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RESUMO

TENOXICAM : UMA POSSIVEL ALTERNATIVA TERAPEUTICA NAS
DOENCAS VASCULARES CEREBRAIS ISQUEMICAS. Rita Izabel
Monteiro Galvao. Orientadora: Prof® Dra. Glauce Socorro de Barros Viana.
Dissertacdo de Mestrado. Pos-graduacdo em Farmacologia. Departamento
de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2003

O presente estudo avaliou a possivel protecdo do tenoxicam ( txc ), um
antiinflamatorio nao esterdide, em um modelo experimental de isquemia-
reperfusao. Foram utilizados ratos machos com idade acima de 1 ano Wistar (200-
450g), submetidos a oclusdo das artérias cardtidas comuns por 45 min e decapitados
1h ou 24 h apds a isquemia, para a retirada do cérebro e disseccdo dos hipocampos .
Os animais foram divididos em 5 grupos : 1) Isquemia ; 2) Isquemia + txc
2,5mg/Kg 1P; 3) Isquemia + txc 10mg/Kg IP ; 4) Controle falso-operado e 5)
controle + txc 10 mg/kg [.P. A andlise histoldgica revelou alteragao significativa no
grupo 1 em relagdo ao 4 usando-se uma escala de escores variando de 0 a 3. O uso
do txc revela uma tendéncia para reversdao das lesdes. A atividade da enzima
mieloperoxidase mostrou aumento significativo no grupo 1 em relagdo ao 4
revertidos para valores de controle com o uso de dose unica de txc (2,5 ou 10
mg/kg, 1.p.). Os niveis de nitrito também aumentaram no grupo 1 € com o uso do
txc houve tendéncia para atenuacdo desses valores. Houve aumento nos niveis de
dopamina no grupo 1 que foi revertido com o uso do txc em ambas as doses . Os
niveis de glutamato se elevaram no grupo 1 mesmo apos 24 h de reperfusdo que
sugere um maior dano da excitotoxicidade nos animais idosos. Os niveis de ATP na
reperfusao por 1 h foram inferiores em relagdo aos de 24 h, refletindo ainda lesao
mesmo no inicio da reperfusdo. Os niveis de lactato aumentaram nos grupos 3 ¢ 5
reperfundidos por 24 h em relagdo aos de 1 h , sugerindo maior dano metabdlico
nos animais idosos. Os niveis de piruvato diminuiram na reperfusdo por 24 h em
relacdo aos de 1 h, refletindo uma normalizacdo da atividade da enzima piruvato-
desidrogenase, restabelecendo a taxa metabdlica desse substrato. O possivel papel
neuroprotetor do txc na reversao dos danos secundarios a reperfusdo na lesdao
isquémica ¢ associado a sua acdo anti-inflamatoéria, inibindo a atividade da COX e
reduzindo a cascata inflamatoria desencadeada no processo isquémico, com redugdo
da infiltracdo de cé€lulas inflamatorias, inibicao indireta da producao de citocinas e
quimocinas e reducao da producao de radicais livres e lesao neuronal. O txc pode
ser portanto uma possivel alternativa no tratamento de doengas vasculares cerebrais
1squémicas, como uma terapia adjuvante por exemplo ao uso de tromboliticos.
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ABSTRACT

TENOXICAM : A POSSIBLE THERAPEUTIC ALTERNATIVE IN THE
TREATMENT OF STROKE. Rita Izabel Monteiro Galvao. Supervisor: Dr.
Glauce Socorro de Barros Viana. Master’s Dissertation in Pharmacology
School of Medicine, Federal University of Ceara, 2003

