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RESUMO

O acidente vascular cerebral é a segunda principal causa de morte nos paises industrializados,
sendo comumente dividido em duas categorias: isquémico e hemorragico. O mecanismo da
lesdo isquémica envolve estresse oxidativo, excitotoxicidade, disfuncdo mitocondrial,
inflamacg&o e apoptose. A Berberina (BE) é um alcal6ide derivado do Coptidis rhizom que
possui um potente efeito anti-inflamatorio e anti-apoptotico. No presente estudo, foi
investigado o efeito neuroprotetor da berberina sobre a isquemia cerebral focal (ICF) por
oclusdo permanente da artéria cerebral média (induzida por eletrocoagulacdo). Foram
utilizados camundongos Swiss machos divididos em cinco grupos (n = 8), dentre eles: Falso
operado (FO), ICF e ICF tratados com BE 50 ou 100 mg/kg/dia. BE ou veiculo (a4gua
destilada) foram administrados por via intragastrica 30 min antes da ICF e diariamente
durante 3 dias. Os parametros estudados foram funcdo sensério-motora, area de infarto
isquémico, memaria de trabalho, reconhecimento de objetos, memdria espacial e aversiva,
mieloperoxidase (MPO) e glutationa reduzida (GSH), assim como neurodegeneracéo, através
da coloragdo com FluoroJade C. Os animais submetidos & ICF apresentaram uma diminuicao
significativa do desempenho motor e funcdo sensorial, no entanto, o tratamento com berberina
ndo diminuiu o déficit neuroldgico induzido pela isquemia. Verificou-se um aumento
significativo da area de infarto nos animais isquemiados, com um aumento de cerca de 70%
em relacdo aos animais falso-operados, sendo esse aumento reduzido pelo tratamento com BE
(50 e 100 mg/kg/dia). Observou-se uma diminuicdo da atividade exploratdria vertical
(rearings) no grupo submetido a ICF em relacdo ao grupo FO e uma prevencdo desta
diminuicdo pelo tratamento com BE100. O tratamento com BE100 melhorou também os
déficits na memoria tardia causados pela isquemia, avaliados pelo teste da esquiva passiva
(laténcia - FO: 235,0 + 33.3s; ICF: 84,7 £ 23.3s; ICF + BE100: 300,0 £ 0.0s, p <0,05) e os
déficits de memdria espacial, avaliados pelo teste labirinto aquético (laténcia - FO: 10,8 *
2,4%; ICF: 23,4 + 3,9%; ICF + BE100: 12,8 £+ 2,0, p <0,05). O tratamento com BE 50 e 100
reduziu de forma significativa os déficits na memdria de trabalho, avaliados pelo Y-maze
(alternacBes espontaneas - FO: 73,8 £ 1,9%; ICF: 57,2 + 2,7%; ICF + BE50: 69,3 + 3,5; ICF
+ BE100: 71,9 + 3,97%, p <0,05), assim como os déficits na memdria de reconhecimento de
objetos (indice de reconhecimento - FO: 0,51 £+ 0,09%; ICF: 0,068 + 0,12%; ICF + BES5O:
0,42 £ 0,09%; ICF+ BE100: 0,58 + 0,16%, p <0,05, Kruskall-Wallis, Mann-Whitney). A
degeneracdo neuronal nos grupos tratados com berberina foi significativamente menor que
nos animais submetidos a ICF. Os animais submetidos & ICF mostraram um aumento nos
niveis de GSH e MPO, sendo o tratamento com BE100 capaz de impedir 0 aumento da
atividade da MPO no estriado (FO: 1,53 + 0,48; ICF: 4,89 + 0,89; ICF + BE100: 2,52 + 0,47;
p <0,05, ANOVA, Newman-Keuls). A Berberina mostrou um significante efeito
neuroprotetor, estando esse efeito relacionado, pelo menos em parte, a atividade anti-
inflamatdria desse composto.

Palavras-chave: Berberina. Isquemia cerebral focal. Memdria. Neuroprotecdo. Inflamacéo.
Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Stroke is the second leading cause death in industrialized countries and can be subdivided into
2 categories, ischemic and hemorrhagic. The mechanisms of ischemic brain damage involve
oxidative stress, excitotoxicity, mitochondrial dysfunction, inflammation and apoptosis.
Berberine (BE) is an alkaloid derived from Coptidis rhizom which has potent anti-
inflammatory and anti-apoptotic effects. In present study, the neuroprotector effect of
berberine after permanent middle cerebral artery occlusion (MCAQ) was investigated. Male
Swiss mice were divided into five groups (n=8): Sham operated (SO), MCAO, BE 50 and
100mg/kg/day plus MCAO. BE or vehicle (distilled water) were administrated intragastrically
30 min before MCAO (induced by electrocoagulation) and daily during 3 days. The
parameters studied were sensorimotor function, working, object recognition, spatial and
aversive memory, cerebral infarct area, myeloperoxidase (MPQO) and reduced glutathione
(GSH) levels and neurodegeneration through FluoroJade C staining. After MCAO a
significant decrease of motor performance and sensory function was found after a
neurological evaluation. However, berberine did not improve this neurological deficit.
Ischemia caused a 70% increase of infarct area in MCAQ group compared with SO, that was
decreased by treatment with BE 50 and 100. We observed an increase of vertical exploratory
activity (rearings) in the BE 100 group compared to the MCAO. BE 100 treatment also
improved MCAO-induced late memory deficits in passive avoidance test (latency - SO: 235.0
+ 33.3s; MCAO: 84.7 + 23.3s; MCAO + BE100: 300.0 £ 0.0s, p<0.05) and MCAO-induced
spatial memory deficits evaluated by water maze test (latency - SO: 10.8 + 2.4%; MCAO:
23.4 £ 3.9%; MCAO + BE100: 12.8 + 2.0; p<0.05). BE 50 and 100 treatment significantly
prevented the MCAO-induced working memory deficits in y-maze test (spontaneous
alternations - SO: 73.8 £ 1.9%; MCAO: 57.2 £ 2.7%; MCAO + BE50: 69.3 + 3.5; MCAO +
BE100: 71.9 + 3.97%; p<0.05) and object recognition memory deficits (recognition index -
SO: 0.51 £ 0.09%; MCAOQO: 0.068 + 0.12%; MCAO + BE50: 0.42 + 0.09%; MCAO + BE100:
0.58 + 0.16%; p<0.05, Kruskall-Wallis, Mann-Whitney). Neuronal degeneration on berberine-
treated groups was significantly less than those submitted to MCAO. Mice submitted to
MCAO showed an increase in GSH and MPO levels. BE 100 treatment prevented the increase
in MPO activity on striatum (SO: 1.53 + 0.48; MCAOQO: 4.89 + 0.89; MCAO + BE100: 2.52 +
0.47; p<0.05, ANOVA, Newman-Keuls). Berberine showed a significant protective effect
against cerebral ischemia, at least by an anti-inflammatory effect.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicéo e Classificagdo do AVC

E o infarto do tecido do sistema nervoso central (SOCIEDADE AMERICANA
DE CARDIOLOGIA, 2009). E causado pela reducdo do suprimento sanguineo, resultando no
decréscimo da tensdo de oxigénio e nos metabdlitos de alta energia em uma area do cérebro

(ATP, Glicose, principalmente).

O AVC é comumente dividido em duas maiores categorias. A primeira e mais
comum é o AVC isquémico ou tromboembolico (cerca de 80% dos casos), este € devido a
uma interrupcdo do suprimento sanguineo como resultado da oclusdo de uma artéria
(BROUNS; DE DEYN, 2009). A segunda categoria € o AVC hemorrégico, que envolve

sangramento no parénquima cerebral ou no espago subaracnéideo.

1.2 Epidemiologia do AVC

O AVC ¢ a segunda maior causa de morte e a principal causa de incapacidade no
mundo (SALINAS et al., 2007). Entre todos os paises da America Latina, o Brasil apresenta

uma das maiores taxas de mortalidade (FEIGIN et al., 2009).

A maior parte do atendimento de pacientes com AVC no Brasil é realizada em
hospitais secundarios. Hospitais deste porte muitas vezes nao dispéem de uma infraestrutura
adequada para o atendimento completo deste tipo de doente (RADANOVIC, 2000). A
mortalidade por acidente vascular encefalico é maior nas regides mais pobres do Brasil, como
a Norte, a Nordeste e a Centro-Oeste, e em grande parte, a ocorréncia dessa elevada
mortalidade é atribuida aos fatores sociais desfavoraveis. Entre estes fatores destacam-se a
idade avangada, baixa escolaridade e renda familiar (CAVALCANTE et al., 2004).

O custo anual do tratamento agudo e cronico dos pacientes que sofrem acidente
vascular cerebral (AVC) é de aproximadamente trinta bilhdes de dolares somente nos Estados
Unidos, sendo dezessete bilhGes com custos médicos e treze milhdes com custos indiretos

(YAMASHITA et al.,2004). A maioria dos casos de AVC esta relacionado ao aparecimento
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de doengas cardiovasculares ou arterioesclerose (AMARENCO et al., 2009). O AVC tem sido
considerado como importante causa de incapacidade em adultos (CARMICHAEL et al.,
2012). Apresenta pico de incidéncia entre a 72 e 82 década de vida principalmente por nesse
periodo somar-se as alteracBes cardiovasculares e metabdlicas relacionadas a idade (ZETOLA
etal., 2001).

A letalidade precoce por acidente vascular cerebral estd diminuindo tanto nos
paises de alta, como nos de média ou baixa renda, mas, em geral, essa taxa de letalidade
em paises de baixa ou média renda na ultima década é de 25%, superior as taxas em paises de
alta renda (FEIGIN et al., 2009).

1.3 Mecanismo da leséo cerebral isquémica

A isquemia cerebral pode ser definida como a interrup¢do do fluxo sanguineo para

o tecido cerebral suficiente para alterar as funcdes cerebrais. (SMITH, 2004).

A isquemia cerebral pode ser desencadeada através da oclusdo de vasos cervico-
cranianos ou por hipoperfusao sistémica que leva a uma reducdo dréastica do fluxo sanguineo
para o ceérebro, podendo ser causada por arterotrombose, embolia ou anormalidades
hemodinamicas (KAPOSZTA et al., 1999). A arterotrombose ocorre nas artérias cervico-
cranianas e nas pequenas artérias penetrantes intracranianas. Nesta condi¢cdo, um trombo é
formado in situ em um estreitamento arterial aterosclerético que impede o fluxo sanguineo
distal e causa isquemia e consequente infarto do tecido cerebral suprido pelo vaso ocluido. Na
embolia cerebral, a artéria cerebral é subitamente blogueada pelo material embdlico que é
geralmente um trombo originado do coracdo e grandes vasos (aorta, carétidas e artérias
cerebrais) (KAPOSZTA et al., 1999).

O infarto embolico é responsavel por cerca de 30% dos casos de isquemia, a perda
subita de perfuséo arterial para uma determinada area do cérebro gera sinais clinicos abruptos.
A embolia, geralmente, ocorre devido a alteragbes cardiacas, sendo as mais comuns as
valvulopatias cardiacas, o aneurisma ventricular e as miocardiopatias (ROWLAND; MERRI,
2002). Outra anormalidade associada a isquemia cerebral é a hipoperfusdo sistémica que é

caracterizada por fluxo sanguineo cerebral criticamente diminuido causado por faléncia
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cardiaca ou hipovolemia que leva a uma reducdo global no fluxo sanguineo. No SNC podem
ocorrer lesbes isquémicas globais ou focais e em ambos os casos foram desenvolvidos
modelos experimentais que se assemelham as situacGes citadas (COLLI; NUNES;
CARLOTTI, 1998).

A maioria dos casos de AVC em humanos acontece devido ao aparecimento de
doencas cardiovasculares ou arterioesclerose (AMARENCO et al., 2009). O AVC tem sido
considerado como importante causa de incapacidade em adultos, pois reduz a capacidade do
cérebro de reparar-se (CARMICHAEL, 2012).

A terapia utilizada atualmente para isquemia cerebral é o ativador de
plasminogénio tecidual (t-PA). E o Gnico tratamento aprovado pelo 6rgéo regulador sanitario
dos Estados Unidos, o FDA, porém possui baixa efetividade, pois a janela terapéutica de
utilizacdo é muito curta. Para que tenha eficacia deve ser utilizado até 3 horas depois do
aparecimento dos primeiros sintomas do AVC. Em alguns paises da Europa e no Canada a
janela terapéutica preconizada é estendida para até 6 horas ap6s os primeiros sintomas. No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) preconiza que a janela
terapéutica deve ser de 2 até 3 horas apds o aparecimento dos sintomas. Além disso, para
utilizar o t-PA o médico deve ter seguranca do tipo de AVC que estd ocorrendo no paciente,
pois é contra-indicado nos casos de pacientes com AVC hemorréagico (GINSBERG, 2008;
BROUNS, DEYNN, 2009).

Os pacientes que sofrem um AVC apresentam sequelas relacionadas a dificuldade
na linguagem, de conectar pensamentos, memoria e nos movimentos. Podem apresentar
também uma paralisia parcial. Esses déficits neuroldgicos tanto podem ter sido causados por

oclusdo como por hemorragia de um vaso que irriga o cérebro (KRIZ, HEBERT, 2009).

Os estudos em humanos ou em animais revelam uma recuperacdo ou uma
reestruturacdo cerebral apés o evento isquémico. A neuroplasticidade é a capacidade do
cérebro de alterar a sua estrutura e funcdo em resposta a eventos traumaticos (LLEDO;
ALONSO; GRUBB, 2006).

O sangue chega ao cérebro através das artérias vertebrais e das artérias carotidas
internas, que se comunicam através do poligono de Willis, uma anastomose arterial que

fornece o suprimento sangiiineo para os hemisférios cerebrais. Este é formado pelas artérias
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cerebral anteriores e posteriores, artérias comunicante anterior e posterior e pela carétida
interna (Figura 1). Estas artérias possuem paredes muito finas, o que as tornam mais

vulneraveis a eventos hemorragicos.

De acordo com a classificacdo experimental de isquemia cerebral através da
distribuicdo da regido de infarto, conhecem-se dois tipos de modelo de isquemia: a global e a
focal. A isquemia global ocorre quando ha faléncia circulatoria generalizada e a isquemia
focal ocorre quando o fluxo sanguineo cerebral é limitado em uma regido especifica,
geralmente resultado da oclusdo de uma artéria cerebral. Existe ainda 0 modelo multifocal,

onde varias pequenas regides sao atingidas (LIPTON, 1999).

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: L. .
Artéria cerebral anterior

Artéria estriada distal medial Artéria oftalmica

Artéria cerebral média

L feia s Artéria coridide anterior
Artéria carotida interna

Artéria comunicante posterior

Artéria cerebral posterior

Artérias da ponte Artéria cerebelar superior

Artéria basilar

Artéria cerebelar inferior anterior
Artéria vertebral

Artéria espinal anterior

Artéria cerebelar inferior posterior

Fonte: WIKIMIDIA COMMONS, 2008.

