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RESUMO

As doencgas vasculares cerebrais isquémicas ocorrem em 85 a 90% dos casos e
representam uma importante causa de mortalidade no pais, sendo ainda
responsaveis por consideraveis indices de morbidade. Entdo, a investigacdo da
fisiopatologia dos mecanismos envolvidos na lesdo neuronal e endotelial isquémica
€ essencial para projetar novos meétodos terapéuticos para a prevencgao e tratamento
dessas doencas. Diversos mecanismos encontram-se envolvidos na fisiopatogénese
da lesédo secundéria a isquemia e reperfusdo, o principal € a formacéo de espécies
reativas do oxigénio. Em condicdes fisioldgicas, seus efeitos toxicos podem ser
prevenidos por algumas enzimas antioxidantes enddgenas, e também por outros
antioxidantes ndo-enzimaticos. No entanto, quando a producéo se torna excessiva, 0
estresse oxidativo pode ter um efeito deletério na funcado e integridade estrutural de
tecidos bioldgicos. Sendo assim, 0 uso de antioxidantes exdgenos, principalmente
naturais, tem sido cada vez mais indicado para a prevencéo dessas lesdes. Entéo,
esta revisdo visa elucidar os aspectos fisiopatologicos da isquemia e reperfuséo
cerebral e a potencial acdo antioxidante do pequi do cerrado como futuro método
terapéutico.

PALAVRAS-CHAVE: antioxidantes, compostos fendlicos, isquemia e reperfuséao,
sistema nervoso central

OXIDATIVE STRESS PHISIOPATHOLOGY AFTER CEREBRAL ISQ UEMIA AND
REFERFUSION AND POTENTIAL PEQUI (CARYOCAR BRASILIENSE)
NEUROPROTECTION

ABSTRACT

The ischemic cerebrovascular disease occur in 85-90% of cases and represent an
important cause of mortality in the country, and are also responsible for considerable
morbidity. So the investigation of the pathophysiology of the mechanisms involved in
ischemic neuronal and endothelial injury is essential for designing new therapeutic
approaches for the prevention and treatment of these diseases. Several mechanisms

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer, Goiania, v.8, n.15; p. 1960 2012



are involved in the pathophysiology of injury secondary to ischemia and reperfusion,
the main one is the formation of reactive oxygen species. Under physiological
conditions, their toxic effects can be prevented by some endogenous antioxidant
enzymes, and also by other non-enzymatic antioxidants. However, when production
becomes excessive, oxidative stress can have a deleterious effect on the structural
integrity and function of biological tissues. Thus, the use of exogenous antioxidants,
especially natural has increasingly been indicated for the prevention of lesions. So,
this review aims to elucidate the pathophysiology of brain ischemia and reperfusion
and the potential antioxidant activity of pequi cerrado as a future therapeutic method.
KEYWORDS: antioxidants, phenolics compounds, isquemia and reperfusion, central
nervous system

INTRODUCAO

Isquemia € a perda do suprimento sanguineo por reducao do fluxo arterial de
um tecido, em que h& comprometimento da oferta de substratos metabdlicos,
incluindo a glicose (COTRAN et al.,, 2000). Reperfusdo é o termo utilizado para
definir o restabelecimento do fluxo apés um periodo de isquemia (EVORA et al.,
1996). O dano celular induzido apds perfusdo de um orgao isquémico é denominado
lesdo de isquemia/reperfusao (I/R).

Os acidentes vasculares cerebrais foram causa de 172.298 internacbes em
2011 no pais e, em 2010 causaram a morte de 99.159 individuos (GARCIA, 2012). A
alta incidéncia de doencas cerebrais isquémicas e hemorragicas é devido a
mudancgas recentes no estilo de vida das pessoas, como o consumo de alimentos
ricos em gorduras, o tabagismo e o estresse diario excessivo (OHTAKI et al., 2005).
Estes dados, por si, justificam a investigacdo da fisiopatologia dos mecanismos
envolvidos na lesdo cerebral isquémica e de novos métodos terapéuticos para a
prevencao e tratamento das doencas cerebrovasculares.

Apés a reoxigenacdo, a producdo de radicais de oxigénio implica em danos
teciduais e inicia uma cascata de respostas celulares deletérias precedendo a
inflamac&o, morte celular, e por ultimo, faléncia do 6rgao (FONDEVILA et al., 2003).
Em condicdes fisiologicas, os efeitos toxicos das EROs podem ser prevenidos por
algumas enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPXx) e catalases, e também por outros antioxidantes ndo enzimaticos.
No entanto, quando a produgéo se torna excessiva, 0 estresse oxidativo pode ter um
efeito deletério na funcéo e integridade estrutural de tecidos biologicos (SILVA Jr. et
al., 2002).