The present work shows effects of tenoxicam (TXC ) in rats submitted to transient
cerebral ischemia. Male aged Wistar rats (250-450g) were submitted to the both
common carotid arteries occlusion with aneurysmal clips to induce ischemia. At the
end of 45 min of bilateral carotid arteries occlusion (BCAO), blood flow was
restored by releasing the clips and the incision was closed with a single suture.
After 1h or 24h of reperfusion, the rats were decapitated, brains dissected and
hippocampi removed for measurements of MPO activity, nitrite , monoamine ,
glutamate/aspartate, ATP, lactate and piruvate levels. The animals were divided in 5
groups (N=4-10): 1) sham-operated, 2) BCAO, 3) BCAO + TXC 2.5mg/kg, 4)
BCAO + TXCl0mg/kg and 5) sham-operated + TXC 10mg/kg . The TXC
administration was made after 45 minutes of BCAO. The histological analysis were
made and showed significant changes on group 2 in comparison with group 1
(p<0.05, Kruskal-Wallis and Dunn’ test). The use of TXC showed a tendency of
decrease these alterations. The MPO activity in the group 2 was significantly
greater than that in the group 1 (p< 0.0001, ANOVA and Tukey). The treatment
with TXC reduced the MPO activity to control levels (p<0.0001, ANOVA and
Tukey). There was increased levels of nitrite in the group 2 in comparison with
group 1 (p<0.05), and the treatment with TXC failed to attenuate the ischemic
levels. The hippocampal levels of DA were increased after ischemia when
compared with group 1 (p<0.01, Anova e Dunnett ) and were reverted with TXC in
both doses (p<0.01, Anova e Dunnett). Hippocampal level from group 2 of both
glutamate and aspartate were higher than group 1 (p < 0.05, ANOVA , Dunnett’s
Test). Ischemia-induced elevations in glutamate and aspartate were not attenuated
with TXC . The ATP levels have showed decreases in the group with 1 h of
reperfusion in comparison with 24 h . The lactate levels were increased in the 24 h
reperfusion’s group in relation of 1 h. These results indicated more metabolic
damage in aged rats. So, the neuroprotective role of TXC is possibly through the
anti-inflammatory action with inhibition of cyclooxygenase activity, and interfering
on the inflammatory process of post-ischemic reperfusion. The TXC, therefore,
could be a possible therapeutic alternative on stroke treatment like an adjunct drug
associated with, for example, a thrombolitic.
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1. INTRODUCAO

1.1. A isquemia cerebral

A doenga vascular cerebral ¢ definida como uma subita interrupgao
do suprimento sanguineo para parte do cérebro (isquémica) ou uma subita
ruptura de vaso sanguineo cerebral com extravasamento de sangue ao redor d

- 21 -as células cerebrais (hemorragica) (NINDS- National Institute of
Neurological Disorders and Stroke). Durante o século XIX e inicio do século
XX, houve um crescente interesse na correlagao de sinais € sintomas
neurologicos encontrados em pacientes com doenga cerebrovascular e a
regido anatdomica do dano cerebral evidenciada ap6s a morte. Em meados de
1920, Charles Foix e seus colegas em Paris definiram os territérios de
suprimento dos varios vasos nas circulagdes cerebrais anterior e posterior e
observaram os achados em pacientes com infartos nos territorios de varias

artérias, (Caplan, 1990).

Entretanto, somente no final do século XX, com uma explosdo de
avancos técnicos em imagem cerebral através de tomografia
computadorizada, ressonancia nuclear magnética (Figura 1), angiografia,
doppler transcraniano, PET e SPECT (sofisticado estudo de medicina
nuclear que utiliza um iso6topo radioativo e determina alteragdes no fluxo
sanguineo cerebral diretamente e a atividade metabodlica cerebral
indiretamente) (Figura 2), ¢ que a informagdo tornou-se mais clara e
disponivel, possibilitando conseqiientemente a proliferacdo de potenciais

alvos terapéuticos, através de agentes que alteram a fun¢do plaquetaria
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(aspirina, ticlopidina, clopidogrel), anticoagulantes, endarterectomia de
artérias estenosadas ou ocluidas, uso de tromboliticos , angioplastia e drogas
neuroprotetoras. O tratamento da doenga cerebrovascular, portanto, ¢
baseado na natureza, localizacdo e severidade da lesdo, considerando-se a

patogénese associada (Caplan & Chung 1999).

Figura 1. RNM cranio evidenciando infarto em territorio da artéria cerebral

média esquerda (seta). Fonte: www.brainplace.com.
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Figura 2. SPECT cerebral evidenciando alteracdo de fluxo sanguineo em
territorio  de  artéria  cerebral ~média  direita  (seta). Fonte:

www.med.harvard.edu.