A artéria cerebral mais comumente acometida no AVC em humanos ¢ a artéria

cerebral média (ACM), que irriga a regido lateral do hemisfério e estruturas subcorticais.
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Portanto, os modelos mais utilizados de isquemia focal cerebral sdo modelos de ocluséo da
ACM. A oclusdo da ACM (OACM) pode ser feita através do uso de um fio intraluminal ou
através de técnicas cirargicas como eletrocauterizacdo, clampeamento e ligadura da artéria. O
modelo utilizado no presente trabalho foi a eletrocauterizacdo, que leva a interrupcéo
permanente do fluxo sanguineo. Enquanto que a ligadura e o clampeamento permitem a
reperfusdo. Existe ainda o modelo de fototrombose, onde uma lesdo cortical do cérebro é
induzida por injecdo sistémica de um corante fotossensivel, como Rosa de Bengala, e

posterior irradiacdo focal do cranio (LIPTON, 1999).

A oclusdo da ACM resulta em reducdo do fluxo sanguineo cerebral tanto no
nucleo estriado quanto no cortex, mas a severidade da lesdo depende da duragdo do insulto e
do sitio de oclusdo (proximal ou distal) ao longo da ACM, assim como da quantidade de fluxo
sanguineo colateral a regido de oclusdo (TRAYSTMAN, 2003). Na oclusdo proximal, a ACM
é ocluida préxima a sua ramificacdo da carétida interna, pode produzir lesdo com tamanhos
gue variam em menos de 20%, e a oclusdo distal pode ser feita através de uma abordagem
transtemporal da ACM, método no qual a duramater é aberta em toda a extensdo da
craniectomia, rebatida sobre o teto da 6rbita e a ACM ¢é ocluida por eletrocauterizagéo.
(LIPTON, 1999; DURUKAN, 2007).

Os modelos experimentais de isquemia focal tém sido desenvolvidos para
mimetizar o AVC em humanos de maneira que os tornam indispensaveis para a evolucao das
pesquisas nesse campo (DURUKAN, TATLISUMAK, 2007).

A isquemia focal permanente, o Ca”" total na regido do core da lesdo aumenta
gradualmente em uma relacdo maior que na penumbra, subindo cerca de 1,0 mM / h do inicio
do insulto até 24 horas depois deste (KIM; VAUGHAN; GHOSH, 1998). Em situacdes
isquémicas os astrécitos localizados na regido CA1 do hipocampo demonstram reducdo no
transporte de glutamato, aumento na geracdo EROS (Espécies reativas de oxigénio) na
mitocondria e a reducdo do potencial de membrana da mitocondria (WANG, MICHAELLIS,
2010).

Foi observado em modelos de isquemia cerebral global a susceptibilidade dos
neurdnios na regido CAL do hipocampo estd relacionado a uma grande concentracdo de

receptores glutamatérgicos nessa regidao (WALKER, 2009).
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1.4 Core e Penumbra

A lesdo isquémica pode ser dividida em duas regides, o core, também chamado de
centro da lesdo, e a penumbra, regido que circunda o centro da lesdo. No core isquémico
encontram-se neurdnios em processo de morte por necrose devido a faléncia da membrana e
na regido de penumbra encontram-se neurénios com perda de suas fungdes, porém ainda com
maquinaria protéica intacta, dai a morte nesta regido ocorrer principalmente por apoptose
(SMITH, 2004).

A regido do core em humanos que sofreram isquemia focal cerebral é facilmente
visualizada por métodos de imagem, pois a area sofre rapidamente um “infarto” (KELLY et
al., 2001). O fluxo sanguineo nessa regido reduz a 15% do normal e os niveis de adenosina
trifosfato (ATP) a 25% do basal. Depois de um insulto longo, ou um insulto permanente, tanto
0 core quanto a penumbra se tornam regides de infarto, enquanto a regido extra-penumbra
apresenta somente morte de neurbnios isolados, com densidade insuficiente para causar
infarto (LIPTON, 1999).

Na penumbra, o nivel de ATP é mantido em torno de 50 a 70% do normal, nao
caindo o suficiente para permitir despolarizagdes andxicas. Entretanto, essa regido contém
neurbnios eletricamente silenciosos (que ndo respondem ao estimulo elétrico), com seus
gradientes idnicos intactos e com neur6nios que podem ter suas membranas despolarizadas se

o fluxo néo for restaurado rapidamente.

O fluxo sanguineo na regido da penumbra reduz de 20 a 40% do normal
(HOSSMANN, 1996). A maneira de preservar e evitar o progresso da destruicdo neuronal
nessa regido é foco de inimeras pesquisas. Uma importante descoberta foi que o bloqueio de
receptores NMDA evitava o progresso do dano na regido da penumbra e também reduz a area
de infarto. (SIMON et al., 1984).

Os neurdnios perifocais na zona de penumbra sdo 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 intervengéo

farmacoldgica. Esta janela terapéutica corresponde as primeiras 2 a 4 horas que se segue 0
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derrame, ap6s as quais a eficicia da terapéutica decresce rapidamente (GILGUN-SHERKI et
al., 2002; WEINSTEIN; HONG; SHARP, 2004).

Yoo e colaboradores (2006) verificaram que a isquemia transitoria global, por 5
minutos em gerbil, diminui a densidade de células na regido CAl do hipocampo, quando

avaliada pelo método do cresil violeta.

1.5 Deplecdo de oxigénio e ATP

O cérebro necessita de um continuo suporte de glicose e oxigénio para manter
suas funcdes normais e sua viabilidade. Quando este processo € interrompido, uma série de
eventos acontecem, chamada de cascata isquémica, que podem ser resumidos como faléncia
bioenergética celular, seguida de excitotoxicidade, estresse oxidativo, inflamacdo pos-
isquémica, culminando em morte celular dos neurdnios, glia e células endoteliais (BROUNS,
DEYNN, 2009). A isquemia cerebral focal provoca também acimulo de metabdlitos acidos
desencadeando uma sequéncia de eventos responsaveis pelo dano neuronal (SMITH, 2004)
(Figura 2).

Em condicdes isquémicas a oferta de oxigénio diminui limitando a fosforilacdo
oxidativa, que é a principal via de geracdo ATP na célula. (MIES et al., 1993). O forte
declinio na concentracdo de ATP provoca faléncia da bomba de sodio-potassio (Na'/K™)
ATPase com consequente aumento na concentragdo de sédio intracelular. Esse evento resulta

em uma despolarizagdo persistente o que permite a entrada de Ca*? na célula (SMITH, 2004).
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Figura 2. Mecanismos potenciais de dano neuronal apds isquemia (SMITH, 2004).
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1.6 Excitotoxicidade e o célcio

A excitotoxicidade é o processo no qual acontece um aumento da liberacdo de
glutamato com conseqliente super-estimulacdo dos receptores glutamatérgicos. (SATTLER et
al., 2001). Esse fendmeno foi descrito pela primeira vez por John Olney em 1970 (DOBREK,
THOR, 2011). A excitotoxicidade esta envolvida em diversas patologias como AVC e

doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson (DOBREK, THOR, 2011).

O glutamato estd presente em vesiculas sinapticas de neur6nios presentes no
sistema nervoso central dos mamiferos em elevadas concentracbes (SATTLER et al., 2001).
Devido as despolariza¢cbes da membrana neuronal, os canais de Ca®" dependente de voltagem
tornam-se ativados, levando a entrada desse ion e a liberacdo de glutamato para o meio
extracelular. O glutamato é liberado atraves das vesiculas e se difunde através da fenda

sinaptica e exerce sua acdo ligando-se em receptores especificos.
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Os receptores de glutamato podem ser do tipo ionotropicos ou metabotrépicos. Os
ionotrépicos s&o 0 NMDA (N-metil-D-aspartato), que é permeével ao Ca®* e em situacdes
fisioldgicas seu canal é bloqueado pelo Mg?*, e 0 AMPA/Cainato (acido a-amino-hidréxi-5-
metil-4-isoxazolpropionico) que é permeével ao Na‘, K*, Zn" e eventualmente ao Ca®*. Os
metabotrdpicos sdo receptores acoplados a proteina G (WANG, QIN, 2010). Os receptores
citados estdo localizados nas membranas pré e pés-sinapticas dos neurénios (CARMICHAEL,
2012).

Receptores AMPA ndo sdo normalmente permeéveis ao Ca®* em virtude da
expressao da subunidade GIuR2, contudo, essa subunidade esta reduzida durante a isquemia,
aumentando em cerca de 18 vezes a permeabilidade ao Ca®*, mostrando também a relacéo do
receptores AMPA e a excitotoxicidade (LIU et al., 2006; PENG et al., 2006).

Outra conseqiiéncia da faléncia energética durante a isquemia é a falha da Ca*
ATPase uma das responsaveis pela baixa concentracio de Ca' intracelular (DOYLE;
SIMON; STENZEL-POORE, 2008). O acumulo de célcio intracelular em conseqiiéncia da
deficiéncia no simporte de 2Na*/Ca*?, das repetidas despolarizagdes e da falha da Ca"?ATPase
desencadeia uma cascata de eventos que incluem a ativacdo de calpainas, afetando a
integridade estrutural intra e extracelular, e a ativacdo de fosfolipases que degradam a
membrana celular. Assim como a formacgdo de EROS, a ativagdo de caspases e ativagdo de
NOS dependente de Ca*? (LIPTON, 2007). Esses eventos contribuem para morte neuronal que

pode ser tanto por necrose quanto por apoptose (KEMP et al., 2002).

1.7 Estresse oxidativo e isquemia

O estresse oxidativo esta presente em diversas patologias que envolvem
neurodegeneracao, inclusive na isquemia focal (CHEN et al., 2011). O estresse oxidativo tem
sido definido como um distirbio no balango pré-oxidante e antioxidante em favor do
primeiro, levando a reagdes potencialmente deletérias em lipidios, proteinas, RNA e DNA.
Essas reacGes podem incluir peroxidacdo dos &cidos graxos das membranas celulares,
oxidacdo dos grupos sulfidrila e inativacdo enzimética (WARNER; SHENG; HABERLE,
2004).
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Os radicais livres (RLs) sdo moléculas que apresentam um ou mais elétrons ndo
pareados, nos orbitais externos. Entre as varias espécies de radicais livres estdo
principalmente as derivadas do oxigénio e os metais de transicdo (VANNUCHIN et al.,
1998).

O cérebro é muito susceptivel ao estresse oxidativo em virtude da alta
concentracdo de &cidos graxos poliinsaturados, pela alta atividade metabolica, pela baixa
capacidade antioxidante e pela incapacidade de reparo das células neuronais. Por esse motivo,
modifica¢bes farmacoldgicas que exercam controle do estresse oxidativo podem ser Utéis ao
tratamento do AVC (ASSHAFAQ et al., 2011).

A formacdo de compostos oxidantes durante o transporte de elétrons na
mitocdndria ou devido a auto-oxidacdo de alguns neurotrasmissores como dopamina e
norepinefrina, e eventos isquémicos podem resultar em dano no tecido e subsequente estresse
oxidativo. Podemos rastrear a ocorréncia do estresse oxidativo pela formacdo de anion
superéxido (O, —) e 6xido nitrico (NO) (WARNER; SHENG; HABERLE, 2004).

O anion superoxido (O, —) esta envolvido em diversos processos deletérios para a
célula, mesmo ndo sendo uma biomolécula super reativa. Através da formacdo de EROs
secundarias, como o peroxido de hidrogénio (H,O;), o radical peroxila (HO,") e o radical
hidroxil (OH") ou reagir com o NO originando o peroxinitrito (ONOO-) (LU et al., 2010).

O cérebro tem importantes defesas contra o superdxido incluindo anti-oxidantes
presentes na dieta como o a-tocoferol, glutationa e sistemas enziméticos antioxidantes como a
superéxido dismutase (SOD), presente no citosol, na mitocéndria e no meio extracelular
(MARKLUND,1990). A SOD atua metabolizando o anion superéxido e formando o peroxido
de hidrogénio (H,0O;) (MCCORD; FRIDOVICH, 1969) que é convertido em &gua H,O por
enzimas peroxidases como a glutationa peroxidase (GPX) ou dismutado em agua e oxigénio
pela catalase (CAT) (WARNER; SHENG; HABERLE, 2004). A catalase tem como principal
funcéo eliminar peroxido formado no peroxissoma, diminuindo o risco da formacéo de radical
hidroxil (NORDEBERG; ARNER, 2001).

O peroxido de hidrogénio (H,O,) formado a partir da metabolizagdo do anion
superoxido (O, —) pela SOD é importante, pois participa das rea¢cdes que produzem o radical

hidroxil (OHe), seja via reacdo de Fenton ou de Haber-Weiss. O radical hidroxil (+ OH) é
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extremamente reativo, mas tem meia vida in vivo muito curta, em torno de 10° s (VALKO et
al.,2006). O radical hidroxil também pode atacar o0 DNA levando a alteracGes na expressao
genética que podem causar mutacdo ou apoptose. Outro aspecto importante € a reagdo com

proteinas e lipidios causando carbonilacdo e peroxidacéo lipidica (LU et al., 2010) (Figura 3).

Durante a isquemia cerebral, o influxo de Ca** e a faléncia de energia provocam a
liberacdo de acidos graxos livres que apresentam varios efeitos deletérios, dentre eles a
peroxidacgdo lipidica. Apesar desse fator, ainda é dificil atribuir que a peroxidag&o lipidica é
fator crucial na morte celular por isquemia, mas com base nessas observagdes inibidores da
peroxidacdo lipidica tem sido testados farmacologicamente (WARNER; SHENG;
HABERLE, 2004). Dentre eles, podemos citar o tirilazad que em estudos pré-clinicos
demonstrou excelente resultado como inibidor da peroxidacdo lipidica, mas ndo apresentou
efeito quando utilizados em humanos, vitimas de AVC (HALEY, 1998).

Em eventos isquémicos, o aumento de concentracdo de Ca?* citoplasmatico mediada
pelo glutamato leva ao aumento da sintese NO, que é sintetizado a partir da L-arginina. O NO
atua dilatando vasos e dessa maneira aumentando a oferta de glicose e oxigénio, sendo
positivo nesse sentido, mas também é capaz de reagir com o radical superoxido (O, —)
levando a danos nitrosativos. O estresse nitrosativo promovido pelo peroxinitrito danifica
proteinas, lipideos de membrana e DNA (ESPEY et al., 2000).

Figura 3. Isquemia cerebral e a formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
resultando em dano tecidual (WARNER; SHENG; HABERLE, 2004).
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1.8 Inflamacéo

Apo6s um evento isquémico ocorre uma reacao inflamatoria que se caracteriza pela
presenca de sinalizacdo molecular como citocinas, quimiocinas dentre outras, moléculas de
adesdo e células inflamatorias (BROUNS, DEYNN, 2009).

Os mediadores inflamatorios presentes no evento isquémico incluem moléculas de
adesdo (selectinas, integrinas e imunoglobulinas), citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a, e TGF-p), e
qguimiocinas (CINC e MCP-1) que sdo produzidos imediatamente apds o inicio da isquemia,

estes irdo contribuir para que o infato isquémico seja irreversivel (HUANG et al., 2006).

