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RESUMO

O acidente vascular cerebral (AVC) representa a segunda principal causa de morte e a
primeira causa de invalidez no mundo. No AVC, a causa de dano neuronal se deve a uma
cascata de eventos, dos quais fazem parte a excitotoxicidade, inflamacao e estresse oxidativo.
O licopeno ¢ um carotenoide lipossoliivel, encontrado principalmente em vegetais da familia
Solanaceae, como o tomate, e em outras frutas como mamao, pitanga e goiaba apresentando
propriedade antioxidante. O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos do
licopeno sobre o dano neuronal, alteracdo motora e déficits de memoria em camundongos
submetidos a isquemia cerebral por oclusdo permanente da artéria cerebral média (pMCAO).
Foram utilizados camundongos Swiss machos (25-30g) divididos em 6 grupos: falso-operados
(FO) tratados com veiculo ou com licopeno (20 mg/kg) (v.o.), isquemiados (pMCAO), ¢
isquemiados tratados com licopeno nas doses de 2, 10 e 20 mg/kg (v.0.). Os animais foram
tratados 1 hora apos a cirurgia e diariamente até os testes de comportamento. Apds 24 horas
da cirurgia, foi realizada a avaliacdo neuroldgica e a coloracdio com Cloreto de 2,3-
trifeniltetrazol (TTC). Os testes comportamentais de avaliagdo da atividade locomotora,
avaliacdo das memorias de trabalho e aversiva foram realizados 72 horas (3 dias) apos a
cirurgia. Para a andlise estatistica, foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney. Os animais isquemiados apresentaram percentagens de areas isquémicas e déficit
neurologico significativamente maior. Os animais tratados com o licopeno apresentaram uma
percentagem de area isquémica significativamente menor do que os isquemiados, bem como
menor déficit neuroldgico. O licopeno também foi capaz de diminuir significativamente os
déficits de atividade locomotora e de memoria aversiva. Os resultados obtidos demonstram
que o licopeno possui atividade neuroprotetora contra os efeitos da isquemia cerebral,
provavelmente devido a sua atividade antiinflamatoria e antioxidante. Porém mais estudos sao

necessarios para elucidar os possiveis mecanismos envolvidos nesta neuroprotecao.

Palavras-chave: Isquemia Cerebral. Licopeno. Atividade Locomotora. Memodria.

Neuroprotegao.



ABSTRACT

Stroke is the second cause of death and the first cause of disability worldwide. Stroke, is
characterized for a cascade of events, such as excitotoxicity, inflammation and oxidative
stress causing neuronal damage. Lycopene is a liposoluble carotenoid present mainly in the
family Solanaceae, tomatoes, and other fruits like papaya, cherry and guava and has
antioxidant properties. The aim of the present work was to evaluate the lycopene effect on
neuronal damage, motor impairment and memory deficits in mice subjected to cerebral
ischemia by permanent occlusion of the middle cerebral artery (pMCAO). Swiss male mice
(25-30g) were divided into 6 groups: false-operated (FO) treated with vehicle or lycopene (20
mg/kg) (v. 0.), ischemic (pMCAO), and ischemic treated with lycopene (2, 10 and 20 mg/kg
v.0.). Animals were treated 1 hour after surgery and daily until behavioral testing. 24 hours
after ischemic onset neurological evaluation and TTC staining was performed. Animals were
subjected to behavioral tests: evaluation of locomotor activity, of working memory and
aversive memory, 72 h (3 days) after stroke. Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were
used for statistical analysis. The ischemic animals present percentages of ischemic areas and
significantly greater neurological deficit. This animals treated with lycopene had a
significantly lower percentage of ischemic area than the ischemia, as well as a lower
neurological deficit. Lycopene was also able to significantly decrease deficits in locomotor
activity and aversive memory. Therefore, the results obtained demonstrate that lycopene has a
neuroprotective activity against the effects of cerebral ischemia, due to its anti-inflammatory
and antioxidant activity. However, further studies are needed to elucidate the possible

mechanisms involved in neuroprotection.

Keywords: Cerebral Ischemia. Lycopene. Locomotor activity. Memory. Neuroprotection.
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1. INTRODUCAO
1.1 Acidente Vascular Cerebral

1. 1. 1 Defini¢ao

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) resulta da interrupcdo aguda do fluxo
sanguineo arterial levando a um quadro clinico de déficit neurolégico podendo perdurar ou
exceder as primeiras vinte e quatro horas do evento, de acordo om a Organizacao Mundial de
Saude (OMS, 2016).

O AVC pode surgir por uma obstru¢do do vaso provocada por um émbolo ou
trombo (codgulo), pela formacdo de placas ateroscleroticas, pela ruptura da parede da artéria
ou pela diminuicdo da perfusdo sanguinea com deple¢ao de oxigénio e glicose ao cérebro
(BROUGHTON et al., 2009; HOFFMANN et al., 2010).

Ainda segundo a OMS, o AVC pode se apresentar com o desenvolvimento rapido
de sinais clinicos de distirbios focais ou globais da fungdo cerebral, com sintomas que
perduram por um periodo superior a 24 horas ou conduzem a morte, sem outra causa aparente
que a de origem vascular (WHO, 2006).

O AVC representa a terceira principal causa de morte no mundo (ZHAO et al.,
2014) atingindo aproximadamente 16 milhdes de pessoas por ano, e destas, 6 milhdes chegam
a obito. No Brasil, foi a causa de 172.298 internagdes em 2011 ¢ em 2010 causou a morte de
99.159 individuos (GARCIA, 2012; WHO, 2013). Com base em um levantamento de dados
do Ministério da Saude (MS), no Brasil, todo ano 15 mil pessoas entre 15 ¢ 39 anos de idade
sofrem um acidente vascular cerebral, representando 10% do total de casos (MS, 2016).

Os principais fatores de risco para o AVC sdo dislipidemia, hipertensdo arterial,
diabetes mellitus, sedentarismo, obesidade e tabagismo (ZHENG, 2014). O estudo dos
mecanismos e de estratégias terapéuticas envolvidos no AVC ¢ importante principalmente
pelo impacto socio-econdmico que pode causar ao afetar a populacdo economicamente ativa
(ZETOLA et al., 2001). E apesar dos esforcos das autoridades no controle da pressdo arterial,
combate ao tabagismo e controle dos niveis de colesterol e da diabetes, o Brasil ainda possui

altas taxas de mortalidade devido ao AVC (GARRITANO et al., 2012).



13

1. 1. 2 Classificagdo

O AVC ¢ dividido em duas categorias: isquémico e hemorragico. O AVC
isquémico (AVCi) se da pela interrupcdo de um vaso sanguineo ascendente ao encéfalo,
resultando na insuficiéncia de suprimento sanguineo cerebral, que pode ser transitorio
(episddio isquémico transitdrio) ou permanente, € se apresenta em maior prevaléncia, com um
percentual de 85% a 90% de todos os casos (CHEN et al., 2014). O AVC hemorragico resulta
do rompimento do vaso sanguineo e extravasamento do sangue para o parénquima cerebral ou

para o espaco subaracnoideo (GILGUN-SHERKI et al., 2002).

1. 2 Diagnostico e Tratamento do AVCi

O diagnostico do AVC se fundamenta em avaliacdo neuroldgica, onde ha a
observacgao da presenga de sinais clinicos caracteristicos, como déficits motores, alteragdes na
marcha e na fala. Entretanto, a tomografia computadorizada (TC) do cranio ¢ o exame
primordial para o desfecho do diagnostico. A agilidade no atendimento a partir do tempo de
entrada do acometido ao hospital e a realizacdo da TC permite um prognoéstico diferencial na
reabilitagdo do paciente. Antitrombdticos, anticoagulantes e antiplaquetarios sdo os principais
medicamentos de ataque (PERSSON et al., 2014).

As estratégias terapéuticas atuais visam limitar a progressao da lesdo, promover
neuroprote¢do e prevenir a recorréncia do AVCi. Recentes evidéncias experimentais e clinicas
sugerem que a persisténcia da isquemia cerebral por mais de 4 a 6 horas produz lesdes
neurologicas permanentes. Uma terapia bastante aplicada tem como base a administragao do
fator ativador de plasminogénio tecidual recombinante (r-tPA) que atua como trombolitico
(NESBIT et al., 2004). No entanto, o r-tPA tem uma janela terapéutica estreita e sua eficacia
esta relacionada com sua utilizacdo nas primeiras 3 a 4,5 horas, ap6s o aparecimento dos
primeiros sintomas (HACKE et al., 2004; DEL ZOPPO et al., 2009; ARDLAW et al., 2012).
A utilizagdo do r-tPA, ap6s as 4,5 horas do inicio do ataque isquémico, pode distorcer o efeito
terapéutico esperado, sensibilizando o aumento de risco hemorragico ao paciente. Assim,
apenas cerca de 2% a 8% dos pacientes com AVC pode se beneficiar do tratamento r-tPA
(KLEINDORFER et al., 2008).

O tratamento com medicamentos antiplaquetarios ¢ utilizado em pacientes para
prevenir novos episoddios de AVCi. O tratamento com anticoagulantes pode ser utilizado,
porém com cautela a fim de evitar a formag¢ao de hemorragia, migrando do AVCi para o

hemorragico (BRAGA, 2010). Estudos de novas terapias para o AVC sugerem que a
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revascularizagcdo de vasos cerebrais durante a fase aguda do AVC isquémico tem sido o tinico

método provado para melhorar resultados clinicos em humanos (SMITH, 2004).

1. 3 Isquemia cerebral focal: modelos experimentais in vivo.

O aporte sanguineo chega ao cérebro através das artérias carotidas internas e das
artérias vertebrais, que se comunicam através do poligono de Willis (Figura 1), este ¢ uma
anastomose arterial que fornece o suprimento sanguineo para os hemisférios cerebrais, sendo
formados pelas artérias cerebrais anteriores e posteriores, artérias comunicantes anteriores €
posteriores e pela cardtida interna. Estas artérias possuem paredes muito finas, o que as torna

mais vulneraveis a hemorragias (TRAYSTMAN, 2003).

Figura 1 - Representacdo esquematica do Poligono de Willis

Artéria comunicante anterior: e .
Artéria cerebral anterior

Artéria estriada distal medial Artéria oftalmica

Artéria cerebral média

o e s Artéria coridide anterior
Artéria carétida interna

Artéria comunicante posterior
Artéria cerebral posterior

Artérias da ponte Artéria cerebelar superior

Artéria basilar

Artéria cerebelar inferior anterior

Artéria espinal anterior Artéria vertebral

Artéria cerebelar inferior posterior

Fonte: WIKIMIDIA COMMONS (2008).

A artéria cerebral mais comumente acometida no AVCi € a artéria cerebral média
(MCA), que irriga a regido lateral do hemisfério e estruturas subcorticais. A oclusao da MCA
resulta em reducdo do fluxo sanguineo cerebral tanto no nucleo estriado quanto no cortex,
mas o grau de distribui¢do do fluxo depende da durag¢do e do sitio de oclusdo ao longo da
MCA, assim como da quantidade de fluxo sanguineo colateral na regido de oclusdo
(TRAYSTMAN, 2003).

