres levam a morte celular imediata por necrose,
entretanto 0s mecanismos excitatdrios iniciam eventos moleculares que levam a morte
por apoptose. Além dos fatos relatados, a excitotoxicidade ativa vias de sinalizacdo
intracelulares que desencadeiam processos inflamatdrios (BROUNS; DEYN, 2009).

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de radicais livres supera a

capacidade enddgena das defesas antioxidantes celulares, ou seja, 0s niveis de enzimas
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antioxidantes enddgenas, como a superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa, e
as vitaminas antioxidantes, como a-tocoferol e acido ascdrbico, ndo sdo suficientes para
combater o excesso de radicais livres (MAKAR et al., 1994).

Na fase subaguda as vias neuroinflamatorias e pro apoptdéticas séo iniciadas h ou
dias apos o inicio da isquemia. A inflamagdo tem um papel fundamental na lesdo e
morte neuronal causada pela a isquemia. Embora a inflamacdo também tem seus
beneficios, o resultado final é prejudicial (WU; GROTTA, 2013) (Figura 2).

Figura 2. Fisiopatologia da isquemia.

Despolarizagio

Alivagdo de astrociios e de células microgiials Infifragdo leucocitaria

Modificado de WU; GROTTA, 2013

1.4.2. Modelo de isquemia cerebral

A resposta neuronal é muito fracamente caracterizada em pacientes com AVC,
existe uma impossibilidade de recolher tecido cerebral pds mortem em diferentes
periodos de tempo ap6s 0 acontecimento da injuria neuronal e por isso 0 conhecimento
sobre 0 mecanismo do dano neuronal advém de modelos animais de isquemia, sejam
eles focal, global ou hipdxia/isquemia (TAOUFIK; PROBERT, 2008).

O modelo de isquemia global pode ser induzido em ratos ou em gerbils. No
modelo de oclusdo dos 4 vasos (4-VO) ocorre uma oclusdo permanente das artérias

vertebrais e temporaria através de ligadura das carétidas comuns. No modelo de oclusédo



25

de 2 vasos (2-VO) hé a ligadura temporaria das duas carétidas comuns acompanhado de
hipotensdo. Na isquemia global existe um fluxo sanguineo residual em torno de 1- 4%,
sendo que isquemia completa s é atingida com parada cardiaca (KAWAI et al., 1992).

O modelo de isquemia experimental cerebral é reprodutivel, bem controlado e
padronizado. Eventos fisiopatologicos que ocorrem nos primeiros min apés um AVC
ndo sdo detectaveis por exames de imagem, portanto somente pode ser estudado em
modelos animais (LIPTON, 1999). O fato de utilizarmos, em modelo animal de
isquemia, técnicas invasivas e com isso ser necessario 0 uso de anestésicos sabemos que
podem exercer efeitos neuroprotetores leves que podem retardar a maturacéo do infarto,
mas ainda ndo esta claro se isso influéncia ou ndo a recuperacdo a longo prazo do
animal (BALKAYA et al., 2017)

A isquemia cerebral focal é produzida, em todos os modelos, pela oclusdo da
artéria cerebral média (ACM), que pode ser ocluida de forma permanente, por ligadura
ou eletrocoagulacdo, ou transitéria, em que a reperfusdo pode variar entre 1-3 h. A
oclusédo proximal, que é realizada proximo onde ocorre a bifurcacdo da carétida interna,
afeta principalmente regibes como o estriado, neocértex, cértex entorrinal e
somatossensorial. A oclusdo distal afeta principalmente o cortex parietal (TAMURA et
al., 1981; BOLANDER et al.,, 1989; MEMEZAWA et al., 1992). A caracteristica
comum aos modelos é a formacdo de duas regides, o core, também chamado de centro
da lesdo, e a penumbra, regido que circunda o centro da les&o.

O core é uma area de isquemia grave, em que o fluxo sanguineo apresenta-se de
10-25% do normal, com consequente deficiéncia de oxigénio e glicose. O baixo fluxo
sanguineo resulta em comprometimento do potencial de membrana, proteinas
transportadoras, sintese de acido nucleicos (HEISS et al., 2010). Se a isquemia persiste
por um longo periodo de tempo, esta area € comprometida desencadeando morte
neuronal necrética e de células gliais. Na isquemia focal permanente, o Ca®" total na
regido do core da lesdo aumenta gradualmente em uma relagdo maior que na penumbra,
subindo cerca de 1,0 mM / h do inicio do insulto até 24 h depois deste (KIM;
VAUGHAN; GHOSH, 1998).

A penumbra é uma regido em que o fluxo sanguineo estd a um nivel o qual a
funcdo neuronal é prejudicada, embora ainda ndo esteja em um ponto no qual ocorre
falha irreversivel da membrana e danos morfologicos (HEISS et al., 2010). Nesta regido

o fluxo sanguineo encontra se reduzido 40% do normal sendo baixo para manter
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atividade elétrica, por isso nessa regido ha neurdnios silenciosos, mas suficientes para
preservar os canais idnicos mantendo a viabilidade celular (CASTILLO et al., 2015).

Os neurodnios perifocais na zona de penumbra séo os de mais alto risco e, com o
tempo, a zona de infarto pode crescer em tamanho, com mais células da penumbra
sendo recrutadas para a zona central. O periodo de tempo deste processo de
recrutamento constitui um periodo critico, em que a onda de tecido necrético pode ser
bloqueada pela intervengdo farmacoldgica. Esta janela terapéutica corresponde as
primeiras 2 a 4 h que se segue o derrame, apds as quais a eficacia da terapéutica
decresce rapidamente (GILGUN-SHERKI et al., 2002; WEINSTEIN; HONG; SHARP,
2004). A regido da penumbra torna-se o alvo terapéutico, afim de evitar o crescimento
dessa regido e tentar resgatar a funcionalidade destes neurénios.

1.4.3 Excitotoxicidade e isquemia

A interrupcdo do fluxo sanguineo cerebral durante a isquemia resulta na
privacdo de oxigénio e glicose, interferindo na homeostasia e funcdo neuronal
(DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999).

A excitotoxicidade é o processo no qual acontece um aumento da liberagdo de
glutamato com conseqliente super-estimulacdo dos receptores glutamatérgicos.
(SATTLER; TYMIANSKI, 2001). O glutamato é o principal neurotransmissor
excitatorio do sistema nervoso de mamiferos e suas potenciais acdes neurotoxicas sdo
relatadas desde 1950. Como principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso
central (SNC), o glutamato desempenha um papel fisiolégico (por exemplo, memoria,
aprendizagem) e fisiopatologico (acidente vascular cerebral, epilepsia, doencas
neurodegenerativas tais como Doenca de Alzheimer e de Parkinson, etc.) (MELDRUM,
2000; GENOUX; MONTGOMERY, 2007).

Os receptores de glutamato podem ser do tipo ionotropicos ou metabotropicos.
Os ionotrépicos sio o NMDA (N-metil-D-aspartato), que é permeavel ao Ca** e em
situacdes fisiologicas seu canal é bloqueado pelo Mg®" ¢ o AMPA/Cainato (acido a-
amino-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico) que € permeavel ao Na®, K*, Zn" e
eventualmente ao Ca2*. Os metabotropicos sdo receptores acoplados a proteina G
(WANG, QIN, 2010). Os receptores citados estdo localizados nas membranas pré e pds-
sinapticas dos neurdnios (CARMICHAEL, 2012).



27

Esta bem demonstrado que os receptores glutamatérgicos podem mediar a
excitotoxicidade, mas a chave dela estd nos receptores ionotropicos, estes por sua vez
sdo ligados a canais idnicos, sendo a ativacdo desses receptores responsavel pelo
aumento da permeabilidade ao Na'/K" que contribui para a despolarizagdo da
membrana. O aumento do Na' intracelular provoca uma reversdo dos transportadores
glutamatérgicos permitindo a saida do glutamato através do gradiente de concentracéo.

A concentragdo de calcio extracelular é 1,2 mM o suficiente para regular os
processos celulares, mas durante a isquemia os niveis de célcio sobem para 50-100 mM
0 que ativa diversas proteases dependente de célcio, lipases e DNAses (EDVINSSON;
KRAUSE, 2002). O aumento da concentracdo de calcio citossolico ativa fosfolipases
capazes de quebrar as membranas lipidicas A neurototoxicidade causada pelo calcio
pode ocorrer por varios mecanismos, atualmente a teoria mais aceita € a de que algumas
rotas de influxo de célcio sdo mais propensas a causar neurotoxicidade do que outras. A
rota em que a entrada do Ca®* ocorre por canais voltagem dependente ndo acarreta em
toxicidade, mas a entrada atraves dos receptores NMDA est4 associada a toxicicidade
dependente do célcio (SZYDLOWSKA; TYMIANSKI, 2010). Em estudos pré-clinicos
foi observado diminuicdo do edema e da degeneracdo neuronal posterior ao evento

isquémico com o uso de antagonistas do receptor NMDA (BRASSAI et al., 2015).

1.4.4 Inflamacdo e isquemia cerebral

A inflamacdo desempenha papel importante na fisiopatologia da isquemia
cerebral, no entanto se a inflamacdo pds isquémica é deletéria ou benéfica para a
recuperacdo ainda € uma questdo controversa (KRIZ, 2006). Portanto, o controle das
respostas inflamatdrias nocivas é uma promissora terapéutica para as vitimas de AVC
(HE et al., 2016).

O AVC, experimental ou clinico, é seguido por uma resposta inflamatoria aguda
e prolongada caracterizada pela producdo de citocinas inflamatdrias, infiltracdo de
leucdcitos e mondcitos no cérebro e a ativagdo de células gliais residentes, esses eventos
podem contribuir para a lesdo cerebral isquémica (KRI1Z, 2006).

A cascata de inflamacdo é caracterizada por uma fase imediata, que inicia
algumas h ap6s o AVC e pode durar dias e semanas como uma reacéo tardia do tecido a
lesdo. Dentro de h ap6s o insulto isquémico, os nivéis aumentados de citocinas e

guimiocinas aumentam a expressdao de moléculas de adesdo tais como (ICAM-1) em
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células endoteliais cerebrais, facilitando a aderéncia e a migracao transendotelial de
neutréfilos e mondcitos. Estes por sua vez podem acumular-se nos vasos e prejudicar
ainda mais o fluxo sanguineo ou podem extravasar no parénquima cerebral liberando
citocinas, quimiocinas e ROS (AMANTEA et al., 2009).

A adesdo dos leucdcitos ao endotélio se da através da expressdo de moléculas de
adesdo, que estdo distribuidas em trés principais classes: selectinas, integrinas e a
superfamilia de proteinas de imunoglobulinas (CAM’s) (HUANG; UPADHYAY;
TAMARGO, 2006). Dentre as principais integrinas envolvidas na isquemia estdo a
LFA-1, Mac-1 e CD11lc que estimulam a adesdo celular ao endotélio e causam
modificacdo conformacional em leucdcitos facilitando a diapedese, a ICAM-1, ICAM-2
e VCAM-1 promovem interacBes de forte afinidade dos leucocitos com o endotélio e
estimulam a diapedese (CELEUMANS et al., 2010).

A microglia desempenha um papel importante na defesa imune no sistema
nervoso central. E considerada um regulador do dano neuronal, pois além, da secrecio
de mediadores inflamatdrios, aumenta o estresse oxidativo e desencadeia diretamente
mecanismos de morte (GAO et al., 2011; HIRSCH et al., 2005; KANEKO et al., 2012;
QIN et al., 2007). A ativacdo da microglia/macrofagos desempenha um papel crucial na
resposta imune. Vinte e quatro h ap6s a isquemia focal, ocorre uma intensa reacdo
microglial, particularmente na penumbra e dentro de alguns dias a maioria das células
microgliais tornam-se fagdcitos (SCHILING et al., 2005). Uma vez ativada a microglia
sofre marcadas alteracbes morfologicas e genéticas. A microglia se polariza em duas
populacbes antagbnicas onde o fendtipo M1 cléassico produz citocinas pré- inflamatorias
que medeiam danos neuronais no cerebro isquémico, e no fenotipo M2 o qual secretam
citocinas antiinflamatorias que suprimem a resposta imune e contribuem para a
rescuperacdo pos - isquemia (HE et al., 2016). Uma vez ativada, a microglia
desencadeia a producdo de citocinas, a apresentacdo de antigenos e a liberacdo de
metaloproteinases que desregulam a barreira hematoencefalica (IADECOLA et al.,
2011). O rompimento da barreira hematoencefalica é um evento critico na patogéneses
da isquemia cerebral (GIACCOPPO et al., 2015).

Em modelo de oclusdo transitéria da ACM a ativacdo microglial foi
documentada no cortex cerebral do hemisfério isquémico (YU et al, 2005, ZHANG et
al, 1997). A micrdglia pode exercer papel protetor na isquemia por meio de moléculas
neurotroficas como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e o fator de

crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-1) e efeito deletério pela liberacdo de
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citocinas inflamatorias como TNF-a, 11-1pB, IL-6, além de outras moléculas como NO,
ROS e prostandides (LAKHAN, KIRCHGESSNER, HOFER, 2009). A
superestimulal¢do da microglia leva a uma “tempestade de citocinas” o que leva a
neurotoxicidade. Regular a ativagdo microglial pode controlar a neuroinflamacéo.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) tem seus efeitos mediados por duas
vias, a primeira se d& por ligacOes especificas aos seus receptores seguida de ativacao de
quinases e fosfolipase A,, a segunda via é a transducdo de sinal intracelular, com
ativacdo de fatores como Fator nuclear kappa B (NF-kB) que induz a expressdo de
genes e moléculas de adesdo entre outras citocinas favorecendo assim a aderéncia e
acumulo de leucdcitos em microvasos (KOLESNICK; GOLDE, 1994).

O NF-xkB é um fator de transcricdo amplamente encontrado em células
eucariotas, que desempenha papel fundamental na reacdo inflamatéria participando de
uma variedade de transcricbes de genes relacionados a inflamacdo. (RIDER;
SCHWANINGER., 2009). NF- kB é uma proteina dimérica que permanece em estado
inativo no citoplasma associado a sua unidade inibitoria I-xB. Estimulos inflamatorios
desencadeiam sua fosforilacdo e sua ubiquitinacdo, levando a sua dissociacdo e
degradacédo de I- kB e posterior translocacdo do citoplasma para o nucleo (HARARI;
LIAO, 2010).

A lesdo por isquemia e reperfusao também pode ativar a expressdo de TNF-o e
desencadear a fosforilacdo de NF- kB. A fosforilacdo dos inibidores de NF- kB levam a
translocacdo para o nucleo onde se ligam com regifes promotoras de genes que
medeiam a apoptose e a degradacdo do DNA (GHOLAMI et al., 2016).

1.5.Tipos de morte celular na isquemia

A isquemia cerebral é uma condicdo na qual ocorre uma reducdo no fluxo
sanguineo levando a uma reducdo no metabolismo e uma crise energética na celula.
Essa faléncia pode induzir a morte celular por autofagia, sendo a célula autofagica
passivel de sobreviver ou evoluir para a apoptose (NAKASHIMA et al.,, 1995;
LINDSBERG; CASO, 2016, YEH et al., 2016).

A apoptose na regido da penumbra isquémica pode ocorrer apds varias h ou dias,
enquanto a necrose comeca nas primeiras h apds o inicio da isquemia no nucleo
isquémico. A apoptose causa a fragmentacdo do DNA, degradacdo de proteinas

citoesqueléticas e nucleares, reticulagdo de proteinas, formacdo de corpos apoptoticos,
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expressao de ligantes para receptores de células fagociticas e finalmente captacdo por
células fagociticas (RADAK et al., 2016).