Micrdglia e astrocitos contribuem para a inflamacdo pos-isquémica sendo ativados
pelas EROS. Os astrocitos liberam fatores inflamatdrios como citocinas, quimiocinas e ativam
a INOS (BROUNS, DEYNN, 2009). A microglia ativada representa a resposta primaria ao
dano no cérebro, precedendo a infiltracdo de macrofagos (SCHILLING et al., 2003;
GUNTHER et al., 2005). Entretanto alguns estudos revelam que em certas condigBes a
microglia pode exercer acdo neuroprotetora pela producédo de fator neutrotéfico derivado do
cérebro (BDNF) (BATECHELOR; LIBERATORE; WONG, 1999) (Figura 4).

A COX-2 é liberada rapidamente apds a isquemia cerebral em resposta a

quantidade exarcerbada de glutamato, que é liberada no evento isquémico. Essa liberagédo
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acentuada de glutamato também desencadeia outras respostas inflamatorias, como ativacao de
microglia, astrdcitos e infiltracdo de leucécitos (BARONE, FEUERSTEIN, 1999).

Apos 4 a 6 horas do evento isquémico, os leucdcitos circulantes aderem a parede
do vaso e seguem até o ceérebro para posterior liberacdo de mediadores prd-inflamatérios
(BROUNS, DEYNN, 2009). Essa interacdo entre os leucdcitos e o endotelio vascular é
mediada por 3 grupos de molécula de adeséo: as selectinas, especialmente a E-selectina e a P-
selectina que estdo super expressas na isquemia e medeiam o rolamento e o recrutamento de
leucdcitos em estagio inicial da isquemia, as integrinas que sdo necessarias para a firme
adesdo dos leucdcitos ao endotélio, mas para esses evento é necessaria a expressao de ICAM-
1 com as integrinas CD11b/CD18 (HUANG et al., 2006) (ZHANG et al., 1998) (SOBEL et
al.,1990), e as imunoglobulinas como a ICAM-1 e ICAM-2. Foi demonstrado que em ratos
submetidos a MCAO e reperfuséo houve um aumento na expressdo de mRNA ICAM-1 nas

areas onde foi detectada a isquemia cerebral (ZHANG et al., 1995).

A formacéo do edema, necrose celular e area de infarto do tecido s&o mediados
pela infiltracdo de leucécitos (HUANG et al., 2006). O acimulo de leucdcitos pode ser
visualizado 30 minutos apés MCAQO permanente em ratos, enquanto neurénios em necrose

somente podem ser detectaveis apos 72 horas da isquemia (DERESKI et al., 1993).

A cascata de inflamagdo também inclui a ativacdo da via fosfolipase A, que
ocorre em conseqliéncia da elevacdo da concentracdo do calcio intracelular. O acido
aracdbnico presente nessa via pode ser metabolizado a prostaglandinas pela cicloxigenase
(COX). A COX do tipo 2 esta super expressa apOs a isquemia e exerce efeitos toxicos
(NOGAWA et al., 1997).

Figura 4. Resposta inflamatoria apds isquemia cerebral focal adaptada de (BROUNS,
DEYNN, 2009).
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O tratamento com antinflamatérios ndo esteroidais seletivos a COX2
apresentaram neuroprotecdo em modelo experimental de isquemia (SUGIMOTO;
IADECOLA, 2003). Drogas antiinflamatorias como minociclina e indometacina sdo
neuroprotetora por prevenir a ativacdo microglial (YRJANHEIKKI et al., 1998; TIKKA et
al., 2001; TIKKA; KOISTINAHO, 2001; MONJE; TODA; PALMER, 2003; SASAKI et al.,
2003a). A utilizagdo do tenoxicam, um tipo de inibidor da COX-2, preveniu a formacao de
eicosandides e diminuicio do dano causado por isquemia transitoria global (ICT) (GALVAO
et al., 2005).

Alguns estudos revelam que citocinas pré-inflamatérias podem afetar a plasticidade
sinaptica. O aumento da expressdo de IL-1B e ICAM-1, assim como da migracdo de
neutréfilos para o hipocampo, foram documentados em modelo de isquemia global
(GALVAO et al., 2005; ZHUANG et al., 2009; MINAMI et al., 1992) (YOSHIOKA et al.,
1999).

1.9 Apoptose
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Existem trés tipos de morte celular necrose, autofagia e apoptose. Em 1964 foi
proposto o termo "morte celular programada™ para designar um tipo de morte celular que
ocorre de forma ndo acidental. Em 1972, Kerr, Wyllie e Currie sugeriram o termo apoptose
para indicar esse tipo de morte (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

A apoptose pode ser induzida por um grande numero de estimulos e muitas das
condicdes que prevalecem durante a isquemia sdo capazes de induzir apoptose em um ou mais
tipos de células (LIPTON, 1999). A apoptose tem como caracteristicas condensacdo da
cromatina e intensa fragmentacdo do DNA em segmentos de tamanho proporcional a perda de
volume celular, formacéo de protuberancias na membrana plasmatica e formacao de corpos

apoptoticos que serdo fagocitados por macrofagos (LOVE, 2003).

A inducdo da apoptose se da& com ativacdo das caspases. As caspases Sao
sintetizadas como pré-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 antiapoptoticas, como Bcl-2 e
diversas quinases que participam da regulacdo da transcri¢cdo 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 sinalizagdo mediada por esses
receptores. J& a via intrinseca é disparada por sinais que vem do interior da célula (CAO et
al.,2001).

As mitocondrias exercem papel central na traducdo de sinais apoptéticos nos
neurdnios. E o centro da via intrinseca da apoptose, além disso, também pode amplificar e
mediar a via extrinseca (SCHMITT et al., 2002). A isquemia cerebral pode desencadear o
sinal no interior da célula que provoca a liberacdo do citocromo ¢, dando inicio a via
intrinseca. Este é liberado no citosol formando um complexo com a APAF- 1 (fator ativador
de proteases pro-apoptoticas 1) e a caspase-9, chamado de apoptossomo. Esse complexo
promove a clivagem da pré-caspase-9 liberando a caspase-9 ativa. Uma vez ativada, a
caspase-9 ativa a caspase-3 (PETROS; OLEJNICZAK; FESIK, 2004; RUPNARAIN et
al.,2004).

Além de promover a ativacdo da cascata de caspases, a caspase 3 afeta 0 DNA

através de dois mecanismos, clivando o inibidor de endonuclease ICAD promovendo, dessa
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maneira, a liberagdo da CAD (DNAse ativada por caspase) com consequiente quebra do DNA
ou inativando a PARP, uma enzima reparadora de DNA. Dessa forma a caspase-3 garante a
quebra do DNA e, conseqlientemente, impede a sobrevivéncia celular (SUGAWARA et al.,
2004).

Durante a isquemia a expressdo de p53, regulador da morte celular induzida por
apoptose, esta aumentada, com isso pode-se ativar aBax, uma proteina pro-apoptotica com
funcdo de auxiliar na despolarizacdo da membrana da mitocondria e na liberacdo do
citocromo c, desencadeando a cascata ja mencionada (LOVE, 2003; CAO et al.,2001).

A ativacdo da via extrinseca se da, por exemplo, com a ligacdo da molécula de Fas
ligante presente no meio extracelular ao seu receptor, desencadeando a clivagem da pro-
caspase-8. A caspase-8 ativa a caspase-3 que por sua vez age em diversos alvos. Outra agédo
da caspase-8 ¢ a ativacao da proteina pré-apoptotica BID. Com tudo que foi descrito podemos
observar que a clivagem da proteina Bid, uma proteina pré-apoptética, as duas vias se
encontram reforcando e amplificando o sinal. A super expressdo de Fas é verificada apds
isquemia cerebral focal (SUGAWARA et al., 2004).

E importante salientar que existem mecanismos que controlam ativacéo da cascata
apoptdtica, onde temos como principais proteinas bcl-2 e a bcl-xI que evitam a despolarizagéo
da membrana, ou a Akt que consegue inibir proteinas como a Bad, proteina esta que consegue
despolarizar a mitocondria (CAO et al.,2001). A despolarizacdo € crucial para liberacdo de
proteinas que sdo pro-apoptdticas como o citocromo c. Na regido de infarto isquémico, apés

isquemia focal observa-se baixa expressdo da Bcl-2 (SUGAWARA et al., 2004).

1.10 Membria

Memoria é a habilidade de se guardar uma informacdo aprendida previamente
dentro de um sistema interno de armazenagem de tal forma que este possa ser acessado e
usado posteriormente (LUCAS, 2002). Assim, a memoria ndo é uma construcdo unitaria e
sim um sistema que reflete inUmeras habilidades cognitivas distintas que podem ser

categorizadas ao longo de diferentes dimensdes (LUCAS, 2002).
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Levando em consideracdo os tipos de memoria de longa duracdo eles podem ser
diferenciados como memoria implicita ou ndo declarativa e explicita ou declarativa (DEW;
CABEZA, 2011). A memoria ndo declarativa apresenta-se com tipos “simples” de memoria
que podemos caracterizar como habituacdo, sensibilizacdo e condicionamento classico. A
habituacdo € aprender a reconhecer e a ignorar, como um ruido que ndo representa
importancia e permite que vocé consiga dormir mesmo com barulho de carros. A
sensibilizacdo ¢ um aprendizado ndo associativo, tanto pessoas quanto animais aprendem a
melhorar seus reflexos em preparagdo para retirada e fuga (BAYLE; CHEN, 1993). E o
condicionamento classico refere-se a capacidade de associacdo entre dois eventos como 0
estudado pelo fisiologista russo no fim do século XIX, Ivan Pavlov que identificou que o cado

salivava ao ver o funcionario que o alimentou no passado (KANDEL, 1995).

A memdria implicita refere-se a situagfes inconscientes, ndo intencionais que sdo
independentes do lobo temporal medial. O cerebelo, estriado e a amigdala sdo regides do
cérebro relacionadas a memoria de procedimento ou implicita. Esta memoria esta envolvida
com a percepcdo, habilidade motora e outras formas de memdria ndo declarativa (KANDEL,
2009). Acredita-se que a memoria implicita seja processada pelo nucleo estriado e/ou

diencéfalo.

A memdria declarativa é apresentada como episodica ou semantica (KANDEL,
1995). A memoria episddica esta relacionada a fatos datados e € individual — cada pessoa
possui suas préprias lembrancas. A memoria semantica estad relacionada com a cultura e
envolve conhecimentos gerais de um povo (SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1996). A memdria
explicita é dependente do lobo temporal medial (DEW; CABEZA, 2011). O lobo temporal
medial engloba o hipocampo e regifes anatomicamente préximas como o cortex entorrinal,
peririnal e cortex parahipocampal. E um sistema rapido, de capacidade limitada, que
desempenha papel fundamental na memdria de longo-prazo declarativa (SQUIRE; ZOLA-
MORGAN, 1996). A memdria declarativa esta relacionada a objetos, pessoas e lugares. E
uma memoria para fatos e eventos que requer a acdo do lobo temporal medial em conex&o
com cortex. Estudos demonstram que é caracteristico da memoria explicita a codificagdo da
informacdo, o armazenamento de modo que se torne memoria e evocacdo quando necessario
(KANDEL, 2009). Estas categorias de memdria ndo sao excludentes, quando um organismo

aprende alguma coisa importante, varios destes sistemas de memaoria podem ser empregados.
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A memodria operacional ou memdria de trabalho é de curta duracgéo, englobando
processos de memoria retidos temporariamente que podem ser esquecidos ou transformados
em longa duracdo (GOLDMAN-RAKIC, 1992) representa o armazenamento temporario de
informacdo utilizado para planejar uma acao futura e é processada principalmente no cortex
pré-frontal (RUCHKIN et al., 2003).

Alguns estudos mostram que hipocampo nao tem uma funcdo simples de registrar
informacdes, mas sim de usar diversos sentidos de modo a concentrar informacdes espaciais
ao redor do animal, como se contivesse um mapa de interacdo com 0 meio ambiente que o
guiasse de responsabilidade de células localizadoras chamadas de “place cells” (O’KEFFE;
DOSTRVSKY, 1971). Em 1973, os fisiologistas Timoty Bliss e Terje Lomo fizeram uma
notavel descoberta quando baseados nas observagbes de Brenda Miller sobre o papel do
hipocampo no armazenamento da memoria. Eles tentaram verificar as caracteristicas das
sinapses no hipocampo e demonstraram que um periodo breve de atividade elétrica de alta
freqiiéncia na via das colaterais de schaffer, onde as células piramidais de CA3 enviam
axonios para regido CA1 do hipocampo, produzia um aumento na magnitude da resposta pos-
sindptica. Esse aumento pode perdurar algumas horas em animais anestesiados ou Varios dias
ou mesmo meses em animais acordados. Este fendmeno foi denominado pelos pesquisadores
de potenciacdo de longa duracdo ou long-term potentiation (LTP). O LTP € o forte candidato
para explicar o mecanismo de armazenamento (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993).

Em situacdes em que ocorre faléncia energética no cérebro, pode haver uma falha
no processo de memoaria podendo comprometer as atividades didrias. Estima-se que um terco
das vitimas de AVC apresentardo problemas graves de memoéria (MAUD, 2006). Pacientes
com doenga cerebrovascular ocasionalmente exibem distarbios cognitivos, como amnésia e
desorientacdo topografica (CAPLAN et al., 1985; CAPLAN et al., 1990).

A isquemia cerebral focal em animais leva a déficits cognitivos e sensério motor
(STEM et al., 2008) principalmente na memoria operacional, acessada atraves de tarefas de
reconhecimentos de objetos e lugares (WOOD et al.,, 1993; MUMBY et al., 1996;
GULINELLO et al., 2006; PLAMONDON; MORIN; CHARRON, 2006) e na memoria
espacial (SANDSTROM; ROWAN, 2007). Estudos demonstraram déficit na memoria de
curta duracdo em ratos no labirinto em Y seguido de hipoxia-isquemia e subseqiiente injuria
hipocampal (FAN et al., 2005; MATCHETT et al., 2007).


http://www.nature.com/jcbfm/journal/v16/n5/full/9590118a.html#bib2#bib2
http://www.nature.com/jcbfm/journal/v16/n5/full/9590118a.html#bib3#bib3
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1.11 Terapias de reparo

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 publicacdes que
abordassem terapias para isquemia cerebral, no entanto nos ultimos desde de 2002 até 2008
mais de 1000 artigos pré clinicos e mais de 400 artigos na area clinica foram publicados
(GINSBERG, 2008).

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 pre-clinicos foram desenvolvidos com a nimodipina na isquemia cerebral. Destes 250,
20 estudos foram desenvolvidos com animais e a nimodipina administrada apés a indugdo 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. 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 evolucdo neuroldgica (GINSBERG, 2008).

