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1  INTRODUCAO

As doencas vasculares cerebrais representam importante causa de mortalidade no
Brasil, em média 49 &bitos em 100.000 habitantes, sendo ainda responséaveis por
consideraveis indices de morbidade (BRASIL, 2005). Dentre estas, 85 a 90% ocorrem por
mecanismo isquémico, o que pode provocar graus variados de lesdes no Sistema Nervoso
Central (DIAS et al., 2000; MUNIZ et al., 2004).

Isquemia € a reducgdo ou falta do suprimento sanguineo arterial em determinado
Orgdo ou estrutura, em que hd comprometimento da oferta de substratos metabolicos e do
funcionamento normal das células. A interrupcao do fluxo sanguineo, dependendo do tempo
e da intensidade, ou ainda da natureza do 6rgdo e da temperatura a que o tecido esta

submetido, podera determinar os mais variados graus de lesdo celular. Estas lesdes séo
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decorrentes da deplecdo das reservas energéticas de ATP e glicose levando a acidose e
ativacdo de proteases intracelulares (LIMA, 2008). Reperfusdo é o restabelecimento do fluxo
sanguineo apo6s o periodo de isquemia (PEREIRA, 2009). Embora o retorno do fluxo
sanguineo a um tecido isquémico seja essencial para a prevencdo de danos celulares
irreversiveis, podem também surgir lesdes decorrentes da propria reperfusao.

A isquemia e reperfusdo cerebral desencadeiam a ativacdo de diferentes vias
intracelulares, dentre elas a das proteinas quinase ativadas por mitdgeno (mitogem activated
protein — MAPK). Os trés maiores subgrupos de MAPKSs sdo: proteina quinases reguladas
por sinal extracelular (ERK), quinase c-Jun-NH,-terminal (JNK) e p-38 (LENNMYR et al.,
2002). A ERK ¢é ativada por fosforilagdo em resposta a fatores de crescimento, estresse
oxidativo e influxo de célcio intracelular (OTANI et al., 2002). A ativacdo desta proteina
esta relacionada a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de vérias células (LENNMYR
et al., 2002). No sistema nervoso central, ha evidencias que a ERK participa da sinalizacao
de vias de sobrevivéncia (SUGAWARA et al., 2004).

O numero de casos e a importancia clinica dos acidentes cerebrais isquémicos
incentivaram a realizacdo de pesquisas para descobertas de métodos preventivos e
terapéuticos eficazes para reducdo da morbi-mortalidade desse quadro. Estudos realizados
tanto em animais quanto em seres humanos demonstraram que agentes antioxidantes, como
a vitamina E, possuem importante efeito neuroprotetor (BIANCHI & ANTUNES, 1999;
TAGAMI et al., 1998; ZHANG et al., 2004). Nos tltimos anos, foi comprovado que o0 pequi
(Caryocar brasiliense), fruto do cerrado que possui grande importancia na culinaria regional,
possui alta concentracdo de fendis (KHOURI et al., 2007; ROESLER et al., 2007),
antioxidantes vegetais que possuem propriedades benéficas por inibirem a lipoperoxidacéo,
atuando contra a acdo de radicais livres (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Na literatura ndo existem informag0es sobre a acdo neuroprotetora do extrato de
diferentes partes de Caryocar brasiliense em lesdes de isquemia e reperfusdo. Assim,
objetivou-se descrever a agdo neuroprotetora do extrato etanolico da casca de pequi em
cérebros de ratos submetidos a isquemia transitoria global e reperfusdo por meio da
avaliacdo da expressdo de fosfo-ERK1/2. O presente estudo demonstrou que a acdo
antioxidante dessas substancias pode alterar a expressédo de MAPKSs em cérebros de ratos

submetidos a isquemia e reperfusao.



2 OBJETIVOS

Verificar a expressao de ERK1/2 em cérebros de ratos submetidos a isquemia e

reperfusédo e tratados com extrato etandlico da casca de pequi (C. brasiliense).