Uma quantidade consideravel de estudos em humanos e animais mostram o0s
efeitos benéficos da agédo dos antioxidantes na funcdo endotelial e neuroprotetora, o
que € particularmente importante na prevencao e tratamento de doencas isquémicas
(HONG et al., 2001; ZHANG et al., 2004). Entre os antioxidantes presentes nos
vegetais, 0s mais ativos e frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos,
tais como os flavondides. As propriedades benéficas desses compostos podem ser
atribuidas a sua capacidade de inibir a lipoperoxidacdo, por atuarem contra a acao
de radicas livres (BIANCHI & ANTUNES, 1999). Estudos recentes mostram que o
pequi (Caryocar brasiliense) possui alta concentracao de fendis e que tanto o extrato
aguoso quanto o etandlico da casca demonstram capacidade de neutralizar radicais
livres de oxigénio (KHOURI et al., 2007; ROESLER et al., 2007). Este trabalho revisa
0s aspectos fisiopatogénicos da lesdo de isquemia e reperfusédo cerebral e propde o
uso de partes do pequi como agente antioxidante e neuroprotetor.
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FISIOPATOGENIA DA ISQUEMIA E REPERFUSAO CEREBRAL

A lesdo decorrente da isquemia cerebral permanente ou transitoria desenvolve-
se a partir de uma série de eventos fisiopatolégicos que progridem com o tempo e
em regides cerebrais especificas. A reducdo do fluxo sanguineo cerebral em 20% a
30% abaixo do normal € suficiente para iniciar esses eventos (OHTAKI et al., 2005).
Além disso, as consequéncias da isquemia, em diferentes tecidos, dependem de sua
duracdo e das lesbes que se desenvolvem durante o estagio de reperfuséo tecidual
(SILVA Jr et al., 2002).

A interrupcdo do fluxo sanguineo, dependendo do tempo, da intensidade, da
velocidade de instalacdo, da natureza do 6rgdo e da temperatura a que o tecido esta
submetido, podera determinar os mais variados graus de lesdo celular. No periodo
agudo, em poucos minutos a horas, ocorre deplecdo de oxigénio (O,), de reservas
energéticas de adenosina trifosfato (ATP) e de glicose, o que induz a célula a iniciar
respiracdo do tipo anaerobia e, assim, a producédo de lactato, desenvolvimento de
acidose e ativacdo de proteases intracelulares (LIMA, 2008).

De acordo com COTRAN et al., (2000), TARDINI & YOSHIDA (2003), OHTAKI
et al. (2005), a falta de energia celular causa a faléncia da bomba de sédio-potassio
(Na'/K"), o que resulta em despolarizacdo da membrana plasmatica de neurdnios e
de células da glia, rapida perda de potassio (K*) e influxo acentuado sédio (Na®),
agua (H-0), célcio (Ca®") e cloreto (CI) intracelular, induzindo ao edema citotéxico
(degeneracao hidropica). O calcio citosolico aumenta para aproximadamente 3mM
depois de 15 minutos de isquemia global (COTRAN et al.,, 2000; MURPHY et al.,
2002).

Conforme COTRAN et al., (2000) e WHITE et al., (2000), o calcio livre no
citosol € mantido em concentracfes baixissimas em comparacdo aos niveis
extracelulares (1/10.000). No interior da célula, a maior parte do célcio esta
sequestrado nas mitocondrias e reticulo endoplasmatico. Durante a isquemia,
inicialmente, ocorre 0 aumento da concentracao citosolica de calcio devido ao influxo
através da membrana plasmatica e por sua liberacdo das mitocondrias e reticulo
endoplasmatico.

Nesse periodo, concomitante ao aumento citosélico de Ca?*, neurénios
glutaminérgicos liberam glutamato, um aminoacido excitatorio extracelular iniciador
do processo de excitotoxicidade. Posteriormente, ocorre ativagcdo de receptores
ionotropicos extracelulares excitatérios como N-metil-D-aspartato (NMDA) e a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole (AMPA), além de liberacdo dos canais de Ca®*
voltagem-dependentes permitindo mais influxo de Ca?* (OHTAKI et al., 2005;
GILGUN-SHERKI et al., 2002; KUNZ et al., 2010). A excitotoxicidade pode ser o
iniciador dos eventos moleculares que desencadeiam a apoptose ou a inflamacgao
nas areas de penumbra cerebral, ou seja, local onde a necrose ndo ocorre
rapidamente (GILGUN-SHERKI et al., 2002; KUNZ et al., 2010). Este transtorno
amplifica-se com o aumento de sua intensidade e o envolvimento de outros
neurénios proximos (HARUKUNI & BHARDWAJ, 2006).

A estimulacdo dos receptores NMDA pelo glutamato promove influxo
acentuado de calcio que se liga a calmodulina e ativa 6xido nitrico sintetase de
neurdénios (NNOS), que converte L-arginina em oxido nitrico (ON) e L-citrulina. Nesta
fase, 0 ON em excesso pode ser neurotoxico, devido a formacao de peroxinitrito que
causa grave lesdo ao DNA. Essas alteracdes induzem a acdo de enzimas como as
poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), que possuem papel-chave na reparacao do
DNA. PARP-1 é um membro da familia PARP responsavel por mais de 90% da
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atividade das proteinas PARPs em células normais. No sistema nervoso central, a
excitotoxicidade ativa PARP-1 massivamente. A PARP-1, em resposta a agressoes
ao DNA, é muito ativada e usa nicotinamida-adeninadinucleotideo (NAD") como
substrato para gerar PARP. Acredita-se que um dos principais indutores da morte
celular seja a deplecdo de energia intracelular pelo consumo de NAD" por PARP-1
(MERGENTHALER et al., 2004; KANG et al., 2010).