O uso clinico de antagonistas NMDA foi associado a efeitos colaterais
neuropsiquidtricos e cardiovasculares provavelmente relacionados & 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
mostrou reduzir a area isquémica. Nos estudos clinicos de seguranca e torelabilidade mostrou
diversas reacdes adversas como alucinaces, agitacdo, confusdo mental, delirio e parandia em
todos os pacientes tratados com a dose de 2mg/kg (GINSBERG, 2008).

Um dos farmacos antioxidantes utilizado em teste pré-clinicos trilazade é um
inibidor de peroxidagéo lipidica dependente de ferro ndo glicocorticoide. Os estudos pre-
clinicos mostraram que o trilazade foi capaz de diminuir o tamanho da lesdo isquémica e
melhorar o desempenho neuroldgico, sendo maior sua eficacia em modelos de oclusédo
temporéaria do que em modelos permanentes ou trombdticos. Além disso, sua eficacia parece

ser maior quando administrado antes da isquemia, ou apenas 10 minutos depois da isquemia.
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A janela terapéutica pequena também é um dos problemas de vérias terapias ja
estudadas e por todo o exposto € necessario o desenvolvimento de novas terapias para o
tratamento do AVC.

1.12 Berberina

Os alcaldides sdo substancias isoladas de plantas de varios géneros caracterizados
por apresentar um nitrogénio heterociclico. Tais substancias constituem uma das mais
importantes classes de farmacos antitumorais (GRANADA et al., 2007). Diversos alcaldides
apresentam acdo neuroprotetora comprovada. A matrine, alcal6ide isolado da Saphora
flavecensces, apresenta efeito neuroprotetor em modelo de isquemia focal cerebral
permanente em ratos (XU et al., 2012). A nicotina, principal alcaléide do tabaco, protege

neurbnios dopaminérgicos em modelo de doenca de Parkinson (QUIK et al., 2012).

A berberina (C20H170NO5) é um alcal6ide isoquinolinico com uma longa
historia de uso na medicina chinesa e ayurvédica. A berberina pode ser encontrada em raizes e
cascas de diversas espécies de plantas, dentre elas Hydrastis canadensis, Coptidis chineses,
Berberis aquifolium, Beberis vulgaris e Berberis aristata (WANG et al., 2003).

Figura 5. Estrutura Quimica da berberina

i OCH3
OCHj;
A berberina possui intensa coloragcdo amarelada, com ponto de fusdo em torno de

145°C, e nas aplicacOes clinicas € administrada na forma de cloreto ou sulfato. (KULKARNI,
DHIR, 2009).
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A berberina ndo é considerada toxica quando usada nas doses de 200-1.000 mg,
duas a trés vezes ao dia. (RABBANI et al., 1987). A DL 50 encontrada em camundongos
Swiss é de 500 mg/kg, quando administrada agudamente, ja na administracdo crénica durante
10 dias € de 150 mg/kg (ANIS et al., 2001). Estudos também observaram que quando
administrada na dosagem de 100 mg/kg, v.o., em ratos, a biotransformacdo observada foi
semelhante a dos humanos quando estes eram submetidos a uma dosagem de 300 mg/kg.,

V.0, trés vezes ao dia, por duas semanas (QUIU et al., 2008).

Ainda serdo necessarios mais estudos para garantir a seguranga do uso da
berberina em gravidas. Contudo, em um estudo em que foi avaliada a toxicidade da berberina
em camundongos e ratas gravidas, na dose de 7.000 e 14.500 ppm, respectivamente, nao foi
verificada morte fetal. (KULKARNI, DHIR, 2009).

A berberina age aumentando a expressao do receptor de LDL, lipoproteina de
baixa densidade, (LDLR) e inibindo a sintese do lipideo (KONG et al., 2004). A berberina
demonstra-se promissora no tratamento de diabetes, hiperlipidemia, AVC, doencas cardiacas
e doencas inflamatdrias cronicas (ZHU; QIAN, 2006), além de possuir potente atividade
antiarritmica comprovada em modelos animais (WANG et al., 2003). Na medicina indiana e
chinesa a berberina tém sido utilizada no tratamento de infeccBes e parasitoses intestinais
(BIRDSALL, KELLY, 1997).

Também foi verificado que a berberina tem propriedades anti-inflamatorias,
agindo na reducdo do metabolismo do acido aracddnico e na diminuicdo da expressdo da
cicloxigenase-2 (COX-2), demonstrando que essa droga possui potencial para o tratamento de
em doencas inflamatérias cronicas (LEE et al., 2006).

A Berberina possui agdo inibidora da acetilcolinesterase, semelhante a
galactamina, droga utilizada no tratamento de doenga de Alzheimer (INGKANINAN et al.,
2006). ZHU e colaboradores (2006) mostraram gque a administracao, por v.o., de berberina 50
mg/kg, durante 14 dias, em modelo experimental de Alzheimer em ratos, € eficaz na reversao
do dano na memoria espacial causado pelo peptideo o,B-amildide. As propriedades
antiinflamatdrias da berberina também podem ser relacionadas com a sua a¢do neuroprotecdo
na doenga de Alzheimer (YOO et al., 2008).
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Ja foi demonstrado que a berberina reverte o dano cerebral isquémico causado
pela ocluséo das carétidas (WU et al., 1995). Em contrapartida, sob aplicacdo do extrato de
berberry na isquemia cerebral, tanto no pré quanto no pds tratamento, constatou-se a
preservacdo da densidade semelhantemente ao controle ndo isquemiado (YOO et al., 2006).
Entretanto, o mecanismo pelo qual a berberina exerce sua neuroprotecdo em situagdes
isquémicas ainda ndo estd totalmente desvendado, mas ja é sabido que a berberina inibe a
geracdo de ROS e, consequentemente, a liberacdo de fatores pré-apoptoticos, como citocromo
c e fator indutor de apoptose (AIF) (ZHOU et al., 2008).

Outro estudo para avaliar acdo antiinflamatdria da berberina demonstrou que apés
isquemia transitoria global a administracdo de berberina reduziu a morte neuronal
(NAKAYAMA et al., 1998).
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1.13 Relevancia e Justificativa

O estudo do AVC ¢ importante principalmente pelo impacto socio-econémico que
pode causar ao afetar a populagdo economicamente ativa (ZETOLA et al.,, 2001). A
prevencdo secundaria do AVC ¢é inadequada em paises de baixa e média renda, nos quais as
taxas de controle da pressao arterial, do uso de estatinas e do fim do habito de fumar séo
geralmente mais baixas apos um AVC quando comparamos as mesmas taxas em paises de
alta renda (JOHNSTON et al., 2009). Cerca de 15 a 30% dos pacientes que apresentam AVC
isquémico tém historia prévia de ataque isquémico transitério, muitas vezes em um curto
intervalo de tempo (MASSARO, 2006). Por isso, hd necessidade de drogas que também

possam trabalhar na neuroprotecéo de pacientes de risco.

Devido a pequena janela terapéutica do tratamento preconizado e visto que a
fisiopatologia da isquemia cerebral é complexa e envolve multiplas vias idnicas, enzimaticas e
genéticas, que variam em funcgéo do tempo e extensdo da isquemia (SMITH, W., 2004), se faz
necessario o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento do AVC, principalmente no

sentido de neuroprotecéo.

A berberina apresenta acdes antiinflamatorias, o que a torna uma promessa no
tratamento desse modelo, por isso ela foi escolhida por objeto deste estudo (NAKAYAMA et
al., 1998) (ZHOU et al., 2008) (WU, LIU, 1995).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da berberina sobre o dano neuronal, motor, comportamento,

memoria e inflamacgdo de camundongos submetidos a isquemia cerebral focal (ICF).

2.2 Objetivos Especificos

Produzir dano neuronal, déficit de memoéria e alteragdo comportamental e
motora usando modelo de isquemia cerebral focal permanente por oclusdo da artéria cerebral
média em camundongos.

Estudar o efeito neuroprotetor da berberina no modelo avaliando os seguintes
aspectos:

= (O dano neuronal;

= A alteracdo comportamentais e déficits de memodria;

» Resposta inflamatoria através da atividade da mieloperoxidase no hipocampo, estriado
e cortex temporal;

= O estresse oxidativo através dos niveis de GSH no cértex.
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3 MATERIAI E METODOS

3.1 Animais

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

racao padrdo e agua a vontade.

No que se refere aos cuidados com 0s animais, este estudo seguiu 0s principios
éticos da experimentacdo animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA). O estudo foi submetido ao comité de ética em pesquisa animal da
Universidade Federal do Ceara sob o nimero de registro 074/11.

3.2 Drogas

Berberina (SIGMA, EUA); Cloridrato de Xilazina 2% (Kensol® Laborat6rios
Konig S.A, Argentina); Cloridrato de Ketamina 5% (Vetanarcol®, Laboratérios Konig S.A,

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

3.3 Isquemia cerebral focal (ICF) por oclusdo da artéria cerebral média (Tamura et al.,
1981)

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

Inicialmente foi realizada uma incisdo na linha entre o olho direito e a orelha, o
musculo temporal foi dissecado e, posteriormente, realizada uma craniectomia com uma broca
de 1 (mm), seguido da exposicdo e cauterizagdo da artéria cerebral média. Em seguida a
incisdo foi suturada com fio de nylon 3.0, e os animais foram colocados em gaiolas
individuais para recuperacéo da cirurgia com livre acesso a agua e comida. Os animais falso-
operados (FO) foram submetidos aos procedimentos descritos para isquemia, exceto a

cauterizacdo da artéria cerebral média (Figura 6).
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Figura 6 - Foto mostrando a cirurgia de isquemia cerebral focal em um
camundongo no momento da aproximacdo do bisturi elétrico para coagulacdo da artéria

cerebral média.

Fonte: arquivo pessoal.
3.4 Protocolo experimental

O inicio do desenho experimental foi realizado com a administracdo de berberina
e veiculo apenas uma vez ao dia, como apresentado no protocolo 1. Apds a realizagdo do
protocolo 1 demos continuidade as demais avaliagcdes utilizando o protocolo 2 onde a
berberina ou veiculo era administrado duas vezes ao dia. A berberina ou o veiculo (agua

destilada) foram administrados por via oral

Os animais foram divididos em grupos e subgrupos para as analises bioquimicas e
comportamentais. O grupo A era composto pelo subgrupo 1 (N=6) onde foi avaliadoo TTC e
avaliacdo neuroldgica, subgrupo 2 (N=8) foi realizado o campo aberto, labirinto em y e
esquiva passiva e o subgrupo 3 (N=8) labirinto aquatico e reconhecimento de objetos. O
grupo B possuia o subgrupo 4 (N=6) onde foi feito a dosagem de mieloperoxidase, subgrupo
5 (N=5) avaliacdo dos niveis de glutationa e subgrupo 6 (N=4) que foi realizada o fluorojade.

Os testes de comportamento eram realizados nos horarios entre 10:00 e 16:00
horas, sendo 0s animais tratados com duas doses também no mesmo intervalo de tempo entre

as doses. Os protocolos experimentais utilizados foram (Figura 7):



Figura 7: Protocolos experimentais
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Os animais foram divididos em seis grupos de acordo com 0 seguinte esquema de

tratamento:

FO

FO BE 100

ICF

ICF BE 25

ICF BE 50

ICF BE 25(2x)

ICF BE50(2x)

3.5 Avaliacéo Neurolodgica (Garcia et al., 1995)

25 mg/kg

50 mg/kg

50 mg/kg

100 mg/kg

30 min antes, 2 h apés ICF e uma vez

ao dia, nos dias subsequentes

30 min antes, 2 h apos ICF e duas

vezes ao dia, nos dias subsequentes

30 min antes. 2 h apés ICF e nos dias

subsequentes

30 min antes de ICF e uma vez ao dia

nos dias subsequentes

30 min antes de ICF e uma vez ao dia

nos dias subsequentes

30 min antes e 2 h ap6s ICF e duas

vezes ao dia nos dias subsequientes

30 min antes e 2 h ap6s ICF e duas
vezes ao dia nos dias subsequientes

A avaliagdo neurologica foi realizada 24 h ap6s da isquemia. Os achados

neuroldgicos sdo pontuados utilizando uma escala previamente descrita por Garcia e

colaboradores (1995).

Os parametros avaliados foram: 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; simetria do movimento das quatro patas, que analisa se 0

animal ao ser segurado pela cauda e suspenso no ar mostra simetria nos membros; estiramento
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das patas dianteiras, que avalia se 0 animal caminha sobre as patas dianteiras na borda de uma
mesa; “gripping”, que analisa a capacidade do animal de agarrar firmemente uma grade de
ferro ou de fazer movimentos circulares; propriocepcdo corpdrea na qual o animal é tocado
com uma pinga em ambos os lados do corpo e sua reacdo é observada, que avalia a resposta
sensorial; e resposta ao toque da vibrissa, no qual a pinga toca as vibrissas em ambos os lados

do animal que analisa a resposta sensorial.

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

parametro analisado (Quadro 1).

3.6 Avaliacdo do infarto isquémico — Teste do Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol (TTC)
(Goldlust et al., 1996)

A coloracdo com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC) é utilizada para
identificar e quantificar as regides de infarto decorrentes da isquemia cerebral focal. O TTC
recebe um préton da succinato desidrogenase na membrana interna da mitocondria, 0 que o
reduz para uma forma insoltvel, o formazam, com coloracdo avermelhada que se deposita nas
células viaveis. As células da regido de infarto ndo possuem mitocondrias viaveis, ndo
havendo a formacdo do formazan e sem a colora¢do vermelha e, portanto, apresentando-se

como uma regido palida.

Vinte e quatro horas apds a isquemia os animais foram mortos por decaptacdo e
seus cérebros foram removidos e conservados em salina gelada até o momento dos cortes, 0s
cérebros foram fatiados na espessura de 2 mm e imersos em solucao de 2% de TTC a 37°C
por 30 minutos. Em seguida, as fatias tiveram suas imagens digitalizadas em alta resolucao,
sendo analisadas as areas de edema e as areas totais para os calculos das respectivas
percentagens. Tal metragem foi realizada utilizando-se o software Osiris ™ (University of

Geneva, Switzerland).



Quadro 1 - Avaliacdo neurolégica
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Testes Escores

0
Atividade Animal sem
Espontanea movimento
Simetria do Lado esquerdo:

movimento das sem movimento

quatro patas

Estiramento Lado esquerdo:

das patas sem movimento,
dianteiras n&o estende
“Gripping”

Propiocepcéao

Corpérea

Resposta ao
toque da

Vibrissa

Fonte: (Adaptado de Garcia et al.,

1
Animal ndo se ergue
e raramente se

movimenta

Lado esquerdo: raros

movimentos

Lado esquerdo:
poucos movimentos

de extensao

N&o consegue

escalar

Lado esquerdo: sem

resposta

Lado esquerdo: sem

resposta

1995).