3 METODOLOGIA

3.1 Animais e dietas experimentais

Foram utilizados 100 ratos (Rattus novergicus albinus), da linhagem Wistar,
fémeas, com peso corpéreo entre 250-300g, obtidos e mantidos no Biotério Central de
Criacdo da Universidade Federal de Goids (UFG), Goiania, Goias. Os animais foram
alojados em gaiolas para ratos em polipropileno (41x34x16cm), forradas com maravalha e
aclimatados por periodo de 15 dias anteriores ao inicio do experimento. As gaiolas foram
mantidas em ambiente com umidade e circulacdo de ar apropriada, evitando situacGes de
estresse e risco sanitario. Agua e racdo balanceada apropriada para a espécie foram
oferecidas ad libitum e a temperatura da sala de experimentacdo mantida em 22°C.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de 20 animais, de
acordo com o tipo e a dose de antioxidante suplementado, a saber:

e Grupo 1 (G1)(Controle) — Veiculo oleoso;

e Grupo 2 (G2) — Suplementacdo de 100mg/kg/PV de extrato etandlico da casca de pequi
(C. brasiliense) diluido em veiculo oleoso;

e Grupo 3 (G3) — Suplementacdo de 300mg/kg/PV de extrato etandlico da casca de pequi
(C. brasiliense) diluido em veiculo oleoso;

e Grupo 4 (G4) - Suplementagdo de 600mg/kg/PV de extrato etandlico da casca de pequi
(C. brasiliense) diluido em veiculo oleoso;

e Grupo 5 (G5) (controle positivo) — Suplementacdo de 300mg/kg/PV de vitamina E
(TAGAMI et al., 1998) diluido em veiculo oleoso.

Cada grupo foi subdividido em quatro momentos (subgrupos) de cinco animais,
de acordo com os tempos de isquemia de cinco minutos (I°), 20 minutos (1%°) e 45 minutos

(1®) e sem isquemia (1°). Nesse subgrupo, as artérias foram expostas, mas ndo ocluidas. Os



animais foram pesados para o célculo da dose do suplemento. Este foi administrado por
gavagem, diariamente, durante 30 dias consecutivos, antes da intervencg&o cirdrgica.

O extrato da casca de pequi foi obtido de acordo com a técnica descrita por
LIMA (2008); PASSOS et al. (2002). As cascas de pequi foram secas em estufa com
ventilacdo forcada (60°C) por 48 horas, trituradas em moinho analitico até atingirem uma
baixa granulometria e armazenadas a -20°C. Posteriormente, fez-se percolagédo a frio em
etanol ao abrigo da luz e sob agitacdo. Filtracdo do sobrenadante e evaporacdo do solvente a
pressdo reduzida conduziu ao extrato bruto etandlico, o qual foi liofilizado e armazenado a —

20°C até mistura em veiculo oleoso e administracdo aos animais.

3.2 Inducéo isquemia cerebral global

Apds os 30 dias de tratamento, os animais foram submetidos a oclusdo das
artérias cardtidas comuns, de acordo com MUNIZ et al. (2004). A anestesia foi feita com
cetamina e xilazina por via intraperitonial. O procedimento cirdrgico iniciou-se por
cervicotomia mediana longitudinal anterior e reparo bilateral das artérias cardtidas comuns.
Os animais foram submetidos a tempos de isquemias de 0, 5, 20 e 45 minutos em cada
grupo, de acordo com o regime alimentar e o tipo de antioxidante suplementado. Apds 2
horas dos tempos de isquemia, foi realizada a eutanasia dos animais e o hemisfério cerebral
esquerdo foi retirado e fixado em formol tamponado a 10% por 24 horas e, posteriormente,

conservados em etanol 70° para analise histoldgica.

3.3 Procedimento de andlise imunoistoquimica

As amostras foram clivadas em sentido sagital e passaram por desidratacdo em
concentragOes crescentes de etanol, diafanizacdo em xilol, impregnagdo e inclusdo em
parafina e, entdo, cortes de 5um de espessura foram aderidos a laminas sinalizadas para
realizacdo de imunoistoquimica.