A elevacdo de Ca?', ainda, ativa uma série de enzimas, com efeitos
potencialmente deletérios, tais como lipases, fosfolipases, proteases, ATPases e
endonucleases. A ativacdo dessas enzimas altera a funcéo celular, desestabiliza a
estrutura da membrana plasmatica e do citoesqueleto, aumenta a lipdlise pelo
metabolismo de &cidos graxos livres, induz a producdo de radicais superoxido
durante a reperfusao e, por fim, levam a morte celular. Qualquer intervencéo que
atenue o aumento de Ca®" citosdlico reduz a disfuncdo e morte celular (OHTAKI et
al., 2005; WHITE et al., 2000; GILGUN-SHERKI et al., 2002).

Durante a reperfusdo, ap0s poucas horas da estimulacdo dos receptores
NMDA e influxo de Ca**, ocorre a liberacdo de mediadores inflamatérios, como fator
de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 1 beta (IL-1B) e Oxido nitrico sintetase
(NOS), os quais atraem e ativam células imunocompetentes, como microglia,
astrocitos e leucocitos. As citocinas e NOS, direta ou indiretamente, levam a geracéo
de EROs e a formacéo de grandes quantidades de radicais livres, como ON, anion
superoéxido (O;) peroxido de hidrogénio (H.O;) e peroxinitrito (ONOO") (OHTAKI et
al., 2005).

Com a despolarizacdo da membrana mitocondrial ha influxo macico de calcio
nas mitocondrias, lesionando-as de maneira permanente, levando a inibicdo das
enzimas celulares, desnaturando proteinas e causando as alteracOes celulares
tipicas de necrose de coagulacdo ou ativando a apoptose (COTRAN et al., 2000;
EVORA et al., 1996; PEREIRA, 2009). Além disso, o fluxo sanguineo restaurado
fornece oxigénio adicional, que pode exacerbar as reacfes bioquimicas presentes e
formar ainda mais EROs (OHTAKI et al., 2005). A gravidade das lesGes durante a
reperfusdo depende, principalmente, da velocidade de retorno do fluxo sanguineo e
do periodo em que o tecido permaneceu em isquemia (SILVA Jr. et al., 2002).

Outro componente que contribui para a lesdo celular € a inflamacéo. Na zona
de isquemia, receptores de adesao celular sdo ativados e neutrofilos migram através
da parede dos vasos sanguineos, invadem o parénquima e liberam mediares
inflamatorios citotoxicos, NOS e EROs (OHTAKI et al.,, 2005). Os mediadores
inflamatorios mais importantes desses leucécitos sdo as enzimas lisossémicas,
presentes em granulos; os metabdlitos ativos derivados do oxigénio; e produtos do
metabolismo do &cido araquidonico, incluindo as prostaglandinas e leucotrienos.
Esses produtos sdo potentes em promover a lesdo endotelial e tecidual e amplificam
os efeitos do estimulo inflamatério inicial (COTRAN et al., 2000). Além dos
neutroéfilos, microglidcitos e astrocitos ativados sdo importantes produtores de varias
citocinas pro-inflamatorias e metabdlitos toxicos. Em contrapartida, os astrocitos
produzem fatores neuroprotetores como eritropoetina, fator de crescimento
transformante beta (TGF-) e metalotionina (KUNZ et al., 2010).

A unidade neurovascular, que compde a barreira hemato-encefalica (BHE), é
constituida de células endoteliais, astrocitos e neurdnios juntamente com a matriz
extracelular. A integridade da BHE é baseada na interacdo entre os poddécitos de
astrocitos e as células endoteliais. No processo de isquemia e reperfusdo, esta
unidade pode ser comprometida, interferindo nas fungbes de protecdo e
permeabilidade seletiva da BHE. Esse resultado tem origem na ruptura da matriz
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extracelular apos a degradacéo do colageno tipo IV, laminina e fibronectina por acéo
de proteases (catepsinas, ativador de plasminogénio e metaloproteases). Assim,
esse € um dos motivos da I/R permitir a migracao de leucécitos, aumentar o risco de
hemorragias, edema pos-isquémico e a extensdo da lesdo tecidual
(MERGENTHALER et al.,, 2004; KUNZ et al.,, 2010). Portanto, a leséo cerebral
isquémica € multidimensional e oferece uma ampla gama de alvos para a
intervencao neuroprotetora (OHTAKI et al., 2005).

ESTRESSE OXIDATIVO APOS ISQUEMIA CEREBRAL

Os radicais livres cujos elétrons encontram-se no atomo de oxigénio e
nitrogénio sdo denominados, respectivamente, de EROs e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) (ABRAHAO, 2007). Vale salientar que alguns agentes reativos
patogénicos ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua Ultima camada, por
esse motivo, o termo radical livre ndo € totalmente adequado (FERRARI et al.,
1993).

As consequéncias da isquemia, em diferentes tecidos, dependem de sua
duragao e muitas lesdes ocorrem durante a reperfusdo tecidual devido ao estresse
oxidativo. O excesso de producdo de substancias reativas, como EROs, dificulta ou
impede a neutralizacdo por agentes antioxidantes enddégenos, como glutationa e
superoxido dismutase, resultando no estresse oxidativo (SILVA Jr. et al., 2002;
GILGUN-SHERKI et al., 2002). Esse processo pode culminar na adaptacdo, por
aumento da resposta antioxidante, no dano tecidual por agressao a fosfolipidios,
carboidratos, aminoacidos, DNA ou na morte celular por necrose ou apoptose
(KUNZ et al., 2010).