2

Animal se

movimenta, mas ndao

se aproxima de trés
lados da caixa
Lado esquerdo:

movimentos lentos

Lado esquerdo:
move-se e estende
menos que o lado

direito
Consegue escalar,
mas o lado esquerdo
esta fraco
Lado esquerdo <

Lado direito

Lado esquerdo <

Lado direito

3
Animal se
movimenta e se
aproxima de trés
lados da caixa
Ambos os lados:
movem

simetricamente

Ambos os lados:

Extensdo simétrica

Escalada normal

Resposta Simétrica

Resposta Simétrica

3.7 Avaliacédo da atividade locomotora - Teste do Campo Aberto (Broadhurst, 1957).

O teste da avaliagdo locomotora utiliza o aparato denominado “Campo aberto” muito

popular, pois apresenta facil manipulacdo e o animal é observado com comportamentos bem
definidos de simples registro (WALSH; CUMMINS, 1976). 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

guadrada (30 x 30 x 15 cm) de acrilico preto com o piso dividido em nove quadrantes iguais
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(Figura 8). No teste o animal foi colocado na arena e deixado para explorar o ambiente por 5
minutos, durante este periodo foi registrado o nimero de quadrantes atravessados pelo animal
(ndmero de cruzamentos). Também foi avaliado o nimero de vezes que o animal se levantou
para explorar 0 ambiente, mantendo-se suspenso apenas pelas patas traseiras, caracterizando o
comportamento exploratério do tipo rearing. A arena foi limpa com alcool a 20% ap6s cada

animal ser retirado, para evitar interferéncia do cheiro de urina e fezes no teste.

Figura 8 — Arena do Campo Aberto.

Fonte: arquivo pessoal

3.8 Avaliacdo da memdria de trabalho - Teste do labirinto em Y (Sarter et al., 1988).

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

diferentes ambientes.

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

de largura e 40 cm de comprimento (Figura 9).
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Figura 9 - Labirintoem Y.

Fonte: arquivo pessoal.

Para a avaliacdo da memoria os bracos foram numerados. O animal foi colocado
no aparelho e durante 8 minutos o nimero de cada bragco que o animal entrou foi anotado. Foi
considerado acerto cada vez que o animal entrou em 3 diferentes bragos sem repetigdo. O

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

Alternacdes 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 brago entraram por ultimo (Stone et al.,
1991). Entre cada sessdo, o labirinto foi higienizado com uma solucdo de alcool a 20% e

secado com toalhas de papel.

3.9 Avaliacdo da memdria aversiva — Teste da Esquiva Passiva (De Noble, 1986)

Uma forma de avaliar a resposta condicionada ao medo € através da realizacdo do
teste da esquiva passiva (De Noble et al., 1986). Durante o teste, a inibicdo da tendéncia
natural do animal de entrar no compartimento escuro, devido a presen¢a de um componente

aversivo, constitui uma resposta condicionada.
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O aparelho consiste de uma caixa de acrilico (48 x 22 x 22), dividida em dois
compartimentos separados por uma janela, um branco (iluminado) e um preto (escuro), este
tem o piso eletrificado (Figura 10). O animal foi colocado no compartimento iluminado e
deixado para ambientacdo no aparelho durante um 1 min., quando ent&o foi retirado. Apés 30
segundos, o animal foi colocado novamente no compartimento iluminado. O animal ao entrar
no compartimento escuro, recebeu um choque de 0,5 mA, durante 1 s., com o tempo de
laténcia para entrar sendo registrado, até um maximo de 300 s (treino). Retirou-se o animal
(alguns animais retiraram-se espontaneamente ap6s o choque) e ap6s 15 min. este foi
colocado novamente no compartimento iluminado e registrou-se a laténcia de entrada
(avaliacdo da memdria recente). A retencdo do aprendizado (avaliagdo da memdria tardia) foi
testada apos 24 h, quando o animal era colocado no compartimento iluminado e o tempo de
laténcia para a entrada no compartimento escuro foi registrado, nessa etapa o animal néo

recebe o choque.

Figura 10 - Aparelho de Esquiva Passiva.

Fonte: Ugo Basili.

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

Nesta versao 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 é dependente do hipocampo.
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O animal foi colocado de forma aleatéria em uma piscina circular (90 cm de
diametro e 60 cm de profundidade) contendo agua turva (até 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 11). O animal teve 60s para achar a
plataforma (que permaneceu no mesmo local em todos os treinos) e 14 permaneceu por 10s.
Este treino foi realizado quatro vezes por dia com intervalos de 30s entre os treinos, durante
dois dias (aprendizagem) e 48h apo6s o ultimo treino, os animais foram submetidos ao teste,
agora sem a plataforma, onde foi avaliada a aquisicdo da memdria. Na ocasido, o animal
permaneceu na piscina por 60s e foi registrado o tempo em que o animal se posiciona no
quadrante em que a plataforma deveria estar, o tempo de laténcia para encontrar o local da

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

Figura 11 - Labirinto aquatico.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.11 Avaliacdo da memoria explicita — Teste do Reconhecimento de Objetos (Ennaceur;
Delacour, 1988).

O teste de reconhecimento de objetos é baseado na tendéncia natural dos animais
buscarem o novo. Durante o treino o animal foi colocado numa arena quadrada (30 x 30 x 15

cm) de acrilico preto contendo dois objetos iguais (Ol) e, durante 10 min, ele pode explorar o
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ambiente e os objetos (Figura 12A). Ap6s 1h, um dos objetos iguais foi substituido pelo
objeto novo (ON) e o animal foi colocado novamente na arena (teste) (Figura 12B). Durante 5
min o tempo que o animal gastou 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 12 — Arena com objetos.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.12 Ensaio para Mieloperoxidase (MPO) (Bradley et al., 1982)

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente nos granulos de neutréfilos.
Essa enzima ¢é utilizada como indicador de processo inflamatdrio, mais especificamente, como
marcador de migragdo de neutrofilos dos tecidos. Neste ensaio, a H,0O, € clivada por meio da
MPO presente nas amostras de tecido. O radical oxigénio (O°) resultante se combina com
diidrocloreto de O-dianisidina que é convertido a um composto colorido. O aparecimento
deste composto, ao longo do tempo, € medido por espectrofotdmetro para determinar o
conteildo de MPO do ensaio.

Vinte e quatro horas apds a inducdo da isquemia os animais foram eutanasiados,
seus cérebros rapidamente removidos e amostras do coértex, estriado e hipocampo foram
dissecadas e pesadas. As &reas foram homogeneizadas (50mg/mL) em uma solucdo de
brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5 % (HTAB) em tampé&o fosfato 50 mM, pH 6,0. Em

seguida, os homogenatos foram centrifugadas (14000 rpm, 4°C) por 2 minutos. Adicionou-se
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30uL do sobrenadante da amostra e 200uL da solugdo contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto
de 6-dianisidina e 0,0005 % de peroxido de hidrogénio. A absorbancia foi medida nos
tempos 0,1 e 3 minutos no comprimento de onda 460nm. Os resultados foram dados como
unidades de MPO por mg de tecido, sendo uma unidade de MPO equivalente a quantidade

que degrada 1pumol/min de perdxido de hidrogénio.

3.13 Determinacdo da concentracdo de grupos sulfidrilicos ndo proteicos (NP.SH)
(Sedlak & Lindsay, 1968)

O método utilizado baseia-se na reacdo do reagente de Ellman (&cido 5,5'-ditiobis
(&cido 2-nitrobenz6ico) - DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais &cido
2-nitro-5-tiobenzdico com pico de absorbancia em 412 nm. Vinte e quatro horas apo6s a
isquemia os animais foram eutanasiados, seus cérebros removidos e amostras do cortex
foram dissecadas, pesadas e armazenadas a - 80°C para posterior analise. O preparo das
amostras foi feito da seguinte forma: 40 puL de cada amostra (homogenato a 10% em tampé&o
fosfato) foi adicionada a 50 pL de &gua destilada e 10 pL de TCA (&cido tricloro acético)
50%. O material foi centrifugado a 3000 g por 10 min e retirado 60 L do sobrenadante que
foi adicionado a solucdo de DTNB em tampdo Tris. A curva padrdo foi obtida mediante
leitura de vérias concentraces de GSH padrdo (1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 ug) e os
resultados foram expressos em pg/ ug de tecido.

3.14 Avaliacdo da degeneracdo neuronal através do Fluoro Jade C (Schmued et al.,
2005).

A técnica de coloracdo pelo Fluoro Jade C identifica neurdnios em degeneracdo
com alta sensibilidade. Os animais foram perfundidos através do ventriculo esquerdo com
salina gelada, seguido de paraformaldeido a 4% em PBS. Os cérebros foram removidos e pés-
fixados com formol tamponado por 24 horas, apds esse periodo foram armazenados em
solucéo crioprotetora de sacarose a 30% em geladeira. O tecido foi cortado no criostato fatias

de 40 um e montado em laminas gelatinizadas.
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As laminas foram imersas durante 5 min numa solucdo bésica de alcool que
consiste em: 0,01% NaOH (0,01g para 100 ml) em 80% de etanol, depois em etanol a 70%
durante 2 min e agua ultrapura durante 2 min. Em seguida, foram incubadas, sob agitacdo, em
0,06% de Permanganato de Potassio durante 10 min (protegidas da luz), lavadas em &gua
durante 2 min e incubadas, sob agitacdo, durante 10 min, na solugéo 0,0001% de Fluoro-Jade
C em 0,1% de acido acético e lavadas novamente com agua ultrapura 3x (1 min de cada vez).
Apdbs secagem das laminas (ao ar ou em estufa a 50°C), as laminas foram mergulhadas em

xilol (cAmara de exaustdo) durante 1 min e montadas com o meio de montagem Entellan.

A marcacdo com Fluoro Jade C foi quantificada em séries de 8 secBes coronais
(40 um de espessura e espacamento de 300 pum) representativas do estriado e cortex de 3
animais de cada grupo experimental. A quantificagdo da Media de Intensidade de
Fluorescéncia (MIF) utilizada para mensuracdo foi calculada através do programa Image J.
Foi feita uma média para os valores MIF obtidos para o grupo controle (FO) e todos os outros
foram calculados como percentagem desse valor, sendo representados como média do

controle + EPM.

3.15 Analise estatistica

Foram realizados testes ndo paramétricos (Kruskall-Wallis e Mann-Whitney) para
a andlise estatistica dos testes comportamentais, sendo os resultados expressos como média +
erro padrdo da média. Os escores neuroldgicos foram expressos em mediana( valores maximo
e minimo), utilizando-se os testes de Kruskall-Wallis e teste de Dunn para comparacao entre
0s grupos. Para o ensaio de MPO e de GSH foram utilizados ANOVA e o teste de Tukey
como teste post-hoc. O critério de significancia utilizado foi de p < 0,05. O programa de

computador usado foi Graph Pad Instat® 5.0.

A avaliacdo dos testes comportamentais foi realizada utilizando os testes de
Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney. Para avaliagdo dos demais resultados foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey. Em todos os testes o critério de

significancia de p < 0,05. Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da berberina (25, 50 e 100mg/kg) sobre a avaliagdo neuroldgica de
camundongos submetidos a isquemia cerebral focal permanente (ICF) por oclusdo da

artéria cerebral média.

Os animais isquemiados apresentaram deficits neuroldgicos em relacdo aos
animais falso-operados significativos 24 horas apos a isquemia (FO: 18 (18-18); ICF: 16 (15-
18)) (Figura 13), apresentando principalmente diminui¢do da habilidade motora, mas também
diminuicdo da capacidade de responder a estimulos no lado contralateral a isquemia. O
tratamento com a berberina ndo apresentou melhora significativa no déficit neurologico
induzido pela isquemia (BE25 17 (15-18); BE50: 17 (16-18); BE25 (2X): 17 (16-18); BE50
(2X): 17,5 (16-18)).

Figura 13. Avaliacdo Neuroldgica dos camundongos tratados com berberina.
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Os grupos Be25 e Be50 receberam uma unica dose 30min antes da cirurgia e 0s grupos Be25
2x (50mg/kg) e Be50 2x (100mg/kg) receberam 30min antes e 2h apos a cirurgia. Os valores
representam a mediana (minimo e maximo). *vs FO, p<0.05, Teste de Kruskal-Wallis seguido

do teste de Dunn.
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4.2 Efeito da berberina (25, 50 e 100mg/kg) sobre o infarto neuronal de camundongos

submetidos a isquemia cerebral focal permanente (ICF) por oclusdo da artéria
cerebral média.

Os animais falsos operado apresentaram menor dano cerebral isquémico analisado
24 horas ap0s a isquemia em relacdo aos animais isquemiados (FO: 1,82+0,21%; ICF:
5,66+0,84%), apresentando menores areas de isquemia. O tratamento com a berberina nas
doses de 50 e 100mg/kg diminuiram significativamente o dano neuronal isquémico (BE25
4,13+1,0 %; BES0: 3,18+0,53%; BE25 (2X): 2,28+0,16%; BE50 (2X): 2,90+0,48%) (Figura
14).

Figura 14. Avaliacdo da area do infarto neuronal de camundongos isquemiados
tratados com berberina.
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Os grupos Be25 e Be50 receberam uma Unica dose 30min antes da cirurgia e os grupos Be25
2x (50mg/kg/dia) e Be50 2x (100mg/kg/dia) receberam 30min antes e 2h apds a cirurgia. Os

valores representam a média £ EPM. *vs FO, #vs ICF, p<0.05. Teste de Kruskal-Wallis e
teste Mann-Whitney.



58

Figura 15 — Visualizacdo do dano neuronal isquémico através da coloracdo de TTC entre 0s

grupos.

FO 1SQ Be25 Be50 Be25(2x) Be 50(2x)

As areas de infarto isquémico, nas quais as células ndo sdo mais viaveis (com enzimas

inativas) correspondem as regides palidas, sem coloragao.
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4.3 Efeito da berberina (50 e 100mg/kg/dia) sobre a atividade locomotora de
camundongos submetidos a isquemia cerebral focal permanente (ICF) por oclusdo da

artéria cerebral média.

Na avaliagdo da atividade locomotora ndo foram observadas alteragoes
significativas no nimero de cruzamentos entre os grupos (FO: 86,0+6,2; FO Bel0O0
81,40+13,50; ICF: 75,845,9; ICF Beb50: 81,445,8; ICF Bel00: 80,9+10,2) (Figura 16). A
isquemia promoveu uma diminuicdo no ndmero de rearings em relacdo ao animal falso
operado (FO: 19,6%1,9; ICF: 9,5+1,9). O tratamento com a berberina (100mg/kg/dia)
preveniu esse efeito (ICF Be50: 16,6+3,6; ICF Bel00: 17,2+1,8) (Figura 17).

Figura 16. Avaliacdo do nimero de cruzamentos em camundongos isquemiados

tratados com berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h apds a cirurgia e diariamente por 3 d. Os

valores representam a média + EPM.
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Figura 17. Avaliacdo do numero de rearings em camundongos isquemiados tratados com

berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h apds a cirurgia e diariamente por 3 d. Os valores

representam a média = EPM. * vs FO, # vs ICF, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-

Whitney.
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4.4 Efeito da berberina (50 e 100mg/kg) sobre a memdria de trabalho de camundongos

submetidos a isquemia cerebral focal permanente por oclusdo da artéria cerebral
media.
Os animais submetidos a isquemia apresentaram déficit na memoria de trabalho e esse

efeito foi prevenido pela berberina (p < 0,05) (50 e 100 mg/kg) (FO: 73,8+1,9%; FO Bel00
72,1045,3%; ICF: 57,2+2,7%; ICF Be50: 69,3+3,5%; ICF Bel00: 71,9+3,9%) (Figura 18).