Apesar das inovagdes tecnoldgicas citadas, a doenga vascular
cerebral ¢ um problema de saude publica, situando-se entre as trés primeiras
causas de morte em muitos paises, sendo a maior causa de dincapacitacdo no
adulto. Acomete principalmente a populacdo acima de 65 anos e mais
raramente a infancia e adultos jovens, com maior incidéncia no sexo
masculino e a apresentacdo mais comum ¢ sob a forma de doenga vascular

cerebral isquémica que ¢ responsavel por cerca de mais de 80% de todas as
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doengas vasculares cerebrais, o restante se apresentando sob a forma

hemorragica.

Importantes fatores de risco sdo associados com a elevada
ocorréncia de isquemia cerebral e incluem idade avangada, sexo masculino,
hipertensdo arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, estenose de
artérias cardtidas, tabagismo, falta da pratica de exercicios, consumo de

bebidas alcoolicas e doenga cardiovascular (Caplan & Chung, 1999).

A i1squemia cerebral pode ser desencadeada através da oclusdo de
vasos cervico-cranianos ou por hipoperfusdo para o cérebro, causadas por
variados  processos:  aterotrombose, embolia ou  anormalidades
hemodinamicas. A aterotrombose ocorre nas artérias cervico-cranianas € nas
pequenas artérias penetrantes intracranianas. Nesta condi¢do, um trombo ¢
formado in situ em um estreitamento arterial aterosclerdtico que impede o
fluxo sanguineo distal e causa isquemia e resultante infarto do tecido cerebral
suprido pelo vaso ocluido. Na embolia cerebral, a artéria cerebral ¢
subitamente bloqueada pelo material embolico que € geralmente um trombo
que se desenvolveu mais proximalmente no coragdo (cardiogénica), aorta ou
artérias mais proximais (intra-arterial) (Figura 3). O material embdlico
também pode ser de origem gasosa, gordurosa, infecciosa (vegetacoes
bacterianas na endocardite) ou de fragmentos calcificados de valvas cardiaca.
A outra anormalidade associada a isquemia cerebral ¢ a hipoperfusao
sistémica que ¢ caracterizada por fluxo sanguineo cerebral criticamente
diminuido causado por faléncia cardiaca ou hipovolemia que leva a uma

reducdo global no fluxo sanguineo, enquanto a isquemia cerebral de origem
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aterotrombotica ou embolica leva a diminuigdo localizada ou focal do fluxo

sanguineo cerebral.

Penumbra isquémica (gradiente de morte celular, morte
apoptotica e sobrevivéncia tecidual

Core isquémico
(morte celular
necrotica)

,:'-: Artéria cerebral
® anterior
(fluxo colateral) /)

Artéria cerebral
média

Figura 3. Um émbolo na bifurcacdo da artéria cerebral média. O territorio
perfundido por essa artéria e dreas com pouco ou nenhum fluxo colateral
estdo sujeitas a extrema hipoxia e morte celular necrdtica. Na penumbra,
onde ha algum grau de fluxo sanguineo colateral, um gradiente de perfusao
tecidual estabelece um limiar entre morte celular necrética, morte celular

apoptdtica e sobrevivéncia tecidual, (Friedlander, 2003- traduzido).
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1.2. Mecanismos de dano cerebral isquémico

1.2.1. Disfuncéo mitocondrial e faléncia energética

O cérebro humano constitui somente 2% do peso corporal, mas o
processo de energia necessaria para a fungdo cerebral € responsavel por cerca
de aproximadamente 25% da utilizagdao da glicose corporal total e por cerca
de 20% do consumo de oxigénio do organismo. No cérebro, sob quantidades
adequadas de oxigénio, o ATP ¢ formado a partir da glicose, que ¢ o
substrato principal para o metabolismo cerebral (uma molécula de glicose
resulta em 38 moléculas de ATP) com agua e CO, como produtos finais do
ciclo do acido tricarboxilico da fosforilagdo oxidativa associada (Figuras 4 e
5). Se a glicolise ocorre sob condi¢des anaerdbicas, como por exemplo
durante a isquemia cerebral, o ATP ¢ reduzido (2 moléculas de ATP para 1
molécula de glicose) e a glicose ¢ convertida a piruvato que, entdo, ¢
convertido a lactato, resultando em acidose intra e extracelular (Romsi,
2002) O metabolismo da glicose pode proceder para glicolise, resultando na
producao de lactato sem consumo de oxigénio ou a glicose pode ser
incorporada em glicogénio, constituinte essencial para macromoléculas tais
como glicoproteinas e glicolipidios presentes em células neurais ou pode
ainda entrar nas vias metabolicas que resultam na sintese de importantes

neurotransmissores como o glutamato (Magistretti, 1999).