O cérebro é extremamente sensivel ao estresse oxidativo devido a presenca de
grande quantidade de acidos graxos insaturados, grande reserva de ferro, alta taxa
de metabolismo de oxigénio e por apresentar sistema de defesa vulneravel e
ineficiente contra EROs (TARDINI & YOSHIDA, 2003). As principais lesdes
causadas por radicais livres sdo a desestruturacdo do citoesqueleto celular,
peroxidacdo dos acidos graxos das membranas celulares e alteracdo de bombas
ibnicas. Essas alteracbes acontecem por uma variedade de mecanismos, como:
inativacao de enzimas pela oxidacéo de grupos sulfidrila, alteracbes do DNA inibindo
a sintese de ATP e o consumo das reservas de NAD". Além disso, ocorre inativagio
direta do Oxido nitrico comprometendo o relaxamento vascular dependente do
endotélio e formacdo de peroxinitrito, molécula altamente reativa, pela reacdo do
oxido nitrico com anion superoxido e ativacdo de citocinas como a interleucina-1 (IL-
1) (EVORA et al., 1996; CAMPOS & YOSHIDA, 2004).

O metabolismo aerdbio nos seres vivos é realizado no interior da mitocondria,
onde o O, sofre reducéo tetravalente, recebendo quatro elétrons. Com a acéo da
enzima citocromo oxidase formam-se duas moléculas de H,O, além de radicais
livres superoxido (O3), hidroxila (OH), peroxido de hidrogénio (H,0,) e hidroperoxila
(HO), devido a reacdes de reducéo incompletas (CAMPOS & YOSHIDA, 2004). Em
condicOes fisiologicas, existe um balanco homeostatico entre a formacéo de reacéo
de oxidacdo/EROs e a remocgdo desses componentes por antioxidantes endégenos
(VICTOR et al., 2004).

O primeiro ponto de ataque da hipdxia é a respiracéo celular aerébia. A medida
que a tensdo do O, dentro da célula reduz, ha perda da fosforilagdo oxidativa e
diminuicdo da geracdo de ATP, exercendo efeitos difusos sobre muitos sistemas
intracelulares (COTRAN et al., 2000). A diminuicdo do aporte de O, para o tecido
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acometido leva a inibicdo da fosforilacdo oxidativa mitocondrial e a queda da
producdo de adenosina trifosfato. O consumo do estoque de ATP continua e é
degradado ADP e AMP e, posteriormente, a adenosina, inosina e hipoxantina
(SILVA Jr. et al., 2002; TARDINI & YOSHIDA, 2003).

O acumulo de calcio no citosol provoca a ativacado da protease calpaina, que
promove a quebra de uma ponte peptidica da enzima xantina desidrogenase (XD),
levando a formacédo da enzima xantina oxidase (OX). A OX necessita de oxigénio
para realizar a conversao de hipoxantina em xantina. Na fase de isquemia, portanto,
ocorre acumulo dessas duas substancias. Com a reperfusdo, a hipoxantina é
oxidada em xantina e esta em &cido Urico, tendo como subproduto dessa reacao a
formacao do anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila (SILVA Jr.
et al., 2002).

Outra origem das EROs é a producao de radicais superéxidos pela quebra de
elétrons do sistema de transporte de elétrons dentro da mitocondria ou pela via da
ciclooxigenase do metabolismo do acido araquidbnico (WHITE et al., 2000; KUNZ et
al. 2010). Por esse ultimo mecanismo, ha a ativacdo de proteases e fosfolipases
inespecificas induzida pelo acimulo de Ca®" intracelular no periodo de reperfuséo,
que leva a sintese de mediadores pro-inflamatérios como o fator ativador plaguetario
e 0S compostos eicosanoides (leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas)
(CAMPOS & YOSHIDA, 2004).

Outro radical livre intimamente envolvido com a leséo de isquemia e reperfuséo
€ 0 gas soluvel ON. Durante o processo de reperfusdo, o ON reage com o radical
superéxido dando origem a um radical altamente reativo e citotéxico, o peroxinitrito
(ONOO-) (KUNZ et al., 2010; CAMPOS & YOSHIDA, 2004).

Os radicais livres promovem um ciclo vicioso na mitocondria, com a inibicao de
mecanismos de transporte de elétrons e despolarizagcdo da membrana, levando a
producdo excessiva de superoxido. Além disso, 0 aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial leva a tumefacéo dessa organela e a liberacdo de moléculas
pro-apoptéticas. O estresse oxidativo estda intimamente relacionado a
excitotoxicidade, perda de energia e desbalanco i6nico, sendo todos esses eventos
promotores de lesédo tecidual neural (KUNZ et al.,, 2010). Portanto, estudos que
focam o entendimento da acdo de antioxidantes sdo de suma importancia para
estabelecer alvos terapéuticos contra a lesdo de isquemia e reperfusdo cerebral
(GILGUN-SHERKI et al., 2002; MERGENTHALER et al., 2004).

CONSEQUENCIAS DA ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL TRANSITOR |A

A isquemia cerebral é definida como a reducdo do fluxo sanguineo cerebral a
um limite critico que provoca lesdo em todo tecido cerebral (global) ou em uma
regido localizada (focal). A isquemia cerebral global ocorre comumente em pacientes
que apresentam uma variedade de condi¢cdes clinicas como diminuicdo da luz
carotidea, parada cardiaca, hipotensdo, choque, asfixia e cirurgias cardiacas ou
carotideas complexas (HARUKUNI & BHARDWAJ, 2006).