Figura 18. Avaliacdo da memoria de trabalho de camundonsgos isquemiados tratados

com berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h ap0s a cirurgia e diariamente por 3d. Os valores

representam a média £ EPM. * vs FO, # vs I1SQ, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-

Whitney.
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4.5 Efeito da berberina (50 e 100mg/kg) sobre a memdria aversiva de camundongos
submetidos a isquemia cerebral focal permanente por oclusdo da artéria cerebral

média.

Animais submetidos a isquemia apresentaram déficits significativos de memoria
recente laténcia (FO: 237,5£29,6 s; ICF: 87,2+25,8s). O tratamento com a berberina néo
preveniu (p > 0,05) esse efeito (ICF + Be50: 114,0+48,3s; ICF + Bel00: 120,9+25,8s) VS
grupo ICF (Figura 19). A isquemia também promoveu um déficit na memoria tardia e o
tratamento com berberina (100 mg/kg) preveniu esse efeito (FO: 235,0+33,4s; ICF:
84,7+23,3s; ICF + Be50: 111,3+50,2s; ICF + Bel00: 300,0+0s) (Figura 20).

Figura 19. Avaliacdo memoria recente de camundongos isquemiados tratados com

berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h apos a cirurgia e diariamente por 3d. Os valores

representam a média + EPM. * vs FO, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
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Figura 20. Avaliacdo da memdria tardia de camundongos isquemiados tratados com
berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h ap0s a cirurgia e diariamente por 4d. Os valores

representam a média + EPM. * vs FO, # vs ICF, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney.
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4.6 Efeito da berberina (50 e 100mg/kg) sobre a memoria espacial de camundongos
submetidos a isquemia cerebral focal permanente por oclusdo da artéria cerebral

média.

Na avaliacdo da memoria espacial a isquemia promoveu um déficit significativo nos
parametros laténcia para alcancar a plataforma e tempo no quadrante e uma tendéncia a
diminuir o nimero de cruzamentos (Laténcia: FO: 10,8+24s; ICF: 23,4+3,9s. Tempo de
permanéncia no quadrante: FO: 26,8+1,9; ICF: 17,5+1,3. Numero de cruzamentos: FO:
4,910,7s; ICF: 3,6£0,4s).

O tratamento com a berberina preveniu o aumento da laténcia e a diminuicdo no
tempo no quadrante, além de promover uma tendéncia & aumento no parametro nimero de
cruzamentos (Laténcia: ICF Be50: 15,3+3,7s; ICF Bel00: 12,8+2,0s. Tempo de permanéncia
no quadrante: ICF Be50: 20,6+2,0s; ICF Bel00: 25,4+2,7s. NUmero de cruzamentos:
ICFBe50: 3,9+0,7s; ICF Bel00: 4,7+0,7s). (Figuras 21, 22 e 23).

Figura 21. Avaliacdo da laténcia de camundongos isquemiados tratados com

berberina no teste labirinto aquatico.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h apos a cirurgia e diariamente por 5d. Os valores
representam a média + EPM. * vs FO, # vs ICF, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney.
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Figura 22. Avaliagdo do tempo no quadrante de camundongos isquemiados tratados com
berberina no teste labirinto aquatico.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h apos a cirurgia e diariamente por 5d. Os valores

representam a média + EPM. *vs FO, #vs ICF, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney.
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Figura 23. Avaliacdo do numero de cruzamentos de camundongos isquemiados tratados com

berberina no teste labirinto aquatico.

N° de Cruzamentos
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h apds a cirurgia e diariamente por 5 d. Os valores
representam a média £ EPM. * vs FO, # vs I1SQ, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney.
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4.7 Efeito da berberina (50 e 100mg/kg) sobre a memdria episodica avaliada através do
teste de reconhecimento de objetos em camundongos submetidos a isquemia focal

permanente por oclusédo da artéria cerebral média.

Os animais submetidos a oclusdo da artéria cerebral média apresentaram déficit na
habilidade de reconhecer um novo objeto em relacdo aos animais falso-operados (FO: 0,51+
0,09; ISQ: 0,06+ 0,12), apresentando menor indice de reconhecimento. O tratamento com a
berberina nas doses de 50 e 100mg/kg/dia diminuiu significativamente este déficit (BE50
0,42+ 0,09; BE100: 0,58+ 0,16). (Figura 24).

Figura 24. Avaliacdo do indice de reconhecimento de objetos em camundongos

isquemiados tratados com berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h ap0s a cirurgia e diariamente por 4d. Os valores
representam a média £ EPM. * vs FO, # vs I1SQ, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney.
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4.8 Efeito da berberina (100mg/kg) sobre a concentracéo de glutationa reduzida (GSH)
no cortex temporal de camundongos submetidos a isquemia focal permanente por

oclusao da artéria cerebral média.

A figura 25 mostra a concentracdo de GSH do cortex temporal 24 horas apos a
inducdo da isquemia. Podemos observar que a isquemia promoveu a deplecdo dos niveis deste
peptideo VS grupo FO. O tratamento com a berberina ndo preveniu essa alteracdo (FO:
3,34+0,85; FO Bel00: 3,55+0,55; ICF: 0,75+0,36; ICF Bel00: 1,43+0,48).

Figura 25. Avaliacdo dos niveis de GSH no cortex de camundongos isquemiados
tratados com berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h apds a cirurgia. Os valores representam a média +
EPM. *vs FO, p<0,05, ANOVA e teste de Tukey.
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4.9 Efeito da berberina (100mg/kg) sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO) no
cortex temporal, corpo estriado e hipocampo de camundongos submetidos a isquemia

cerebral focal permanente por oclusédo da arteria cerebral média.

Na avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase, 24h apds a inducéo da isquemia
por oclusdo da artéria cerebral média, os animais isquemiados apresentaram aumento
significativo da MPO no cértex (FO: 1,78+0,36 u/mg de tecido; FO Bel00: 0,97+0,20 u/mg
de tecido; ICF: 12,96+3,92 u/mg de tecido) e no corpo estriado (FO: 1,53+0,48 u/mg de
tecido; FO Bel00: 2,0+0,50 u/mg de tecido; ICF: 4,89+0,89 u/mg de tecido), porém no
hipocampo ndo ocorreram alteragdes significativas entre os grupos (FO: 1,80+0,34 u/mg de
tecido; FO Bel00: 1,66+0,39 u/mg de tecido; ICF: 1,75+0,18 u/mg de tecido; ICF Bel00:
1,53+0,43 u/mg de tecido). O tratamento com a berberina foi capaz prevenir esse aumento no
estriado (1ISQ Bel00: 2,52+0,47 u/mg de tecido), mas ndo no cortex (ICF Bel00: 11,55+4,59
u/mg de tecido) (Figuras 26, 27 e 28).

Figura 26. Avaliacdo dos niveis de MPO no cdrtex de camundongos isquemiados
tratados com berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h apds a cirurgia. Os valores representam a média
+ EPM. *vs FO, p<0,05. ANOVA e teste de Tukey.
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Figura 27. Avaliacdo dos niveis de MPO no estriado de camundongos isquemiados tratados

com berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h ap6s a cirurgia. Os valores representam a média
+ EPM. *vs FO, #vs ISQ, p<0,05. ANOVA e teste de Tukey.

Figura 28. Avaliacdo dos niveis de MPO no hipocampo de camundongos isquemiados

tratados com berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h apds a cirurgia. Os valores representam a média

+ EPM. ANOVA e teste de Tukey.
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4.10 Efeito da berberina (50 e 100mg/kg/dia) sobre a morte neuronal evidenciada
através da coloracdo com Fluoro Jade no cértex temporal de camundongos submetidos a

isquemia cerebral focal permanente por oclusédo da artéria cerebral média.

Na figura 29 observamos uma maior morte neuronal observada pelo aumento da
intensidade de fluorescéncia no cortex de camundongos 5 dias apds a inducao da isquemia. Os
animais isquemiados apresentaram aumento na média de intensidade de fluorescéncia (FO:
80,33%6,4; ICF: 104,3£8,45), apresentando maior degeneracdo neuronal. O tratamento com a
berberina reverte esse efeito (ISQ Be50: 83,67+7,69; 1SQ Bel00: 63,0+4,0) (Figura 30).

Figura 29. Imagens representativas do efeito da berberina (50 e 100mg/kg/dia) sobre a
degeneracdo neuronal (coloracdo por Fluoro Jade C) em camundongos submetidos a

isquemia cerebral focal permanente.
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Figura 30. Avaliacdo da média da intensidade de fluorescéncia através da coloracdo com
Fluoro Jade em camundongos 5d apds a ICF de camundongos isquemiados tratados com

berberina.
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Os animais foram tratados 30min antes e 2h ap6s a cirurgia. Os valores representam a média
+ EPM. *vs FO, #vs ICF, p<0,05. ANOVA de medidas repetidas e teste de Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

O AVC é a segunda causa de morte em paises industrializados e uma importante
causa de incapacidade em adultos (LEES et al., 2006). O Unico tratamento efetivo para o
AVC com aprovagdo da FDA (Administracdo de Medicamentos e Alimentos do Governo
Americano) é a injecdo intravenosa de tPA que deve ser aplicada até 3 horas apds o evento

isquémico (LEE et al., 2012). Esse tratamento ainda tem uso restrito em casos isquémicos.

Devemos considerar além das taxas de mortalidade as sérias conseqiéncias
médicas e sociais que podem resultar de um AVC, como: as sequelas de ordem fisica, de
comunicagéo, funcionais, emocionais, entre outras (FALCAO et al., 2004). Estudos relatam
serem comuns, em casos de AVC, a ansiedade, a depresséo, os disturbios do sono e da fungéo
sexual podendo citar também, distlrbios motores, sensoriais, cognitivos e de comunicagéo, e
alteracdes fisioldgicas durante atividades fisicas (dispnéia, angina, hipertensao), que causam
limitacGes para o retorno ao trabalho produtivo (ROCHA et al.,1993; Medina et al., 1998).
Por esses fatores, que causam impacto socio-econémico e tornam o AVC um problema de
salde publica, vivemos uma procura continua por drogas que protejam 0s neurbnios da
isquemia e evitem o progresso da cascata bioquimica que leva a morte celular (ZHOU et al.,
2008).

O estresse oxidativo éum fator primério na lesdo isquémica cerebral e
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio podem levar a peroxidacao lipidica e oxidacdo
de proteinas, assim como causar dano ao DNA (WARNER et al., 2004). A isquemia cerebral
também leva a perda neuronal severa devido a reacdes inflamatdrias secundarias que estdo
associadas com a invasdo de leucdcitose a acBes da microglia e macrofagos residentes.
Pacientes com doenca cerebrovascular ocasionalmente exibem distdrbios cognitivos, como
amnésia e desorientacao topografica (CAPLAN et al., 1985; CAPLAN et al., 1990).

Diversos alcal6ides apresentam acdo neuroprotetora como as metilxantinas, um
exemplo é a cafeina que possui efeitos no aprendizado e memdria. A aminofilina outro
alcaldide da classe das metilxantinas também demonstrou ser capaz de proteger o cérebro do

efeito deletério da hipdxia/isquemia em ratos recém-nascidos (KUMRAL et al., 2011).


http://www.nature.com/jcbfm/journal/v16/n5/full/9590118a.html#bib2#bib2
http://www.nature.com/jcbfm/journal/v16/n5/full/9590118a.html#bib3#bib3
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A berberina apresenta inimeras atividades farmacoldgicas, em particular acdo
antiinflamatéria (YOO et al., 2008) assim como em recentes estudos foi apontada como
antioxidante (ZHANG, 2009).

Dentre os diversos modelos de experimentais de isquemia cerebral podemos citar
o0 modelo de oclusdo da artéria cerebral media, seja ele permanente ou transitério. O modelo
de isquemia cerebral focal por ocluséo da artéria cerebral média (0ACM) esta padronizado e
resultados como as alteragdes histologicas, neuroquimicas, comportamentais e a geragdo de
radicais livres no cérebro do rato ja estdo comprovados (ASSHAFAQ et al., 2011) o que faz

com que seja bastante utilizado para reproduzir eventos que ocorrem no AVC em humanos.

No presente trabalho avaliamos as alteracGes referentes ao comportamento
neuroldgico e variagdo da area do infarto isquémico produzidas pela isquemia, avaliamos
também a acdo da berberina nesses parametros. Essa avaliacdo tem o intuito de mensurar o
dano neuronal 24 horas apds 0ACM pela escala neuroldgica descrita por Garcia et al., (1995)

e 0 método de coloracdo TTC.

O Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol (TTC) normalmente é reduzido por enzimas
mitocondriais ativas a um corante, formazam, esse evento ndo ocorre em areas infartadas
permanecendo pélida (GOLDLUST et al., 1996). Durante a isquemia a hipoxia acarreta as
células a inibicdo da fosforilacdo oxidativa mitocondrial, causando dano mitocondrial que

pode ser ou ndo reversivel.

No presente trabalho foi observado um aumento na percentagem da area do
infarto nos animais submetidos a )ACM. O volume do infarto é importante na determinacéo
da extensdo da lesdo pos isquémica, das areas afetadas e das caracteristicas morfoldgicas do
tecido do infarto (ASSHAFAQ et al., 2011). Foi relatado que a oclusdo da artéria cerebral
média resulta em reducdo do fluxo sanguineo cerebral principalmente em regifes do cortex e
estriado representando as areas com maior volume de infarto (HATTORI et al., 2000;
TRAYSTMAN, 2003; MELANI et al.,, 2006) e estes estudos corroboram com nossos

achados.

Na area de penumbra da isquemia, a morte é fundamentalmente apoptética
(GREEN; REED; 1998) e pode ser desencadeada por diversos estimulos como ativagdo de

receptor de TNF, producdo exacerbada de EROS, indugdo de p53 entre outros eventos que
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podem produzir lesdo mitocondrial de modo a danifica-la. A mitocondria tem papel
fundamental na regulacdo da apoptose (MACMANUS; LINNIK; 1997).

A administracdo de berberina nas doses de 50 e 100mg/kg ao dia, com intervalos
de pelo menos 6 horas entre as doses, preveniram o aumento do volume do infarto causado
por o ACM, mas a mesma dose de 50mg/kg administrada em uma Unica tomada no dia nédo foi
capaz de prevenir esse aumento. Wang e colaboradores (2005a) demonstraram que a
administracdo intravenosa do extrato de Coptidis rizoma equivalente a uma dose de 3mg/kg
de berberina apresentou meia vida de 1 hora e 13 minutos no plasma de rato. Esse estudo
confirma a meia vida curta da berberina o que pode explicar o melhor resultado obtido quando

a administracéo foi feita duas vezes ao dia.