Apos desparafinizacdo e desidratagdo, os cortes foram incubados por 20
minutos com 30ml de perdxido de hidrogénio, 70ml de metanol e 200ul de Triton- X para
bloqueio da atividade da peroxidase enddgena. Para a recuperacdo antigénica foi empregada
a solucdo de citrato de sodio (pH 6,0) em panela de pressdo durante trés minutos. Para o

blogueio de reacBes inespecificas, os cortes foram incubados por uma hora e meia a



temperatura ambiente, com soro albumina bovina (BSA) diluido a 3% em solucdo tampao de
fosfatos (PBS). Em seguida, os tecidos foram incubados durante 18 horas (overnight), em
camara umida e a 4°C, com os anticorpo anti-fosfo-ERK 1/2 (Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA) na diluicdo de 1:200 em BSA 1,5%. Para amplificacdo das reacdes, 0s
cortes foram lavados incubados, a temperatura ambiente, em anticorpo secundario e
complexo streptoavidina biotina (Universal LSAB™+ kit/HRP, rabbit/mouse/goat, Dako,
Califérnia, USA). A reacdo foi revelada com solucdo de diaminobenzidina-peroxidase
(Liquid DAB Substrate Chromogen System®, Dako, Califérnia, USA) por um minuto.
Solucao tampédo de PBS (pH 7,4) foi utilizado para as lavagens entre as etapas. Os cortes
foram contracorados com hematoxilina de Mayer, por 30 segundos, e montadas com
Entellan (Merck, Séo Paulo, SP). O controle negativo foi realizado para identificar coloracdo
inespecifica, instilando apenas BSA a 1,5% no momento correspondente ao anticorpo
primario.

As laminas foram analisadas quanto a localizacdo e tonalidade de marcacéo, por
microscopia de luz e a marcacdo mensurada por avaliacdo semiquantitativa, atribuindo-se 0s
escores de intensidade de coloragdo relacionados no Quadro 1, adaptados do estudo de
FUJIKAWA et al. (2000). Foram observadas a regido do cértex cerebral e hipocampo nas
laminas marcadas com p-ERK 1/2 aumento de 100X, sendo confirmadas em aumento de
400X. A intensidade de marcacdo foi determinada ap6s avaliacdo de todas as laminas
tratadas e, posterior definicdo de tonalidades em escores de gradacéo de cor.

Para analise estatistica, apds teste de normalidade, foram aplicados teste de
Kruskal-Wallis e teste de Mann-Whitney, de acordo com SAMPAIO (2007). Considerou-se
o nivel de significancia de 5% (p<0,05). A andlise estatistica foi realizada com o software
XLSTAT 2011.



Quadro 1- Escores de intensidade de coloracdo
aplicados a analise da marcacdo do
anticorpo p-ERK1/2 em corpo celular de
neurdnios

Escore Neurénios: p-ERK1:2

0 (Ausente)

1 (Discreta)

2 (Moderada)

3 (Acentuada)

4 RESULTADOS

Poucos neurdnios apresentaram expressdo de p-ERK, em todos os grupos e
tempos de isquemia. A marcagdo do anticorpo p-ERK 1/2 ocorreu em neurdnios corticais,
neurdnios da regido do hipocampo, principalmente, na area do hilo do giro denteado, em
vasos sanguineos e células da glia, nos cinco grupos. O citoplasma de neur6nios e ndcleo de
algumas células foram difusamente marcados, assim como células gliais com evidenciacao
de seus prolongamentos citoplasmaticos. Em vasos sanguineos verificou-se marcacdo de
citoplasma e nucleo das células musculares lisas, todavia, raras células endoteliais isoladas
apresentaram-se marcadas, principalmente em 1. Os animais submetidos & isquemia
apresentaram marcacdo de células satélites e pericitos, variavel entre os grupos.

Houve variacdo de intensidade na marcacdo da forma ativa dessa proteina nos
diferentes grupos e em todos os subgrupos. A auséncia de marcacdo nos capilares foi
observada em 100% das amostras. No tempo 1° e I°, em todos os grupos, entre 70% a 95%
dos animais ndo apresentaram marcagcdo em neurdnios corticais e do hipocampo (Tabela 1).
Nesses dois tempos ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos quanto a marcacao de

neuronios (Figura 2 e 3).