O processo de isquemia cerebral global resulta em um padrdo histolégico
previsivel, no qual populacdes especificas de neurdnios sdo afetadas (necrose
isquémica seletiva) (HARUKUNI & BHARDWAJ, 2006). Essa selecdo acontece
devido ao fenbmeno conhecido como vulnerabilidade seletiva neuronal. Andlises
morfologicas indicam que os neurbnios da regido do hilo do giro denteado (HGD),
neurdnios piramidais do corno de Amon 1 (CAl) e os das camadas 3 e 5 do cortex
cerebral sdo as células que apresentam maior vulnerabilidade seletiva. As
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alteracdes morfologicas de leséo isquémica nessas células sdo mais evidentes apos
seis horas de reperfusdao. Porém, nos primeiros 15 minutos de reperfusao observa-
se microvacuolizacdes, que desaparecem quase totalmente apds uma hora do
retorno do fluxo sanguineo (WHITE et al., 2000).

Em adicdo, a isquemia cerebral causa ruptura da barreira hematoencefalica, o
gue aumenta a infiltracdo de fluidos dos vasos para o tecido nervoso resultando em
edema vasogénico. O edema cerebral subsequente pode afetar negativamente a
perfusdo, promovendo um efeito isquémico tardio por aumento da pressao
intracraniana e compressao vascular, além de causar herniacdo cerebelar (OHTAKI
et al., 2005). Estudos quantitativos mostram que a hipoperfusdo pos-isquémica é de
aproximadamente 70% em capilares do cortex cerebral que permanece por até 90
minutos apos uma isquemia global de 10 a 20 minutos (WHITE et al., 2000). Embora
a reperfusdo retorne o fluxo sanguineo cerebral, pode levar a lesdo cerebral
secundaria devido ao influxo de neutréfilos e ao aumento de EROs, edema cerebral
e hemorragia. Elevados niveis de EROs podem levar a alteracdo de proteinas
intracelulares e lesdo ao DNA por oxidacdo e por ativacao de varias vias que levam
a morte celular (HARUKUNI & BHARDWAJ, 2006).

MORTE CELULAR NEURONAL APOS ISQUEMIA

A falha na remocdo de aminoacidos excitatorios causa constante ativacdo de
seus receptores, continua despolarizacdo neuronal e aumento de Ca?" intracelular.
Nas regies isquémicas, a excitotoxicidade e o exacerbado influxo de Ca®* podem
desencadear resposta inflamatéria e morte celular, dependendo da intensidade da
agressao. A morte celular por necrose isquémica € observada principalmente em
regibes criticamente afetadas e esta associada a perda da homeostase de calcio e
glutamato. A inducdo de apoptose pela excitotoxicidade estd4 associada a eventos
isquémicos moderados e gradativos e depende da ativacdo de uma sequéncia de
genes (GILGUN-SHERKI et al., 2002; MERGENTHALER et al., 2004; BANO &
NICOTERA, 2007). Estas duas formas de morte celular podem coexistir
(DEVARAJAN, 2006).

A isquemia cerebral e o0 estado epilético culminam com o aparecimento de
alteracbes neuronais microscopicas semelhantes, conhecidas por “neurénios
isquémicos” ou “degeneracdo de neurdnios vermelhos”. A microscopia, neurdnios
basofilicos podem ser artefatos induzidos pela remoc¢do cerebral imediatamente
apos adequada fixacdo por perfusdo ou quando a retirada do cérebro acontece
tardiamente, mas a fixagdo por perfusdo ndo € adequada. Por esse motivo, a
avaliacdo em microscopia de luz deve ser cautelosa e, alguns autores, sugerem que
somente neurbnios acidofilicos caracterizam a lesdo neuronal irreversivel
(FUJIKAWA et al., 2000).

Ultraestruturalmente, esses neurOnios apresentam retracdo celular,
picnose nuclear com cromatina irregular e condensada e tumefacdo de organelas
citoplasmaticas, especialmente, mitocéndria e reticulo endoplasmético. Essas
evidéncias sao caracteristicas de necrose neuronal in vivo (FUJIKAWA et al., 2000;
COLBOURNE & AUER, 2010).

A apoptose € um processo ativo, ATP-dependente, caracterizado por
condensacdao citoplasmética e nuclear, fragmentacéo nuclear e do DNA e formacao
de corpos apoptéticos, que serdo facilmente eliminados por fagocitose
(DEVARAJAN, 2006). Este tipo de morte celular pode ser desencadeado por
diferentes vias, dentre elas a ativacédo direta de caspases, alteracbes mitocondriais
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com subsequente ativacdo de caspases ou por interferéncia com proteinas
citosolicas reguladoras de apoptose (PEREIRA, 2009). Principalmente, em modelos
animais, a morte neuronal apos isquemia é mediada por ativacao direta de caspases
(LOVE, 2003).