A isquemia leva, portanto, a0 comprometimento do citocromo
mitocondrial com lentificagdo ou parada no transporte de elétrons. Isto tem
duas conseqiiéncias imediatas: a producdo de ATP diminui e o piruvato ¢

reduzido a lactato com liberagdo de H' produzindo assim acidose. Portanto, o
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evento fisiopatologico primario no processo de isquemia cerebral ¢ a

disfun¢ao mitocondrial. (Siesjo, 1996 ).

A conseqiiente deplecdo de energia resulta na faléncia da bomba
Na'/K" ATPase e de outras bombas ionicas dependentes de energia, levando
a despolarizagdo da membrana neuronal (despolarizacdo andxica), perda da
fungdo sindptica e da condutividade por desequilibrio nos gradientes i6nicos
e influxo de Na' causando edema celular. A velocidade rapidez com que a
despolarizagdo anoxica ocorre depende da severidade e duracdo do evento
isquémico e, associada a dano estrutural adicional pela acdo do glutamato e
influxo de Ca*" nos neurénios, leva & morte neuronal (Figura 6). A faléncia
energética ¢ provavelmente o mecanismo predominante de morte celular na

regido do core isquémico, (Iadecola, 1999), (Figura 3).
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Figura 4. Glicolise (Via de Ebden-Meyerhof). A fosforilagao da glicose ¢
catalisada pela enzima hexoquinase, com a produgdo de glicose-6-fosfato e
ADP através do consumo de ATP. A glicose deve ser fosforilada para
ingressar no processo de glicolise ou ser armazenada como glicogénio. E
ainda catalisada pela fosfofrutoquinase com novo consumo de ATP. Segue a
acdo da piruvatoquinase para a formacao final de piruvato com producao de
ATP. O piruvato formado permanece em equilibrio com o lactato através da

acao da lactato desidrogenase, (Magistretti, 1999- traduzido).
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Figura 5. Ciclo do acido tricarboxilico (Ciclo de Krebs) e fosforilagao

oxidativa. O piruvato que entra no ciclo ¢ controlado pela atividade da

piruvato desidrogenase que ¢ inibida por ATP e NADH. Duas outras etapas

no ciclo sdo controladas por isocitrato e o-cetoglutarato desidrogenases,

cujas atividades sdo controladas pelos niveis de fosfatos de alta energia,

(Magistretti, 1999- traduzido).
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Figura 6. Excitotoxicidade do glutamato e a cascata bioquimica no processo

de isquemia cerebral, (Roms1,2002).
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1.2.2. Glutamato e excitotoxicidade

O glutamato, principal neurotransmissor cerebral, ¢ responsavel por
muitas fung¢des neuroldgicas fisiologicas, incluindo cognicdo, memoria,
movimento e sensa¢do ¢ produz uma resposta excitatoria (despolarizante).
Esta resposta ¢ gerada conseqiiente a interacdo do glutamato com receptores
glutamatérgicos divididos em metabotropicos e ionotropicos. Os receptores
ionotropicos ativados pelo glutamato sdo os receptores AMPA (acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol-propidonico), receptores cainato e
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) (Figura 6). A ativacdo de
receptores AMPA e cainato (também chamados nao-NMDA) resulta na
abertura de canais de Na" e K’ enquanto o receptor NMDA promove a
abertura de canais de Ca2+. O receptor NMDA ¢ bloqueado por Mg*" na
vigéncia de potenciais de membrana em repouso normais. A abertura destes
canais leva a despolarizagdo da membrana e a remogdo do bloqueio do Mg**

permitindo assim a ligacao do agonista, (Sims & Zaidan, 1995).