Em 1% G1,G2e G5 apresentaram marcacdo variando entre ausente a acentuada,
em neuronios corticais, sendo significativamente superior aos grupos G3 e G4, em que a
marcacdo variou de ausente a moderada e 70% a 95% das amostras apresentaram auséncia

de marcacdo (Figura 2 e Tabela 1). Nessa regido, em I*°

, a expressédo de p-ERK1/2 foi
significativamente maior em G1 e G5, quando comparados a G2, G3 e G4, em que marcacao
ausente foi observada em 90% das amostras (Tabela 1).

No hipocampo, em 1?°, G1 e G5 apresentaram marcagdo ausente a moderada
(Tabela 1). Em G2, variou de ausente a acentuada, sendo significativamente maior que G1,
G3 e G4 (Figura 3). A marcacdo em G3 e G4 foi de ausente a discreta, sendo que 85% a 95%

ndo expressaram p-ERK1/2. No tempo I*°

a marcagao apresentou-se mais intensa em G1, G2
e G3 (Tabela 1). Neste tempo, G1 foi significativamente diferente de G3, G4 e G5 (Figura
3). Em G5 a marcacdo variou de ausente a moderada e nos outros grupos de ausente a

acentuada (Tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncia da marcacdo com anticorpo anti-p-ERK1/2 em neurdnios corticais (NC) e
neurdnios do hipocampo (NH) de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo, Goiania,

2010.
Grupo 1 (%)
Momentos ° I° 10 1°
Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
NC 90 10 O O 75 20 5 O 55 25 10 10 10 45 30 15
NH 75 25 0 0 9% 5 0 0 80 15 5 0 30 25 10 25
Grupo 2 (%)
Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
NC 90 10 O 0 80 35 5 0 5 30 15 5 9 0 0 10
NH 86 15 0 0 90 10 O O 50 25 20 5 65 5 10 20
Grupo 3 (%)
Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
NC 8 15 0 0 75 20 5 0 9 10 O O 9 0 0 10
NH 95 5 O 0 80 20 0O O 9 5 0O 0 60 10 10 20
Grupo 4 (%)
Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
NC 95 5 0O 0 70 25 5 0 70 10 15 0 90 10 O O
NH 95 5 0O 0 75 15 10 0 8 15 O 0O 75 5 10 10
Grupo 5 (%)
Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
NC 70 10 20 0 70 30 O O 35 30 20 10 45 20 35 O
NH 86 15 0 0 9% 5 0 0 65 15 20 0O 55 40 5 O

Onde: Escores: 0-auséncia de marcacdo; 1-marcacdo discreta; 2-marcacdo moderada e 3-marcagdo
acentuada.Grupos - G1: controle; G2, G3 e G4: ratos tratados com extrato etandlico da casca de pequi a
100mg/kg, 300 mg/kg e 600 mg/kg, respectivamente e G5: vitamina E. Tempos de isquemia - 1% sem isquemia,
I°: cinco minutos; 1?°: 20 minutos e 1*°: 45 minutos;



A expressdo de ERK1/2 fosforilada sem a acdo dos antioxidantes, no cortex

cerebral, tem indicios de aumentar de 1° para I*°

. Na regido do hipocampo, a expresséo
reduziu em I°, elevou-se em 1?° e, mais intensamente, em 1*° (Figura 4A e B). Nos grupos
tratados, especialmente com extrato da casca de pequi, observou-se diminuicdo da expressao

de p-ERK 1/2, principalmente em 1°°, em neurdnios corticais e hipocampais (Figura 4C e D).
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FIGURA 2 — Expressdo de p-ERK 1/2 em neurdnios do cortex cerebral de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo apos tratamento com extrato etandlico da casca de pequi a 100 (G2), 300 (G3) e
600 (G4) mg/kg, vitamina E (G5) e ndo tratados (G1). abc- momentos com letras diferentes
diferem estatisticamente (p<0,05) entre grupos e momentos sem letras ndo diferem
significativamente (p>0,05).
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FIGURA 3 — Expresséo de p-ERK 1/2 em neur6nios do hipocampo de ratos submetidos a isquemia e reperfusao
apos tratamento com extrato etandlico da casca de pequi a 100 (G2), 300 (G3) e 600 (G4)mg/kg,
vitamina E (G5) e ndo tratados (G1). ab- momentos com letras diferentes diferem
estatisticamente (p<0,05) entre grupos e momentos sem letras ndo diferem significativamente
(p>0,05).