As caspases sdo proteases que possuem cisteina em seu sitio ativo,
clivam proteinas em sitios com residuos de acido aspartico, sdo constitutivamente
expressas no cérebro e podem ser ativadas por estimulos intrinsecos e extrinsecos
(KUNZ et al., 2010). Essas enzimas sao produzidas como pro-caspases e ativadas,
principalmente, apos clivagem proteolitica. As caspases sao separadas em
ativadoras (8, 9 e 10), que promovem a protedlise, e efetuadoras (3, 6 e 7), as quais
ativam outras proteases que degradam diferentes substratos da célula, inclusive o
DNA (PEREIRA, 2009). A enzima executora mais importante no cérebro é a
caspase-3, a qual é ativada precocemente apdés a isquemia, particularmente em
regides proximas ao infarto (KUNZ et al., 2010). Além dessa, as caspases 1, 8 e 9
estdo envolvidas na isquemia cerebral (MERGENTHALER et al., 2004).

No processo de isquemia e reperfusdo cerebral, a apoptose é induzida,
principalmente, pela ativacdo de receptores da familia TNF ou Fas (First apoptosis
signal), os quais expdem uma proteina de dominio da morte (p. ex. FADD) que se
liga a pro-caspase-8. Uma das vias subsequentes, é a clivagem de caspase-3 que
ativa proteases que causam leséo ao DNA (p. ex. CAD) e morte celular. A caspase-8
também é capaz de clivar e ativar uma das proteinas da familia Bcl-2, a Bid, que
aumenta a permeabilidade mitocondrial e a liberagéo de citocromo c, iniciando a via
mitocondrial de apoptose (Figura 1). A citocromo ¢ € uma proteina que participa da
cadeia respiratdria mitocondrial, porém quando presente no citosol interage com
proteinas ativadoras de proteases apoptoéticas (p. ex. Apaf). Esta interagcdo forma um
apoptossomo que ativa a caspase-9, a qual cliva caspase-3 seguindo a apoptose
(SUGAWARA et al., 2004; PEREIRA, 2009; KUNZ et al., 2010).

Tanto na apoptose dependente de caspases como na independente, 0s
fatores sinalizadores podem ser liberados pela mitocondria. Na primeira, proteinas
da familia Bcl e a ativacdo de caspases Sao necessarias para a execucao da
apoptose. Ja apoptose independente de caspases, o mediador do processo é o fator
indutor de apoptose (AIF). A liberacdo de AIF pela mitocondria € induzida pela
ativacdo de PARP-1, que é estimulada por diferentes mecanismos de sinalizacdo
celular ainda néo é totalmente esclarecido (KANG et al., 2010).

Vale ressaltar que muitos estimulos que iniciam apoptose interpdem seus
efeitos com a ativacdo ou inibicdo da cascata de ativacdo de proteinas da familia
quinase ativada por mitogeno (MAPK) (SANNA et al., 1998).

A isquemia cerebral desencadeia a ativacdo de diferentes vias
intracelulares, dentre elas a das proteinas quinase ativadas por mitdgeno (mitogen
activated protein kinases - MAPK). Essas proteinas regulam os processos de
diferenciagao, proliferagdo e sobrevivéncia celular (GARRINGTON & JOHNSON,
1999; LENNMYR et al., 2002) ou apoptose (PEREIRA, 2009). Os trés maiores
subgrupos de MAPKSs séo: quinase regulada por sinal extracelular (ERK), quinase c-
jun-NHs-terminal (JNK) e p38 (LENNMYR et al., 2002).

A ativacao das proteinas quinases ocorre por fosforilagdo (MORRISON &
DAVIS, 2003) em uma cascata de ativacdo sequencial, iniciada por MAPKKK
seguida de ativacdo das MAPKK em residuos de serina e treonina. As MAPKK, por
sua vez, reconhecem e catalisam a fosforilagdo num motivo treonina-X-tirosina (Thr-
X-Tyr) na alga de ativacdo das MAPK, onde X corresponde a diferentes aminoacidos
entre os sitios da dupla fosforilagdo (SIOW et al., 1997). A ativagcdo de MAPK em
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resposta a isquemia cerebral ainda ndo esta completamente entendida (LENNMYR
et al., 2002).
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FIGURA 1- Principais vias de ativacdo de caspases na isquemia e reperfusao
cerebral. Via de ativagao direta de caspase 3 (seta azul) e via mitocondrial

(seta preta). RDD: receptor com dominios de morte, Apaf: fator ativador de

proteases apoptoticas.
Fonte: MIGUEL (2011)

A via de transducdo de sinal da proteina quinase ERK (extracellular
signal-regulated kinase) € a mais bem descrita em células de mamiferos. Existem
cinco tipos de ERK conhecidas: ERK1, ERK2, ERK3, ERK4 e ERK5 (SEGER &
KREBS, 1995; CHENG et al, 1996). As ERK 1 e 2 caracterizam-se por
apresentarem peso molecular de 44kD e 42kD, sendo referidas coletivamente como
ERKZ1/2. Essas proteinas possuem varios substratos, entre eles a p90, MSK e o fator
de crescimento ATF-1, importante na ativagcdo de genes antioxidantes e anti-
apoptoticos. No tecido nervoso, apresentam expressao constitutiva (SUGAWARA et
al., 2004; PEREIRA, 2009).

A ERK 1/2 é ativada em resposta a fatores de crescimento, estresse
oxidativo e influxo de calcio intracelular (OTANI et al., 2002). Acredita-se que
estejam envolvidas em vias de sinalizagdo de sobrevivéncia celular apés isquemia
cerebral por inibir a acdo de Bad, uma proteina pro-apoptotica da familia Bcl-2
(SUGAWARA et al., 2004). Em contraste, alguns estudos recentes mostram que
ERK pode estar envolvida em mecanismos de ativacdo de degeneracdo e morte
celular. BHAT & ZHANG (1999) mostraram que a inativacdo de ERK1/2 diminui a
morte celular in vitro de oligodendrécitos quando expostos a H,0,. Para
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SUBRAMANIAM & UNSICKER (2006), ERK1/2 é o indutor predominante de morte
neuronal ndo-apoptotica.