A inducdo da apoptose se da& pela ativacdo das caspases. As caspases S&0
sintetizadas como pro-enzimas inativas (pro-caspase) e, quando ativadas, clivam
diversos substratos proteicos que podem ser outras pro-caspases, proteinas do
citoesqueleto, como a actina, proteinas reparadoras de DNA, como a PARP, proteinas
antiapoptéticas, como Bcl-2 e diversas quinases que participam da regulacdo da
transcricao génica (LOVE, 2003). Podemos citar duas vias de ativacdo da caspase: a via
intrinseca (mitocondrial) e a via extrinseca (citoplasmatica) (GRIVICICH; REGNE;
ROCHA, 2007). A via extrinseca depende de sinais externos para ligar-se a receptores
(Fas, TNF) disparando uma sinalizacdo mediada por esses receptores. J& a via intrinseca
é disparada por sinais que vem do interior da célula (CAO et al., 2001).

Em resposta a sinais apoptoticos, a proteina Bax associada a bcl-2, pode ser
produzida, ativada e depois translocada para a membrana externa da mitocondria a
partir do citoplasma (SAIKUMAR et al., 1998, LIN et al., 2013). Neste sentido, 0 Bax
ativado pode permeabilizar a membrana mitocondrial, levando a liberacédo do citocromo
c e subsequientes ativacGes em cascata das caspases-9, -3 e -6 (OW et al., 2008).

A glicogénio sintase 3p (GSK-3B) esta implicado em diversos processos
celulares, tais como sinalizagdo celular e sobrevivéncia. Evidéncias indicam que o
aumento da atividade de GSK-3p contribui para a morte neuronal e patogénese do AVC
isquémico. Considerando os papéis predominantes de GSK-3p na apoptose neuronal, a
modulacdo desta proteina quinase € uma estratégia confiavel para a neuroprotecdo
isquémica (HANUMANTHAPPA et al., 2014).

A necrose € um processo passivo, em que a célula responde ao estresse externo
de uma forma aleatéria e descoordenada. A necrose € caracterizada pelo extravasamento
do material intracelular devido a um aumento no volume da celula. Pode ser observado
um intenso dano as organelas e a ruptura dos lisossomos (YAKOVLEV; FADEN,
2004). E uma resposta a estimulos muito agressivos, como, por exemplo, exposi¢ao
a altas concentragbes de agentes toxicos. Nesse caso,hd uma intensa resposta
inflamatdria no local, oriunda da liberacdo de citocinas. (LEIST; JAATELA, 2001).

E evidente que os mecanismos de morte celular vdo além da simples relacio
apoptose e necrose (DEGTEREV; YUAN, 2008). A administracdo do inibidor

necrose/apoptose, o Nec-1 fornece protecéo tecidual significativa e melhora as lesdes
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agudas do tecido em modelos de isquemia/reperfusdo em ratos com lesdo por

mecanismos de inibigdo da apoptose (SMITH et al., 2007).

1.6 Memoria e isquemia cerebral

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

O processo de formacdo de memdria é complexo e altamente dindmico, durante
o aprendizado a nova informacdo adquirida é fragil. E através do processo de
consolidacdo, que envolve a sintese proteica, que o traco de memdria € estocado e
estabilizado (SCHMIDT et al., 2016).

As formas mais usuais de classificacdo dos tipos de memdrias se referem ao
tempo de duracdo e a sua natureza. Quanto a sua natureza a memoria é dividida em
declarativa ou explicita que pode ser descrita por meio de palavras; implicita, ndo
declarativa ou de procedimento que ndo pode ser descrita por meio de palavras; de
trabalho ou operacional onde permite o raciocinio e planejamento do comportamento
(DEW; CABEZA, 2011).

A memodria declarativa trata-se de uma rede de imagens e associacdes
constituindo um registro de nossas experiéncias que sdo continuamente atualizadas em
um processo de organizacdo ativa (EICHENBAUM, 2000). A memodria declarativa é
composta pela nossa memdria episodica, semantica e pela capacidade de lembranca
consciente (SCHACTER; TULVING, 1994). O hipocampo tem sido identificado como
a regido envolvida nesse tipo de memoria, tendo papel critico na expressao da
autobiografia e da memoria espacial. O sistema de memoria do hipocampo € composto
de regides corticais, parahipocampais e o proprio hipocampo (BURWELL;WITTER;
AMARAL, 1995). A memoria implicita € a memoria de capacidades, de habilidades
motoras ou sensoriais (BEVILAQUA, 2000; IZQUIERDO, 2002), é inconsciente e
requer mais tempo e treinamento para se formar, mas persiste por periodos maiores.
Acredita-se que a memoria implicita seja processada pelo nucleo estriado e/ou
diencéfalo (SQUIRE; ZOLA, 1996; DEW; CABEZA, 2011). A memdria recente, ou de

curto prazo, esta relacionada a eventos que ocorrem em um periodo de h ou dias e
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representa 0 armazenamento temporario de informacdo que é utilizado para planejar
uma acdo (KANDEL; KANDEL; ABEL, 1995; SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1996;
KANDEL, 2009).

Alguns tipos de agressdo como o0 estresse oxidativo, inflamacéo,
excitotoxicidade, levam a perda de memoria devido a neurodegeneracéo cerebral. Todos
esses processos estdo presentes nas doengas neurodegenerativas e AVC. Grande parte
das vitimas de AVC sofrem com problemas de memadria e dificuldades na execucgdo das
tarefas diarias (HATTORI, 2000; MAUD, 2006).

Apds o AVC isquémico a recuperacdo da funcdo sensorio-motora € observada o
desempenho cognitivo e a funcdo neuronal do hipocampo € irreversivelmente
prejudicada (BAYAT et al., 2015).

O hipocampo é a regido mais vulneravel ao efeito isquémico em humanos
(ZOLA-MORGAN et al., 1986) e em animais (PULSINELLI; BRIERLEY, 1979). As
celulas hipocampais sdo extremamente sensiveis a hipoxia/isquemia (BUETERS et al.,
2008; MAROSI et al., 2009).

Os dois tipos de plasticidade sinaptica no hipocampo, plasticidade de curto prazo
(STP) e a plasticidade de longo prazo (LTP) sdo necessarias para 0 armazenamento de
informacdes. Estudos tem sugerido que o oclusdo da artéria cerebral média MCAO
prejudica a inducdo da LTP (PANG et al., 2012).

Os mecanismos envolvidos nos deficits cognitivos apresentados pos- isquemia
estdo relacionados a diminuicdo das proteinas sindpticas (SINCLAIR; TAYLERT,;
LOVET, 2015). A reducdo do fluxo sanguineo para menos de 20% conduz a perda de
axonios e dendritos em min o que leva ao déficit da formacdo de memoria (MURPHY;;
CORBETT, 2009; HOFMEIJER; VAN PUTTEN, 2012).

Apo6s 0 AVC algumas alteracGes cognitivas ocorrerdo com mais frequéncia. No
caso do déficit memdria pode ser observado em um tipo de memoria € em outro nao.
Apesar de ser extremamente variavel, pois depende da area afetada pelo AVC é comum
em pacientes pos- AVC ter a memdria de curta duragéo afetada, assim como problemas
na atencao e a interacdo social, 0 que pode até modificar parte do comportamento do
paciente (Associacdo sobre AVC, 2012).

1.7 Terapias de reparo
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Algumas terapias tem sido estudadas a fim de reduzir os déficits cognitivos e a
mortalidade em casos de AVC. Antes dos anos 90 ndo haviam praticamente publicacfes
que abordassem terapias para isquemia cerebral, no entanto, de 2002 até 2008 mais de
1000 artigos pre clinicos e mais de 400 artigos na area clinica foram publicados
(GINSBERG, 2008).

Atualmente, o ativador de plasminogénio tecidual  (tPA) €
a terapia farmacoldgica aprovada pela FDA para o tratamento do acidente vascular
cerebral isquémico agudo. Entretanto, devido a estreita janela de tempo para a terapia
p6s-AVC, menos de 10% dos pacientes com AVC isquémico agudo sdo aptos para
administragdo de tPA (BOEHME et al., 2014; WRITING et al., 2016). O uso de agentes
tromboliticos como protocolo de rotina aumenta o risco de outras complicagdes, em
particular as hemorragias (SPYCHALA; HONARPISHEH; MCCULLOUGH, 2017).

As classes de drogas ja testadas incluem antagonistas de canais de calcio,
farmacos que inibem a liberacdo de glutamato, fArmacos que potencializam os efeitos
do GABA e farmacos antioxidantes (MADDEN; CLARCK; LESSOV, 2003). Mais de
250 estudos pré-clinicos foram desenvolvidos com a nimodipina na isquemia cerebral.
Destes 250, 20 estudos foram desenvolvidos com animais e a nimodipina administrada
apos a inducado da isquemia. Apenas 10 destes estudos encontraram resultados positivos,
assim como 10 ndo encontraram. Nos 7 estudos que quantificaram o tamanho exato da
area de infarto todos mostraram efeitos favoraveis da nimodipina. Contudo, os estudos
mais robustos obtiveram resultados indefinidos em sua maioria, onde o uso de
nimodipina ndo trouxe melhora nos parametros de mortalidade e escalas de evolucao
neuroldgica (GINSBERG, 2008).

O uso clinico de antagonistas NMDA foi associado a efeitos colaterais
neuropsiquidtricos e cardiovasculares provavelmente relacionados a interferéncia com a
funcdo glutamatérgica cerebral (SMITH, 2004). O representante do grupo dos
antagonistas competitivos, o selfotel, foi testado em ensaio pré-clinico e clinico. Nos
estudos pré-clinicos reduziram a &rea isquémica. Nos estudos clinicos de seguranga e
torelabilidade mostrou diversas reac0es adversas como alucinagdes, agitacdo, confuséo
mental, delirio e parandia em todos os pacientes tratados com a dose de 2mg/kg
(GINSBERG, 2008).

Na maioria dos hospitais a droga de escolha é o acido acetil-salicilico (AAS),

pelo baixo custo, rapido inicio de acdo e por ser o Unico antiagregante testado
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clinicamente no tratamento da fase aguda do AVC. Existem outras opg¢des de
antiagregantes plaquetarios disponiveis para serem utilizados em caso de contra-
indicagdo ao uso do AAS, mas tais medicamentos ndo foram testados na fase aguda,
tendo eficadcia comprovada apenas para a prevencdo secundaria (1°Consenso de

Brasileiro no tratamento de AVC agudo).

1.8 Plantas medicinais e neuroprotecio

Na ultima década, um grande progresso foi feito para identificar compostos
ativos isolados de plantas com as propriedades anti-inflamatérias de modo a diminuir a
inflamagdo pos-isquémica. Nas Ultimas décadas muitos compostos quimicos
sintetizados foram testados como drogas promissoras para essa finalidade (GU; CHEN;
SHEN, 2014).

Usando como base de dados pubmed, caracterizou-se 55 compostos que
possuem atividade anti-inflamatoria e tem acdo neuroprotetora contra isquemia cerebral.
Varios compostos foram identificados e separados conforme sua caracteristica estrutura
quimica (GU; CHEN; SHEN, 2014). Os compostos polifendlicos apresentam atividade
antioxidante que geralmente contribuem para os efeitos anti-inflamatérios e
neuroprotetores contra lesdo de isquemia-reperfusdo cerebral. O resveratrol, um
composto fenolico € um componente presente em vinhos, frutas e vegetais que previne a
morte neuronal e diminui os niveis de metaloproteinase (MMP-9) e NO na lesdo
isquémica (LI et al., 2012; GAO et al., 2006; TSAI et al,. 2007). Os alcaloides
geralmente estdo presentes nas ervas medicinais sendo compostos bioativos. A
Huperzina A, um alcaldide, composto da Huperzia serrata, foi demonstrado
restabelecer o fluxo sanguineo e reduzir a area de infarto e o déficit neuroldgico 24 h
apos 2 h de isquemia. Huperzina A inibe a translocacdo NF-kB e inibe a expressdo de
INOS e COX-2 no cortex e estriado (WANG et al., 2008).

As saponinas sdo consideradas como um dos principais compostos anti-
inflamatdrios compostos em muitas ervas medicinais e sdo usadas para mdltiplas
doencas infecciosas e auto-imunes. S8 um grupo de moléculas relativamente grande
com propriedade de detergente, geralmente ndo atravessam a barreira hematoencefalica
no seu estado normal. Entretanto no processo isquémico ocorre uma ruptura dessa
barreira e facilita a entrada dessas saponinas no parénquima (GU; CHEN; SHEN, 2014).

A astraglasida IV um dos maiores compostos de Astragalus membranaceous, uma
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saponina, reduz o volume do infarto 24 h apos a isquemia, quando administrado no
inicio da reperfusdo (LI et al,. 2012). Os terpendides apresentam forte acdo anti-
oxidante e anti-inflamatdéria com alguns exemplos neuroprotetores. O 6-shogaol
suprime a ativacdo migroglial em modelo de isquemia transitoria global (HA et al.,
2012). O Tetrahidroxilbeno diminui e previne a diminuicdo da perda neuronal em ratos
que foram submetidos a 90 min de isquemia seguido de 24 h de reperfuséo (WANG et
al., 2009).

O grupo de pesquisa em neurociéncias (LNC) possui nos ultimos anos 7
publicacOes a respeito de isquemia cerebral, dentre essas, 5 envolvem produtos naturais
e a proposta de diversos mecanismos de neuroprotecdo. Foi demonstrado pelo grupo o
efeito do acido cafeico, um composto fendlico com sabida atividade antioxidante e anti-
inflamatdria capaz de reduzir o dano neuronal e cognitivo, em parte pela prevencao da
perda neuronal e de sinapses nos camundongos submetidos ao modelo de isquemia
focal permanente em camundongos (pPMCAO) (FERNANDES et al., 2014). O &cido
rosmarinico, também um composto polifendlico, foi demonstrado atividade
neuroprotetora contra os déficits induzido por pMCAOQO por reduzir a resposta
inflamatdria e a ativacdo astroglial e induzir a sinaptogénese (FONTELES et al., 2015).
O efeito neuroprotetor pré-clinico do eriodictiol foi demonstrado pela primeira vez pelo
nosso grupo e evidenciando que seus efeitos protetores ocorrem dentro da janela
terapéutica (FERREIRA et al., 2016). A boldina, principal alcal6ide nas folhas e casca
do Peumus boldus Molina. No estudo de Lima e colaboradores (2016) a boldina
protegeu os animais do déficit cognitivo e dano neuronal submetidos a pMCAOQ pela
reducdo da ativacdo do GFAP, TNF - a ¢ iNOS.

1.9 Licopeno

Os carotendides sdo corantes naturais presentes nas frutas e vegetais (cenouras,
tomates, espinafre, laranjas, péssegos, entre outros), sua estrutura quimica é composta
por ligacGes duplas conjugadas, que sdo responsaveis por sua cor e por algumas de suas
fungdes bioldgicas (STAHL e SIES, 1999; SILVA, et al., 2001). Juntamente com as
vitaminas, sdo as substancias mais investigadas como agentes quimiopreventivos,
funcionando como antioxidantes em sistemas biologicos (POOL-ZOBEL et al., 1997).