Na isquemia cerebral, a despolarizacdo da membrana pré-sinaptica
¢ mediada por canais de Na' voltagem-dependentes e libera glutamato no
espago extracelular, ativando receptores glutamatérgicos (tipo NMDA ou
AMPA) nos neurdnios poOs-sinapticos. Isto traz como conseqliéncia um
excessivo influxo de Na, Ca*", CI” e 4gua nos neur6nios e um efluxo de fons
K", promovendo edema celular, acidose e producio de espécies reativas de
oxigénio, ocasionando a morte neuronal, processo conhecido como
excitotoxicidade (Figura 6). Como o glutamato ¢ altamente neurotdxico no
espago extracelular ele ¢ ativamente removido da fenda sinaptica e

restaurado para as células pré-sinapticas. Este mecanismo ¢ também
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prejudicado durante a isquemia, contribuindo para um aumento persistente
das concentracdes de glutamato extracelular, (Romsi,2002). A ativagdo de
. 2+ , ~ .
canais de Ca” voltagem-dependentes através da acdo do glutamato contribue
24 . . . .
para o aumento do Ca” intracelular que, por sua vez, ativa enzimas tais como
proteina-quinases, fosfatases, endonucleases com formacao de radicais livres

e dano a citoarquitetura neuronal, (Sims & Zaidan, 1995), (Figura 6).

1.2.3. A sobrecarga de célcio na isquemia cerebral

Com o processo isquémico, elevadas concentragdes extracelulares
de glutamato, como ja citado, causam a despolarizagio da membrana
neuronal que leva & captagdo celular de fons Ca’’, resultando em um
aumento das concentracdes de Ca®’ livre citosolico. Com valores de Ca*’
aumentados no processo isquémico, ocorre a ativagdo de uma cascata de
reagOes, muitas das quais sdo de natureza potencialmente adversa, que direta
ou indiretamente contribuem para o dano celular: lipdlise, protedlise,
fosforilacao/desfosforilagdo, desarranjo de microtibulos e formagdao de
radicais livres. A ativacdo calcio-induzida de fosfolipases A2 e C leva a
liberacdo de acidos graxos livres, incluindo acido araquidonico (AA), de
fosfolipidios de membrana. As enzimas envolvidas no metabolismo do AA,
cicloxigenase (COX) e lipoxigenase, entdo geram espécies reativas de
oxigénio que agravam o dano celular. Outra enzima de relevancia ativada via
Ca®> ¢ a 6xido nitrico sintetase (NOS) que produz o6xido nitrico (NO) e
radicais livres decorrentes da reagdo do NO com radicais peroxido e hidroxil.
(Figura 7) O actmulo subseqiiente de calcio mitocondrial pode levar a
ativacdo de um poro proteindceo de transi¢do de permeabilidade
mitocondrial na membrana mitocondrial interna (poro MPT), levando a

. ~ : 2+ 2+ J r
liberagdo de mais Ca™, Mg~ e outras moléculas com peso molecular de até

32



1,5 kD do compartimento mitocondrial. Neste processo, a mitocondria

apresenta diminuicdo no potencial de membrana (despolarizacdo), edema

osmotico, cessacdo da producdo de ATP e produgdo de espécies reativas de

oxigénio, (Kristian & Siesjo, 1998).
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Figura 7. Diagrama esquematico demonstrando a cascata de reagdes

evocadas pela despolarizagao, liberagdao de glutamato e influxo de calcio nas

células neuronais. Fonte: SiesjoK. & Siesjo, 1996 (Traduzido).
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1.3. Reperfusdo pos-isquémica
1.3.1. Eventos hemodinamicos

1.3.1.1. Reducdo de fluxo sanguineo: o ““core” isquémico e a zona de
penumbra

Diante de um episddio de doenga cérebro-vascular isquémica,
observa-se que a reducdo do fluxo sanguineo cerebral através do territdrio
isquémico nao ¢ homogénea, mas ¢ maior no centro da lesdo, regido
denominada core isquémico. A isquemia torna-se progressivamente menos
severa quanto mais distante do core isquémico, até¢ que o fluxo retorne ao
normal em regides supridas por artérias adjacentes que nao estdo ocluidas.
Esta regido na periferia do territorio isquémico € entdo chamada penumbra
isquémica. A manutencao relativa da perfusao nessa regiao ¢ o resultado de
fluxo colateral originado de territorio nao-isquémico adjacente, (Iadecola,

1999), (Figura 3).