A isquemia cerebral pode ser classificada quanto ao tipo de regido de infarto,
sendo conhecido dois tipos de modelos isquémicos: global e focal. A isquemia global ocorre

quando ha faléncia circulatoria e a isquemia focal ocorre quando o fluxo sanguineo cerebral ¢
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limitado em uma regido especifica, geralmente resultado da oclusdo de uma artéria cerebral,
como a artéria cerebral média (BRAEUNINGER, 2009). A isquemia cerebral focal tem sido
produzida por uma variedade de métodos, e as variagdes na inducao do infarto sdo atribuidas
a diversidade de espécies e as técnicas empregadas (TAKAMATSU, 2002).

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

Atualmente, os modelos mais utilizados de isquemia focal cerebral sdo modelos
de oclusao da MCA (MCAO). Os modelos de oclusdo da MCA podem ser permanentes
(pMCAO) ou transitorios (tMCAO). A oclusdao pode ser realizada através do uso de um fio
intraluminal ou através de técnicas cirtrgicas como eletrocauterizacdo, clampeamento e
ligadura da artéria. A eletrocauterizacdo leva a interrup¢do permanente do fluxo sanguineo,
sendo um modelo pMCAO, enquanto que a ligadura e o clampeamento permitem a
reperfusdo, sendo portanto modelos de tMCAO (FISHER, 2009; DURUKAN, 2007). Existe
ainda o modelo de fototrombose, onde uma lesdo cortical do cérebro ¢ induzida por injeg¢ao
sist€émica de um corante fotossensivel, como Rosa de Bengala, e posterior irradiagdo focal do
cranio (BRAEUNINGER, 2009).

Neste trabalho, utilizou-se 0 modelo pMCAO através de eletrocauterizag¢do, onde
ha a interrupcdo permanente do fluxo sanguineo cerebral. Este modelo foi descrito pela
primeira vez por Tamura e colaboradores (1981) e tem sido amplamente utilizado, pois
permite o acesso a regides mais proximais da ACM em comparagdo com técnicas anteriores.
(LIPTON, 1999; TRAYSTMAN, 2003; DURUKAN, TATLISUMAK, 2007). Os tamanhos
das lesdes maximas sao comparaveis nos modelos de pMCAO e tMCAO, e a progressao do
dano, em termos de numeros de neurdnios lesados ¢ extensdo do dano, avaliada de 6 a 72

horas apds a cirurgia, ¢ extraordinariamente similar (ZHANG et al, 1994).



16

1. 4 Fisiopatologia do AVCi

O cérebro necessita de um continuo suporte de glicose e oxigénio para manter
suas fung¢des normais e sua viabilidade. Quando este processo ¢ interrompido, uma cascata de
eventos acontece, sendo todos desencadeados pelo esgotamento de fontes de energia na forma
de ATP (adenosina trifosfato) (MORO et al., 2005).

As sequelas do AVCi dependem da localizagdo e tamanho da éarea cerebral
atingida, além do tempo que o paciente levou para ser atendido, sendo as mais comuns
hemiparesias, alteragcdes visuais, da fala e da memoria (CRAMER et al., 2000).

Uma complexa cadeia de eventos fisiopatologicos envolvendo diversos
mecanismos de dano neuronal inicia-se apds a isquemia. A série de processos neuroquimicos
transitorios ou permanentes desencadeados pela isquemia cerebral focal ¢ denominada de
cascata isquémica. Os principais mecanismos envolvidos na cascata isquémica sao faléncia
bioenergética celular, devido a hipdxia, seguido de excitotoxicidade, inflamagdo, estresse
oxidativo, disfuncdo da barreira hemato-encefalica, injaria microvascular, ativacao
hemostatica, inflamacdo pds-isquémica, culminando em morte celular dos neuronios, glia e
células endoteliais (Figura 2) (DIRNAGL, IADECOLA, MOSKOWITZ, 1999; BROUNS,
DEYNN, 2009).

Os eventos da cascata isquémica podem perdurar por horas e at¢é mesmo dias,
mesmo sendo realizada a restauracdo do fluxo sanguineo. A gravidade e o tamanho do dano
isquémico irdo depender de dois fatores principais: o tempo de persisténcia da cascata
isquémica e do grau de bloqueio do fluxo sanguineo (BROUNS e DEYNN, 2009;
DURUKAN e TATLISUMAK, 2007).
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Figura 2 - Vias de sinalizagdes envolvidas na cascata isquémica.
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1. 4. 1 Conceito de Nucleo e Penumbra

Em modelos animais, a diminui¢do do fluxo sanguineo devido a lesdo isquémica

O~

ocorre de forma mais severa na regido central da lesdo o nucleo (ou core), regido que

o~

irrigada principalmente pelo vaso que foi ocluido. A regido que circunda o nucleo
denominada de penumbra. A diminui¢do da interrupcao do fluxo sanguineo ocorre de forme
gradual do core a penumbra (Figura 3) (DURUKAN, 2007).

Na regido do nucleo isquémico, o fluxo sanguineo pode se reduzir a 15% do
normal, na regido de penumbra, para 20% a 40% do normal e na regido extrapenumbra o
fluxo sanguineo ¢ mantido aproximadamente a 40% do normal (LIPTON, 1999). Alguns
trabalhos mostram que a regido de penumbra pode se integrar a de nucleo quando o fluxo
sanguineo ndo ¢ restaurado em algumas horas (GREEN et al., 2003). As células do nucleo
morrem rapidamente através da lipolise, proteodlise, desagregacao dos microtubulos, faléncia
bioenergética e quebra da homeostase (BROUNS, 2009).

A perfusdo sanguinea ¢ reduzida de forma abrupta no nucleo e de forma
progressiva na penumbra, onde hd perda funcional dos neurdnios. Porém, os neurdnios

permanecem estruturalmente intactos na penumbra, devido a existéncia da circulacao
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colateral, sendo uma lesdo reversivel e, com isso, uma regido alvo de inimeras pesquisas

(LIPTON, 1999; DURUKAN e TATLISUMAK, 2007; HOSSMANN, 2009).

Figura 3 - Imagem representativa da area do core isquémico e penumbra.
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1. 4. 2 Cdlcio (Ca’") e Glutamato

O cérebro exige uma perfusdo sanguinea que garanta o suprimento de glicose a
célula. Assim como a glicose, o oxigénio (O,) ¢ outro principal nutriente fornecedor de
Adenosina Trifosfato (ATP), sendo eles responsdveis pelo funcionamento da cadeia
transportadora de elétrons na mitocondria (MACHADO, 2002). Na fase isquémica, com o
bloqueio do fluxo sanguineo, ¢ desencadeado o processo de hipdxia e redugdo de glicose. No
processo de hipdxia ocorre inibigdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial, e
consequentemente, a redugdo da producao de ATP, fazendo com que a fungdo celular seja
alterada ligeiramente. Como uma tentativa de manter os niveis de ATP, as reservas de glicose
abastecem as regides isquemiadas do cérebro, por cerca de 90 minutos, porém esse
metabolismo da glicose passa de oxidativo para glicolitico (glicélise anaerdbica), resultando
em acidose secundaria pela formacao de lactato, o que agrava a lesdo hipoxica na célula
(VEBER, 1999).

A diminui¢do da producdo de ATP altera o gradiente i6nico das células, causando
faléncia da bomba sédio-potassio (Na'/K") (KANEKAR et al., 2012). Acontece acumulo de
sodio (Na") intracelular e evasdo de potassio (K') para o espago extracelular. O Na' carreia
moléculas de agua (H,O) e o seu influxo descontrolado promove edema (degeneragdo
hidrotropica) das células e de suas organelas, assim como recorrentes despolarizagdes
anoxicas (KANEKAR et al., 2012). A ineficiéncia da bomba Na'/K" promove o aumento na
producao do radical superoxido (O;") e outros radicais, como o peroxido de oxigénio (H,O,) e

hidroxila (OH") pelo metabolismo da xantina. Ao mesmo tempo, as sinapses glutamatérgicas
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liberam glutamato, promovendo excitotoxicidade por glutamato, com aumento do Ca "
intracelular. A integridade da barreira hematoencefdlica ¢ perdida. Varios mediadores
inflamatérios sdo produzidos, dando curso a inflamagdo (MIGUEL et al., 2012; ALLEN e
BAYRAKTUTAN, 2009).

A falta de energia e faléncia dos principais transportadores de ions leva a perda do
potencial de membrana, e em consequéncia, os neurdnios e as células da glia se despolarizam
(DIRNAGL et al., 1999). Uma das consequéncias da despolarizagao ¢ a ativagdo dos canais
de célcio voltagem-dependente que levam a liberagdo de aminoacidos excitatdrios,
principalmente de glutamato, sendo esse processo chamado de excitotoxicidade (DIRNAGL
et al., 1999; BROUNS, 2009). A deplecao de ATP ap6s um processo isquémico causa a
faléncia da bomba de Ca™ ATPase, promovendo o aumento exacerbado da concentragio de
Ca”" citosolico através do seu influxo a partir da membrana plasmatica, mitocondrias e
reticulo endoplasmatico, culminando com a uma série de eventos, dentre os quais a ativacao
de proteases, lipases € DNAses dependentes de calcio, causando a degradacdo de membranas,
degradacao nuclear formagao de radicais livres, resultado em morte celular (EDVINSSON,
2002; DOYLE et al., 2008;).

As recorrentes despolarizacdes devida a faléncia da bomba de Ca’" ATPase
promove a abertura dos canais de Ca™" voltagem-dependente e leva a acumulo ainda maior
desses ions para o interior da célula, contribuindo ainda mais para morte neuronal. Por essa
razdo, os bloqueadores de canal de calcio sdo vistos como pontos estratégicos para a
neuroprote¢ao (LUKIC-PANIN, 2007).

No processo isquémico, a faléncia energética propicia uma continua e crescente
perda do potencial de membrana, predispondo os neurdnios a recorrentes despolarizagdes,
com consequente liberagdo de glutamato para a fenda sindptica, tanto por exocitose
dependente de Ca” (DURUKAN e TATLISUMAK, 2007), quanto pela via independente
(GINSBERG, 1995). O glutamato, uma vez liberado, ativa seus receptores pds-sindpticos
levando a uma sobrecarga de Ca®" e Na' intracelular e posteriormente ativacao da fosfolipase
C que produz Inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Como resultado da super
ativagdo por glutamato, o Na' e Cl entram nos neurdnios através de canais de ions
monovalentes e, deste modo, o intenso influxo de Na' e pequeno efluxo de K’ leva ao
acimulo de dgua, gerando edema (DIRNAGL ef al., 1999). Uma importante consequéncia da
excitotoxicidade ¢ a perda lenta da homeostase do calcio com seu acimulo, levando a morte

celular (BROUNS, 2009; STARKOV, 2004).
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A despolarizagio destes neurdnios causa maior influxo de Ca*" ¢ mais liberagio
de glutamato para o espago extracelular. Estes eventos culminam com a ativacdo de enzimas
de degradagao e da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (BORUNS, 2009). Além
da disfuncdo da mitocdndria, onde o Ca*" pode causar a ativacdo de enzimas de degradagao,
como as calpainas, proteases e fosfolipases e a ativagdo de poros de permeabilidade transitéria
da membrana mitocondrial, devido a abertura de um poro nao-seletivo na membrana interna
da mitocondria, resultando em disfun¢do da fosforilagdo oxidativa, edema, liberagdo de
metabolitos da matriz mitocondrial e até ruptura fisica da membrana externa (STARKOV,

2004).
1. 4. 3 Inflamagdo

Algumas horas apo6s a interrupgao do fluxo sanguineo pela pMCAO, inicia-se uma
reacdo inflamatéria, mecanismo secundario de lesdo a cascata isquémica (KIM et al., 2014),
uma resposta comum do parénquima cerebral a diversas formas de insulto e que pode persistir
por varios dias apds a isquemia, sendo um importante fator envolvido na morte neuronal
(BARONE e FEUERSTEIN, 1999).