Os carotendides reagem com os radicais livres, notadamente com os radicais

peroxidos e com o oxigénio molecular, sendo a base de sua acdo antioxidante.
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carotendides como o beta- caroteno, licopeno, zeaxantina e luteina, exercem funcoes
antioxidantes em fases lipidicas, bloqueando os radicais livres que danificam as
membranas lipoprotéicas (SIES; STAHL, 1995). A criptoxantina, canthaxantina, luteina,
licopeno e zeaxantina sdo carotenoides que ndo sdo convertidos em vitamina A
(TAKEDA et al., 2014).

O licopeno é o carotendide que possui a maior capacidade sequestrante do
oxigénio singlete, tendo forte propriedade antioxidante, possivelmente devido a
presenca das duas ligacdes duplas ndo conjugadas, o que Ihe oferece maior reatividade
para neutralizar os radicais livres de espécies reativas de oxigénio, oxigénio molecular
singlete e radicais peroxil (DI MASCIO, et al., 1989; KRINSKY, 2001; ATESSAHIN,
et al., 2005; RAFI et al., 2007) (Figura 3).

O processamento térmico bem como a digestao intestinal de produtos de tomate
cru facilita a cis-isomerizacdo do licopeno. No homem, o licopeno é representado
predominantemente por varios cis isébmeros sugerindo que a transformacdo cis é
essencial para a absorcdo intestinal eficiente. A isomerizacdo cis também pode ser
iniciada pela exposicdo do licopeno ao calor, luz e oxigénio, embora iSso possa
eventualmente causar degradacdo irreversivel da molécula de licopeno a uma série de
pequenos produtos finais (PETYAYEV, 2016).

Figura 3 - Estrutura molecular do licopeno.

Foi relatado que a concentracao sérica de B-caroteno e vitamina A encontra-se
diminuida em pacientes com doenca de Alzheimer (JIMENEZ-JIMENEZ et al., 1999).

A suplementacdo de carotenoides pode reduzir os marcadores de peptideo AP amiloide

e biomarcadores de estresse oxidativo. Portanto, esses nutrientes podem provavelmente
modular o desempenho cognitivo e suprimir a producdo de citocinas pré-inflamatorias
(CHANG et al., 2010, KIKO et al., 2012, NOLAN et al., 2015)
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Muitos estudos epidemioldgicos mostraram que uma elevada ingestédo de frutas e
vegetais ricos em carotenoides ou altas concentragdes séricas de carotenoides estdo
associadas com um risco diminuido de AVC (KARPPI et al., 2012).

Acredita-se, que o licopeno devido sua capacidade de neutralizar os radicais
livres protege contra cancer, aterosclerose, diabetes e algumas doencas inflamatdrias
(RICCIONI et al., 2008). O beneficio terapéutico do licopeno esta bem estabelecido no
carcinoma da proéstata por varios ensaios clinicos (MAGBANUA et al., 2011) e foi
proposto no tratamento de gliomas (DE LORENZE et al., 2010; PURI et al., 2010).
Coloca-se como um promissor a gente no tratamento de doengas neurodegenerativas por
sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (KHACHIK et al., 2002).

Jé foi demonstrado que o licopeno protege cultura de neurdnios hipocampais da
toxicidade induzida por glutamato (MATTSON; CHAN; DUAN, et al.,, 2002).
Akbaraly e colaboradores, (2007) demonstraram que o licopeno atenua os déficits
cognitivos ocasionados pelo envelhecimento. Outro trabalho mostrou que o licopeno
apresenta atividade neuroprotetora em modelo de doencga de Huntington induzida pelo
acido 3 - nitropropiénico (KUMAR; KALONIA; KUMAR, 2009).

2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Nas Gltimas décadas, o Brasil vem mudando o seu perfil de morbimortalidade,
com as doencas cronicas nao transmissiveis liderando as principais causas de morte.
Entre as mais importantes doencas cronicas estd o AVC, que é uma das principais
causas de internagOes e mortalidade, causando na grande maioria dos pacientes, algum
tipo de deficiéncia, seja parcial ou completa. E apesar dos esforcos das autoridades no
controle da pressédo arterial combate ao tabagismo e controle dos niveis de colesterol e
da diabetes, na populacdo Brasileira, ainda possui altas taxas de mortalidades devido ao
AVC.

O estudo dos mecanismos e de estratégias terapéuticas envolvidos no AVC ¢é
importante principalmente por ser incapacitante e afetar drasticamente a qualidade de
vida da populacdo acometida. Além disso, pelo impacto socioeconémico devido ao alto
custo dos tratamentos utilizados. Devido a pequena janela terapéutica do tratamento
preconizado e visto que a fisiopatologia da isquemia cerebral € complexa e envolve
maltiplas vias idnicas, enzimaticas e genéticas, que variam em funcdo do tempo e

extensdo da isquemia, se faz necessario o desenvolvimento de novas terapias para o
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tratamento do AVC, principalmente no sentido de neuroprotecdo. O presente estudo
visa investigar uma nova substancia que possa vir a ser uma estratégia terapéutica ou
coadjuvante no tratamento do AVC.

Estudos demonstram a relacdo entre 0 aumento no consumo de alimentos ricos
em carotenoides e a diminui¢do no risco de varias doencas. Ainda ndo foi estudado o
efeito do licopeno sobre o déficit cognitivo no modelo de isquemia cerebral e a
sinalizacdo intracelular envolvida nesse efeito. O presente estudo visa avaliar um
possivel efeito do licopeno e a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
acao anti-inflamatérias em camundongos submetidos a isquemia cerebral focal

permanente.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito do licopeno induzido pela oclusdo permanente da artéria
cerebral média (pPMCAO) sobre o dano neuronal e déficit de memdria e 0s mecanismos

de protecdo em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

e Em animais submetidos a oclusao da artéria cerebral média (pMCAOQ) e tratados
com licopeno, avaliar:

e A areade infarto isquémico e os déficits sensorios-motores

e Os déficits de memdria trabalho, espacial, episodica e aversiva

e A resposta inflamatdria pela imunomarcacdo do GFAP, Iba-1 e TNF-a.

e Avaliar o efeito do licopeno sobre a expressio do NF- kB, GSK3-B e do
marcador sinaptico, sinaptofisina por Western Blot

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais
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Foram utilizados camundongos Swiss adultos, machos, com peso entre 25 e 30g,
provenientes do biotério central do Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceara
(UFC) e Mantidos no biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia,
Faculdade de Medicina, UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
apropriadas, forradas com raspas de madeira, com ciclo de claro/escuro de 12 h/12 h e
alimentados com racdo padréo e agua a vontade.

No que se refere aos cuidados com o0s animais, este estudo seguiu 0s principios
éticos da experimentacdo animal estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) sob nimero 029/16.

4.2 Drogas

Licopeno (SIGMA, EUA); Cloridrato de Xilazina 2% (Kensol® Laboratérios
Konig S.A, Argentina); Cloridrato de Ketamina 5% (Vetanarcol®, Laboratérios Konig

S.A, Argentina). Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico.

4.3 Protocolo experimental

Os animais foram divididos inicialmente em 7 grupos ilustrados na (Tabela 1). O
licopeno foi dissolvido em uma solucdo de 2% de Tween 80 em solucdo salina
(veiculo). Foram realizados 3 protocolos experimentais como descrito a seguir
protocolo (1, 2 e 3). Imediatamente apds os testes comportamentais os animais foram
eutanasiados por decaptagéo para a realizacdo do TTC ou Western Blotting (Protocolo 1
e 3) ou anestesiados com tiopental sdédico (10mg/kg) e perfundidos com
paraformaldeido (protocolo 2) destinados a técnica de imunohistoquimica. Os
protocolos 2 e 3 foram realizados utilizando apenas 0s grupos de animais que recebaram

o licopeno nas doses com que responderam ao protocolo 1.

Tabela 1. Grupos Experimentais
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Grupo Experimental Tratamento Dose

FO (Falso Veiculo (Tween80a2%) -
operado

FO Lic 20 Licopeno 20mg/kg v.o

pMCAO Veicuo e
(Ocluséo permanente da

artéria cerebral média)

pMCAO Lic 2 Licopeno 2 mg/kg v.o
pMCAO Lic 10 Licopeno 10mg/kg v.o
pMCAO Lic 20 Licopeno 20mg/kg v.o
pMCAO Lic 40 Licopeno 40mg/kg v.o

— Administracdo do licopeno P/ todos protocolos

—————————————— Protocolo 1 (N=6)

............... Protocolo 2 (N=10) [ TNF-a } [ GFAP ] [ lba 1 ]

"""""""" Protocolo 3 (N=10) NF-KB [ GSK3-B ] [Sinaptofisina] -

~— Realizadas apos a eutanasia
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4.4 Isquemia cerebral focal permanente por oclusdo da artéria cerebral média
(PMCAO) (TAMURA et al., 1981)

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

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

descritos para isquemia, exceto a eletrocauterizagdo da artéria cerebral média (Figura 4).

Figura 4: Eletrocauterizacdo da artéria cerebral média
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Arte: Jéssica Rabelo
4.5 Avaliacéo do infarto isquémico - cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC)

A coloragdo com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC) foi descrita
primeiramente por Jestaedt e Sandritter (1959) para quantificacdo da area de infarto do
miocardio. E neste trabalho foi utilizada para identificar e quantificar as regides de
infarto decorrentes da isquemia cerebral focal. O TTC € um sal que recebe um proton da
succinato desidrogenase na membrana interna da mitocdndria, o que o reduz para uma

forma insoluvel, o formazam, com coloragdo avermelhada que se deposita nas células
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viaveis. As células da regido de infarto ndo possuem mitocondrias viaveis, ndo havendo
a formacdo da coloracdo vermelha e, portanto, apresentando-se com a cor pélida.

Vinte e quatro h ap6s a isquemia os animais foram eutanasiados por decapitagdo
e seus cérebros foram removidos, cortados e conservados em salina gelada até o
momento da coloracao, os cérebros foram fatiados na espessura de 2 mm e imersos em
solucdo de 2% de TTC a 37°C por 30 min. Em seguida, as fatias tiveram suas imagens
digitalizadas em alta resolugéo, sendo analisadas as areas de infarto e as &reas totais
para os calculos das respectivas percentagens. A andlise foi realizada utilizando-se o

software Image J.

4.6 Avaliacao Neuroldgica

A avaliacdo sensério-motora foi realizada 24 h apds a isquemia. Os achados
neuroldgicos foram pontuados utilizando uma escala previamente descrita por Garcia e
colaboradores (1995).

Os parametros avaliados foram: a atividade espontanea, que analisa a habilidade
do animal de se aproximar das paredes de uma arena circular de polipropileno (30cm de
diametro), explorando o ambiente; a simetria do movimento das quatro patas, que
analisa se 0 animal ao ser segurado pela cauda e suspenso no ar possui simetria dos
quatro membros; o estiramento das patas dianteiras, que avalia se o animal caminha
sobre as patas dianteiras na borda de uma mesa; a escalada, que analisa a capacidade do
animal de subir e agarrar firmemente uma grade de ferro ou de fazer movimentos
circulares; a propriocepgdo corpérea na qual o animal é tocado com uma pinca em
ambos os lados do corpo e sua reacdo é observada, para a avaliacdo da resposta
sensorial; e a resposta ao toque da vibrissa, no qual a pinca toca as vibrissas em ambos
os lados do animal.

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

parametro analisado (Tabela 2).



Tabela 2 — Escala utilizada para a avaliagdo neuroldgica.

Atividade
espontdnea

0

1

2

3

Animal sem
movimento

Animalnéo se
ergue e
raramentese
movimenta

Animalse
movimenta,
mas ndo se
aproximados
trés ladosda
caixa

Animalse
movimenta,
mas ndo se
aproximados
trés lados da
caixa

Simetriado
movimento das
quatro patas

Contralateral:
Sem
movimento

Contralateral:
raros
movimentos

Contralateral:
Movimentos
lentos

Ambos os lados
se movem
simetricamente

Estiramentodas
patasdianteiras

Contralateral:
raros
movimentos

Contralateral:
Movimentos
lentos

Ambos os lados
se movem
simetricamente

Escalada/
Preenséo

Animal falhou
em escalare
exibiu
movimentos
circulares

Contralateral
com
dificuldadede
subire garrara
grade

Animal escala
normalmentee
agarraa grade

Propriocepgéo Contralateral: | Contralateral< Resposta
corporea Sem resposta ipisilateral simética
Resposta ao toque | .... Contralateral: | Contralateral< Resposta
da vibrissa Sem resposta ipisilateral simétrica

Fonte: Adaptado de Garcia et al., 1995.

4.7 Avaliacdo da atividade locomotora - Teste do Campo Aberto
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O teste do campo aberto foi originalmente descrito por Hall (1934), para analisar

o estado emocional em ratos. O teste utilizado nesse trabalho foi baseado no modelo de

Broadhurst (1957) e foi utilizado com o intuito de aferir a capacidade locomotora dos

animais. O campo aberto consiste de uma arena quadrada (30 x 30 x 15 cm) de acrilico

preto com o piso dividido em nove quadrantes iguais (Figura 5). No teste o animal foi

colocado na arena e deixado para explorar 0 ambiente por 5 min, durante este periodo

foi registrado o numero de quadrantes atravessados pelo animal (nimero de

cruzamentos), nimero de vezes que o animal se levantou para explorar o ambiente,

mantendo-se suspenso apenas pelas patas traseiras, caracterizando o comportamento

exploratério do tipo rearing. A arena foi limpa com alcool a 20% apds cada animal ser

retirado, para evitar interferéncia do cheiro de urina e fezes no teste.
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Figura 5 — Arena do Campo Aberto

Fonte: LNC

4.8 Avaliagcdo da memoria de trabalho - Teste do labirinto em Y

A memo©ria operacional ou de trabalho foi avaliada através do teste do labirinto
em Y. O labirinto em Y é composto por 3 bragos de madeira com 16 cm de altura, 5 cm
de largura e 40 cm de comprimento (Figura 6). Nesse teste, o animal é colocado no
labirinto e deixado explorar por 8 min (Sarter et al., 1988). Os animais apresentam forte

tendéncia de alternar a entrada nos diferentes ambientes.

Figura 6 - Labirintoem Y.

Fonte: LNC.
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Para a avaliacdo da memoria os bracos foram numerados. O animal foi colocado
no aparelho, no brago 1, e durante 8 min o numero do braco que o animal entrou foi
anotado em sequéncia. Foi considerado acerto cada vez que o animal entrou em 3
diferentes bracos sem repeticdo. O resultado foi expresso em porcentagem e obtido

através da seguinte formula:

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

O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos controle,
indicando que os animais podem se lembrar em qual braco eles entraram por Ultimo
(Stone et al., 1991). Entre cada sesséo, o labirinto foi higienizado com uma solucéo de

alcool a 20% e secado com toalhas de papel.

4.9 Avaliacdo da memdria episddica — Teste do Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos é baseado na tendéncia natural dos animais
buscarem o novo. Durante o treino o animal foi colocado numa arena quadrada (30 x 30
x 15 cm) de acrilico preto contendo dois objetos iguais (Ol) e, durante 10 min, ele podia
explorar o ambiente e os objetos (Figura 7A). Ap6s 1 h, um dos objetos iguais foi
substituido pelo objeto novo (ON) e o animal foi colocado novamente na arena (teste)
(Figura 7B). Durante 5 min o tempo que o animal utilizou explorando cada um dos
objetos foi anotado. O resultado foi expresso como indice de reconhecimento e foi
obtido através da seguinte formula matematica: (tempo ON — tempo Ol)/ (tempo ON+

tempo Ol).