JNK e p38 (ERK 3/4) sédo ativadas por estresse oxidativo, uma vez que o
estimulo ativador inclui a inflamacao aguda e a liberacdo de citocinas, toxicidade ao
glutamato e hiperosmolaridade. Ambas as proteinas fosforiladas causam ativacao de
fatores de transcricdo pro-apoptéticos que culminam com apoptose (Figura 2)
(LENNMYR et al., 2002; OTANI et al., 2002). No entanto, a participagédo de JNK na
cascata de apoptose ainda € incerto, haja vista que a familia JNK é codificada por
trés diferentes genes (JNK1, JNK2, JNK3), o que pode gerar isoformas com
diferentes acdes. Estudo realizado por SANNA et al. (1998), mostrou que JNK1 teve
maior expressao em células que expressavam genes inibidores de apoptose quando
comparada a outras JNKs, conferindo a esta proteina o papel de protecdo celular
contra apoptose.
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FIGURA 2 — Vias de ativacdo de MAPK no estresse oxidativo (estrela). R-TNF:
Receptor de necrose tumoral; R-FC: Receptor de fator de crescimento;
R-TGF-B: Receptor de fator de crescimento transformante (. Fonte:
MIGUEL (2011)

MECANISMOS ANTIOXIDANTES

Em sistemas aerdbios, é essencial o equilibrio entre agentes Oxido-redutores
e o sistema de defesa antioxidante (FERRARI et al., 1993). Dentre os antioxidantes
preventivos ou detoxificadores, que atuam antes do estabelecimento da leséo,
temos a glutationa reduzida (GSH), SOD, catalase, glutationa-peroxidase (GSH-PXx)
e vitamina E. Os antioxidantes reparadores, que reparam a lesdo ocorrida, sao:
acido ascorbico, glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px (CAMPOS &
YOSHIDA, 2004). Com excec¢ao da vitamina E, que é um antioxidante estrutural da
membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes estd no meio intracelular
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(FERRARI et al., 1993; EVORA et al., 1996; TARDINI & YOSHIDA, 2003).

Além do sistema antioxidante enzimatico, também sdo considerados
antioxidantes todas as substancias que doam ou recebem um elétron de um radical
livre, inativando-o0. Sdo exemplos o acido ascérbico (vitamina C), B-caroteno, acido
arico, a-tocoferol (vitamina E), albumina, transferrina e manitol. H4 ainda os que
possuem efeito antioxidante indireto, como o alopurinol (inibidor da xantina oxidase),
o selénio (presente na glutationa peroxidase), a deferoxamina (quelante do ferro),
entre outros (FERRARI et al., 1993; CAMPOS & YOSHIDA, 2004).

A lesao isquémica cerebral é associada a alta morbidade e mortalidade,
entdo estratégias para aumentar a capacidade protetora deste 6rgdo tem
implicacdes clinicas importantes (VIANNA, 2006). A neuroprotecdo € um dos meios
gue visa interromper ou reverter este processo de lesdo (PERICO, 2005). O termo
“neuroprotecdo” € definido como mecanismos homeostaticos no sistema nervoso
central que protegem 0s neurdnios da apoptose ou degeneragdo em consequéncia
de lesdo cerebral aguda ou em doencas neurodegenerativas cronicas (KIM, 2010).

E importante lembrar que os mecanismos de protecdo podem ser
esgotados quando a lesédo celular € muito grave em intensidade ou extenséo, por
exemplo, nos casos em que o tempo de isquemia é maior do que aquela suportavel
pelo tecido, impedindo qualquer resposta adaptativa uma vez que até o0s
mecanismos de sobrevivéncia ja foram superados (LIMA, 2008).

Uma quantidade consideravel de estudos em seres humanos e animais
mostra os efeitos benéficos da acdo dos antioxidantes na funcdo endotelial e
neuroprotetora, o que é particularmente importante na prevencéo e tratamento de
doencas isquémicas e nas desordens neurodegenerativas progressivas (HONG et
al., 2001; ZHANG et al., 2004).

Agentes antioxidantes, assim como outros neuroprotetores, para
apresentarem alta eficacia devem ser capazes de atravessar a BHE e devem ser
oferecidos o mais rapido possivel, em um intervalo de tempo que possam reduzir ou
prevenir significativamente a lesao cerebral isquémica, intervalo conhecido como
“janela de neuroprotecao”. A janela terapéutica capaz de atenuar a area de infarto
cerebral em ratos é de trés a quatro horas, que corresponde ao periodo entre o
evento vascular e a perda neuronal irreversivel (GILGUN-SHERKI et al., 2002).