A inflamacdo ¢ caracterizada pelo acimulo de células inflamatorias e mediadores
no cérebro isquemiado e ocorre no cérebro necrdtico apds a ruptura da barreira
hematoencefalica e infiltracdo de células do sistema imunolégico (HUANG, UPADHYAY,
TAMARGO, 2006). Evidéncias mostram que os astrocitos também podem atuar como células
inflamatorias em resposta a isquemia (WANG, TANG, YENARI, 2007), os astrocitos atuam,
assim, como células gliais que garantem a integridade da comunicagdo entre as células
neurais, impedindo a propagac¢ao desordenada das sinapses. Os seus prolongamentos contem a
proteina acida fibrilar glial (GFAP de Glial Fibrillary Acidic Protein) (HOL e PEKNY,
2015).

Tanto as células da microglia, quanto os astrécitos secretam mediadores
préinflamatorios, tais como matriz metaloproteinase, quimiocinas, citocinas € 6xido nitrico
induzivel (iNOS) (CHE et al, 2001). Esses mediadores estimulam a expressao de mais
moléculas de adesdo endotelial, que levam a aderéncia de leucocitos circulantes, causando
oclusdo microvascular e infiltragdo de células imunes para o parénquima cerebral (LONDON
et al., 2013). A adesdo leucocitaria ao endotélio vascular ¢ mediada por trés grupos principais
de moléculas de adesdo. Sao elas: (1) selectinas, especialmente as selectinas E e P, cuja
fungdes sdo regular e favorecer o rolamento e recrutamento dos leucdcitos nos primeiros

estagios do insulto isquémico; (2) integrinas, que estimulam a adesdo celular ao endotélio e
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modificacdo conformacional de leucocitos facilitando da diapedese, (HARING et al., 1996) e
(3) as imunoglobulinas (CAM’s), como as ICAM-1 e -2 e VCAM-1. Elas facilitam as
interacdes dos leucocitos com o endotélio e promovem a diapedese (EHRENSPERGER et al.,
2005).

Com a ativacdo dessas células inflamatodrias, ha a translocagdo nuclear do fator
nuclear kappa B (NF-kB), que induz a expressdo de varios mediadores pro-inflamatorios
(LAN et al., 2013). Linfocitos T CD4+ ¢ T CD8+ produzem citocinas como, interferon-y
(IFN-y), interleucina-6 (IL-6), interleucina-17 (IL-17), e Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)
(GELDERBLOM et al, 2012). Em adigdo, a ativagdo de macréfagos infiltrados e a atuagdo
da micréglia residente, estimula o aumento da sinalizag¢do inflamatdria, levando a producao de
mais interleucinas (IL-1, IL-6, IL-18, TNF-0) com concomitante lancamento de mais radicais
livres. O resultado dessa cascata ¢ a morte de células neuronais (neuronios) e de células nao

neuronais (astrocitos) (BROUGHTON et al., 2013).
1. 4. 4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo estd envolvido no envelhecimento celular e na fisiopatologia
de diversas doencas como aterosclerose, cancer, doencas neurodegenerativas e AVC (ALLEN
e BAYRAKTUTAN, 2009; BROUNS, DE DEYN, 2009; PRADEEP et al., 2012). O estresse
oxidativo desempenha um papel importante na fisiopatologia da isquemia cerebral, devido a
alta taxa de metabolismo de O,, onde o cérebro consome cerca de 20% do total de oxigénio
corporal, além de possuir menores quantidades dos sistemas antioxidantes, também por
possuir grandes quantidades de lipideos peroxidaveis e grandes quantidades de ferro, este
ultimo age como pro-oxidante em condi¢des patologicas (TARDINI e YOSHIDA, 2003;
ALLEN e BAYRAKTUTAN, 2009). Dessa forma, modificagdes farmacoldgicas que exercam
controle do estresse oxidativo podem ser uteis ao tratamento do AVC.

Os radicais livres t€ém papel importante na sobrevivéncia das células uma vez que
participam de reagdes redox e servem como defesa contra microorganismos invasores. No
entanto, quando produzidos em excesso, chegando a niveis que os sistemas antioxidantes
sejam incapazes de controlar, podem ser danosos para as células devido a sua capacidade de
alterar a expressao de genes e proteinas, alterando o fenotipo celular e sua fungao, e oxidar
componentes celulares importantes induzindo a morte celular (PRADEEP et al., 2012).

O primeiro radical livre formado na isquemia cerebral ¢ o anion superoxido (O,")
produzido pela enzima xantina oxidase e liberado da mitocondria a partir do complexo III da

cadeia de transportadora de elétrons. O O, estd envolvido em processos deletérios para a
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célula através da formagdo de outros radicais como o peroxido de hidrogénio (H,0,), o radical
peroxila (HO,") e o radical hidroxil (OH") que ¢ extremamente reativo e pode atacar o DNA
causando alteragdes genéticas como mutagdes ou morte celular por apoptose (VALKO et
al.,2006, LU et al., 2011). O O, pode ainda reagir com o NO originando o peroxinitrito
(ONOO) (LU et al., 2011).

A producdo constante de radicais livres de oxigénio ¢ diminuida pela a¢do dos
antioxidantes como as enzimas superoxido dismutase (SOD), que esta presente no citosol, na
mitocondria e no meio extracelular e produz H,O, através de uma reacdo de dismutagdo a
partir do O, "; a glutationa peroxidase (GSHPX) que converte rapidamente o H,O, em H;0; e
a catalase, que tem como principal fun¢do eliminar peroxido formado no peroxissoma,
diminuindo o risco da formagdo de radical hidroxil (MARKLUND, 1990; CHAN, 1996;
NORDEBERG; ARNER, 2001).

1. 4. 5 Necrose e apoptose

Quando os eventos fisiopatoldgicos tornam-se irreversiveis na lesdo isquémica, as
células atingidas sdo induzidas a morte. Os principais processos de morte celular sdo necrose
e apoptose, também presentes apos a lesao isquémica (NIKOLETOPOULOU et al.,, 2013). O
tipo de morte celular ira depender do local da isquemia, da maturidade celular, da quantidade
de Ca®" intracelular e do microambiente celular ¢ ambos podem fazer parte de processos
neurodegenerativos em fase aguda e/ou cronica (GORMAN, 2008; HEIMFARTH et al.,
2013).

A necrose, também conhecida por morte celular ndo programada, comumente
ocorre em situacdes de baixo nivel energético e pode desencadear um processo inflamatdrio
(HONGME]I, 2012; NIKOLETOPOULOU et al, 2013). Se caracteriza pela presenca de
edema citoplasmatico, desintegracdo de organelas, conseguinte perda da integridade da
membrana celular e liberacao de contetidos celulares para o meio extracelular, através de uma
forma passiva de energia, “independente de mecanismos de regulacdo” que comumente estao
presentes na apoptose (JOUAN-LANHOUET et al, 2014; ZIEGLER ¢ GROSCURTH,
2004). Ocorre de forma predominante em lesdes agudas derivadas de oclusdo celular
permanente, os neurdnios que sofrem necrose liberam mais glutamato e toxinas para o meio
extracelular, gerando danos aos neurdnios vizinhos (JOUAN-LANHOUET et al., 2014).

No entanto, esse conceito estd sendo mudado. Recentemente, foi evidenciado que
existem diferentes tipos de necrose envolvendo regulagdo intracelular, classificadas como

necroptoses ou RN (do inglés Regulated Necrosis). As vias de sinalizacdo envolvidas nas
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necroptoses podem interagir com receptores do tipo CypD (Cyclophilin D) (VANDEN et al.,
2014) e receptores do tipo RIPK 1 e 3 (Receptor-Interacting Protein Kinase) (GALLUZZI et
al., 2012). Esses receptores podem ser ativados pelos produtos da cascata isquémica como
ROS e as suas sinalizagdes resultam na desintegracdo celular (VANDENABEELE et al.,
2010).

A apoptose, conhecida como morte celular programada, ¢ um processo ordenado
de fragmentagdo celular que ocorre com gasto energético, resultando de lesdes mais leves
principalmente na penumbra (LI et al., 2013). Esse processo preserva a populagdo celular
vizinha por nao desencadear processo inflamatério. Também se apresenta como um processo
fisioldgico que pode ocorrer em todos os estagios da vida de um organismo em ordem de
manter as populagdes teciduais em homeostase. Por outro lado, a sinalizacdo apoptotica
exacerbada pode provocar injuria tecidual (ELMORE, 2007, HONGMEIL 2012;
NIKOLETOPOULOU et al, 2013). Estd presente em varias condigdes fisiologicas e
patologicas, como na isquemia, trauma cerebral e doencas neurodegenerativas e também
ocorre fisiologicamente nas células para manuten¢do da homeostase, produz menos danos,
ocorre de forma ordenada e demanda energia (FRIEDLANDER, 2003; BROUNS, 2009).

A apoptose ¢ ativada por mecanismos de sinalizacdo celular internos: via
intrinseca (nas mitocondrias) e extrinsecas. Existem receptores de membrana celular que,
quando ativados, sinalizam a acdo de proteases, denominadas caspases (NAGATA e
GOLSTEIN, 1995). O mecanismo central para a apoptose ¢ a ativagdo das caspases, enzimas
que clivam proteinas, ativadas em reposta a sinais pro-apoptoticos, porém pode ocorrer
também sem o envolvimento destas (HONGMEIL 2012). Sao classificadas em caspases
iniciadoras e caspases efetoras. Ambas as vias (intrinsecas e extrinsecas) induzem a ativacao
das caspases. A partir de sinais especificos e indutivos de morte celular, as caspases
iniciadoras (8 ¢ 9) ativam as caspases efectoras (3, 6, ¢ 7) (LI et al., 2013).

As alteragdes celulares peculiares da apoptose, incluem, fragmentagdo do DNA,
condensacdo da cromatina e desarranjo dos microtibulos. Esses processos induzem a
fragmentacao celular, formando o que se conhece por “corpos apoptoticos”. Essas estruturas
sdo envoltas por membrana celular, contendo no seu interior, citoplasma e massas negras de
cromatina. Os corpos apoptoticos sdo removidos do parénquima por fagocitose. No entanto,
ndo estimulam resposta inflamatéria. A necrose, por sua vez, estimula a producdo de

mediadores inflamatorios e consequente quimiotaxia (NIKOLETOPOULOU et al., 2013.
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1.5 AVC e Memoria

Memoria ¢ a habilidade de se guardar uma informacgdo aprendida previamente
dentro de um sistema interno de armazenagem de tal forma que este possa ser acessado e
usado posteriormente. Assim, a memoria ndo ¢ uma construgdo unitaria € sim um sistema que
reflete inimeras habilidades cognitivas distintas que podem ser categorizadas ao longo de
diferentes dimensoes (LUCAS, 2002).