Figura 7: Arena com objetos
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Fonte: Autoria propria

4.10 Avaliacdo da memoria espacial - Teste do Labirinto Aquatico

Nesta versdo do labirinto aquatico os roedores aprendem a nadar a uma distancia
mais curta possivel das bordas de um tanque de dgua para uma plataforma escondida
abaixo da superficie. Eles aprendem guiados por pistas nas paredes ou outros estimulos
visuais externos ao tanque. Esta tarefa espacial € dependente do hipocampo.

O animal foi colocado de forma aleatoria em uma piscina circular (90 cm de
diametro e 60 cm de profundidade) contendo &gua turva (30 cm de altura) com tinta
branca ndo toxica a 26 °C, dividida espacialmente em quatro quadrantes, devendo
encontrar uma plataforma (7cm de didmetro) submersa 2cm (Figura 8). O animal teve
60s para achar a plataforma (que permaneceu no mesmo local em todos os treinos) e la
permaneceu por 10s. Este treino foi realizado quatro vezes por dia com intervalos de
30s entre os treinos, durante dois dias (aprendizagem) e 48h ap6s o ultimo treino, o0s
animais foram submetidos ao teste, agora sem a plataforma, onde foi avaliada a
aquisicdo da memoria. Na ocasido, o animal permaneceu na piscina por 60s e foi
registrado o tempo em que o animal permanece no quadrante em que a plataforma
deveria estar, 0 tempo de laténcia para encontrar o local da plataforma e o numero de
vezes em que ele cruzou o local exato da plataforma.
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Figura 8: Arena Water Maze

Fonte: Autoria propria.

4.11 Avaliagdo da memoria aversiva — Teste da Esquiva Passiva

O teste de esquiva passiva envolve o aprendizado de evitar o choque reprimindo
a tendéncia natural do animal de explorar o ambiente, um componente aversivo que
constitui uma resposta condicionada.

O aparelho consiste de uma caixa de acrilico (48 x 22 x 22), com 0 piso
constituido por uma plataforma e uma grade eletrificada (Figura 9). O animal foi
colocado na plataforma e deixado para ambientacdo no aparelho durante um 1 minuto, e
depois retirado. Apés 30 segundos, o animal foi colocado novamente na plataforma. O
animal ao descer da plataforma recebeu um choque de 0,5 mA, durante 1 segundo, com
o tempo de laténcia para entrar sendo registrado, até um maximo de 5 min (treino).
Retirou-se o animal e ap6s 15 min este foi colocado novamente na plataforma e
registrou-se a laténcia de descida (avaliagdo da memdria recente). A retencdo do
aprendizado (avaliacdo da memoria tardia) foi testada apos 24 h, quando o animal foi
colocado na plataforma e o tempo de laténcia para a descida da plataforma foi

registrada, nessa etapa o animal nédo recebe o choque.

Figura 9: Aparelho de Esquiva Passiva
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Fonte: Insight LTDA.

4.11.1 Preparo da amostra para avaliacdo da expressao de sinaptofisina através da

técnica de Western blot

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

bovina utilizada como padrao.

4.11.2. Preparo da amostra para a avaliacio da expressiao de NF KB e GSK-3p

Na marcacdo de NF- B foi utilizadoo extrato total tecidual do tecido cortical e
do tecido estriatal, estes foram homogeneizados em 100 pl de tampé&o de lise (Iml de
tampé&o de lise + 10 uM de PMSF+ Inibidor de protease 0,1%) para cada 10 mg de

tecido a 4°C, com o intuito de garantir a total lise foram agitados gentilmente a 4°C por
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1 hora em agitador de placas, apos a agitacdo foram centrifugados a uma velocidade de
12000 RPM por 15min (WANG et al., 2015).

4.11.3 Avaliacdo da expressao de sinaptofisina, NF-kB e GSK-3p

As amostras foram desnaturadas por adicdo de um tampdo contendo — Tris 125
mM, glicerol 20%, DTT 100 mM, SDS 4%, e de Azul de Bromofenol 0,02% - seguida
de aquecimento a 90 °C durante 5 min. Quantidades iguais de proteinas totais (50ug
para NF -KB e GSK-3f3 e 20jug para a sinaptofisina) foram aplicadas em cada poco de
gel de poliacrilamida-SDS 12,5 %, utilizando-se o sistema Mini Protean®3Cell (Bio-
Rad, EUA). Adicionou-se tampéo de corrida (Tris 25 mM; Glicina 192 mM e SDS
0,1%) e em seguida iniciou-se a corrida em condicBes constantes de voltagem e
variaveis de miliamperagem por 2 h. Apo6s a separacdo proteica se deu o inicio da
transferéncia (overnight, 100 V, 395 mA) para a membrana PVDF (BIO RAD),
previamente ativada por imersédo em metanol durante 5s, seguida de um a imerséo de 5
min em agua, e finalmente em tampao de eletrotransferéncia (Tris 25 mM; Glicina 192
mM e Metanol 20 %) durante 5 min.

Apos a transferéncia as membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 5 %
em TBS-T por uma hora, sob agitacdo, a temperatura ambiente. Em seguida as
membranas foram incubadas em TBS-T overnight contendo os seguintes anticorpos
primarios: NF-xB (rabbit 1:1000, Santa Cruz Biotechnology,CA); GSK3-B (goat,1:800,
ABCAM); Sinaptofisina (rabbit 1:2000, SIGMA).

A seguir, as membranas foram lavadas com TBS-T (3 lavagens) e incubadas
com anticorpos secundarios marcados com peroxidase: anti-lgG rabbit (1:3000; BIO
RAD) e anti-IgG goat (1:2000; SIGMA) por 1 hora. Ap6s esse periodo as membranas
foram novamente lavada com TBS-T (3 lavagens) e entdo incubadas com ECL
(Enhanced Chemi-Luminescent substrate, BIO RAD, EUA) de acordo com
especificacbes do fabricante. A deteccdo foi realizada utilizando o aparelho
fotodocumentador Quemi-Doc (BIO RAD) e analisadas pelo software Image Lab (BIO
RAD). Os resultados foram expressos como intensidade relativa entre as bandas das

proteinas analisadas.

4.12. Avaliacéo da astrogliose e microgliose atraves da imunomarcacdo com GFAP
e Iba 1.
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A avaliagdo da ativagdo de astrocitos foi feito pela imunomarcacdo com o
anticorpo para GFAP (Glial fibrillary acidic protein) (Sigma-Aldrich) e a microgliose
IBALl(Wako laboratory chemicals) esta proteina ligada ao célcio é expressa por
macrofagos /microglia e superexpressa na ativacdo dessas células.

Os animais foram perfundidos através do ventriculo esquerdo com salina
gelada, seguido de paraformaldeido a 4% em PBS. Os cérebros foram removidos e pos-
fixados com formol tamponado por 24 h, apds esse periodo foram armazenados em
solucéo crioprotetora de sacarose a 30% em geladeira. O tecido foi cortado no criostato,
as fatias de 30 um foram armazenadas em placa de 24 pocos com solucéo tampéo PBS e
0,01% de azida sodica. Foram selecionadas trés fatias de cada animal, aleatoriamente,
ao longo da area da lesao

As fatias foram lavadas trés vezes em PBS por 5 min e depois simultaneamente
permeabilizadas e bloqueadas com TBS (0,05 M) Tampdo Tris base com 150 mM de
NaCl, pH 7,2) contendo 0,2 % Triton X-100 e 10 % de soro de cabra, por 1 hora a
temperatura ambiente (TA). Em seguida, foram incubadas, free-floating, com os
anticorpos primarios preparados em solucdo de bloqueio (anti-GFAP, 1:500, mouse
policlonal, Sigma-Aldrich,) ou anti-lbal, 1:1000, rabbit, policlonal, Wako) overnight a
TA e depois lavadas 3 vezes por 10 min cada em PBS. Posteriormente, foi realizada a
incubacdo por 2 h em TA com o0s anticorpos secundarios (goat anti-mouse ou goat anti-
rabbit, conjugado com o fluorocromo Alexa Fluor 594 (Invitrogen, Portugal) e
fluorocromo Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Portugal) respectivamente, diluido a 1:200
em solucdo de bloqueio. Apds serem lavadas mais 3 vezes em PBS as fatias foram
montadas em laminas gelatinizadas usando o meio de montagem fluoromount (Sigma-
aldrich) e deixadas secar protegidas da luz. A visualizacédo foi realizada no microscopio

de fluorescéncia Zeiss Axiovert 200.

4.13 Avaliagédo da imunoreatividade para TNF-a

Quatro dias ap6s pMCAO, os animais (n=4/grupo), foram anestesiados com
xilazina (10mg/kg) e ketamina (90mg/kg) por via intraperitoneal e perfundidos
transcardialmente com salina, seguido por paraformaldeido a 4% em PBS. Os cérebros
foram removidos e fixados com formol tamponado durante 24 h e armazenados em

sacarose a 30% (4°C), até a realizacdo dos cortes. Os cortes coronais do coOrtex e
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estriado foram feitos em um criostato (Leica CM3050 S, Heidelberg, Alemanha) a -21
°C, e armazenados free floating em PBS (4°C) numa série de “um em seis” de 50 mm
(300 mm de intervalo).

Para a realizacdo da técnica de imunohistoquimica, as fatias cerebrais foram
lavadas trés vezes durante 10 min (cada) com PBS e incubadas (PBS + 10% de metanol
e 1,05% de peroxido de hidrogénio), durante 40 min a temperatura ambiente, para
bloguear a atividade da peroxidase endégena. Depois de lavar 3 vezes durante 10 min
(cada) com PBS e tendo bloqueadas as ligacGes inespecificas com soro normal de cabra
em PBS a 10% suplementado com Triton X-100 (solucdo de blogueio) durante duas h a
temperatura ambiente, as secgdes foram incubadas com os anticorpos primarios (anti-
TNF-a,1: 250, Santa Cruz Biotechnology) diluida em solugdo de blogqueio a 4°C durante
48 h. As seccdes foram entdo lavadas trés vezes durante 10 min, em PBS e
subsequentemente incubadas com conjugado de avidina-biotina-peroxidase (coloragédo
Sistema ABC, Santa Cruz Biotechnology), durante 30 min. Apds a lavagem, as laminas
foram incubadas com anticorpo de cabra anti-coelho biotinilado (anticorpo secundario),
diluido 1:500 em solucédo de bloqueio. Como revelador foi utilizado o DAB. As fatias
foram montadas em entellan (Merck, Alemanha), e visualizadas sob um microscopio
(Nikon Elipse E200) com aumento de 400x. Foram selecionadas trés fatias de cada
animal, aleatoriamente, ao longo da area da lesdo e a quantificacdo das células foi
realizada utilizando o software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA). As células foram
consideradas positivas para TNF-a quando apresentaram uma coloragdo acastanhada.

Os resultados foram expressos por densitometria dptica.

4.14 Andlise estatistica

Antes da realizacdo dos testes estatisticos foi feito o teste de normalidade para a
distribuicdo de frequéncia de dados. No caso de distribuicdo normal foram usados os
testes paramétricos (ANOVA, Bonferroni e Tukey) em caso negativo foram feitos os
testes ndo paramétricos (Kruskall-Wallis ou Man-Whitney). Valores expressos por
média £EPM ou mediana (min-max).

O critério de significancia utilizado foi de p < 0,05. O software de anélise
usado foi Graph Pad Instat® 5.0.
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5 RESULTADOS
5.1. Efeito do licopeno sobre o dano isquémico dos animais submetidos a pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAO apresentaram dano isquémico observado
através medida da porcentagem de areas sem atividade mitocondrial 24 h apds a
isquemia. A porcentagem de area nos animais isquemiados foi significativamente maior
em relagcdo aos animais falso-operados (FO: 1,0 (1,0-1,0) %; pMCAO: 10,7 (5,8-16,4)
%). O tratamento com o licopeno na dose de 20 mg/kg foi capaz de diminuir
significativamente a area isquémica quando comparados com 0s animais isquemiados
(PMCAO + LIC2: 8,3 (7,1-11,5) %; pMCAO+LIC20: 5,75 (5,0-7,5) %) (Figura 10 e
11).

Figura 10. Fotografia das fatias cerebrais submetidas a coloracdo com TTC 1 %. As areas isquémicas,

nas quais as células viaveis correspondem as regides palidas, sem coloragdo.
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FO pMCAO
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Figura 11. O Licopeno protege do dano neuronal isquémico em camundongos submetidos a pMCAO

(n=6/grupo).
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO),
tratados 2 h apds com licopeno e a area do infarto isquémico avaliada 24 h depois. Os valores
representam a mediana (MIN-MAX). 2vs FO, "vs pMCAO, p<0,005. Teste de Mann-Whitney para

comparacéo entre dois grupos.
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5.2 Avaliacdo neuroldgica dos animais submetidos a pMCAO e tratados com

licopeno.

A avaliagéo

neurolégica foi realizada 24 h apds a cirurgia onde os animais

isquemiados apresentaram déficit sensorio-motor significativo (FO: 18 (17-18) escores;

PMCAQO: 13 (13-15) escores. Os animais tratados com o licopeno, na dose de 20 mg/kg,

obtiveram melhora no desempenho sensério-motor em rela¢do aos animais isquemiados
(escores- pMCAOLIC2: 12,5 (10-15); pMCAOLic10: 13(12-15); pMCAOLIC20: 15

(15-16) (Figura 12).

Figura 12. O licopeno (20 mg/kg) melhora os déficits sensorio-motores em camundongos submetidos a

pMCAO (n=6/grupo).
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAQ),

tratados 2 h apds com licopeno e a avaliagdo neurolégica 24 h depois. Os valores representam a mediana
(MIN-MAX). ®vs FO, "vs pMCAO, p<0,005. ANOVA, seguido do Teste Tukey.
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5.3 Efeito do licopeno sobre a atividade locomotora de camundongos submetidos a
pMCAO.

A avaliacdo da atividade locomotora dos animais foi realizada através do teste
de campo aberto, 72 h ap6s a inducdo de pMCAO, onde se observou a exploragédo
horizontal (nimero de cruzamentos) e vertical (rearing) dos animais. Os animais
isquemiados apresentaram maior nimero de cruzamentos em relacdo aos animais falso-
operados (nimero de cruzamentos- FO: 104,4+9,3; FO+LIC20: 86,5+5,7; pMCAO:
116,6+10,92). Ndo foram observadas diferenca comparando aos animais isquemiados e
animais tratados com licopeno (numero de cruzamentos-pMCAO +LIC20:
124,5+11,74; pMCAO+LIC40:128,6+14,12) (Figura 12). Na avaliagcdo da exploragdo
vertical foi observado uma diminuicéo significativa do nimero de rearings nos animais
isquemiados em relacdo aos animais falso-operados (nimero de rearing- FO: 6,4+1,9;
FO+LIC20: 15,18+ 2,45; pMCAO: 1,13+ 0,29) e o tratamento com o licopeno 20 mg/kg
foi capaz de proteger essa alteracdo (nimero de rearings-LIC20: 7,21+2,0 numero de
rearings; LIC40: 2,78+1,12 namero de rearings) (Figura 13).

Figura 13. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre o nimero de cruzamentos e exploracdes verticais no
teste do campo aberto de camundongos submetidos a pMCAO (n=8/grupo)
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO),
tratados 2 h apds com licopeno e nos 3 dias seguintes, sendo a atividade locomotora avaliada 3 dias apds
PMCAO. Os valores representam a média + EPM.%vs FO, "vs pMCAO. p< 0,005, ANOVA, seguido do
teste de Tukey.
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5.4 Efeito do licopeno sobre a memoria de trabalho de camundongos submetidos a
pMCAO.