No estudo apresentado por Zhou e colaboradores (2008) a berberina protegeu
células PC12, submetidas a modelo de privacdo de oxigénio e glicose, ao inibir a apoptose
tanto pela via dependente de caspase como pela via independente de caspase. Foi
demonstrado que a berberina é capaz de proteger células tronco de medula 6ssea (MSCs)
contra a apoptose induzida por hipdxia (ZHANG et al., 2009). Também foi demonstrado que
a berberina reduziu o volume do infarto isquémico apds 24 horas de )oACM permanente, neste
estudo a berberina nas doses de 10 e 40 mg/kg aumentaram a expressdo da Akt, importante
proteina para a via de sobrevivéncia da célula, a Akt fosforilada é neuroprotetora contra o
insulto isquémico (ZHANG et al., 2012).

Tem sido identificada disfuncdo no comportamento e neuroldgica ap6s a 0ACM
em camundongos (HATORI, 2000). No presente estudo ap6s 24hr de 0ACM verificamos uma
diminuicdo no desempenho motor e sensorial dos animais. A avaliagdo neuroldgica ocorreu
no 1° dia apds a isquemia, pois ja foi relatado que no 1° dia o déficit neuroldgico é maximo
(WAHL et al., 1992). O trabalho de ASSAFAQ et al., (2011) que utilizou a escala de Masuo
(1997) também comprovou o déficit motor de animais isquemiados quando avaliados 24 hrs
apos a isquemia/reperfusdo. Melani e colaboradores (2006) observaram, também utilizando a
escala neuroldgica de Garcia, uma diminui¢do no nimero de escores apos 24 hr de )oACM. A
escala de Garcia e colaboradores (1995) analisa o déficit motor que envolve nucleos da base.
Lesdes envolvendo estriado e regides adjacentes tem efeito sobre o comportamento motor
fino (habilidoso) e sensorio, principalmente o estriado ventro-lateral regido a qual recebe

inervacdes dopaminérgicas do neocortex (KIRIK et al., 1998).
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Lang e colaboradores (2011) observaram que ap6s 24 horas de OACM existia um
déficit sensorio motor, avaliado pelo teste “corner e chimney”, sendo que esse déficit foi
observado concomitantemente com a lesdo estriatal identificada pela coloracdo TTC. No
presente trabalho o tratamento com a berberina 50 e 100mg/kg e diminuiu o déficit sensorio

motor ocasionado pela leséo isquémica.

Animais submetidos a 0ACM apresentam dano no cortex frontal, esta area tem
funcdo motora, sendo responsavel pela simetria e estabilidade, que envolve as patas dianteiras
e traseiras que quase sempre esta danificadas pela isquemia (WAHL et al., 1992). A disfuncéo
dopaminérgica no cortex frontal e estriado resulta em alteracBes cognitivas e motoras
(PANDOLFO et al., 2012). Foi aceito que a isquemia cerebral causa danos na area estriatal
com subsequente deterioracdo da funcdo sensério-motora e funcbes cognitivas que podem ser
mediadas pelo sistema dopaminérgico (BORLONGAN et al., 1995).

A atividade do animal no teste do campo aberto também ¢é reflexo de sua
motivagdo e estado emocional. O nimero de cruzamentos “crossing” e o numero de elevagdes
verticais “rearings” avaliam a capacidade exploratéria do animal (KATZ et al.,1981). No
presente trabalho a isquemia ndo promoveu alteracdo no nimero de “crossing” na avaliacao
feita 72 hs ap6s 0ACM, estando de acordo com a literatura (LE PEILLET et al, 1988). Na
avaliacdo da atividade locomotora ndo foi identificado diferenca entre os grupos quando
analisado no dia 1, 5 e 7 ap6s o ACM (YONEMORI et al., 1996). Peng e colaboradores
(1997) ndo observaram alteracdo no comportamento motor, hiperlocomocéo, dos animais sob

administracdo cronica, 14 dias, de berberina por via oral corroborando com nossos dados.

O trabalho de Peng e colaboradores (2007) foi avaliada a acé@o antidepressiva da
berberina na dose de 20mg/kg administrada v.o, os animais foram submetidos ao teste do
nado forcado e da suspensdo da cauda sendo a berberina capaz de reduzir o tempo de
imobilizacéo nos dois testes. Quando observados os niveis de dopamina no estriado do animal
tratado verificou ndo haver alteracdo para o animal controle, concluindo que berberina néo
aumenta os niveis de dopamina no estriado. A berberina reduz a concentracdo de dopamina
em células PC12 (SHIN et al., 2002). Estudos prévios demonstram que a berberina inibe a
sintese de dopamina no cérebro (TANG; EISENBRAND, 1992).

O aumento ou diminui¢cdo da atividade locomotora depende do modelo a ser

utilizado, ap6s 48 hr de oACM foi observada relacdo existente entre 0 aumento da area de
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infarto isquémico e a alteragdo na atividade locomotora vertical e horizontal (SHEN; WANG,
2009). A isquemia promove diminui¢do no nimero de “rearings” que pode ocasionar de uma
menor estabilidade postural. Segundo Wahl e colaboradores (1992) o dano cortical induzido
pela isquemia é responsavel pela hemiparesia. A diminuicdo no numero de rearings ndo
parece estar relacionada com aumento de ansiedade, pois animais isquemiados submetidos ao
teste do “plus maze” ndo apresentaram diferenga em relagdo aos falso-operados (dados nédo
mostrados). O trabalho de SHEN & WANG (2009) define 0 movimento vertical como mais
sensivel a lesdo cortical promovida pela coACM do que o movimento horizontal.

A berberina na dose de 100 mg/kg preveniu a diminuicdo do ndmero de
“rearings”. A acdo anti apoptotica da berberina com conseqiliente reducdo do volume do
infarto (ZHOU et al., 2008) pode indicar o mecanismo da prevencdo na diminuicdo da
atividade exploratoria vertical. Foi observado que o pds tratamento com inibidores de p53 foi
capaz de aumentar a atividade locomotora até 3 semanas ap6s a 0ACM (SHEN; WANG
2009). O mecanismo de neuroprotecdo da berberina provavelmente estaria relacionado com
suas funcGes anti apoptoticas (CUI et al., 2009) e consequiente redugdo do infarto isquémico,
assim como modulacéo direta no sistema dopaminérgico (PENG et al., 2007).

Para avaliar a acdo da berberina sobre os déficits cognitivos causados pela 0ACM
submetemos 0s animais a uma sequiéncia de testes de memaria (memoria aversiva, espacial e
operacional). O presente estudo ndo obteve na avaliacdo neuroldgica escores menores que 14
sendo constatado a ndo ocorréncia de déficit motor grave ou comprometimento da resposta a
estimulos que pudesse comprometer o desempenho dos animais nas tarefas de memdria. As
alteragBes na fungdo sensdrio-motora, particularmente atividade locomotora, sdo fatores que
podem confundir nos testes cognitivos (HATTORI et al., 2000). Avaliacdo da atividade

locomotora ocorreu ap6s 72 horas de 0ACM.

Para a formacdo da memdria devemos experimentar um evento, alguns aspectos
deste evento sdo codificados, esta codificacdo inicia uma série de processos, tipicamente
rotulado de “consolidac¢do”, que tomam tempo, levando a um traco permanente de memoria.
A consolidacédo estudada apds um treino de esquiva passiva envolve inducdo de LTP, ativagdo
de AMPA e NMDA, ativacdo da calcio-calmodulina quinase Il (CMKII) e aumento da
atividade de fosfoquinase C (PKC), além deste evento sera necessario também como evento

molecular para inducdo de LTP a ativacdo da fosfoquinase A (PKA) dependente de
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cAMPciclico, esta é necessaria no hipocampo para diversas formas de aprendizado e
memoria, e ERK. Regifes como cortex entorrinal e amigdala podem estar envolvidas,
principalmente em resposta relacionadas ao medo (IZQUIERDO; MEDINA, 1997).

A esquiva passiva € um dos modelos mais utilizados para o estudo bioquimico e
farmacologico da memdria. Um modelo robusto que apenas em um treino pode gerar
memorias de longa duracdo para esta tarefa (IZQUIERDO et al., 2006). No presente estudo
verificamos que os animais submetidos a 0ACM apresentavam déficit tanto na aquisicdo
quanto na retencdo da memoria. Seren e colaboradores (1994) demonstraram a ocorréncia de
déficits cognitivos em modelos experimentais de isquemia global e focal. Ratos avaliados na
tarefa da “esquiva passiva” nos dias 10, 17 e 24 apés oACM apresentam déficits tanto na
aquisicdo quanto na retencdo da memoria atribuindo a um efeito crénico da isquemia focal
(YONEMORI et al., 1996).

O hipocampo é considerado o centro do processo de memoria (WAHL et al.,
1992). Os neurdnios colinérgicos que inervam o cortex cerebral, amigdala, hipocampo séo
essenciais para aprendizagem e formacdo da memdria. Foi descrito o aumento da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) em ratos diabéticos ocasionava falha cognitiva que era revertida
pela berberina, atribuindo a ela a atividade de inibicdo da AChE (BHUTADA et al.,
2011).Verificamos no nosso estudo que a berberina preveniu o déficit na retencdo da
memoria, 96h apds 0ACM, na tarefa da esquiva passiva. A berberina apresenta efeito sobre a
memoria, sendo atribuido a sua acdo de estimulacdo no sistema colinérgico central e
periférico (PENG et al., 1997).

O déficit na aquisicdo e retencdo da memoria gerado pela administracdo de

escopolamina foi prevenido pela administracdo cronica de berberina (PENG et al., 1997).

Uma vez que 0ACM conduz a lesdo em regibes limbicas do cortex frontal e cortex
temporal, muitos pesquisadores tém incluido um ou mais tarefas cognitivas como parte de sua
avaliacdo comportamental (CORBETT; NURSE, 1997). Algumas tarefas (Y-maze e
reconhecimento de objetos) serdo foco do nosso estudo para avaliarmos 0 comprometimento

de memoria operacional no animal submetido a )oACM.

A memoria de trabalho ndo estd localizada em uma Unica regido cerebral. Ela

envolve interacBes funcionais entre o cortex pré-frontal (CPF) e diversas regides cerebrais
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(BADDELEY, 1986; DESPOSITO, 2007). O hipocampo e o cortex pré frontal estdo
envolvidos na memoria de trabalho ou memdria operacional. O cortex pré frontal
anatomicamente esta conectado ao hipocampo ventral e indiretamente ao hipocampo dorsal
através do tdlamo (YOON et al., 2008).

O labirinto em Y ¢é baseado na tendéncia dos animais de explorar o novo e nesse
teste influéncias como componente emocional ou motivacdo sdo minimizadas. Neste teste
ocorre uma dissociacao entre aprendizagem e memoria visto que ndo é necessario aprender
nenhuma regra (DELLU et al., 1992; 1994). As alternacdes espontaneas no Labirinto em Y
sdo consideradas ainda a reflexdo de uma forma primitiva de memoria de trabalho espacial
(MALM et al., 2006). No presente trabalho verificamos que apds 72 horas de 0ACM o0s
animais apresentam diminui¢ao do desempenho no “Y-maze”. No trabalho de CORBETT &
NURSE, (1997) em animais isquemiados foi comprovado déficit na memoria de trabalho
(CORBETT; NURSE, 1997). Outros trabalhos como a avalia¢do da suplementacdo do acido
folico em animais submetidos & 0ACM comprova diminuigdo no desempenho no “Y-maze”
quando avaliado 7 dias ap6s 0ACM (ZHANG et al., 2012).

Déficits na transmissdo colinérgica no CPF provocam déficits cognitivos que sao
consistentes com um papel especifico da acetilcolina no CPF interferindo na memoria de
trabalho. Em um estudo utilizando macacos Resus com deplecéo colinérgica induzida por uma
toxina, tanto no CPF temporal quanto no CPF orbital, foi observado um atraso na resposta
relacionada a memoria de trabalho espacial. O estudo concluiu que a acetilcolina é essencial
para memoria de trabalho (CROXSON; KYRIAZIS; BAXTER, 2011).

No presente estudo verificamos que o tratamento com berberina preveniu a
diminuicdo do desempenho provocada por o ACM. Diversos alcaloides ja isolados apresentam
atividade comprovada de inibicdo de AChE como pseudoberberina, epiberberina e berberina
(HUNG et al., 2008). Inibidores da AChE produzem melhora cognitiva (CROXSON;
KYRIAZIS; BAXTER, 2011). O trabalho de LEE e colaboradores, (2012) sugere que a
berberina pode ser atil como agente terapéutico por melhorar o funcionamento cognitivo

através da estimulacdo da atividade da colina acetil transferase (ChAT) e da AChE.

Multiplos estudos sugerem o importante papel da formacgdo hipocampo para a
memoria episddica em animais e humanos (NEVES; COOKE; BLISS, 2008). O teste de

reconhecimento de objetos é baseado na tendéncia natural dos animais buscarem o novo, nao
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havendo necessidade de estimulo aversivo ou privacdo de comida e agua. A tarefa é util para
avaliar em regides especificas do cérebro as alteracdes neuroquimicas produzidas apés leses
(BEVINS; BESHEER, 2006). A formacao hipocampal é a principal regido envolvida na
memoria de reconhecimento de objetos, particularmente o cértex perirrinal (Win - SHWE;
FUJIMAKI; 2011). A integridade do hipocampo € essencial para o reconhecimento de
objetos. Assim como a acdo do cértex perirrinal especificamente contribui na codificacéo,

consolidacéo e recuperacdo da memoria relacionada a objetos (WINTERS et al., 2008).

Durante a isquemia cerebral ocorre uma super estimulagéo de receptores NMDA,
0s neurénios piramidais da camada CA1 hipocampal sdo particularmente sensiveis a eventos
isquémicos devido a alta densidade de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e AMPA o
que deixa a regido mais exposta a excitotoxicidade (LIPTON, 1999). Além disso, a regido
CAL1 do hipocampo esté correlacionada também a uma memoria ndo espacial.

No presente estudo verificamos que ap6s 96 h de 0ACM os animais avaliados
pelo teste de reconhecimento de objetos tém afetada a sua capacidade de reconhecer o objeto
novo. Os estudos demonstram que o dano extra ou intra hipocampal contribuem para os
déficits cognitivos causados pela isquemia cerebral (BACHEVALIER; MEUNIER, 1996).
Camudongos submetidos a hipdxia/isquemia apresentam baixo desempenho no
reconhecimento do objeto novo (MCAULIFFE et al., 2009). Foi observado que os animais
ndo apresentam a memoria de reconhecimento de objetos preservada, apos 10 dias de )ACM
e reperfusdo em ratos (ESNEAULT et al., 2008).