A memoria € conceitualmente divida em dois tipos, memoria “declarativa” e “nao
declarativa”. A memoria ndo declarativa, de procedimento ou implicita — de “como fazer”,
refere-se a varias formas de memoria que ndo estdo diretamente acessiveis a consciéncia e
também constitui a maioria dos processos de memoéria em animais ndo humanos,
apresentando-se como tipos “simples” de memoéria que podemos caracterizar como
habituacdo, héabitos de aprendizagem, sensibilizagdo e condicionamento cléssico assim como
“priming” ou pré-ativacdo que pode ser definido como a habilidade de detectar ou identificar
um estimulo como um resultado de uma exposi¢cdo prévia (WELKOWITZ et al., 1987;
IZQUIERDO et al., 1992; ERIKSSON, 2002).

A memoria implicita refere-se a situagdes inconscientes, nao intencionais que sao
independentes do lobo temporal medial. O cerebelo, estriado e a amigdala sdo regides do
cérebro relacionadas a memoria de procedimento ou implicita, que estd envolvida com a
percepcao, habilidade motora e outras formas de memoria ndo declarativa (KANDEL, 2009).

A memoria declarativa refere-se a memoria explicita e estd relacionada com
reconhecimento de cenas e de objetos familiares. E uma memoria para fatos e eventos que
requer a acdo do lobo temporal medial em conexdo com cortex. Estudos demonstram que ¢é
caracteristico da memoria explicita a codificacdo da informagdo, o armazenamento de modo
que se torne memoria e evocagdo quando necessario. Podendo ser dividida em episodica e
semantica (Figura 4) (SQUIRE, 2003; KANDEL, 2009).

A memoria declarativa episddica se refere a informagdes que estdo relacionadas a
um lugar e tempo especifico, e a semantica, que se refere a um conhecimento geral nao ligado
a contexto espacial ou temporal em particular, estd relacionada com a cultura e envolve
conhecimentos gerais de um povo. A memoria explicita ¢ dependente do lobo temporal
medial (DEW e CABEZA, 2011). O lobo temporal medial engloba o hipocampo e regides
anatomicamente proximas como o coOrtex entorrinal, peririnal e cortex parahipocampal.

(SQUIRE e ZOLA-MORGAN, 1996). Estas categorias de memoria nao sdo excludentes,
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quando um organismo aprende alguma coisa importante, varios destes sistemas de memoria
podem ser empregados.

A memoria declarativa pode ser classificada em relagdo ao tempo como memoria
recente, ou de curto prazo, quando esta relacionada a eventos que ocorrem horas ou dias
antes; ¢ em memoria de longo prazo, ou remota, que se refere a eventos do passado distante
(SQUIRE ¢ ZOLA-MORGAN, 1996). A memoria declarativa de curto prazo representa o
armazenamento tempordrio de informacdo utilizado para planejar uma acdo futura e ¢
processada principalmente no cortex pré-frontal, podendo também ser chamada de memoria
de trabalho (RUCHKIN et al., 2003). A memoria de curta duragao pode ser esquecida ou
transformada em longa duracdo (GOLDMAN-RAKIC, 1992).

O septo medial e o hipocampo processam a memoria de trabalho e a memoria
espacial. O hipocampo também processa a informagao temporal, contextual e a memoria que

leva a recordagdo consciente em humanos (BRIONI, 1993; IZQUIERDO et al., 1992).

Figura 4 - Taxonomia dos sistemas de memoria de longa duracao.

Meméria de

Longa Duracao
2oee m weeney gressasannnennans |mp||c|ta

Lobo Temporal Medial : Condicionamento
(Diencéfalo) classico
FURARARR Ry :. ..................... ‘. ................... e e
Habilidades R Aprendizagem Respostas Respostas
e habitos Pré-ativagio Nnao associativa Emocionais Esqueléticas
Estriado Neocortex Vias Reflexas Amigdala Cerebelo

Fonte: Adaptado de Squire ¢ Knowlton (1995).

A perda de memoria ocorre devido a degeneracdo de neurdnios no cérebro
provocados por diversos tipos de agressdes, como estresse oxidativo, inflamacao,
excitotoxicidade, entre outros. Todos esses processos estdo envolvidos em patologias como
doengas neurodegenerativas e AVC. Existe uma alta incidéncia de disfun¢do cognitiva em
pacientes com AVC. A estimativa ¢ que aproximadamente 1/3 das vitimas de AVC sofram
com problemas de memoria e dificuldades na execugdo das tarefas diarias (HATTORI, 2000;
MAUD, 2006).

Viérios autores tém detectado distarbios na aquisicdo da memoria apdés a pMCAO

em animais usando testes como esquiva passiva e labirintos. A isquemia ocasiona déficits na
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memoria operacional, acessada através de tarefas de reconhecimentos de objetos e lugares
(MUMBY et al., 1996; PLAMONDON et al., 2006) e na memdria espacial (SANDSTROM e
ROWAN, 2007). Em humanos, pacientes com doenga cerebrovascular ocasionalmente
exibem distarbios cognitivos, como amnésia ¢ desorientacdo topografica (CAPLAN et al.,

1990).

1. 6 Carotenodides e neuroprotecao

Os carotenodides sdo corantes naturais presentes nas frutas e vegetais (cenouras,
tomates, espinafre, laranjas, péssegos, entre outros) (ERDMAN, 2015) sendo sua estrutura
quimica composta por ligagdes duplas conjugadas, responsaveis por sua cor € por algumas de
suas funcdes biologicas (STAHL e SIES, 1999; SILVA, et al., 2001). Todos os carotendides
contém uma estrutura poliisoprenoide, uma longa cadeia conjugada de uma simetria quase
bilateral em torno da ligagdo dupla central (SAINI et al., 2015). Juntamente com as vitaminas,
sdo as substancias mais investigadas como agentes quimiopreventivos, funcionando como
antioxidantes em sistemas bioldgicos (POOL-ZOBEL et al., 1997).

Existem, aproximadamente, 600 carotendides encontrados na natureza, os quais
sdo constituidos por dois grandes grupos, denominados: (1) carotenos, que consistem em
hidrocarbonetos puros; e (2) xantofilas, hidrocarbonetos que possuem grupos funcionais
oxigenados (HAEGELE, et al., 2000; JOMOVA e VALKO, 2013, RUTZ et al., 2016).
Desses, 40 podem ser encontrados nos alimentos e, como resultado de uma absor¢ado seletiva
do trato gastrintestinal, apenas 14 carotenoides sdo biodisponiveis, biodisponibilidade que se
apresenta de forma quase ilimitada (KHACHIK, ef al., 1991; PARKER, et al., 1999). Entre
esses, se encontram o beta-caroteno, o alfa-caroteno, a luteina, a zeaxantina e o licopeno, a
beta-criptoxantina, a fucoxantina, a astaxantina, a crocetina, a capsantina e¢ o fitoeno
(GOMES, 2007).

Estudos mostram a rela¢do entre o aumento no consumo de alimentos ricos em
carotenodides ¢ a diminuicao no risco de varias doencas, dentre suas agdes, os carotendides
sequestram o oxigénio singlete, uma forma mais reativa do oxigénio, removem os radicais
peroxidos, modulam o metabolismo carcinogénico, inibem a proliferacdo celular, estimulam a
comunicacdo entre células (jungdes gap), € elevam a resposta imune (OLSON, 1999). Testes
in vitro € in vivo sugerem que os carotendides sdo excelentes antioxidantes, sequestrando e
inativando os radicais livres (ERDMAN, 1999). Os carotendides podem desempenhar um
papel importante na doenga neuroinflamatdria incluindo na Doenga de Alzheimer, muito

provavelmente através das suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e
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neuroprotetoras (SODHI e SINGH, 2014). Eles podem suprimir a atividade de NF«kB, regular
as moléculas pro-inflamatorias, proteger multiplas membranas celulares contra danos
oxidativos e promover a atividade de enzimas antioxidantes (LU, 2015).

Os carotendides reagem com os radicais livres, notavelmente com os radicais
peréxidos e com o oxigénio molecular, sendo a base de sua a¢ao antioxidante. Carotendides
como o beta-caroteno, licopeno, zeaxantina e luteina, exercem funcdes antioxidantes em fases
lipidicas, bloqueando os radicais livres que danificam as membranas lipoprotéicas (SIES e
STAHL, 1995). Além disso, os carotenoides proporcionam protecdo contra lesdes cerebrais
induzidas por isquemia cerebral / reperfusao em roedores, induzindo um aumento na atividade

da SOD e inibindo a apoptose (FUJITA et al., 2013).

1. 6. 1 Licopeno

O licopeno ¢ um carotenoide sem a atividade pro-vitamina A, lipossoluvel,
composto por onze ligagdes conjugadas e duas ligacdes duplas ndo conjugadas (NASIR et al.,
2015) (Figura 5). O licopeno ¢ um carotendide que possui a maior capacidade seqiiestrante do
oxigénio singlete, tendo forte propriedade antioxidante, possivelmente devido a presenca das
duas ligagdes duplas ndo conjugadas, o que lhe oferece maior reatividade para neutralizar os
radicais livres de espécies reativas de oxigénio, oxigénio molecular singlete e radicais peroxil

(DIMASCIO, et al., 1989; KRINSKY, 2001; ATESSAHIN, et al., 2005; RAFI et al., 2007).

Figura 5 - Estrutura molecular do licopeno.

O licopeno esta presente, atualmente, como um dos mais potentes antioxidantes
entre os carotenoides, com capacidade sequestrante de oxigénio (O;) 100 x maior que a da
vitamina E, sendo sugerido para a atenuacdo do estresse oxidativo, na prevengdo da
carcinogénese, nefrotoxicidade e aterogénese por proteger moléculas como lipidios,
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), proteinas e DNA (AGARWAL e RAO, 2000; LIU et
al., 2005; COHEN, 2002; ATESSAHIN et al., 2007, AYDIN et al., 2013). Devido a sua
elevada lipossolubilidade, o licopeno pode passar através da barreira hematoencefalica

(KHACHIK, et al., 2002).
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E o carotenoide predominante no plasma e nos tecidos humanos, sendo
encontrado em um numero limitado de alimentos de cor vermelha, como tomates e seus
produtos, goiaba, melancia, mamao e pitanga (ARAB e STECK, 2000). Tomates ¢ derivados
aparecem como as maiores fontes de licopeno (DJURIC e POWELL, 2001; TAKEOKA, et
al., 2001). O tomate cru apresenta, em média, 30 mg de licopeno/kg do fruto; o suco de
tomate cerca de 150 mg de licopeno/litro; e o catchup contém em média 100 mg/kg (STAHL
e SIES, 1999).

Em relacao a biodisponibilidade, verificou-se que o consumo de molho de tomate
aumenta as concentragdes séricas de licopeno em taxas maiores do que o consumo de tomates
crus ou suco de tomate fresco. A ingestdo de molho de tomate cozido em 6leo resultou em um
aumento de 2 a 3 vezes da concentragdo sérica de licopeno um dia apos sua ingestao, mas
nenhuma alteragdao ocorreu quando se administrou suco de tomate fresco (GARTNER e
STAHL, 1997).