Na memoria de trabalho, avaliada pelo teste do labirinto em Y, realizado 72 h
apos a cirurgia, os animais isquemiados apresentaram um déficit de memoria em relagéo
aos animais falso-operados (FO: 65,7 (58,6-70,6) %; FO+LIC20: 59,2 (44,4-73,5) %);
pMCAO: 50,4 (37,1-65,7) %). Esse déficit foi prevenido significativamente pelo
tratamento com o licopeno na dose de 20 mg/kg (PMCAO+LIC20: 67,8 (50,0-83,3) %;
pMCAO+LIC40: 59,6 (37,5-75,5) %) (Figura 14).

Figura 14. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memoria de trabalho de camundongos submetidos
a pMCAO (n=8/grupo).
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (PMCAO) e tratados 2 h
apo6s com licopeno e nos 3 dias seguintes, sendo a memoria de trabalho avaliada apds 3 dias apds
PMCAO. Os valores representam a mediana (MIN-MAX). ®vs FO, "vs pMCAO, p<0,005. ANOVA,
seguido do teste de Tukey.
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5.5 Efeito do licopeno sobre a memoria episédica avaliada através do teste de

reconhecimento de objetos em camundongos submetidos a pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAO apresentaram déficit na habilidade de
reconhecer um novo objeto, avaliado 96 h apds a isquemia, em relacdo aos animais
falso-operados (IR- FO: 0,35 (0,05-0,54); FO+LIC20: 0,33 (0,15-0,64); pMCAO: 0,02
(-0,13-0,36) apresentando menor indice de reconhecimento. O tratamento com o
licopeno na dose de 20 mg/kg diminuiu significativamente este déficit (IR-
pMCAO+LIC20: 0,34(0,0-0,53); pMCAO+LIC40: 0,0 (-0,09-0,19)) (Figura 15).

Figura 15. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a meméria episodica avaliada através do teste de

reconhecimento de objetos de camundongos submetidos a pMCAO (n = 8/grupo).
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h
apos com licopeno e 4 dias seguintes sendo a memoria episodica avaliada apés 4 dias de pMCAO . Os
valores representam a mediana (MIN-MAX). ®vs FO, "vs pMCAO, p<0,005. Teste de Kruskal-Wallis.
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5.6 Efeito do licopeno sobre a memdria espacial de camundongos submetidos a
pMCAO.

No teste de labirinto aquatico de Morris podemos avaliar a capacidade de
aprendizado dos animais avaliando a laténcia para alcancar a plataforma nos dias de
treino. Nossos resultados mostraram que o0s animais isquemiados tiveram maior
dificuldade de aprendizado em relacdo aos animais falso-operados, diferindo
estatisticamente no segundo dia treinos quando comparamos 0s grupos, como podemos
observar na figura 16 (treino 5: FO: 23,3+6,0s; pMCAO: 60,0£0,0s; treino 6: FO:
20,7£8,3 s; pMCAO: 55,3+4,7 s; treino 7: FO: 21,3£7,1 s; pMCAO: 57,8+2,2 s; treino
8: FO: 18,946,6 s; pMCAO: 60,0+0,0 s). O tratamento com a licopeno foi capaz de
prevenir a deficiéncia de aprendizado induzida pela pMCAO nos treinos 7 e 8 em
relacdo ao pMCAO (treino 7: LIC20: 19,55 £ 4,98 s; treino 8: LIC20: 14,82 + 2,88s).
(Figura 16).

Figura 16. Efeito do licopeno (20mg/kg) sobre o aprendizado avaliada através do tempo de laténcia nos

treinos para alcancar a plataforma de camundongos submetidos a pMCAO (n= 8/grupo).
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h
e 4 nos 4 dias seguintes com licopeno sendo o aprendizado na memdria espacial 2 e 3 dias ap6s pMCAO..
Os valores representam a média+tEPM. ®vs FO, ®vs pMCAO, p<0,005. ANOVA, seguido do teste de
Tukey.

Na retencdo da memoria espacial, avaliada 120 h depois da cirurgia foram

avaliados os parametros de laténcia para atingir a plataforma, nimero de cruzamentos e
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tempo de permanéncia no quadrante. Podemos observar que 0s animais isquemiados
tiveram um déficit de memoria espacial em relacdo aos animais falso-operados nos
parametros de laténcia (FO: 7,63£2,95s; FO+LIC20: 4,86+1,05 s; pMCAOQO: 21,6+3,83
s), numero de cruzamentos (FO: 4,85+£0,41; FO+LIC20: 5,0+0,47; pMCAOQ: 3,27+0,39)
e tempo de permanéncia no quadrante (FO: 18,11+1,8 s; FO+LIC20: 13,7+2,5s;
pMCAO: 8,4+1,4s). O tratamento com o licopeno na dose de 20 mg/kg conseguiu
diminuir significativamente o déficit de memoria espacial nos trés parametros, a dose de
40 mg/kg diminui o parametro de numero de cruzamentos (Laténcia: pMCAO+LIC20:
9,55+ 3,03s; pMCAO+LIC40: 15,3+6,6s/Numero de cruzamentos; pMCAO+LIC20:
5,64t 0,41; pMCAO+LIC40: 6,0+ 0,71/Tempo de permanéncia no quadrante;
pPMCAO+LIC20: 16,18+2,02s; pMCAO+LIC40: 14,5+2,63s) (Figuras 17, 18 e 19,

respectivamente).

Figura 17. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a meméria espacial, avaliada através do
parametro laténcia para alcancar a plataforma, de camundongos submetidos a pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h
e 4 dias seguintes com licopeno sendo a laténcia da memdria espacial avaliada apos 5 dias de pMCAO.
Os valores representam a média + EPM. ®vs FO, "vs pMCAO, p<0,005. ANOVA, seguido do teste de
Tukey.
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Figura 18. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memoria espacial, avaliada através do

pardmetro nimero de cruzamentos, de camundongos submetidos a pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h
e 4 dias com seguites com licopeno sendo avaliados o n° de cruzamentos apds 5 dias de pMCAO. Os

valores representam a média + EPM. ?vs FO, Pvs pMCAO.p<0,005. ANOVA seguido do teste de Tukey.

Figura 19. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memoria espacial, avaliada através do

pardmetro tempo de permanéncia no quadrante, de camundongos submetidos a pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (PMCAO) e tratados 2 h

e nos 4 dias seguintes com licopeno sendo avaliados pelo tempo de permanéncia no quadrante apés 5 dias
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de pMCAO. Os valores representam a média + EPM. ®vs FO, "vs pMCAO, p<0,005. ANOVA, seguido
do teste de Tukey.

5.7 Efeito do licopeno sobre a memdria aversiva de camundongos submetidos a
pMCAO.

As memorias aversivas recente e tardia foram avaliadas através do teste da
esquiva passiva, 72 e 96 h apds a cirurgia, respectivamente. Os animais submetidos a
pPMCAO apresentaram um déficit da memdria aversiva recente (FO: 167,9+23,99 s;
FO+LIC20: 112,74£19,64 s; pMCAO: 55,63£15,98 s) e tardia (FO: 196,0+22,5 s; FO+
LIC20: 192,6+33,05s; pMCAO: 26,11+8,12s) em comparacdo aos animais falso-
operados. O licopeno preveniu o déficit de memoria tardia na dose de 20mg/kg, apesar
de ndo ter protegido contra os déficits de memoria aversiva recente em nenhuma das
doses (MR; pMCAO+LIC20:99,47+20,23s; pMCAO+LIC40:97,88+17,07s/ MT
PMCAO+LIC20: 177,8+27,86s; pMCAO+LIC40: 98,75+34,35s) (Figura 20).

Figura 20. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memoria aversiva de camundongos submetidos a
pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (PMCAO) e tratados 2 h
apos e 4 dias seguintes com licopeno sendo a laténcia avaliada 5 dias apdés pMCAQ. Os valores
representam a média = EPM. ®vs FO. MR p<0,005, MT p<0,005. ANOVA, seguido do teste de Tukey.
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5.8 Efeito do licopeno sobre a ativagdo de astrdcitos evidenciada através da
imunomarcacao com GFAP no cortex temporal de camundongos submetidos a
pMCAO.

Os animais isquemiados apresentaram aumento na ativacgao astrocitaria (GFAP)
evidenciada pelo aumento da média de intensidade de fluorescéncia no cértex temporal
5 dias apds a isquemia e o tratamento com o licopeno na dose de 20 mg/kg diminui essa
ativagdo (FO: 100,0+16,65%; FO+LIC20: 89,65+27,59%; pMCAO: 229,7+29,33%;
PMCAO+LIC20: 157,4+17,79%) (Figura 21 e 22).

Figura 21. Imagens representativas do efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a ativacdo de astrdcitos

(GFAP) no cértex temporal de camundongos submetidos a pMCAO.
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Figura 22. Efeito do licopeno sobre a ativagao de astrocitos (GFAP) no cdrtex temporal de camundongos
submetidos a pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (PMCAO) e tratados 2 h
ap6s. Os valores representam a média + EPM. 2vs FO, "vs pMCAO, p=0,0118. ANOVA, seguida do teste
de Tukey.
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5.9 Efeito do licopeno sobre a ativacdo de microglial evidenciada através da
imunomarcacdo com lba-1 no cortex temporal de camundongos submetidos a
pMCAO.

Os animais isquemiados apresentaram aumento na ativacdo microglial
evidenciada pelo aumento da média de intensidade de fluorescéncia correspondente ao
Iba -1 (figura 23) no cortex temporal 5 dias apos a isquemia e o tratamento com o
licopeno na dose de 20 mg/kg ndo reduziu essa ativacdo (FO: 99,62+ 5,32%;
FO+LIC20: 99,11+6,870 %; pMCAO: 128,9 +7,696 %; LIC20: 110,3+3,612 %) (Figura
24).

Figura 23. Imagens representativas do efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a ativagdo de

astrécitos (GFAP) no cortex temporal de camundongos submetidos a pMCAO.
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Figura 24. Efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a ativacdo de microglia (Iba-1) no cértex temporal de

camundongos submetidos a pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h
e nos 4 dias seguintes. Os valores representam a média + EPM. °vs FO, p=0,0195. ANOVA, seguida do
teste de Tukey.
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5.10 Efeito do licopeno sobre a imunoreatividade de TNF-a no corpo estriado e
cdrtex de camundongos submetidos & pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAO apresentaram um aumento dos niveis de TNF-
a no corpo estriado (FO: 100+14 %; pMCAOQO: 271+6,9%) 0 mesmo ndo ocorreu no
cortex (FO: 97,67+8,3%; pMCAO: 105,3+3,45%). O tratamento com o licopeno foi
capaz de diminuir o aumento de TNF-a induzido pela pMCAO (Corpo estriado:
PMCAO+LIC20: 133,3+9,4%/Cortex: pMCAO+LIC20: 69,25+6,76%) (Figuras 25 e
26).

Figura 25. Imagens representativas do efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a imunreatividade

para TNF-a no cortex temporal e no estriado de camundongos submetidos a pMCAO.
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Figura 26. Quantificacdo por densitometria Gtica dos niveis do TNF-a no corpo estriado e cortex de

camundongos submetidos a pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h
e nos 4 dias seguintes com licopeno. Os valores representam a médiatEPM. ®vs FO, "vs pMCAO,
p<0,005. ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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5.11 Efeito do licopeno sobre a expressao de NFkB no corpo estriado e cortex de

camundongos submetidos & pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAOQO apresentaram um aumento significativo da
expressdao de NFxB no corpo estriado e no cértex comparados aos animais falso-
operados (Corpo estriado: FO: 93,67+£12,67 %; pMCAO: 213,0+40,43 %, Cortex: FO:
84,5+4,87 %; pMCAO: 116,3+5,55 %). O tratamento com o licopeno inibiu esse
aumento (Corpo estriado: pMCAO + LIC20: 87,5+11,5; Cortex: pMCAO+LIC20:
51,049,3 %) (Figuras 27 e 28).

Figura 27. Efeito do licopeno sobre a expressdo de NFxB no corpo estriado de camundongos submetidos
apMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (PMCAO) e tratados 2 h
e 4 dias seguintes com licopeno. Representacdo do imunoblot e anélise densiométrica das bandas
representadas. Os valores representam a média+EPM. P<0,005, ®vs FO, ®vs pMCAO, ANOVA, seguida
pelo teste de Tukey.
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Figura 28. Efeito do licopeno sobre a expressdo de NFkB no cortex de camundongos submetidos a
pPMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h
e 4 dias seguintes com licopeno. Representagdo do imunoblot e andlise densiométrica das bandas
representadas. Os valores representam a média+EPM, p<0,005, *vs FO, Pvs pMCAO. ANOVA, seguida
pelo teste de Tukey.
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5.12 Efeito do licopeno sobre a expressdo de GSK-3p no cortex de camundongos
submetidos a pMCAUO.

Os animais submetidos a pMCAOQO apresentaram uma tendéncia ao aumento da
expressao de GSK-3p no cortex comparados aos animais falso-operados (FO:
105,0+18,48%; pMCAOQ: 166,0+24,25 %) e tratamento com o licopeno diminuiu
significativamente esse aumento (0(MCAO +LIC20: 94,25+12,37 %) (Figura 29).

Figura 29. Efeito do licopeno sobre a expressdo de GSK-3B no cértex de camundongos submetidos a
pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h
e 4 dias seguintes com licopeno. Representacdo do imunoblot e anélise densiométrica das bandas
representadas. Os valores representam a média+EPM, p<0,005, , "vs pMCAO. ANOVA, seguida pelo
teste de Tukey.
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5.13 Efeito do licopeno sobre a expressdo de sinaptofisina no corpo estriado e

cortex de camundongos submetidos a pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAO apresentaram uma diminuicéo significativa da
expressao de sinaptofisina no corpo estriado comparados aos animais falso-operados, o
tratamento com o licopeno ndo alterou a diminuicdo (FO:100,0£9,0 %; pMCAO:
39,3346,64 %; pMCAO+LIC20: 30,67+2,40). N&o foram observadas diferencas entre
0s grupos na quantificacdo de sinaptofisina no cortex (FO: 100,0+21,01 %; pMCAO:
119,0+11,42 %; pMCAO+LIC20: 110,0+13,39 %) (Figuras 30 e 31).

Figura 30. Efeito do licopeno na expressdo da proteina sinaptofisina no cortex de camundongos
submetidos a pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (PMCAO) e tratados 2 h
e 4 dias seguintes com licopeno. Representacdo do imunoblot e analise densiométrica das bandas
representadas. Representagdo do imunoblot e andlise densitométrica das bandas representadas por
média+EPM. *vs FO p<0,005,
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Figura 31. Efeito do licopeno na expressdo da proteina sinaptofisina no estriado de camundongos
submetidos a pMCAO.
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Os animais foram isquemiados por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h
e 4 dias seguintes com licopeno. Representacdo do imunoblot e andlise densiométrica das bandas
representadas Representacdo do imunoblot e analise densitométrica das bandas representadas por
média+EPM. p<0,005 *vs FO, "vs pMCAO. ANOVA, seguido do teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

S0 necessarios estudos que visem a pesquisa por drogas que protejam 0s
neurdnios da isquemia e evitem 0 progresso da cascata bioguimica que leva a morte
celular (znou et al., 2008) e que sejam de custo mais acessivel para que possam
ingressar na padronizacdo do SUS como coadjuvantes a terapia trombolitica que
apresenta alto custo.