No presente trabalho os animais isquemiados que foram tratados com berberina
apresentaram a capacidade de reconhecimento do objeto novo preservada. A berberina tem
um potente efeito inibitério contra o influxo de célcio durante a isquemia via receptor de
NMDA tipo NR1, principalmente na regido CA1 do hipocampo, sendo uma a¢do que reforca
seu papel neuroprotetor (YOO et al.,2006). Especulamos que a berberina preserve a formagéo
hipocampal apds dano isquémico. Outro trabalho também demonstrou efeito neuroprotetor de
alcaldides como a vinpocetina um derivado sintético do alcaldide vincamina ela foi utilizada
para tratar animais submetidos a um modelo deméncia de induzido por glutamato, esses
animais apresentaram les@o no cortex entorrinal que provocou déficit de atencédo e prejuizo na
memoria episodica quando avaliados através do teste de reconhecimento de objetos, a

vinpocetina melhorou o desempenho do animal lesionado (NYAKAS et al., 2009). Abreu e
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colaboradores (2011) verificaram que o consumo crénico de cafeina, um alcal6ide da classe
metilxantina, por ratos jovens melhorou o desempenho no reconhecimento do objeto novo,
além disso preveniu o deficit de memdria relacionado a idade quando avaliados na idade

adulta.

O teste do labirinto aquatico (water-maze) foi descrito por Morris em 1984 com o
objetivo de avaliar a memoria espacial. No citado trabalho o autor comprova a necessidade de
uma percepcgéo global da localizagdo 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
localizagdo 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).

Os resultados dos experimentos do “water-maze” demonstraram déficit na
memoria espacial nos animais submetidos a 0OACM quando avaliamos o tempo de laténcia e o
tempo no quadrante 5 dias ap6s 0ACM. Esses resultados corroboram com os achados de
(GIBSON; MURPHY, 2004). Em 2005 estes mesmos autores encontraram déficit na memoria
espacial entre 14 e 20 dias ap6s 0ACM (GIBSON; MURPHY, 2005).

A isquemia cerebral provoca a super estimulacdo de receptores NMDA e
conseqiente liberacdo de glutamato, o aumento do Ca®*" e as despolarizacfes na é&rea do
perinfarto sdo considerados em modelos animais a causa secundaria para a expansdo da area
de infarto e consequente dano neuronal (TAKANO et al., 1996). 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 consequente melhora cognitiva (XIE et al., 2011). O insulto
isquémico pode ocasionar lesdo hipocampal em dois ambitos tanto funcional quanto estrutural
(NIKONENKO et al., 2009).

No presente trabalho apds 5 dias de 0ACM os animais tratados com berberina
tiveram uma diminuicdo no tempo de laténcia e um aumento no tempo do quadrante na
avaliacdo da memoria espacial significando melhora cognitiva. Trabalhos mostram que a
administracdo de cronica de berberina, por 4 meses, melhorou os déficits cognitivos

caracteristicos da doenca de Alzheimer, como o déficit na retencdo da memoria espacial
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quando avaliado a laténcia para encontrar a plataforma e o tempo no quadrante, sendo esse
resultado atribuido a uma melhora na funcdo hipocampal (DURAIRAJAN et al., 2012). No
trabalho de Zhu e Qian (2006) a administracdo de berberina por v.o foi capaz de diminuir o
tempo de laténcia para encontrar a plataforma de ratos submetidos ao modelo de doencga de
Alzheimer.

A elevacdo na concentracdo de potassio tem sido observada em situacOes
iIsquémicas, esse aumento na regido CA1 dos neurbnios hipocampais ndo somente contribui
para a excitabilidade como também para morte celular. O estudo de Wang e colaboradores
(2003) caracterizaram o efeito de berberina em canais de K* isolados do hipocampo de ratos,
na regido CA1, evidenciando que a berberina bloqueia esses canais beneficiando o balango
desse cation em neurbnios que sofreram isquemia, sendo, portanto um mecanismo de
neuroprotecdo da berberina em situacdo de dano isquémico neuronal. A administracdo de
berberina aumenta a sobrevivéncia de neurdnios no hipocampo de forma dose- dependente
(HAN et al., 2012).

Existem fortes evidéncias que a inflamagdo e a apoptose sdo caracteristicas do
modelo de OACM permanente (LIU et al., 2009). Os neutréfilos se acumulam no cérebro
cerca de 30 minutos apés a oclusdo da artéria cerebral meédia, esse fator pode ocorrer
independentemente da presenca de neurdnios necroticos, apesar disso, o papel do leucécito na
isquemia com ou sem reperfusdo ainda nao esta completamente desvendado (GARCIA et al.,
2004).

A mieloperoxidase (MPQO) é uma enzima presente nos granulos de neutrdfilos
que é utilizada como marcador para o conteudo dessas células nos tecidos. Essa enzima esta
expressa também na linhagem miel6ide, especialmente nos monadcitos e macrofagos/microglia
(BRECKWOLDT et al., 2008). Foi demonstrado que a atividade da mieloperoxidase apds 2 e
4 h ndo apresentava diferenca entre os animais controles e isquemiados, no entanto 0 mesmo
estudo demonstrou que o pico da atividade da MPO é 24 h ap6s 0ACM nos ganglios da base e
cortex (WANG et al., 2004). No presente trabalho avaliamos a atividade da MPO ap6s 24 h
de 0ACM e verificamos que os animais submetidos a 0ACM apresentavam um aumento na
atividade de MPO no cortex temporal e estriado. Kawai e colaboradores (2000)
correlacionaram o pico de infiltracdo de neutréfilos com o méaximo infarto isquémico.

Diversos estudos demonstram que a infiltracdo de neutréfilos apos a isquemia cerebral leva a
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uma expansdo da &rea de infarto verificou-se também que apos 24 h de 0ACM permanente
ocorre um aumento da atividade da MPO no cérebro com concomitante aumento na area do

infarto (TU et al., 2010), o que esta de acordo com nossos achados.

Neste trabalho encontramos no cértex uma concentracdo de MPO 4 vezes maior
que no estriado. O aumento na concentracdo de MPO perdura até 120 h ap6s 0ACM cortex,
enquanto no estriado a MPO diminuiu com 72 h apdés c)ACM (WANG et al., 2004). A
administracao de berberina preveniu o aumento da atividade da MPO no estriado, mas ndo no
cortex. O que sugere que a concentracdo de berberina ndo foi suficiente para a reduzir o

grande aumento de MPO.

Sob condigdes isquémicas as plaquetas encontram-se ativadas e podem acumular-
se nos vasos apos 2 h de oclusdo. A liberacdo de mediadores bioquimicos e a interagdo entre
fatores de coagulacdo contribuem para adesdo de leucdcitos ao endotélio e a liberagdo de
tromboxano A, (TXA;) que pode exacerbar a cascata inflamatdria, pois libera quimiotaticos
que estimulardo a migracdo de leucécito (BROUNS; DE DEYN, 2009). Tem sido
demonstrado também que a berberina, na dose de 20 mg/kg/dia, tanto em 1, 3 ou 5 dias de
tratamento, reduz a agregacdo plaquetaria e os niveis de tromboxano em ratos apds isquemia,
0 que, em parte, pode ser responsavel pela acdo neuroprotetora em modelos de isquemia (WU,
LIU, 1995). Koumura e colaboradores (2011) demonstram que a utilizacdo de uma droga
inibidora da sintese TXA, (Ozagrel) reduz o volume do infarto 24 horas ap6s OACM.

A isquemia resulta em liberacdo exacerbada de glutamato, aumento da
concentracdo de Ca?*, formacdo de EROS. A liberacéo exacerbada de glutamato é capaz de
induzir a COX-2 (YOO et al., 2008). YOO e colaboradores (2008) demonstraram que a
berberina possui acao antiinflamatoria apds isquemia transitoria em gerbil através da reducéo
da expressdo de COX-2 e PGE; na regido CAL do hipocampo. O estudo comprova que a

berberina é um potente inibidor da inflamacéo ap6s evento isquémico.

Durante a isquemia a morte celular no core da leséo aparece em poucos minutos o
que resulta em deplecdo de energia, levando a um desequilibrio i6nico e uma falha metabdlica
grave (DURUKAN; TATLISUMAK, 2007). A regido da penumbra tem reducdo no fluxo
sanguineo e a progressédo da leséo tecidual leva a déficits cognitivos e morte neuronal. Por

isso, € importante conhecer as cascatas bioquimicas que levam a morte celular na zona da
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penumbra para que novas drogas sejam utilizadas para evitar o progresso da leséo e a morte
celular (YANG et al., 2011).

A técnica de marcacdo fluorescente pelo fluoro jade é muito utilizada, pois
identifica neurdnios em degeneracdo apos lesdo isquémica. Evidencia os padrGes de
degeneracdo ap6s 0ACM (DUCKWORTH et al., 2005) essa marcacdo foi originalmente
desenvolvida pela Schmued e mostrou ter uma sensibilidade semelhante com técnicas de
coloragéo a base de prata (SCHMUED et al., 1997). N&o existe evidencia de que a coloragéo
de fluoro jade possa diferenciar a morte celular por necrose ou apoptose (KUNDROTIENE et
al., 2004).

No presente estudo verificamos que a lesdo isquémica aumenta a marcagdo de
pelo fluoro jade quando avaliamos 5 dias apds isquemia. Podemos observar que a
degeneracdo ocorreu concomitantemente ao déficit de memoria. Hao e colaboradores (2008)
identificaram aumento na degeneracdo celular quando avaliado 3 dias ap6s )ACM. O maior
namero de células fluoro jade positivas foi identificado 24 h ap6s )oACM (LIU et al.,2009). A
administracdo de berberina preveniu a degeneragdo neuronal observada em animais
submetidos a 0 ACM.O que pode ser . O efeito de prevencdo do dano neuronal da berberina
vista por nds pode ser atribuida a uma atividade antagonista de receptores NMDA
particularmente nos NR1 demonstrado ap6s uma isquemia transitéria em gerbil (YOO et al.,
2006).

No estudo de Kundrotiene e colaboradores (2004) observaram nos dias 3 e 5 ap0s
0ACM uma reducdo em torno dose 75% no numero de células fluoro jade positivas quando
administrado um antagonista de receptor AMPA. Com base nas observacfes de que altas
concentracdes de glutamato produzem neurotoxicidade e consequente dano neuronal, varias
classes de antagonistas de receptores de glutamato podem atuar como neuroprotetores
eficazes tanto in vitro quanto in vivo (DOBLE 1999, IKONOMIDOU E TURSKI 1996,
SCATTON 1994). Em modelos de isquemia e excitotoxicidade, tem sido demonstrado que a
combinacdo de drogas que blogueiam os canais de célcio tipo L com drogas antagonistas de
receptor de NMDA resulta em um efeito sinérgico com aplicacdo terapéutica em casos de
isquemia (ROD; AUER, 1992; STUIVER et al., 1996;. UEMATSU et al., 1991). A berberina
pode bloquear os canais de Ca** tipo L em miécitos de cobaia, tendo um potente efeito

inibitdrio contra o influxo de célcio durante a isquemia (LAU et al., 2001).
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O estresse oxidativo estd implicado no dano cerebral e doengas
neurodegenerativas, incluindo a isquemia focal. O cérebro € bastante susceptivel ao estresse
oxidativo por apresentar alta quantidade de lipidios e relativa baixa capacidade antioxidante.
O aumento das espécies reativas de oxigénio é uma importante causa de insulto no tecido
cerebral apds isquemia (NIIZUMA et al., 2009). Nessas situacdes a inativagdo de enzimas
antioxidantes e o consumo de antioxidantes endogenos é extremamente acentuada, fazendo
com 0 que 0s mecanismos de defesa ndo consigam proteger o neurdnio do dano oxidativo. A
isquemia induz a um desequilibrio entre as espéecies pré-oxidantes e antioxidantes e uma super

producdo de radicais livres com acdo toéxica (AHMAD et al., 2011).

A GSH ¢é um peptideo antioxidante que € sintetizada no citoplasma e esta presente
em concentracbes mais elevadas na matriz mitocondrial. Os baixos niveis de GSH podem
estar diretamente relacionados com o aumento de ROS, peroxidacdo lipidica e presenca de
radicais hidroxila. A inibicdo de GSH durante a isquemia torna o tecido mais susceptivel aos
ataques do peroxinitrito (ASSHAFAQ et al., 2011). No presente trabalho a oACM promoveu
a deplecdo dos niveis de GSH no cortex temporal. Leonard e colaboradores (2011)
evidenciaram a deplecdo dos niveis de GSH no cérebro dos animais ap6s 24 h de oACM. Foi
observado diminuicdo dos niveis de GSH no cértex frontal apds 2 h de 0ACM e 22h de
reperfusdo (ASSHAFAQ et al., 2011).

Foi demonstrado que a berberina apresenta propriedades antioxidantes
(BHUTADA et al., 2011). No presente estudo ndo verificamos prevencdo da reducdo dos
niveis de GSH no cortex apds 0ACM. Apos evento isquémico a formacao de radicais livres e
0 excesso de EROS provocam a indugdo de apoptose via caspase dependente (HU et al.,
2012). A expressdo de Bcl2 fosforilada estd aumentada em situagdes de isquemia cerebral
(CUl et al., 2009). A berberina possui propriedades anti apoptoticas demonstradas in vitro e in
vivo tanto na via caspase dependente quanto na independente (ZHOU et al., 2008). A
berberina demonstra caracteristicas anti apoptotica ndo somente pela inibicdo de fatores pro
apoptoticos como citocromo ¢, AlF (fator indutor de apoptose) (ZHOU et al., 2008), mas
também pela supressdo da fosforilacdo de Bcl2, proteina que protege a célula dos mecanismos
apoptoticos, mas quando fosforilada fica inativa. Sugerindo que a o mecanismo de
neuroprotecdo da berberina na isquemia ndo reflete acdo direta sobre os niveis de GSH, mas
sim reduzindo o dano apoptdtico que ocorre subseqlientemente ao estresse oxidativo

ocasionado pela cascata isquémica.
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O presente estudo demonstrou que a berberina é eficaz na prevencao dos déficits
neuroldgicos e de memorias aversiva, de trabalho e episddica, assim como no dano neuronal
causados pela isquemia cerebral focal por oclusdo permanente da artéria cerebral média,
contudo serd necessario um maior esclarecimento de seu mecanismo de agdo. A berberina
possui acdo antiinflamatdria, antiapoptdtica e antioxidante previamente reconhecida,
somando-se a essas acOes estd sua baixa toxicidade e o uso popular na medicina chinesa o que
demonstra segurancga para uso em humanos. Por todo o explanado a berberina possui um alto
potencial terapéutico, sendo um forte candidato a uso em estudos clinicos direcionados ao
tratamento do AVC isquémico. Em estudos clinicos a berberina demonstrou agéo regulatéria
sobre a dislipidemia considerada um dos fatores de risco para a ocorréncia de AVC
isquémico. O tratamento profilatico também € de grande valia para pacientes que sofreram

Ataques Isquémicos Transitorio (AIT).
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que a berberina preveniu o déficit de memodria,
sensorio-motor e dano neuronal em camundongo no modelo de oclusdo permanente da artéria
cerebral media.

A administracdo de berberina reduziu a atividade da mieloperoxidase no cortex,
ndo sendo capaz de prevenir a deplecao dos niveis de glutationa reduzida.

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

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

neuroprotetor.
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