Essa diferenca de biodisponibilidade esta relacionada com as formas isoméricas
apresentadas pelo licopeno (CLINTON et al., 1996) demonstraram que 79% a 91% do
licopeno presente nos tomates e seus produtos encontram-se sob a forma do isomero trans
(trans-licopeno), em contraste com os niveis de licopeno sérico e tissulares, que se encontram
em mais de 50% na forma de isdbmero cis (cis-licopeno). O licopeno ingerido, na sua forma
natural (trans-licopeno), ¢ pouco absorvido, mas estudos demostram que o processamento
térmico dos tomates e seus produtos melhoram a sua biodisponibilidade. O processamento
térmico rompe a parede celular e permite a extragao do licopeno dos cromoplastos ocorre uma
reversdo na isomeriza¢ao passando os isomeros cis, menos estaveis, a sua forma mais estavel,
ou seja, trans (SHI et al., 2000; WILLCOX et al., 2003).

Foi realizado um estudo de toxicidade subcronica sobre o licopeno por
administracdo oral a concentragdes dietéticas de 0,25, 0,50 e 1,0% em ratos durante um
periodo de 90 dias. Os resultados deste estudo ndo mostram qualquer evidéncia de toxicidade
do licopeno em niveis de dieta até¢ 1,0% como demonstrado pelos achados de observacdes
clinicas, observagdes neurocomportamentais, avaliacdo de atividade motora, peso corporal e
medidas de consumo de alimento, exames oftalmoscopicos, hematologia, clinica Quimica,
exame de urina, pesos de 6rgdos, patologia macroscopica ou histopatologia (JONKER ef al.,
2003). Outro estudo também demonstrou que a ingestao de licopeno (75 mg/dia) ndo causou
quaisquer eventos adversos em humanos (SHAO & HATHCOCK, 2006). Um ensaio clinico

de fase I realizado em individuos adultos sauddveis ndo demonstrou toxicidade hepéatica ou
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renal significativa atribuivel a doses de licopeno variando de 10 a 120 mg, embora tenha sido
observada toxicidade gastrointestinal minima (GUSTIN et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos retrospectivos e prospectivos tém apontado uma
associacdo do consumo de tomate e seus produtos (GIOVANNUCCI, 1999; RAO e
AGARWAL, 1999) ingestdao de licopeno (KRISTAL e COHEN, 2000; MICHAUD, et al.,
2000), e niveis de licopeno sérico (CASSO, et al., 2000; FREEMAN, et al., 2000) com a
redugdo do risco de cancer, principalmente de prostata e pulmao (PORRINI et al., 2005)
demonstraram, recentemente, que a ingestao de carotenoides do tomate melhora o sistema de
defesa antioxidante dos linfocitos, reduzindo a lesdo ao DNA.

A melhora das fung¢des cognitivas por compostos naturais em pacientes com AVC
sao comprovadas em diversos trabalhos. Estudos epidemioldgicos demonstraram que o
consumo elevado de tomate e os produtos derivados do tomate, ricos em licopeno, tem sido
associado a um risco diminuido de aterosclerose, doengas cardiovasculares e desordens
neurologicas (FRIEDMAN, 2013). Recentemente, o papel do licopeno na neuroprote¢ao esta
surgindo. Estudos indicam que o licopeno possui efeito neuroprotetor e € capaz de prevenir a
doenca do sistema nervoso causados por destruicdo e degeneracao dos neurdnios, incluindo

doengas de Alzheimer e Parkinson (KHAKSAR e JAHROMI, 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

O AVC ¢ a terceira principal causa de morte humana. O dano inflamatério
desempenha um papel importante na patogénese da isquemia cerebral e constitue um alvo
para a prevengao e tratamento (ZHAO et al., 2014).

O estudo dos mecanismos ¢ de estratégias terapéuticas envolvidos no AVC ¢
importante principalmente pelo impacto socio-econdmico que pode causar ao afetar a
populagdo economicamente ativa (ZETOLA et al., 2001). E apesar dos esfor¢os das
autoridades no controle da pressdo arterial, combate ao tabagismo e controle dos niveis de
colesterol e da diabetes, o Brasil ainda possui altas taxas de mortalidade devido ao AVC
(GARRITANO et al, 2012).

Apesar de muitos estudos buscarem drogas neuroprotetoras para a isquemia
cerebral (AHMED, NASMAN, WAHLGREN, 2000; HALEY, 1998), poucos se mostraram
realmente efetivos (TAZAKI, SAKAI, OTOMO, 1988). Atualmente, a tUnica terapia
preconizada pela ANVISA para isquemia cerebral ¢ o fator ativador de plasminogénio
tecidual recombinante (r-tPA), tornando-se evidente a necessidade de estudos que visem
novas terapias e a busca por substancias que possam atuar na neuroprotecao e capazes de
diminuir as sequelas relacionadas com o AVC e, assim, melhorar a qualidade de vida desses
pacientes.

O presente estudo visa avaliar o efeito do licopeno, por suas agdes anti-
inflamatérias e antioxidantes, sobre o dano neuronal, comportamento e memoria de

camundongos submetidos a isquemia cerebral focal permanente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos do Licopeno sobre o dano neuronal, alteragdo motora e

memoria de camundongos submetidos a isquemia cerebral focal permanente.

3. 2 Objetivos Especificos

e Produzir déficits de memoria e alteragdes comportamentais usando modelo de
isquemia cerebral focal permanente por oclusdo da artéria cerebral média em camundongos;

e Avaliar o dano neuronal nos animais isquemiados, pelo tratamento com
Licopeno;

e Avaliar as alteragdes motoras e os déficits de memoria nos animais

isquemiados, pelo tratamento com licopeno;
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4 MATERIAL E METODOS

4. 1 Animais

Foram utilizados 80 camundongos albinos machos da linhagem Swiss, pesando
entre 25 e 30 g, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici da Universidade Federal
do Ceara (UFC) e transferidos para o Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Faculdade de Medicina - UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas plésticas
apropriadas, forradas com maravalha, mantidos a temperatura de 25° C com ciclo de
claro/escuro de 12 horas, e livre acesso a agua e comida. No que se refere aos cuidados com
0s animais, este estudo seguiu os principios €ticos da experimentacdo animal, estabelecidos
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O estudo foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC sob o nimero de
registro 29/2016.

4. 2 Drogas

Licopeno, na sua forma trans (SIGMA-USA). Ketamina (SIGMA-USA), na dose
de 90 mg/kg via intra-peritoneal (i.p.), Xilazina (SIGMA-USA), na dose 10 mg/kg, via i.p.,
Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol (TTC) (SIGMA-USA).

4. 3 Protocolo Experimental

Foram utilizados 80 animais divididos em 6 grupos de acordo com o esquema de
tratamento: Falso Operado (FO) tratados com veiculo; FO tratados com Licopeno 20 mg/kg;
isquemiados (pMCAO) tratados com veiculo e isquemiados (pMCAO) tratados com licopeno
nas doses de 2, 10 e 20 mg/kg por via oral (v.0.) (Tabela 1). Para o preparo do veiculo, o
licopeno foi dissolvido em 7ween 80 a 20% com soluc¢do salina normal. O Licopeno foi
administrado 1 hora depois da inducdo da pMCAO e nos dias seguintes que seguiram a
cirurgia, administrado uma vez ao dia (Figura 6).

A dose de Licopeno selecionada para a realizagao dos testes de comportamento
foi a capaz de apresentar uma melhora significativa no déficit neuroldgico induzido e um
dano neuronal isquémico significativamente menor em relacdo aos animais isquemiados nao

tratados.
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e 48 (oito animais por grupo) foram utilizados para avaliagdo neuroldgica e
coloragao com TTC;

e 32 (oito animais por grupo) foram utilizados para os testes de comportamento e

memoria.

Tabela 1 - Tabela de representagdo dos grupos utilizados no estudo

Grupos

Tratamento

FO+V

FO + Licopeno 20 mg/kg

pMCAO +V

pMCAO + Licopeno 2
mg/kg

pMCAO + Licopeno 10
mg/kg

pMCAO + Licopeno 20
mg/kg

Animais falso-operados e tratados com veiculo (Salina +
Tween) v.o.

Animais falso-operados e tratados com Licopeno na dose de
20 mg/kg v.o.

Animais submetidos a pMCAOQ tratados com veiculo v.o.

Animais submetidos a pMCAO tratados com Licopeno na
dose de 2 mg/kg v.o.

Animais submetidos & pMCAO tratados com Licopeno na
dose de 10 mg/kg v.o.

Animais submetidos a pMCAO tratados com Licopeno na
dose de 20 mg/kg v.o.

Figura 6 - Protocolo Experimental

Licopeno

A

Oh
24h

72h 96h

pMCAO

Esquiva-passiva

Avaliacdo Neurologica
TTC

(memoria tardia)

Campo Aberto

Y-Maze
Esquiva-passiva
(memoria recente)
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4. 4 Isquemia cerebral focal por oclusio permanente da artéria cerebral média

(TAMURA et al., 1981).

Os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) e ketamina (90 mg/kg)
administrados por via i.p. para o procedimento cirurgico. A temperatura foi mantida entre
36,5 e 37° C com o auxilio de uma lampada. Inicialmente, foi realizada uma incisao na linha
entre o olho esquerdo e a orelha, o musculo temporal foi rebatido e, posteriormente, realizada
uma craniectomia com uma broca de 1 (mm), seguido da exposi¢@o e cauterizagdo da artéria
cerebral média. Em seguida, a incisdo foi suturada com fio de seda agulhado 4.0, e os animais
foram colocados em gaiolas para recuperagdo da cirurgia com livre acesso a agua e comida.
Os animais FO foram submetidos aos procedimentos descritos para isquemia, exceto a
cauterizacdo da artéria cerebral média (Figura 7).

Figura 7 — Ilustragdo da Cirurgia de indugdo isquémica focal pelo método da Oclusdo permanente da Artéria

Cerebral Média (pMCAO): momento da aproximagdo do bisturi elétrico para coagulagdo da artéria cerebral
média.

Fonte: Arquivo pessoal.
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4. 5 Avaliacao Neuroldgica (GARCIA et al., 1995).

O dano neuronal causado pela pMCAO comumente acomete apenas um
hemisfério cerebral, permitindo a avaliagdo dos déficits sensério-motores por assimetria
corporal. Para a avaliagdo sensdrio-motora foi realizada a avaliagao neurologica 24 horas apos
a inducdo isquémica. Os achados neurologicos foram pontuados utilizando uma escala

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

Tabela 2 - Escala utilizada para a avaliagdo neurolégica.