No presente estudo, demonstramos o efeito neuroprotetor do licopeno nos
déficits de memoria induzidos por pMCAO em camundongos. Nossos resultados
revelaram que o licopeno suprime a resposta inflamatdria e a ativacao glial, e previne o0s
déficits de memoria induzidos por isquemia cerebral.

Dados atuais mostram que uma dieta rica em alimentos fitoquimicos é capaz de
melhorar déficits na funcdo cognitiva tanto de animais e como de humanos relacionados
a idade. Apesar de historicamente o efeito neuroprotetor destas substancias, ser
atribuido a sua acdo antioxidante, atualmente se sabe que a acdo antioxidante ndo é a
unica responsavel pela habilidade de prevenir ou reverter disfuncdes neuronais e déficits
cognitivos. Estudos recentes apontam para diversos outros mecanismos neuroprotetores
em potencial, como acdo anti-inflamatoria, regulacdo de fatores de transcricdo e
inibicdo de proteinas (RENDEIRO et al., 2012).

O licopeno é encontrado naturalmente no tomate e em outras frutas como o
papaia, a goiaba vermelha e melancia (KLIPSTEIN-GROBUSCH et al., 2000). Entre os
carotendides naturais, o licopeno tem a alta capacidade de para eliminar os radicais
livres: sendo 10 vezes maior que o a-tocoferol, 47 vezes maior que B-caroteno e 100
vezes mais que a vitamina E (CONN; SCHALCH; TRUSCOTT, 1991). Além disso,
estudos sugerem que o licopeno tem propriedades como anti-apoptose, anti-inflamatorio
(MILLER et al., 1996); FUJITA et al., 2013). Cerca de 10 a 30 % do licopeno na dieta
é absorvida pelos seres humanos e distribuida em varios tecidos, incluindo glandula
adrenal, figado, prostata, cérebro e testiculos (RAO; ALI, 2007). Foi avaliado o
consumo de 25 g de puré de tomate que equivale a 7 mg de licopeno e 0,3 mg de beta-
caroteno, durante 14 dias consecutivos. Em concluséo, foi observado que pequenas
quantidades de puré de tomate adicionadas a dieta durante um curto periodo de tempo
podem aumentar as concentragdes de carotendides e a resisténcia dos linfocitos ao

estresse oxidativo (PORRINI; RISO, 2000). O licopeno protege camudongos de dano
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causado pela isquemia global transitoria e tem sua neuroprotecdo associada a ativagédo
da via de sinalizacdo Nrf2/HO-1 (LEI et al., 2016).

Em muitos pacientes 0 AVC é causado devido a oclusdo da artéria cerebral
média (MICHALSKI et al., 2011) e mesmo quando a revascularizacdo é bem-sucedida,
0 resultado é por vezes lesdo por reperfusdo (KENT; MANDAVA, 2007). Dentre os
diversos modelos experimentais de isquemia cerebral podemos citar o modelo de
oclusdo da artéria cerebral média de modo permanente ou transitério. O modelo
utilizado no presente trabalho foi de oclusdo permanente da artéria cerebral média
(PMCAOQ). Este modelo esta padronizado e resultados como as alteragdes histoldgicas,
neuroquimicas, comportamentais e a geracao de radicais livres no cérebro de animais ja
estdo comprovados (ASSHAFAQ et al.,, 2011), assim como ativacdo microglial,
astrocitaria e reducdo de proteinas sindpticas em camundongos submetidos a pMCAO
(FONTELES et al., 2016). Sendo por esta razdo um modelo bastante utilizado para
reproduzir experimentalmente eventos que ocorrem no AVC em humanos.

Ao avaliarmos a porcentagem da area isquémica, 24 h ap0s a isquemia, pela
técnica de coloracdo do TTC verificamos que os animais submetidos a pMCAO
apresentaram area isquémica em torno de 10%. Outros trabalhos na literatura tém
demonstrado que ocorre o surgimento de area ou de volume isquémico no cortex e
estriado apés a ocluséo da artéria cerebral média em camundongos e que 0 pico maximo
se observa apos 24 h da indu¢do de pMCAO (WANG et al., 2016, FONTELES et al.,
2016, FERREIRA et al., 2016). Fonteles e colaboradores 2016 verificou o surgimento
de 6% de éarea isquémica em relacdo a area total avaliada, enquanto Ferreira e
colaboradores 2016 verificaram surgimento de 13% de é&rea isquémica. TU e
colaboradores (2010) evidenciaram que volume da area de infarto isquémico cerebral
foi significativamente maior 6 h apos a inducdo de pMCAO, atingindo 0 pico maximo
24 h apos que chega a ser 150 vezes maior que com 6 h, e diminuindo apds 72 h.

Os animais submetidos & pMCAO tratados com licopeno na dose de 20 mg/kg
tiveram reducdo na &rea de infarto isquémico. Estudos demonstraram que a exposicao
prolongada ao licopeno, 31 dias, com dose de 1 mg/kg reduz o dano causado pela
isquemia/reperfusdo do miocardio de ratos (IM). Beneficios esse atribuidos a
capacidade do licopeno de reduzir a peroxidacgéo lipidica induzida por IM e através da
analise histopatologica evidenciar a capacidade do licopeno de reduzir o infiltrado
inflamatdrio, edema e o dano necrético ao musculo cardiaco (BANSAL et al., 2006).

Ratos submetidos ao modelo de MCAOQO transitoria e tratados antes da isquemia e
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reperfusdo com licopeno nas doses 2 mg/kg e 4 mg/kg i.p apresentaram reducdo do
volume de infarto isquémico, avaliado pelo TTC (HSIAO et al., 2004). Tong e
colaboradores em 2016 demostraram que 1 uM de licopeno administrado i.v. reduziu a
area de infarto no miocéardio causada por 20 min de isquemia e 4 h de reperfusdo. Essa
reducdo pode ser atribuida por a capacidade do licopeno atenuar a apoptose induzida
por H,0,, j& que, durante a isquemia, a atividade mitocondrial € inibida pela escassez de
oxigénio e ROS é gerado drasticamente.

A avaliacdo neurologica realizada 24 h apds pMCAO foi realizada pela escala
desenvolvida por Garcia e colaboradores (1995) com o objetivo de observar no modelo
animal de isquemia o0s sinais e sintomas neuroldgicos parecido com os apresentados por
pacientes ap6s um AVC isquémico. No presente trabalho, os animais submetidos a
PMCAO apresentaram déficits neuroldgicos. Embora exista uma recuperacao
espontanea da funcdo neuroldgica, visualiza-se um déficit, 24 h apds a inducdo de
pPMCAO (LI et al., 2008). Estudos anteriores (LIU et al., 2017; FERNANDES et al.,
2014) demonstraram que o modelo de pMCAO provoca alteracdo sensorio motora
qguando avaliamos pela escala de Garcia e colaboradores (1995). O infarto no cortex
cerebral, que podemos observar através da coloracdo com TTC, € uma das causas dos
déficits neuroldgicos observados em animais (LI et al., 2008). No presente trabalho os
animais isquemiados e tratados com licopeno v.o, na dose de 20 mg/kg, apresentaram
menor comprometimento sensério-motor. O trabalho de Lei e colaboradores (2016)
demonstrou que camundongos submetidos ao modelo de ocluséo bilateral das carotidas
tratados com licopeno, 20 mg/kg, i.p, 7 dias antes da cirurgia, possuem menor dano
neurolégico e este efeito se deu através da reducdo de estresse oxidativo e aumento de
GSH. Outro estudo mostrou que o licopeno fornecido na comida (5 mg — 100 g de
comida/ra¢do) aumenta proteinas sinalizadoras antiapoptéticas como bcl2 ap6s 1, 3 e 7
dias de isquemia bilateral das carétidas em gerbil. Assim como, induziu a um aumento
na atividade de SOD e inibiu a apoptose (FUJITA et al., 2013). Ja foi demonstrado que
0 acido retinodico, outro carotendide, administrado 30 min ap6s MCAO, promove
significativa melhora da funcédo neural (LI et al., 2008).

Alguns estudos sugerem que a reducdo do volume da é&rea de infarto é
acompanhada por uma melhoria no quadro funcional (KARELINA et al., 2009)
(CRAFT et al., 2005). Niveis elevados de espécies reativas de oxigénio durante a
cascata isquémica, e 0 subsequente esgotamento das enzimas antioxidantes existentes,

podem resultar numa degradacdo macica dos sistemas de defesa antioxidante
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enddgenos, resultando na incapacidade de proteger os neurdnios dos danos oxidativos
(ALTERMANN et al., 2107). Estudos recentes tém demonstrado que as moléculas
oxidativas formadas nas mitocondrias também podem desempenhar um papel como
mediadores da sinalizacdo molecular, em vias apoptoticas mitocéndria dependente, que
envolvem ligacdo protéica de fatores pro e anti-apoptoticas e a liberacdo de citocromo ¢
(NIZUMA et al., 2010). O efeito antioxidante pode ser um dos mecanismos pelo qual o
licopeno esteja recuperando a funcdo neuroldgica no presente trabalho, visto que
reduzindo o estresse oxidativo e melhorando a resposta anti-apoptotica, o licopeno
protege a progressdo da leséo, reduzindo a area de infarto isquémico e recuperando as
funcBes neuroldgicas.

A atividade locomotora dos animais foi avaliada 72 h apés pMCAO, atraves do
teste de campo aberto, onde verificamos que ndo houve alteragdo na atividade
locomotora quando avaliado o parametro de exploracdo horizontal entre os grupos
estudados. Esses dados corroboram com os achados de Fernandes e colaboradores
(2014), que também ndo observaram aumento do ndmero de crossings no teste do
campo aberto em animais submetidos a pMCAQO. Diversas areas cerebrais sdo afetadas
pela isquemia, dentre elas o cOrtex, o corpo estriado e hipocampo (RICE et al., 1981).
Os déficits motores e de memoria presentes apds a isquemia sdo associados a
diminuicdo do fluxo sanguineo nessas areas (NETTO et al., 1993; NUNN; HODGES,
1994; HODGES et al., 1997; NELSON et al., 1997; ISHIBASHI et al., 2004). O tecido
cerebral é extremamente sensivel a periodos sem aporte de oxigénio, que podem
desencadear a cascata de excitoxicidade, perda da homeostase do Ca?*, inflamacdo e
estresse oxidativo (BROUNS; DEDEYN, 2009). A isquemia promove diminui¢cdo no
nimero de “rearings” que pode ocasionar de uma menor estabilidade postural. SHEN e
WANG (2009) mostraram que 0 movimento exploratorio vertical era mais sensivel a
lesdo cortical promovida pela pPMCAO do que o0 movimento horizontal.

No presente trabalho verificamos que o0s animais submetidos a pMCAO
apresentaram reducéo da exploracao vertical comparados aos animais falso-operados e o
tratamento com licopeno, 20 mg/kg, reverteu essa alteracdo. No estudo de Kumar e
colaboradores (2009) o tratamento com licopeno nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg, v.o0.,
protegia do déficit motor causado pelo 3-acido nitropropiénico e o pré-tratamento com
L- arginina revertia o efeito protetor do licopeno, sugerindo que o efeito protetor do

licopeno, possivelmente, envolve o NO.
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Estudo de Al-Ami e colaboradores (2016) demostraram que ratos expostos ao
cloreto de aluminio que tem o seu deposito cerebral associado a doencas
neurodegenerativas como Doenca de Alzheimer e Doenga de Parkinson, apresentavam
diminuicdo da atividade locomotora e o tratamento com a astaxantina, um carotenoide,
na dose 20mg/kg por 42 dias, preveniu o deficit motor, evidenciado pelo aumento na
distancia percorrida no aparato. O aluminio tem sua toxicidade baseada no estresse
oxidativo, onde ocorre uma exacerbada producdo de ROS (HAN et al., 2013). Neste
trabalho, o tratamento com a astaxantina protegeu os animais através da reducdo de
proteinas oxidantes e formacdo NO.

Pacientes com doenca cerebrovascular ocasionalmente exibem distdrbios
cognitivos, como amnésia e desorientacdo topografica (CAPLAN et al., 1985;
CAPLAN et al., 1990). Portanto, estudamos o efeito do licopeno sobre os déficits de
memoria induzidos pela pMCAO.

Estudos tém demonstrado que o modelo de pMCAO ¢ capaz de induzir déficits
de memoria operacional (CARMO et al., 2014, FERNANDES et al., 2015, FONTELES
et al., 2016). O modelo de memoria operacional baseia-se na tendéncia dos animais de
explorar ambientes novos. Neste tipo de teste, influéncias como componente emocional
ou motivagdo sdo minimizadas, ocorrendo uma dissociacdo entre aprendizagem e
memdria visto que ndo € necessario aprender nenhuma regra (DELLU et al., 1992;
1994). No presente trabalho observamos déficit na memoria de trabalho avaliada pelo
labirinto em Y 3 dias ap6s pMCAO, corroborando com os trabalhos de Zhou e
colaboradores (2014) que demonstraram déficit em memdria de trabalho avaliado apds
MCAO e de Ferreira e colaboradores (2015) que encontram déficit na memoria de
trabalho apds 3 dias de pMCAO. O hipocampo e o cértex pré-frontal estdo envolvidos
neste tipo de memoria. O cértex pré-frontal anatomicamente esta conectado ao
hipocampo ventral e indiretamente ao hipocampo dorsal através do talamo (YOO et al.,
2008). Os neurdnios piramidais do cortex pré-frontal estdo envolvidos no planejamento
das respostas motoras e exigem do hipocampo a capacidade de organiza-las e expressa-
las (FUSTER et al., 1999; JOHANSSON; BELINCHENKO, 2002). Os neur6nios pré-
frontais podem codificar informacgdes relacionadas a eventos de curto prazo e a
componentes especificos de tarefas espaciais (JUNG et al., 1998). O cortex pre frontal e
0 hipocampo sdo vulneraveis ao dano causado pela isquemia. Apos isquemia cerebral
global foi identificado uma reducdo do numero de neurdnios piramidais, reduzindo a
formacéo de espinhas dendriticas (GARCIA-CHAVEZ et al., 2008).
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No presente trabalho o licopeno, na dose de 20 mg/kg, preveniu o déficit na
memoria operacional. Outros estudos tém demonstrado a acdo do licopeno frente a
déficits de memoria operacional. O licopeno, na dose de 4mg/kg v.o, diminuiu o déficit
na memoria de trabalho de animais submetidos a dieta rica em gordura, demonstrando
que o licopeno é capaz de atenuar a reducdo da densidade da espinha dendriticas
induzida pela dieta rica em gordura (WANG et al., 2016). A crocina, um carotendide
como o licopeno, foi capaz de prevenir o déficit de memaria de trabalho no labirinto em
Y em ratos submetidos a modelo de Doenca de Alzheimer esporadico induzido pela
estreptozotocina, sendo esta acdo da crocina de diminuir o estresse oxidativo induzido
pela perturbacdo do metabolismo da glicose induzido pelo STZ (KHALILI; HAMZEH,
2010). Assim como o licopeno, a crocina apresenta reconhecidas atividades
antioxidantes e anti-inflamatdria, mecanismos estes importantes para o combate a
doencas neurodegenerativas.