FIGURA 4 — Fotomicrografias do hipocampo de cérero de ratos

submetidos a isquemia e
reperfusdo. Nas imagens evidenciam-se neurdnios com o anticorpo anti-p-ERK1/2
(seta). Em A, hilo do giro denteado do Grupo controle (G1) subgrupo 45 minutos de
isquemia (1*°). Em B, regido CA1 do Grupo controle (G1) subgrupo 45 minutos de
isquemia (1°°). Em C, regido CAl do Grupo tratado com 600mg/kg de extrato
etandlico da casca de pequi (G4) subgrupo 20 minutos de isquemia (1%°). Em D,
regido CA3 do Grupo tratado com 100mg/kg de extrato etandlico da casca de pequi
(G2) subgrupo 20 minutos de isquemia (1°°). Imunomarcagdo com anti-phospho-
ERK1/2. A: 100X e B, C e D: 400X.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, verificou-se que, no cortex cerebral e hipocampo do grupo
controle, a expressdao de ERK1/2 fosforilada aumentou a medida que se prolongava 0s
tempos de isquemia, apresentando maior quantidade de amostras com intensidade acentuada,
utilizando o tempo de 45 minutos de isquemia apds duas horas de reperfuséo. Esses achados
corroboram o estudo realizado por NAMURA et al. (2001), que observaram apds isquemia
cerebral global aumento de p-ERK1/2 persistente até uma hora apos a reperfusdo. Achados
semelhantes foram encontrados por FERRER et al. (2003), que observaram aumento da
expressao de p-ERK1/2 nas primeiras horas de reperfusdo (uma a quatro horas) em
neurdnios da regido acometida por uma hora de isquemia focal.

Os grupos tratados com antioxidantes, apresentaram diminuicdo da expressao da
proteina em comparacdo ao grupo controle, com variagdes entre os tempos e de acordo com
0 suplemento utilizado. Em estudo realizado por GAO et al. (2008) em ratos, foi observado
que o pré-condicionamento isquémico inibe a expressdo de p-JNK, sendo que essa encontra-
se aumentada de uma a 24 horas apds o evento isquémico sem o tratamento. HICKS et al.
(2000) ao avaliar o efeito da hipotermia na ativacdo de p-ERK apds isquemia e reperfusdo
cerebral global, verificou, no hipocampo, aumento da expressdo da proteina durante a
reperfuséo. Todos estes trabalhos associaram a inibicdo de p-ERK com a sobrevivéncia
celular. Portanto, diante dos achados do presente estudo, sugere-se que a inibicdo da
atividade de ERK1/2 pode contribuir para um efeito protetor ap6s administracdo de
antioxidantes, ja que observamos maior expressdo no grupo controle apds duas horas de
reperfuséo em relagéo aos tratados.

Os grupos tratados com extrato etanolico da casca de pequi, principalmente o
grupo que recebeu 600mg/kg, apresentaram menor expressdao de p-ERK1/2 quando
comparados ao grupo tratado com vitamina E. Dessa forma, pode-se inferir que as agOes
antioxidante e neuroprotetora do extrato utilizado nesta investigacdo podem estar envolvidas
em inibicdo precoce da fosforilagdo de ERK1/2, possivelmente por reducdo do estresse
oxidativo e da ativacdo dos receptores de glutamato, conforme citado por STANCIU et al.
(2000), LI et al. (2008) e SZYDLOWSKA et al. (2010).



11

A proteina p-ERK1/2 foi expresss em cérebros de ratos apds isquemia e
reperfuséo, sendo que, no grupo controle, a ERK1/2 fosforilada apresentou aumento durante
0s tempos de isquemia. Esta proteina apresentou menor expressdo em neurdnios de cérebros
de ratos tratados com doses mais altas de extrato etanolico da casca de pequi. Este achado
demonstra que o extrato promove reducdo da expressdo de ERK1/2 ativada, podendo ser

esse um dos mecanismos moleculares envolvidas na neuroprotecdo conferida pelo extrato.

6 CONCLUSAO

O extrato etanolico da casca de pequi pode reduzir a expressdo de fosfo-ERK1/2
em neur6nios de cérebros de ratos submetidos a isquemia transitoria global e reperfusdo de

duas horas.
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