Testes Escores
0 1 2 3
Atividade Animal sem Animal ndo se Animal se Animal se
Espontinea movimento ergue e movimenta, movimenta e se
raramente se mas nio se aproxima de
movimenta aproxima de trés lados da
trés lados da caixa
caixa
Simetria do Contralateral: Contralateral: Contralateral: Ambos os
movimento das sem movimento raros movimentos lados:
quatro patas movimentos lentos movem
simetricamente
Estiramento das Contralateral: Contralateral: Contralateral: Ambos os
patas dianteiras | sem movimento raros movimentos lados:
movimentos lentos movem
simetricamente
Escalada/ Animal falhou Contralateral Animal escalou
Prensio em escalar e com dificuldade | normalmente e
exibiu de subir e agarra a
movimentos agarrar a grade grade
circulares
Propiocepc¢io Contralateral: Contralateral < Resposta
Corporea sem resposta Ipsilateral Simétrica
Resposta ao toque Contralateral: Contralateral < Resposta
da Vibrissa sem resposta Ipsilateral Simétrica

Fonte: Adaptado de (GARCIA et al.,1995).
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Os parametros avaliados foram:

1. Atividade espontanea, que analisa a habilidade do animal de se aproximar
das paredes de uma arena circular de polipropileno (30 cm de didmetro), explorando o
ambiente;

2. Simetria do movimento das quatro patas, que analisa se o animal ao ser
segurado pela cauda e suspenso no ar possui simetria dos quatro membros;

3. Estiramento das patas dianteiras, que avalia se o animal caminha sobre as
patas dianteiras sobre uma superficie plana;

4. Escalada e preensdo, que analisa a capacidade do animal de subir e agarrar
firmemente uma grade de ferro ou de fazer movimentos circulares;

5. Propriocepgao corpdrea, na qual o animal ¢ tocado com uma pinga em
ambos os lados do corpo e sua reagdo ¢ observada, que avalia a resposta sensorial;

6. Resposta ao toque da vibrissa, no qual a pinga toca as vibrissas em ambos 0s

lados do animal, que analisa a resposta sensorial.

A cada parametro ¢ atribuido um escore denominado escores neurologicos, de 0 a
3 para os parametros 1, 2 e 3, sendo 0 o minimo de movimento ou de reacdo do animal,
atribuido a animais com grave lesdo e 3, o maximo de movimento ou rea¢do do animal, sendo
atribuido a animais com o minimo de lesdo. Para os parametros 4, 5 e 6 foram atribuidos
escores de 1 a 3, sendo 1 o minimo de movimento ou de reagdo do animal, atribuido a animais
com grave lesdo e 3, o maximo de movimento ou reagao do animal, sendo atribuido a animais
com o minimo de lesdo.

O somatorio dos escores de todos os pardmetros representa o escore final da
avaliacdo neurologica do animal, sendo 3 o menor valor que pode ser atribuido e 18 o maior

valor.
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4. 6 Quantificacdo do dano isquémico através da coloraciao pelo Cloreto de 2, 3, 5-

Trifeniltetrazol (TTC) (BEDERSON, et al., 1986).

A coloragdo com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC) foi primeiramente
descrita por Jestaedt e Sandritter (1959) para quantificagdo da area de infarto do miocardio.
Neste trabalho, a coloragao foi utilizada para identificar e quantificar as regides de infarto
decorrentes da isquemia cerebral focal.

O TTC ¢ um sal que recebe um préton da succinato desidrogenase na membrana
interna da mitocondria, o que o reduz para uma forma insoluvel, o formazam, fornecendo uma
coloragdo avermelhada ao tecido composto por células vidveis. As células da regido de infarto
ndo possuem mitocondrias vidveis, ndo havendo o processo de reducdo e, dessa forma, sem a
formagdo da coloragdo avermelhada, o que permite que a area de infarto seja detectada por
uma regido palida (correspondendo a area de edema).

Vinte e quatro horas ap6s a indugdo isquémica, os animais foram eutanasiados e
seus cérebros foram removidos, sendo conservados em salina gelada at¢ o momento dos
cortes. Os cérebros foram fatiados na espessura de 2 mm, utilizando uma matriz de corte
(Figura 8), e imersos em solugdo de 1% de TTC a 37°C por 30 minutos. Em seguida, as fatias
foram digitalizadas em alta resolugdo. As imagens das areas de edema foram analisadas a
partir das areas de infarto e das areas totais das fatias, empregando-se calculos das respectivas
porcentagens. As extensoes das areas foram mensuradas utilizando o software Osiris TM e Image
J (University of Geneva, Switzerland).

Apo6s a quantificagdo do dano isquémico pela coloracdo com TTC, a dose de
Licopeno selecionada para a realizagdo dos testes de comportamento foi a capaz de apresentar
uma melhora significativa no déficit neurolégico induzido e um dano neuronal isquémico

significativamente menor em relagdo aos animais isquemiados ndo tratados.

Figura 8 - Matriz para cortes, 2 mm.

Fonte: FONTELES, 2013.
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4.7 Avaliacao da Atividade Locomotora - Teste do Campo Aberto (BROADHURST,
1957).

O teste do campo aberto foi originalmente descrito por Hall (1934), para analisar
o estado emocional em ratos. O teste utilizado nesse trabalho foi baseado no modelo de
Broadhurst (1957) e foi utilizado com o intuito de aferir a capacidade locomotora dos animais.
O campo aberto consiste de uma arena quadrada (30 x 30 x 15 c¢cm) de acrilico preto com o
piso dividido em nove quadrantes iguais (Figura 9). No teste o animal foi colocado na arena e
deixado para explorar o ambiente por 5 minutos, durante este periodo foi registrado o nimero
de quadrantes atravessados pelo animal, nimero de cruzamentos, (crossing), € o nimero de
vezes que o animal se levantou para explorar o ambiente, mantendo-se suspenso apenas pelas
patas traseiras, caracterizando o comportamento exploratorio do tipo rearing. A arena foi
limpa com alcool a 20% apos cada animal ser retirado, para evitar interferéncia do cheiro de

urina e fezes no teste.

Figura 9 - Arena do Campo Aberto

Fonte: Laboratdrio de Neurociéncias e Comportamento (LNC).
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4. 8 Avaliacao Sobre a Memoria

4. 8. 1 Avaliagdo da Memoria 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 bragos
iguais (SARTER et al., 1988). Os animais apresentam forte tendéncia de alternar a entrada
nos diferentes ambientes.

O labirinto em Y ¢ composto por 3 bragcos de madeira com 16 cm de altura, 5 cm

de largura e 40 cm de comprimento (Figura 10).

Figura 10 - Labirinto em Y

Fonte: FONTELES, 2013.

Para a avaliacdo da memoria os bragos foram numerados. O animal foi colocado
no aparelho, no braco 1, e durante 8 minutos o nimero de cada brago que o animal entrou foi
anotado. Foi considerado acerto cada vez que o animal entrou em 3 diferentes bracos sem
repeticdo. O resultado foi expresso em porcentagem e obtido através da seguinte formula
matematica:

Alternacdes Numero de acertos

. = = X 100
espontaneas (%) Numero total de entradas - 2

O sucesso do teste ¢ indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos controle,
indicando que os animais podem se lembrar em qual brago eles entraram por tltimo (STONE
et al., 1991). Entre cada sessdo, o labirinto foi higienizado com uma solucao de alcool a 20%
e secado com toalhas de papel. E importante salientar que os animais que apresentaram um
total de entradas menor que o numero de 12 foram desqualificados para a realizagdo do teste,
sendo considerado que apresentaram um elevado dano na atividade motora, comprometendo a

alternancias espontaneas no teste do Labirinto em Y.
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4. 8. 2 Avaliagdo da Memoria Aversiva — Teste da Esquiva Passiva (GOLD, 1986).

O teste de esquiva passiva envolve a tendéncia natural do animal de explorar além
da plataforma e envolve o aprendizado de evitar o choque, um componente aversivo que
constitui uma resposta condicionada. Tendo por objetivo avaliar as memorias de curto e longo
prazo do animal.

O aparelho consiste de uma caixa de acrilico (48 x 22 x 22), com 0 piso
constituido por uma plataforma e uma grade eletrificada (Figura 11). O animal foi colocado
na plataforma e deixado para ambientagdo no aparelho durante um 1 minuto, e depois
retirado. O periodo de ambientacdo tem grande importancia na realizagdo deste teste, pois
permitira avaliar se o animal estd apto para a realizagdo do mesmo, sendo assim, os animais
tem 1 minuto para descer da plataforma e explorar o ambiente da caixa de esquiva. Os
animais que ndo descerem da plataforma durante a ambienta¢ao serdo ndo serdo considerados
aptos para a realizacdo do teste. Apos 30 segundos, o animal foi colocado novamente na
plataforma. O animal ao descer da plataforma recebeu um choque de 0,5 mA, durante 1
segundo, com o tempo de laténcia para entrar sendo registrado, até um maximo de 5 minutos
(treino). Retirou-se o animal e apds 15 minutos este foi colocado novamente na plataforma e
registrou-se a laténcia de descida (avaliagdo da memoria recente). A retengdo do aprendizado
(avaliacdo da memoria tardia) foi testada apos 24 h, quando o animal foi colocado na
plataforma e o tempo de laténcia para a descida da plataforma foi registrada, nessa etapa o

animal ndo recebeu o choque.

Figura 11 - Aparelho de Esquiva Passiva

Fonte: Insight LT.
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4. 9 Analise estatistica

Antes da avaliacdo dos testes estatisticos foi realizado o teste de normalidade para
todos os dados. Para analise estatistica dos testes comportamentais, foram realizados os testes
de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, ndo paramétricos, sendo os resultados expressos em
mediana. O teste de Bonferroni foi realizado para analise dentro do grupo na avaliacdo da
memoria aversiva. Para avaliacdo dos escores neuroldgicos foram utilizados os testes de
Kruskall-Wallis e Mann-Whitney e os valores expressos em mediana (minimo e maximo). O
critério de significancia adotado foi de p<0,05. O programa de computador usado foi o Graph

Pad Prism 5.0®.
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S RESULTADOS

5. 1 Efeito do licopeno (2, 10 e 20 mg/kg) sobre a avaliacao neurolégia de camundongos

submetidos a pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAO apresentaram déficits neuroldgicos
significativos 24 horas apos a isquemia (FO: 18 (17-18); FO + Lic 20: 18 (17-18); pMCAO:
13 (12-15)) (Figura 11). Os déficits neurologicos, sensorio-motores, observados foram:
diminui¢do da habilidade motora e reducdo da capacidade de responder a estimulos no lado
contralateral a lesdo. Os animais isquemiados tratados com o licopeno na dose de 20 mg/kg
apresentaram melhora significativa no déficit neurologico induzido por pMCAO em relagdo
aos animais isquemiados (pMCAO + Lic 2: 12,5 (10-15); pMCAO + Lic 10: 13 (12-15);
pMCAO + Lic 20: 15 (12-15)) (Figura 12).

Figura 12 - Efeito neuroprotetor do licopeno sobre déficits neuroldgicos induzidos por pMCAO em

camundongos.
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Os valores representam a mediana (minimo e maximo). *vs FO, *vs pMCAO, p<0.05. Teste de Kruskal-Wallis e

teste de Mann-Whitney, (n = 8/grupo).
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5. 2 Efeito do Licopeno (2, 10 e 20 mg/kg) sobre a extensio do dano neuronal de

camundongos submetidos a pMCAO.

Os animais submetidos a pMCAO por oclusdo da ACM apresentaram um dano
cerebral isquémico analisado 24 horas apds a isquemia (FO: 0,8+0,2 %; FO + Lic 20: 1,0+0,0
%; pMCAO: 10,9+1,7 %). Os animais submetidos a pMCAO tratados com licopeno nas doses
de 10 e 20 mg/kg apresentaram um dano neuronal isquémico significativamente menor nas
regides do estriado e cortex temporal do que os animais isquemiados nao tratados (pMCAO +
Lic 10: 5,5+0,33 %; pMCAO + Lic 20: 6,0+0,54 %) (Figura 13 e 14).