A tarefa de reconhecimento de objetos envolve uma memoria de trabalho sem
componente espacial. O desempenho dos animais durante a retencdo da memoria reflete
uma modulacdo de processos mnemonicos pos-treinamento (armazenamento e/ou
recuperacdo) (PITISIKAS et al., 2007). A tarefa do reconhecimento de objetos € util
para avaliar regibes especificas, principalmente o hipocampo e cértex perirrinal (WIN-
SHWE; FUJIMAKI; 2011) e alteragdes neuroquimicas produzidas por lesdes. A
integridade do hipocampo estd intimamente relacionada com o reconhecimento de
objetos e o cortex perirrinal com a codificacdo, consolidacdo e recuperacdo da memoria
relacionada a objetos (WINTERS; SAKSIDA; BUSSEY, 2008). Estudos anteriores
envolvendo roedores mostraram que pMCAO induz a déficit mnemdnicos
(WILLING et al.,, 2003; TAMURA et al., 2001). Camundongos submetidos a
hipdxia/isquemia apresentam baixo desempenho no reconhecimento do objeto novo
(MCAULIFFE et al., 2009). Corroborando com nossos resultados que demonstram que
houve uma reducdo no indice de reconhecimento do objeto apos 4 dias de pMCAO.

Nosso estudo demonstrou que o licopeno é capaz de prevenir o dano na memoria
episddica, relacionada a objetos causado por pMCAQ. Outro estudo demonstrou que o
licopeno exerce efeito benéfico sobre os processos de memdria em modelo de Doenca
de Alzheimer induzida pela injecdo de AB-amiloide, por restaurar os niveis de BDNF e
por sua acdo antioxidante (PRAKASH; KUMAR, 2014). A astaxantina, um carotenoide
como o licopeno, protege de déficit na tarefa de reconhecimento de objetos induzida por

traumatismo craniano em camundongos, possivelmente por ativar as vias de sinalizacéo
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protetora, como as vias Akt e ERK (WANG et al., 2010; ZHANG et al., 2014) e
estimulam fatores neurotroficos (JI et al., 2017). Estdos mostram que fatores
neurotroficos, como o BDNF, estdo relacionados a memdria e o aprendizado e podem
proteger 0s neurdnios hipocampais da neuroinflamacdo causada por diversos agentes.

Estudo clinico com pacientes entre 70 e 76 anos sugere que 0 consumo de
carotenoides, incluindo o licopeno, reduz o déficit cognitivo na populacdo idosa, e que
esse efeito se deve, provavelmente, as suas propriedades antioxidantes (AKBARALY et
al., 2007).

A esquiva passiva € um dos modelos mais utilizados para o estudo bioquimico e
farmacoldgico da memoéria. Um modelo robusto que apenas em um treino pode gerar
memorias de longa duracdo para esta tarefa (IZQUIERDO et al., 2006). A esquiva
passiva do tipo “step-down”, quer dizer “descer um degrau”, ¢ baseada no
comportamento natural que os roedores tém de explorar além da plataforma, mas
também de evitar o choque produzido pela grade, o que pode ser chamado de memoria
aversiva (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). Nazari e colaboradores (2016) demonstraram
que o modelo pMCAO induz o déficit de memoria aversiva avaliado através do teste de
esquiva passiva.Outro estudo também identificou que pMCAO causa déficit na
memoria aversiva avaliada pela esquiva “step down”, tanto na avaliacdo do aprendizado
quanto na retencdo da meméria (FONTELES et al., 2016). Esses resultados corroboram
com os achados do nosso trabalho que verificou déficit no aprendizado e na retencédo da
memoria aversiva dos animais isquemiados, avaliados 3 e 4 dias respectivamente ap6s
pMCAO. O hipocampo é considerado o centro do processo de memoéria (WAHL et al.,
1992). Os neur6nios colinérgicos que inervam o cOrtex cerebral, amigdala, hipocampo
sdo essenciais para aprendizagem e formacdo da memoria.

O presente trabalho demosntrou que o licopeno é capaz de prevenir o dano na
retencdo da memdria aversiva tardia, mas ndo na avaliagdo da memoria recente
(apredizagem). Existem poucos estudos que envolvem o licopeno e seu efeito sobre a
apredizagem e memdria. Foi demonstrado que tratamento com licopeno pode inibir a
atividade da AChE e restaurar parcialmente os niveis de Ach e restaurar a funcdo de
alguns neurénios em modelo de resisténcia a insulina provocado por ingestao de frutose
(YIN et al., 2014) . O hipocampo é considerado o centro do processo de memdria
(WAHL et al., 1992). Os neur6nios colinérgicos que inervam o coértex cerebral,
amigdala, hipocampo sdo essenciais para aprendizagem e formacdo da memoria
(BHUTADA et al., 2011). O estudo de Rajaei e colaboradores (2016) demonstrou que a
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Crocina, um carotenoide, atua como um agente antioxidante e anti-inflamatorio no
hipocampo de ratos parkinsonianos e poderia melhorar memdria aversiva, pelo menos
em parte, através da reducdo dos niveis de nitrito no cérebro. O licopeno inibe a
peroxidacdo lipidica e inibe o dano oxidativo no DNA de forma eficiente com
antioxidante potente (KUHAD et al.,2008; SANDHIR et al., 2010). Outro estudo
demonstrou que o tratamento com licopeno atenua déficit cognitivo e estresse oxidativo
e nitrosativo em ratos diabéticos (KUHAD et al., 2008).

O teste do labirinto aquatico (water-maze) foi descrito por Morris em 1984 com
0 objetivo de avaliar a memdria espacial. No citado trabalho o autor comprova a
necessidade de uma percepgéo global da localizac&o espacial com referéncias externas a
piscina (MORRIS, 1984). Essa percepcao global, o chamado “mapa cognitivo” proposto
por O’Keff e Nadel (1978), que refere-se a células hipocampais, “place cells”, que
disparam para reconhecer a localizacéo espacial de acordo com movimento do animal.
A integridade do hipocampo é essencial para a formacdo do aprendizado espacial, mas o
papel do hipocampo nesse aprendizado ainda ndo estd completamente elucidado
(D’HOOGE; DE DEYN, 2001).

Porém, além do hipocampo, a memoria espacial avaliada no labirinto aquatico
também depende de outras regides cerebrais como o corpo estriado, como foi
demonstrado por Block, Kunkel, Schwarz (1993), onde a inje¢do de acido quinolinico
no corpo estriado induziu alteracbes no desempenho de ratos no labirinto aquatico de
plataforma submersa (D’HOOGE; DE DEYNN, 2001).

Foi demonstrado que pacientes com oclusdo de ACM apresentava falhas
cognitivas envolvendo o sistema limbico e o cortex frontal e dano hipocampal
ipsilateral. O bloqueio da expansdo da area do perinfarto reduz a lesdo hipocampal com
conseqiiente melhora cognitiva (XIE et al., 2011). O insulto isquémico pode ocasionar
lesdo hipocampal a nivel funcional e estrutural (NIKONENKO et al., 2009).

Neste trabalho, os animais isquemiados apresentaram déficit na memoria
espacial em todos os parametros avaliados: laténcia, nimero de cruzamentos e tempo de
permanéncia no quadrante. Corroborando com nossos resultados, Wang e colaboradores
(2004) mostraram que 0s animais submetidos a isquemia cerebral transitéria também
obtiveram um déficit nesse tipo de memaria. Apés a isquemia o dano sensorio motor
tem sido relatado como passivel de recuperagdo, mas a performace cognitiva e funcéo
neuronal do hipocampo séo irreversivelmente danificadas. O hipocampo apresenta dois

tipos de plasticidade de curto prazo (STP), e a plasticidade de longo prazo (LTP) , que é
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0 mais expressivo evento eletrofisioldgico relacionado a aprendizagem e memodria
(IZQUIERDO et al., 2008), sdo eventos necessdrios para 0 armazenamento da
informacdo e j& foi sugerido que MCAO prejudica a inducéo do LTP (LI et al., 2012).

No presente trabalho demonstramos que o licopeno consegue reverter o dano na
memoria espacial quando avaliamos os parametros de aumento no tempo no quadrante,
nimero de cruzamentos e verificamos uma reducdo na laténcia. A Crocina, um
carotenoide, previne a inibicdo de LTP no hipocampo causada pela toxicidade induzida
por etanol, por um mecanismo que envolve a antagonizacao dos receptores de NMDA
(ABE et al., 1998; ABE; SAITO, 2000). O modelo de toxicidade pela colchicina, que é
particularmente muito toxico para o hipocampo, principalmente as células do giro
denteado, é sabidamente provocado por estresse oxidativo. A colchicina produz
alteracdes cognitivas por dano oxidativo aumento de malonaldeido, nitrito e deplecdo de
defesas enddgenas. A adminisrracdo do licopeno reduziu significativamente o deficit na
memoria espacial na tarefa do water maze em ratos apds a administracéo de colchicina.

Uma dieta rica e variada de frutas e vegetais coloridos que fornece quantidade
suficiente de carotendides pode contribuir para a preservacdo da funcdo cognitiva
durante o envelhecimento (GUYOT et al., 2014). No presente estudo verificamos
efeitos de prevencdo dos déficits cognitivos na dose de 20mg/kg e ndo na dose de
40mg/kg, por isso a investigagdo do mecanismo de protecdo foi feito com a dose de
20mg/kg. Um estudo mostrou que em concentracdes elevadas de licopeno, luteina e b-
caroteno apresentaram efeitos pro-oxidantes. Em altas concentracdes eles podem alterar
as propriedades de membranas biolégicas, influenciando a permeabilidade a toxinas, ao
oxigénio ou metabdlitos (EL-AGAMEY et al., 2004). No presente trabalho ndo
verificamos piora dos animais pMCAO tratados na dose de 40mg/kg com licopeno,
mesmo porque ndo devemos considerar a dose 40mg/kg uma dose alta, visto que a
DL50 em ratos é maior que 5000mg/kg em uma Unica tomada (HONDA et al., 2017),
mas verificamos que o efeito neuroprotetor no modelo de pMCAO foi perdido,
mostrando uma dependéncia da dose.

N&o ha estudos que estabelecam a relagdo do licopeno com a isquemia cerebral
envolvendo a cascata neuroinflamatoéria desencadeada pelo processo isquémico, mas se
sabe que a disfuncdo no aprendizado e memoria causado pelo Ap amiloide é reduzida
pelo licopeno ao reduzir a expressdao de citocinas pro-inflamatérias (SACHDEVA;
CHOPRA et al., 2015). Muitos estudos tém demonstrado que a inflamacdo é um dos

importantes mecanismos patologicos que aparece em consequéncia do infarto cerebral



83

isquémico e que, portanto, a inibicdo da inflamacdo reduziria os danos cerebrais
isquémicos (WANG et al., 2016). A isquemia cerebral leva a perda neuronal severa devido a
reacOes inflamatorias secundarias que estdo associadas com a invasao de leucdcitos e a acbes da
microglia e macréfagos residentes (JIN et al., 2010). Um estudo em células SW480, células
de cancer de colo retal humano, estimuladas com LPS demonstrou que o licopeno
diminui a ativacdo de NF-kB ¢ JNK que causa inflamagdo e suprime a expressdo de
TNF-a, IL-1pB, IL-6, COX-2, e INOS (CHA et al., 2017). Com tudo os descrito acima
fomos investigar se a protecdo exercida pelo licopeno contra o déficit cognitivo causado
por pPMCAO também apresenta relacdo com efeito anti-inflamatorios do licopeno.
Existem evidéncias de que o dano causado pela inflamacdo promove uma
sinalizacdo caracterizada pela ativacdo da glia, liberacdo de mediadores inflamatorios,
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e ativacdo de macrofagos (THIEL; HEISS,
2011; LAMBERTSEN et al., 2012). Micréglia e astrocitos sdo células residentes,
fagociticas do sistema nervoso central, recrutadas apds eventos como isquemia cerebral.
A glia ativada sintetiza e libera citocinas, tais como TNF-a ¢ IL-1p (LAI;, TODD,
2006). Estas citocinas inflamatdrias sdo acumulados em até dezenas de vezes,
exacerbando o dano neurovascular durante a isquemia (LAMBERTSEN et al., 2012).
Os astrécitos sdo células da glia sdo ativados no processo inflamatério apds
isquemia, levando a expressdo da proteina &cida fibrilar glial (GFAP), evento esse,
conhecido como astrogliose reativa (PEKNY, NILSSON, 2005). A expressdo da
proteina  GFAP permite a diferenciacdo dos astrécitos de outras células
(O’CALLAGHAN; SRIRAM, 2005). O presente trabalho demonstrou o aumento da
ativacdo de astrdcitos apds 5 dias de pMCAO no cortex temporal. Foi demostrado o
aumento da expressdo do GFAP no hemisfério ipsilateral de animais submetidos a
MCAO (ASHAFAQ et al.,, 2016). Ferreira e colaboradores (2016) identificaram
aumento na expressao de GFAP apds cinco dias da inducdo de pMCAO, o que
corrobora com os achados do presente trabalho. O tratamento com o licopeno, 20
mg/kg, preveniu o aumento da imunoreatividade de GFAP no coértex temporal. A
luteina é tambeém classificada como um hidroxi-carotenoide, foi utilizada em modelo de
isquemia e reperfuséo na retina e verificou-se uma reducdo na indugédo da gliose o que
contribui para a manutencdo da funcao da retina. O estudo verificou que a reducéo na
ativacdo de GFAP atenua a liberacdo de citoninas pro inflamatérias (LI et al., 2012).

Propondo o efeito protetor da luteina por sua a¢do anti-inflamatoria.
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A ativacdo microglial pode ser resultado de liberagdo de aminoacidos
excitatorios, de éxido nitrico (NO) ou de ROS, bem como do dano mitocondrial
(ARONOWSKI et al., 1997; HALLENBECK; DUTKA, 1990) mecanismos que fazem
parte da cascata isquémica.

O licopeno tem sido estudado em varios modelos de doencas neurodegenerativas
devido a sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, acdo anti-
inflamatoria e potente ag¢do antioxidante (PREMA et al., 2015). Sendo considerado uma
droga eficaz e segura em doencas que envolvem a neuroinflamacdo (ZHANG et al.,
2016). O licopeno apresenta comprovada acdo anti-inflamatoria e ja foi demonstrado
que o licopeno (5 e 10 mg/kg v.0) € capaz de reduzir os niveis de marcadores
inflamat6rios em modelo de discinesia induzida por haloperidol (DATTA et al.,2015).
Ruan e colaboradores, 2015 demonstraram através de técnica imunohistoquimica que na
fase aguda ap6s a isquemia ocorre ativacdo glial evidenciada pelo aumento
imunomarcacdo para lba-1 e proliferacdo astrocitaria identificada pelo aumento
imunomarcacdao de GFAP, como também o aumento na producdo de TNF-a. O Iba-1 é
uma proteina ligante de célcio ionizada expressa especificamente em microglia. O
aumento de sua expressao apods evento isquémico foi identificada em um periodo de 48
h até 7 dias apds a reperfusdo na regido de penumbra, esse resultado foi demostrado
pelo aumento de células positivas marcadas com a proteina e 0o aumento de sua
expressao (ITO et al., 2001).