A vitamina E € um dos antioxidantes cuja funcéo protetora ao endotélio e
de isquemia cerebral € bem estabelecida (ZHANG et al., 2004; BIANCHI &
ANTUNES, 2004). Em estudo realizado por ZHANG et al., (2004), ratos que
sofreram oclusdo da artéria cerebral média e foram tratados com vitamina E
apresentaram area de infarto cerebral significativamente menor que néo tratados.
Em um estudo in vitro, 0s mesmos autores, observaram diminui¢cdo da agresséo por
ON e aumento da expressao de VEGF em cultura de células neuronais tratadas com
vitamina E. Esses resultados sugerem que cérebros isquémicos aumentam a
permeabilidade de vitamina E através da BHE e que esta vitamina possui efeito
neuroprotetor e diminui os efeitos do processo de isquemia.

Outros agentes antioxidantes tem sido utilizados como agentes
neuroprotetores. HONG et al., (2001) avaliaram experimentalmente o efeito protetor
do cha verde em processos de isquemia e reperfusdo de cérebro em ratos, por
oclusdo das artérias carotidas por cinco minutos. Estes autores verificaram ainda
que animais tratados com o antioxidante apresentaram menor area de infarto, niveis
menores de peroxido de hidrogénio e de lipoperoxidacdo e menor quantidade de
células apoptéticas. Isto sugere que o cha verde pode ser um agente antioxidante
eficiente na protecédo de lesfes de isquemia e reperfusao.
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Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0s mais ativos e
frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos, tais como os flavondides.
As propriedades benéficas desses compostos podem ser atribuidas a sua
capacidade de inibir a lipoperoxidacdo por atuar contra a acdo de radicas livres
(BIANCHI & ANTUNES, 1999; MOURE et al., 2001).

PEQUI DO CERRADO (Caryocar brasiliense) COMO AGENTE ANTIOXIDANTE

Os compostos polifendlicos das plantas sdo componentes da dieta que
possuem uma ampla variedade de efeitos bioquimicos e farmacolégicos, como, acao
antioxidante, anti-inflamatéria e atividades antiproliferativa (LEOPOLDINI et al.,
2011). Nas ultimas décadas, os polifendis tem recebido especial atencdo apdés o
estudo epidemiolégico chamado de “Paradoxo Francés”, que revelou a baixa
incidéncia de doenga cardiaca coronariana na Franga, apesar da dieta rica em
gorduras, em consequéncia do consumo regular de vinho tinto, que possui altos
niveis de resveratrol (LANGE, 2007; QUIDEAU et al.,, 2011; LEOPOLDINI et al.,
2011). Como o estresse oxidativo possui papel fundamental na leséo de isquemia e
reperfusdo cerebral, o uso de compostos fendlicos como agentes neuroprotetores
constitui uma ferramenta para prevencdo e/ou tratamento dessas doencas (KIM,
2010).

O Caryocar brasiliense, conhecido popularmente por “pequi”’, € um fruto
tipico do cerrado brasileiro conhecido por sua grande importancia na culinaria
regional. Além disso, o 6leo da polpa de pequi é amplamente usado na medicina
popular como agente tonico contra asma, gripe, resfriado e doengas
broncopulmonares (ROESLER et al., 2007).

Existem poucos estudos que elucidam a atividade bioldgica deste fruto e
a viabilidade de seu uso na medicina. PASSOS et al., (2002) e PASSOS et al.,
(2003) verificaram em estudo in vitro a a¢do antifungica da folha, da cera e de partes
do fruto contra Cryptococcus neoformans e Paracoccidioides brasiliensis. PAULA-
JUNIOR et al.,, (2006) observaram que o extrato hidroalcodlico da folha do
pequizeiro inibiu a proliferacdo das formas promastigotas de Leishmania
amazonensis e o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
e outras bactérias gram positivas e negativas.

A poupa e o endocarpo constituem 25% da fruta e possuem em sua
composicdo quimica, aproximadamente, 10% a 27% de lipideos, 1% a 3% de
proteinas, 11% de fibras e de 7% a 11% de carboidratos, além de conter diferentes
componentes antioxidantes como carotendides, vitamina C e compostos fendlicos
(ROESLER et al., 2007; MIRANDA-VILELA et al., 2009). Estudos recentes mostram
que o C. brasiliense possui alta concentracéo de fendis, como flavonéide, quercetina
e quercetina 3-O-arabinose e componentes acidos, como acido galico e acido
quinico no fruto e na casca, principalmente, quando a extracdo é etandlica (KHOURI
et al.,, 2007; ROESLER et al.,, 2007; MIRANDA-VILELA et al.,, 2009). Esses
compostos sdo antioxidantes naturais que possuem capacidade de reduzir e/ou
prevenir o estresse oxidativo presente em doencas cronicas e associadas a idade,
como doencas cardiovasculares, carcinogénese e neurodegeneragdo (LEOPOLDINI
et al., 2011; QUIDEAU et al., 2011).

Recentemente, MIGUEL (2011) verificou que o extrato etandlico bruto da
casca de pequi nas doses de 300 e 600mg/kg possui potencial atividade
neuroprotetora apdés inducdo de isquemia global transitéria cerebral. O autor
verificou reducdo do numero de neurbnios isquémicos (indicativos de necrose
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isquémica) e de células marcadas com caspase-3 clivada. Estes achados foram
considerados relevantes para a capacidade neuroprotetora da casca de pequi. No
entanto, a autora indica que mais estudos precisam ser desenvolvidos para
avaliacdo toxicoldgica do extrato.

Assim, os achados de varios estudos com diferentes partes do pequi
indicam que a elevada quantidade de antioxidantes pode ser importante para
estudos e avaliacbes de sua acdo em lesdes isquémicas.
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