Figura 13 - Fatias cerebrais de camundongos submetidos 8 pMCAOQO, coradas com TTC, representando o dano
cerebral isquémico, na regido do cortex frontal, cortex temporal e corpo estriado.
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Figura 14 - Efeito neuroprotetor do licopeno sobre dano neuronal induzida por pMCAO em camundongos.
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Os valores representam a média = EPM. ?vs FO, ®vs pMCAO, p<0.05. Teste de Kruskal-Wallis e teste Mann-
Whitney, (n=8/grupo).
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5. 3 Efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a atividade locomotora de camundongos
submetidos 4 pMCAO.

Na avaliacdo da atividade locomotora 72 horas ap6s a isquemia, foram observadas
diminui¢do significativa na atividade locomotora em relacdo aos animais FO’s tanto na
exploragdo horizontal (nimero de cruzamentos — crossings), como na exploragdo vertical
(nimero levantamentos - rearings), porém, apesar de a diminui¢do na atividade locomotora
ser significativa, ndo afetou o desempenho dos animais nos testes de avaliagdo de memoria
realizados posteriormente (Numero de cruzamentos: FO: 100,0+8,3; FO + Lic 20: 93,8+10.,4;
pMCAO: 59,844,8; Numero de levantamentos: FO: 14,5+4,2; FO + Lic 20: 17,2+2,9;
pMCAO: 2,8+0,9). O tratamento com o licopeno na dose de 20 mg/kg foi capaz proteger do
déficit motor (Numero de cruzamentos: pMCAO + Lic 20: 110,5£18,4; Numero de
levantamentos: pMCAO + Lic 20: 12,5+2,6). (Figuras 15 e 16).

Figura 15 - Efeito neuroprotetor do licopeno sobre déficits na atividade locomotora (nimero de cruzamentos)

induzida por pMCAO em camundongos.
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Os valores representam a mediana (minimo e maximo). *vs FO, "vs pMCAO, p<0.05. Teste de Kruskal-Wallis e

teste de Mann-Whitney, (n = 8/grupo).
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Figura 16 - Efeito neuroprotetor do licopeno sobre déficits na atividade locomotora (niimero de rearings)

induzida por pMCAO em camundongos.
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Os valores representam a mediana (minimo e maximo). *vs FO, "vs pMCAO, p<0.05. Teste de Kruskal-Wallis e

teste de Mann-Whitney, (n = 8/grupo).
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5. 4 Efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a meméoria de trabalho de camundongos
submetidos 4 pMCAO.

Na avaliacdo da memoria de trabalho 72 horas apds a isquemia, os animais
submetidos a pMCAO apresentaram um desempenho em torno de 57% de alternancias
espontaneas em relagdo ao controle, apresentando, assim, déficit na memoria de trabalho (FO:
76,5+3,1 %; FO + Lic 20: 67,6+5,9 %; pMCAO: 57,0£5,1 %). O tratamento com o licopeno
na dose de 20 mg/kg foi capaz de aumentar a percentagem de alternagdes espontaneas,
diminuindo o déficit de memoria de trabalho, porém essa diminui¢ao nao se deu de maneira

significativa (pMCAO + Lic 20: 67,3+4,7 %) (Figura 17).

Figura 17 - Efeito neuroprotetor do licopeno sobre déficits de memoria de trabalho induzida por pMCAO em

camundongos.
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Os valores representam a média £ EPM. ?vs FO, bvs pMCAO, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney, (n = 8/grupo).
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5. 5 Efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a memdria aversiva de camundongos
submetidos 4 pMCAO.

Na avaliagdo da memoria aversiva através do teste de esquiva passiva, 0s animais
submetidos a pMCAO apresentaram déficits significativos de memoria aversiva recente (MR)
e memoria tardia (MT), respectivamente 72 ¢ 96 horas apds a inducao da isquemia, quando
comparados com o controle (Treino: FO: 10,2+2,6 s; FO + Lic 20: 29,6+10,08 s; pMCAO:
17,245,3 s; Mem. Recente: FO: 172,2+35,8 s; FO + Lic 20: 144,8+£35,9 s; pMCAO: 36,3+7,2
s; Mem. Tardia: FO: 152,5£33,5 s; FO + Lic 20: 187,44+53,9 s; pMCAO: 13,7,3+4,6 s). Os
animais isquemiados tratados com licopeno na dose de 20 mg/kg apresentaram uma melhora
significativa no desempenho, tendo um aumento significativo no tempo de laténcia, tanto na
memoria aversiva recente (MR) quanto na memoria aversiva tardia (MT), quando
comparados com os animais isquemiados ndo tratados, mostrando, assim, que o tratamento
com o licopeno foi capaz de diminuir o déficit de memoria aversiva (Treino: pMCAO + Lic
20: 37,4+11,5 s; Mem. Recente: pMCAO + Lic 20: 179,80+37,1 s; Mem. Tardia: pMCAO +
Lic 20: 219,30+52,7 s) (Figura 18).

Figura 18 - Efeito neuroprotetor do licopeno sobre déficits de memoria de aversiva induzida por pMCAO em

camundongos.
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Os valores representam a médiatEPM. ®vs FO, bys pMCAO, p<0,05, testes de Kruskal-Wallis € Mann-Whitney,
(n = 8/grupo).
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou o efeito neuroprotetor do licopeno sobre a
extensdo da lesdo neuronal, disfungdes neurologicas e déficits sensério-motores, bem como
nas alteragdes de memoria induzidas pela pMCAO. Este ¢ um modelo robusto, padronizado e
os resultados como as alteragdes histologicas, neuroquimicas, comportamentais ja estdo
comprovados (ASSHAFAQ et al., 2011) o que faz com que seja amplamente utilizado para
reproduzir eventos que ocorrem no AVC em humanos.

Primeiramente, avaliou-se as alteragdes neurologicas 24 horas apdés a pMCAO
através da escala anteriormente descrita por Garcia e colaboradores (1995). Os déficits
sensorio-motores analisados nesta escala estdo relacionados ao comprometimento de regides
cerebrais especificas, como os nucleos da base, como o corpo estriado e cortex temporal
(GARCIA et al, 1995). Os resultados demonstraram que os animais isquemiados
apresentaram déficits neurologicos significativos 24 horas apés a pMCAO em relagdo aos
animais FO’s. Esses resultados sdo consistentes com os achados de Huang e colaboradores
(2014) e Fernandes (2015) que, utilizando a mesma escala, mostraram déficits neurologicos
em camundongos 24 horas ap6s pMCAOQO. O tratamento com licopeno na dose de 20 mg/kg
promoveu uma melhora significativa nos déficits neuroldgicos induzidos por pMCAO em
relagdo aos animais isquemiados nao tratados. Estes resultados corroboram com os estudos de
WEI e colaboradores (2010), os quais mostraram que o licopeno (5 ¢ 20 mg/kg v.0.) pode
prevenir a resposta inflamatéria ao AVC agudo e pode, assim, atuar reduzindo o dominio da
area danificada no cérebro.

Em seguida, foi avaliada a extensdo da area isquémica através da coloragdo com
TTC, que se baseia na deposicdo de um complexo vermelho insoluvel resultante da
metabolizagdo do TTC pela mitocondria, ficando as regides isquémicas sem coloragao.
(GOLDLUST, 1996; TUREYEN, 2004). Bederson e colaboradores (1986) desenharam o
protocolo de utilizagdo da técnica de coloragdo com TTC como uma técnica eficaz para
deteccdo e quantificagdo da extensdo da é4rea de infarto 24 h apds isquemia cerebral em
roedores.

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

mitocondrias sdo particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo, porque a produgdo
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excessiva de espécies reativas de oxigénio ocorre constantemente durante a fosforilacao
oxidativa (BURCHELL et al., 2010a, 2010b). E amplamente reconhecido que a area de
infarto chega ao seu tamanho méximo, incluindo core e penumbra, de 6 a 24 horas apds o
inicio da isquemia cerebral focal permanente (CARMICHAEL, 2005; LIU et al., 2011).

Os dados obtidos demonstram que os animais isquemiados apresentaram extensa
area de infarto isquémico, mostrando a correlagdo direta entre o tamanho da area de infarto
isquémico na regido do estriado e cortex temporal e o déficit neuroldgico, corroborando com
os resultados de outros autores, que também observaram grande extensdo da area de infarto e
déficits neuroldgicos nos animais 24 h apds a pMCAO (MELANI et al, 2006; CARMO et al,
2014). O tratamento com licopeno foi capaz de diminuir de forma significativa a extensdo da
area de infarto isquémico nas doses de 10 e 20 mg/kg v.o. quando administrado 1 hora apds a
indugcdo da pMCAO, demonstrando, portanto, efeito neuroprotetor. Corroborando com estes
resultados, outros trabalhos demonstraram que o licopeno (4 mg/kg i.p.) foi capaz de diminuir
a area de infarto na lesdo em modelo de isquemia/reperfusdo em ratos através da inibi¢do da
inflamacao e do estresse oxidativo induzido pela isquemia, eliminando a atividade de radicais
livres, bem como atuando na inibi¢ao de NO, bem como danos as enzimas respiratorias
mitocondriais (HSIAO et al, 2004; WEI et al, 2010). Estudos de Fujita e colaboradores
(2013) também mostraram que o tratamento com licopeno (5 mg em 100 g de alimento v.o.)
em ratos atua protegendo contra lesdes cerebrais induzidas por isquemia/reperfusao,
aumentando a atividade de superoxido dismutase (SOD) do hipocampo e inibindo a apoptose.

Apesar de ja existirem trabalhos na literatura que mostrem o efeito do licopeno na
diminuic¢do da lesdo isquémica e em modelos de doengas neurodegenerativas como modelos
de doenca de Parkinson e¢ doenca de Alzheimer, nenhum trabalho demonstrou o efeito
neuroprotetor do licopeno sobre os déficits locomotores ¢ de memoria induzidos pela
isquemia cerebral. O presente estudo mostra pela primeira vez a atividade neuroprotetora do
licopeno frente a disfun¢do locomotora e de memoria aversiva induzidas pela pMCAO.

Neste estudo, a atividade locomotora foi avaliada através do teste do campo
aberto, observando-se a capacidade de realizagdo da exploragdo horizontal (crossings) e da
exploragdo vertical (rearigns) dos camundongos submetidos a pMCAO, parametros que estao
alterados quando ha comprometimento da fun¢do mesocorticoestriatal (KALIVAS et al.,
1988). A lesdo isquémica focal apresenta-se principalmente no coértex e no corpo estriado,
danos a essas areas podem levar, assim, a uma redugao da funcao motora (SHENG, 2010). Os

resultados mostraram que os animais isquemiados apresentaram comprometimento motor
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significativo na atividade locomotora horizontal e vertical, e que o licopeno na dose de 20
mg/kg foi capaz de proteger os animais dessas alteragdes motoras induzidas pela pMCAO.