O presente trabalho mostrou aumento da ativacdo microglial apés 5 dias de
pPMCAO no cértex temporal. O licopeno administrado ap6s a 2h da inducdo da isquemia
ndo diminuiu significativamente a ativacdo no cortex. LIN e colaboradores (2014)
demonstraram que o licopeno, administrado nos animais durante 3 dias anteriores a
inducdo de neuroinflamacdo por LPS, protegeu os animais da ativacdo microglial no
estriado. HSIAO e colaboradores (2004) estimularam cultura celular de microglia com
LPS e verificaram que o licopeno (5 e 10 uM) inibiu a produgdo de NO. Desse modo,
observou-se de forma indireta a redugéo da ativagdo microglial na cultura. Na literatura
ndo foi encontrado a acdo do licopeno ou outros carotenoides sobre a ativacdo
microglial em modelos de isquemia cerebral. Apesar de ndo ter sido observado no
presente trabalho diminuicdo da ativacdo microglial pelo tratamento com o licopeno,
néo foi encontrada diferenca significativa entre o grupo pMCAO tratados com licopeno

e o grupo FO.
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Vaérios estudos tém revelado que citocinas pro-inflamatérias envolvidas no
processo de estresse oxidativo e inflamagdo estdo associadas a neurodegeneragéo. A
ativagdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-o e IL1-f junto com o aumento da
expressao de GFAP promove o dano tecidual (HENNESSY; GRIFFIN; CUNNIGHAM,
2015). Esse cenéario ¢ um ciclo vicioso onde a liberacdo de citocinas ativa a micrdglia e
os astrécitos, que por sua vez também estimulam a liberacdo de mediadores
inflamatorios. O TNF-o pode contribuir com o dano isquémico de diversas maneiras
como a alteracdo da permeabilidade da barreira, ativacdo da microglia e astrécitos,
inducdo da expressao de moléculas de adesdo e recrutamento de neutrofilos (GONG et
al., 1998).

No presente estudo verificou-se um aumento na imunoreatividade para TNF-a
no estriado dos animais submetidos a pMCAO. O mesmo néo foi identificado no cértex
temporal, isso provavelmente se deve ao fato de que na area de penumbra da isquemia a
morte é principalmente por apoptose (GREEN; REED; 1998) e pode ser desencadeada
por diversos estimulos como ativacdo de receptor de TNF, produgdo exacerbada de
ROS, inducdo de p53, dentre outros eventos que podem produzir lesdo mitocéndrial
(MACMANUS; LINNIK; 1997). O core, ou nucleo da lesdo, isquémico encontram-se
neurbnios em processo de morte por necrose devido a faléncia da membrana (SMITH,
2004). O estudo de Kostulas e colaboradores (2002) identifica 0 aumento da expressao
de TNF-a no cortex doa animais submetidos a pMCAO com 1, 2, 6 e 12h e 2, 6 dias
apos pMCAO, sendo utilizada a técnica hibridizacdo in situ onde era observado o
aumento da expressdao em células dentriticas. Nesse contexto especulamos que nao
havia, 5 dias apds pMCAO no cértex temporal total, preservacdo da maquinaria celular
capaz de expressar imunoreatividade de TNF-a.

No presente trabalho, verificamos que o tratamento com licopeno reduziu a
imunomarcacgdo do TNF-a no cortex e estriado dos animais submetidos a pMCAO. O
licopeno, 40 mg/kg, administrado via i.p. 2 h ap6s a inducdo de hemorragia
subaracndidea em ratos, protegeu os animais do dano neuronal através da inibi¢do da
expressdo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1B (WU et al., 2015). No estudo de
HE e colaboradores (2014) o tratamento com licopeno reduziu significativamente a
expressao de MRNA de TNF-a e IL-1p em modelo de isquemia de miocardio, sugerindo
que o efeito cardioprotetor do licopeno pode ser devido a reducdo da producdo de
citocinas pro-inflamatdrias através da inibicdo da atividade NF-«xB induzida por lesdo

miocardica. A ativacdo de NF-xB resulta em uma sinalizacdo para a expressdo de
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citocinas pro-inflamatorias tais como IL-1B, TNF-a, bem como COX-2. Portanto,
agentes terapéuticos que podem bloquear ou inibir o NF-xB possuem a ac¢do de inibir a
via de sinalizagdo de diversas citocinas pro-inflamatorias (HARARI et al., 2010) .

Um dos principais mecanismos pelos quais a inflamacdo contribui para o dano
cerebral isquémico € a liberacdo de mediadores inflamatdrios tais como TNF-a, IL-1pB e
INOS (XU et al., 2012). O NF-«B é constitutivamente ativo, em células do hipocampo
e cortex, em baixos niveis (KALTSCHMIDT et al., 1994), a sua ativacdo é
desencadeada por ROS, hipoxia e mediadores inflamatérios (RIDDER;
SCHWANINGER, 2009). Evidéncias indicam que NF-xB estd elevado no estagio
inicial da isquemia e que sua ativagdo persistente torna os neurdnios vulneraveis ao
insulto isquémico (NURMI et al., 2004; WANG et al., 2010). A pMCAO induz a um
aumento significativo da expressdo de NF-xB, que por sua vez, faz a mediacdo da
transcricdo do TNF-a ¢ expressdo do seu mRNA no prazo de 7 dias apds o evento
isquémico (TANG et al., 2014). O trabalho de Zhang e colaboradores (2016) verificou
24 h ap6s MCAO um aumento na imunorreatividade de NF-xB no cortex dos animais.
No presente trabalho demonstramos aumento da expressdo de NF-kB no cortex e
estriado dos animais apds 5 dias de pMCAO e uma reducéo na expressao de NF-kB no
cortex e estriado ap6s a administracdo de licopeno 20 mg/kg. Vasconcelos e
colaboradores 2017 demonstraram que o licopeno reverte a inflamagéo causada pela
carragenina ao diminuir a expressao de iNOS, COX;e NF-KB. Este efeito do licopeno é
observado na dose de 25mg/kg e ndo na dose de 50mg/kg v.o.

Pesquisas recentes demonstram que diversos dimeros de NF-xB podem levar a
morte ou a sobrevivéncia neuronal apés lesdo isquémica. Existem evidéncias de que o
NF-kB participa dos processos de memoria e aprendizagem visto que em camundongos
que ndo expressam a subunidade p65 do NF-«xB o aprendizado da localizagao espacial é
prejudicado (MEFFERT et al., 2003). Essa dualidade apresenta-se quando ocorre uma
ativacdo transiente que pode levar a expressdo de genes anti-apoptoticos, enquanto que
uma ativacdo sustentada, como na isquemia, pode levar a indu¢do de um conjunto de
genes pré-apoptéticos (RIDDER; SCHAWNINGER, 2009).

O dimero p50/p65 participa da patogénese da lesdo pos isquémica induzindo a
expressao de genes pré apoptoticos (INTA et al., 2006). A administracdo de licopeno
10mg/kg inibe a apoptose neuronal induzida por isquemia/reperfusdo em gerbil,
aumentando o bcl-2 e diminuindo os niveis de caspase 3 no hipocampo (FUJITA et al.,

2013). O licopeno atenua ativacdo inflamatoria em células endoteliais causada por TNF-
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o, por mecanismo que envolve a reducao da expressdao das subunidades NF-kB p65 e
p50 (ARMOZA et al., 2012). O licopeno diminuiu a translocacdo nuclear de NF-xB p65
e marcadamente suprimiu a ativacdo de NF-kB em modelo de isquemia do miocardio
(HE et al.,, 2014). No presente trabalho ndo verificamos a relacdo de NF-xB
citoplasmatica e nuclear e sim a fracdo NF-xB p65 total. Verificamos que o licopeno
tem sua acdo neuroprotetora, pelo menos em parte, por sua acao anti-inflamatoria e anti-
apoptdtica.

No presente trabalho também avaliamos o GSK-3, que é uma proteina quinase
de serina/treonina que participa da regulacdo do metabolismo da glicose, dentre outros
processos fisioldgicos. Entre as isoformas homologas, a isoforma GSK-3f ¢ abundante
no SNC e especifico de neurbnios (KELLY et al., 2004). A GSK-3 foi considerado
outro alvo potencial para a neuroprotecdo contra a excitotoxicidade em modelos animais
de isquemia cerebral devido ao seu potencial em modular a apoptose, inflamacéo,
angiogénese e neurogénese (CHUANG; WANG; CHIU, 2011). Sabe-se que no AVC ou
outras doencas neurodegenerativas 0 GSK-3p ¢ ativado e sua inibicao seletiva de GSK-
3pB tem efeito neuroprotetor (GUO et al., 2014; KELLY et al., 2004; SUN et al., 2011).
Evidéncias crescentes mostraram que a inibicdo da GSK-3 pode reduzir a lesdo da
isquemia cerebral e reperfusdo (CHEN et al., 2016; LI et al., 2016; PANG et al,. 2016).
Estudos recentes relataram que GSK-3p fosforilado em Ser9 esta aumentada em MCAO
3 ou 5 dias ap0s isquemia (GUO et al., 2015; LUO et al., 2014). Outro estudo realizado
em camudongos mostrou aumento de GSK-3p fosforilado em Ser9 apds 54 h de
pPMCAO, ndo havendo alteracdo no GSK-3 total no cértex dos animais (PEREZ-
ALVAREZ et al., 2015), demonstrando assim a participacdo desta proteina na cascata
isquémica. No presente trabalho observou-se um aumento da expressdo de GSK-33 no
cortex dos animais 5 dias apés pMCAO e o tratamento com licopeno reduziu a
expressdo de GSK-3B. O GSK-3p influencia na isquemia cerebral e reperfusdo e esses
efeitos parecem ser mediados pela regulacdo de Nrf2 (LI et al., 2016). Estudos
anteriores relataram que a ativacdo de Nrf2 pelo licopeno protege 0s neurdnios da
isquemia em modelo de isquemia global (LEI et al., 2016). A astaxantina, um
carotendide, exerce protecdo em células HT22, que sdo células hipocampais de
camundongo, em modelo de toxicidade induzida pelo glutamato, por induzir a
expressdao de Nrf2 mediado pela via AKT/ GSK-3 (WEN et al., 2015). O que
demonstra que este seja um dos mecanismos pelos quais o licopeno exercga seu efeito

neuroprotetor. No entando, existem outras vias que GSK-3[3 e que podem representar
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mecanismos de neuroprotecdo como 0 que ocorre com o acido salvandlico, um tipo de
acido cafeico, que é capaz de diminuir o infarto do cérebral e déficits neuroldgicos apos
2 dias de MCAO através da modulacdo do GSK-3p, promovendo a neurogénese através
da aumento da expressdo de B-catenina, € um componente central da via de sinalizacédo
Wnt / B-catenina envolvida na neurogénese adultos, diminuicdo da expressdao de pAKT
que é um sinal para a expressdo da Sp GSK-3 (forma inativada da proteina) e 0 aumento
do BDNF (CHIEN et al., 2016). O nosso grupo mostrou que o &cido caféico exerce
protecdo prevenindo a reducdo de sinaptofisina, proteina, correlacionada a formacéo e
funcdo sinaptica que estd diminuida apos evento isquémico (PINHEIRO et al., 2014).
Quanto ao licopeno ndo visualizamos estudos que envolvam a sua ac¢ao sobre 0 GSK-3f3
e a neurogéneses, apenas a antaxantina, um carotenoide, agindo na via de sinalizagio
Wnt / B-catenina promovendo a angiogenese em células de musculo liso de aorta de rato
(XU et al., 2015).

Como ja relatamos precisamos esclarecer se o efeito de neuroprotecdo do
licopeno nos déficits cognitivos causados por pMCAO poderia envolver ndo somente
acao antiinflamatoria e antiapoptética, mas também algum mecanismo de sinaptogénese
fomos investigar a acdo sobre a sinaptofisina. Esta € uma proteina associada a
membrana que pode ser encontrado em todas as terminagdes nervosas centrais e
periféricas (NAVONE et al.,1986). Esta proteina € um importante marcador de
sinaptogénese, desenvolvimento neural e densidade sinaptica. Existem evidéncias que
demonstram que a isquemia cerebral ndo sé causa perda neuronal, mas também leva a
mudanca na morfologia e composicao nas sinapses (HORNER et al.,1996; JOURDAIN
et al., 2002). A remodelacdo e a plasticidade dendritica sdo criticas para a regeneracgao
nervosa e reparacdo cerebral da area lesada apds o AVC (UENO et al.,2012), mas a
recuperacdo funcional apds isquemia cerebral é extremamente limitada (WALMSLEY:;
MIR, 2007).

Pinheiro e colaboradores (2014) evidenciaram que ocorre a diminui¢do da
expressao de sinaptofisina no cortex temporal 5 dias apés pMCAQO. Outro estudo
demonstrou reducdo na expressdo de sinaptofisina com 8, 12, 24, 72 e 120 h apos
PMCAO (LIU et al., 2017). Estes estudos corroboram com o0s nossos achados, que
demonstram reducdo na expressdo de sinaptofisina no cortex cerebral de animais 5 dias
apos pMCAO. Em nosso estudo ndo foi verificado diferenca significativa quanto a
expressdo da sinaptofisina no estriado dos animais. A sinaptofisina contribui para

estrutura e funcdo das sinapses, e com isso a sua superregulcdo pode estar envolvida na
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plasticidade sinéptica (LAN et al., 2013). A administracéo de licopeno nédo reverteu essa
reducdo na expressdo de sinaptofisina no cortex cerebral. N&o h& estudos na literatura
relatando acdo sinaptogénica do licopeno. Porém, um estudo usando suplementacdo de
luteina, um carotenoide, por 30 dias em modelo de retinopatia diabética induzida por
estreptozotocina demonstra aumento de sinaptofisina, provavelmente, pela acgédo
antioxidante da luteina (SASAKI et al., 2010). Talvez pelo fato de no presente trabalho
néo ter sido avaliado a administracdo crénica do licopeno, ndo tenha sido observado
acao do licopeno sobre a sinaptofisina no modelo de isquemia cerebral focal
permanente. Sendo assim, ndo podemos discartar esta acdo do licopeno. Diante do
exposto, podemos sugerir, baseados em nossos resultados, que a acdo do licopeno sobre
a melhora da fungdo cognitiva dos animais isquemiados ndo se da através do
mecanismo de sinaptogénese.

Tomando nossos resultados em conjuntos podemos sugerir que o licopeno tem a
capacidade de reverter a lesdo isquémica, quando administrado ainda na fase aguda da
lesdo, melhorando a fungédo neuroldgica e os déficits de memdria provavelmente por sua
acdo antiinfamatoria e anti apoptotica. Nao podemos descartar outros mecanismos como
a acdo sobre o estresse oxidativo, que ja foi exaustivamente demonstrado por outros
autores e por isso ndo foi o objetivo do nosso trabalho.

Importante salientar que o nosso trabalho verificou que o licopeno teve sua agao
apos o evento isquémico, dentro da janela terapéutica e que representa uma alternativa
de menor custo que o rt-PA podendo ser usado como coadjuvante ao tratamento de

AVC isquémico.
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7 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a pMCAO causa dano neuronal, sensério motor
e déficit de memdria em camundongos e que o tratamento com o licopeno na dose de
20mg/kg preveniu esses déficits. O licopeno apresentou efeito anti-inflamatorio, pois
reduziu a imunomarcacdo de GFAP no cortex dos animais, ndo exercendo efeito
protetor sobre a microgliose identificada através da imunomarcacdo de iba-1 e
reduzindo a imunomarcagdo de TNF- a no cortex dos animais. Além disso, reduziu a
expressao do NF-«B e visualizado que o licopeno reduz a sua expressdo no cortex e
estriado, como também reduz da expressdo do GSK -3pB. Serdo necessario mais estudos
para esclarecer os mecanismos envolvidos na neuroprotegéo induzida pelo licopeno no
modelo de isquemia cerebral focal, bem como avaliar a utilizacdo clinica do licopeno no
tratamento do AVC.
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