Outros trabalhos demonstraram o efeito protetor do licopeno (5, 10 e 20
mg/kg/dia v.0.) sobre alteragcdes motoras induzidas pelo MPTP, modelo de Doenca de
Parkinson em camundongos, avaliado pelos testes de caminhada com feixe (equilibrio e
coordenacdo motora), teste de campo aberto (para medir a locomogao e a atividade) e o teste
de bloqueio (para acessar a for¢a neuromuscular e a coordenacdo) (PREMA et al., 2015),
corroborando com os nossos resultados em relagao a atividade locomotora. Apesar do modelo
ser diferente, dados de Lin e colaboradores (2014) demostraram o efeito
antineuroinflamatorio e protetor do licopeno (5 e 10 mg/kg i.p.) sobre alteragdes motoras
induzido por modelo de LPS em ratos, avaliado pela analise imunohistoquimica da ativagao
microglial e o teste de rotarod acelerado.

O modelo de memoria operacional utilizado ¢ baseado na tendéncia dos animais
de explorar novos ambientes e nesse teste influéncias como componente emocional ou
motivacao sao minimizadas, também ha uma dissociagdo entre aprendizagem e memoria visto
que nado ¢ necessario aprender nenhuma regra (DELLU et al., 1992; 1994). O hipocampo ¢ o
cortex pré-frontal estdo envolvidos neste tipo de memoria. O cortex pré-frontal
anatomicamente estd conectado ao hipocampo ventral e indiretamente ao hipocampo dorsal
através do tdlamo (YOO et al., 2008). A exploragdo de um novo ambiente nos animais
depende da integridade de sistemas limbicos e ndo limbicos como prosencéfalo basal, o
hipocampo, o talamo, o cortex pré-frontal, o corpo estriado dorsal, além do sistema vestibular
e cerebelo (LALOND, 2002).

Estudos mostram que a isquemia cerebral pode levar a déficits na memoria de
trabalho (CORBETT & NURSE, 1997). Kim e colaboradores (2011) observaram que a
isquemia global em gerblis induzia déficits na memoria de trabalho avaliada pelo teste do
labirinto em Y. Lu e colaboradores (2007) e Fernandes (2014) observaram déficit na memoria
de trabalho 24 h apos a indu¢do pMCAO. No presente trabalho, a memoria de trabalho foi
avaliada 72 h ap6s a isquemia cerebral através do labirinto em Y e demonstrou-se que os
animais isquemiados apresentavam déficits neste tipo de memoria. O tratamento com o
licopeno na dose de 20 mg/kg v.o. foi promoveu melhoras no déficit de memoria de trabalho
induzidos pela pMCAO, no entanto, esta ndo se deu de forma significativa. Contudo,
trabalhos recentes demonstraram o efeito neuroprotetor do licopeno (4 mg/kg v.o.) frente a
déficits de memoria de trabalho avaliada pelo reconhecimento de objetos e labirinto aquatico

de Morris em ratos submetidos 4 modelo de deméncia induzida por dieta hipercaldrica
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(WANG et al, 2016). Outros trabalhos mostraram os efeitos neuroprotetores de outros
carotendides, como a crocina (30 mg/kg i.p.), um carotenoide soltivel em 4gua, que foi capaz
de prevenir o déficit de memoria de trabalho no labirinto em Y em ratos submetidos a modelo
de Doenga de Alzheimer esporadico induzido pela estreptozotocina (KHALILI, HAMZEH,
2010).

A esquiva passiva ¢ uma das formas mais comuns de medir a fungdo cognitiva em
modelos experimentais (DEVRIES et al., 2001). A esquiva passiva do tipo “descer um
degrau”, ou do inglés “step-down”, € baseado no comportamento natural que os roedores t€ém
de explorar além da plataforma, mas também de se esquivar da situagdo aversiva gerada pelo
choque na parte gradeada do aparato. Por essa razdo, esse modelo pode ser empregado para se
estudar a memoria aversiva (IZQUIERDO, MEDINA, 1997). Animais submetidos 8 MCAO
apresentam déficits nas memorias recente e tardia avaliadas no teste de esquiva passiva
(WAHL et al., 1992).

No presente trabalho, observou-se que os animais submetidos a pMCAO
apresentaram déficit na memoria aversiva recente e tardia e que o tratamento com o licopeno
na dose de 20 mg/kg foi capaz de proteger de forma significativa esses déficits. Este resultado
corrobora com os achados de Khalili & Hamzeh (2010), que demonstraram que a crocina, um
carotendide soluvel em dgua, que foi capaz de prevenir o déficit de memoria aversiva em
ratos submetidos a modelo de Doengca de Alzheimer esporddico induzido pela
estreptozotocina. O licopeno (2,5 ¢ 5 mg/kg v.0.) também foi capaz de prevenir déficits de
memoria espacial avaliada através do teste de labirinto aquatico de Morris induzidos pela
colchicina, um potente agente citotoxico que induz neurotoxicidade e morte de neuronios do
hipocampo através do aumento do estresse oxidativo (PRAKASH, KUMAR, 2013).

Além disso, outros trabalhos demonstraram o efeito neuroprotetor do licopeno em
modelos de doencas neurodegenerativas. PREMA e colaboradores (2015) demonstraram o
efeito neuroprotetor do licopeno em camundongos submetidos a modelo de Doenga de
Parkinson induzido pela neurotoxina MPTP através da diminuig¢@o do estresse oxidativo e da
apoptose. Sachdeva e Chopra (2015) demonstraram efeito neuroprotetor do licopeno (1, 2 ¢ 4
mg/kg) melhorando a funcdo cognitiva de ratos submetidos a modelo de Doenga de
Alzheimer induzida pela injecdo i.c.v. de AB-amiloide avaliado através do teste de labirinto
aquatico de Morris, através da inibi¢do da ativagdo do NF-kB e da diminui¢ao de citocinas
pro-inflamatérias como TNF-a e IL-1B. Os mecanismos pelos quais o licopeno exerce seu
efeito neuroprotetor ainda nao estdo totalmente estabelecidos, porém evidéncias sugerem que

as agOes antioxidante, antiinflamatdria e anti-apoptoticas estejam envolvidas.
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Estudos de Kumar e colaboradores (2009), mostraram que o licopeno (2,5, 5 ¢ 10
mg/kg v.0.) associado com epigalocatequina-3-galato (EGCG) (10, 20 e 40 mg/kg v.0.) sdo
capazes de reverter o comprometimento da memoria, avaliado através do teste de labirinto
aquatico de Morris, e modificacdes no sistema de glutationa provocados pelo tratamento com
3-Nitropropionic acido (3-NP), em modelo de doenga de Huntington em ratos. Prakash e
Kumar (2014) também mostraram o efeito neuroprotetor do licopeno (2,5 ¢ 5 mg/kg),
avaliado pelo teste de labirinto aquético de Morris, sobre a atividade locomotora e o
comprometimento cognitivo em ratos submetidos a modelo de Doenca de Alzheimer induzido
por B-amildide (B-A1-42). Outros estudos de ZENG e colaboradores (2009) mostraram que o
licopeno (44 mg/kg v.o.) pode efetivamente reduzir o nivel lipidico sérico em ratos
hiperlipidémicos experimentais, induzidos por proteina precursora amiloide (APP), bax e bcl-
2 na regiao CA1 do hipocampo. O estudo indica que o licopeno pode manter a normalidade
morfolégica dos neurdnios do hipocampo de ratos hiperlipidémicos e, possivelmente inibir a
expressdo excessiva de APP do hipocampo, promovendo um aumento da regulacdo e
expressao do gene bcl-2, inibidor da apoptose, € uma diminuicao da regulacao e expressao do
gene bax, que promove a apoptose, mantendo a constancia da razao bcl-2/bax, protegendo,
assim, os neurdnios hipocampais.

Evidéncias recentes sugerem uma ligacdo intima entre uma geragdo excessiva de
EROs e o desenvolvimento de morte neuronal no hipocampo (HAYASHI et al., 2003). O
licopeno, com onze ligacdes conjugadas e duas ligagdes duplas ndo conjugadas, ¢ o inibidor
mais eficiente de oxigénio singlete entre todos os carotendides naturais. Postula-se que o
aumento do numero de ligagdes duplas conjugadas sdo responsaveis pela atividade
antioxidante na molécula carotendide (KOBAYASHI e SAKAMOTO, 1999). Durante a
extingdo de O,, a energia ¢ transferida da molécula de O, para a molécula de licopeno,
convertendo-a para o estado triplete rico em energia. Assim, o licopeno pode proteger in vivo
contra a oxida¢do de lipidios, proteinas € DNA (Y1 et al., 2013). Com isso, o licopeno pode
afetar a funcdo de defesa oxidativa, possivelmente devido a sua capacidade para modular
ambiente redox celular protegendo as enzimas antioxidantes. Além disso, uma sub-regulagao
da produgdo de citocinas por licopeno extraido e produtos derivados do tomate foram
avaliados em culturas de células, bem como em seres humanos (PRAKASH ¢ KUMAR,
2014). Mecanismos alternativos do licopeno na protecdo contra danos oxidativos incluem [-
caroteno como um antioxidante de rompimento de cadeia para terminar a oxidagao lipidica e
diminuir a liberacao celular de lactato desidrogenase para proteger as células da peroxidagao

lipidica e danos a membrana (SEO et al., 2009).
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Um estudo realizado por LEBDA e colaboradores (2011), indicou que o licopeno
possibilita a prote¢do contra neurotoxinas ambientais € contra niveis excessivos de certos
elementos toxicos, como o manganés, através do emprego de suas propriedades antioxidantes
extremamente potentes. Além disso, outros estudos tém evidenciado que a administragdao
cronica de licopeno como tratamento ¢ capaz de atenuar significativamente o dano oxidativo,
demonstrando seu efeito como antioxidante. Indicando, assim, que o licopeno, o antioxidante
mais eficaz entre os carotendides, ¢ altamente eficiente na eliminacao de O, (AYDIN et al.,
2013). Relatorios de estudos publicados recentemente reforcam o fato de que o licopeno atua
restaurando enzimas do complexo mitocondrial (PRAKASH e KUMAR, 2013).

Diante do exposto, evidenciamos que o licopeno possui atividade neuroprotetora,
sendo capaz de reverter os déficits neurologicos e de memoria aversiva induzidos pela
isquemia cerebral, exercendo um efeito benéfico sobre a memoria de processamento e esta
acdo pode estar atribuida, pelo menos em parte, a sua atividade anti-inflamatoria e
antioxidante, apesar de outros mecanismos ndo poderem ser descartados. Sugerimos também
que sua agdo antioxidante e anti-inflamatoria sejam cruciais para seu desempenho como
molécula neuroprotetora. No entanto, uma investigacdo mais aprofundada ¢ necessaria para

elucidar as expressdes moleculares e genes envolvidos no efeito neuroprotetor do licopeno.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo foi discutido o efeito do licopeno em camundongos
submetidos a isquemia cerebral focal permanente e foi mostrado que o licopeno foi capaz de
diminuir os déficits neuroldgicos, aumentando o desempenho sensério-motor, diminuir a
extensdo da area de infarto isquémico; diminuir os déficits motores na meméria aversiva
induzida pela pMCAO. Esses resultados demonstraram que o licopeno possui acao
neuroprotetora pelo menos, em parte, devido a sua atividade antiinflamatoria e antioxidante,
sendo necessaria uma investigagdo mais aprofundada para elucidar os mecanismos

envolvidos.
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