A penumbra isquémica ¢ uma regido eletrofisiologicamente
dinamica e metabolicamente instavel, porque, a despeito do declinio critico
da perfusdo na zona de penumbra, o nivel de metabolismo de glicose tende a
ser mantido em niveis normais (Belayev et al., 1997). A manutencdo dessa
taxa de fosforilacdo de glicose normal na penumbra em face a perfusao
criticamente diminuida sinaliza estresse metabdlico severo para o tecido.
Tipicamente, se observam despolarizagdes peri-infarto. As despolarizacoes
celulares s3o associadas com efluxo de ions K' das células e influxos de Na"
e Ca2" e para restaurar esses gradientes idnicos, energia é consumida,(Siesjo
& Siesjo, 1996). Medidas bioquimicas confirmam a diminui¢do nos niveis de

ATP como demonstrado por Swanson e cols, (1997).
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A penumbra progride, entdo, para zona de lesdo irreversivel em
poucas horas a menos que reperfusdo seja iniciada e terapia neuroprotetora
seja administrada (Back et al., 1998). Em termos hemodindmicos, esta ¢ uma
regido tecidual na qual o fluxo sanguineo cerebral (FSC) é reduzido a um
grau intermedidrio, isto ¢, para 20 a 40% dos valores controle. O core
isquémico, por defini¢do, consiste daquelas por¢cdes da zona isquémica em
que o FSC ¢ mais severamente reduzido para zero a 20% do controle

(Belayev et al., 1997; ladecola, 1999), (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da redugao gradual do fluxo sanguineo cerebral na fungao
neuronal. A primeira funcao celular a ser afetada pela isquemia ¢ a sintese de
proteinas. A sintese de proteina nao ¢ reduzida indiscriminadamente, mas ¢
redirecionada a sintese de produtos de genes especificos (expressdao de genes
seletiva). Redugdes do fluxo abaixo de 50% das taxas normais afeta a
habilidade dos neur6nios para disparar potenciais de agdo e reter
neurotransmissores. A homeostase do pH da 4gua também sdo afetadas. A
redu¢do do fluxo para cerca de 20% do normal resulta em perda de
gradientes i06nicos e elétricos (despolarizagdo andxica) e morte neuronal,

(Iadecola, 1999).
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1.3.1.2. ““ No-reflow ”” ou reperfuséo incompleta

Se a oclusdo arterial ¢ liberada, o fluxo sanguineo cerebral retorna
ao territorio isquémico. Inicialmente, ha uma fase de fluxo aumentado
(hiperemia pos-isquémica) seguida por um periodo longo de fluxo reduzido

(hipoperfusdo pos-isquémica ou “no-reflow™).

A liberacdo de metabdlitos vasoativos do cérebro isquémico e a
viscosidade diminuida contribuem para a hiperemia pos-isquémica. H4 uma
multiplicidade de fatores associados a hipoperfusdo pds-isquémica como,
por exemplo, a depressio metabdlica poOs-isquémica e a obstrugdo da
microvasculatura cerebral durante o periodo de reperfusdo. Esses eventos
resultam em vasoparalisia, € portanto, numa reatividade e autoregulagdao da
vasculatura cerebral prejudicada, (Iadecola, 1999), (Figura 9). O prejuizo do
fluxo sanguineo cerebral também decorre do aumento da pressdao
intracraniana durante a reperfusdo que pode levar a compressao vascular e

perfusao tecidual diminuida, (Romsi, 2002).
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Figura 9. Eventos hemodinamicos associados a isquemia cerebral e reperfusao.
Isquemia resulta em severa redu¢do do fluxo sangiiineo. O restabelecimento
do fluxo angiiineo produz uma fase inicial de hiperemia seguida por um
periodo no qual o fluxo ¢é reduzido abaixo de valores pré-isquémicos
(hipoperfusao). Como o resultado de oclusdes microvasculares difusas, o
territorio isquémico nao € inteiramente reperfundido (No-reflow). Durante a

fase de reperfusao, a reatividade vascular ¢ reduzida (vasoparalisia),

(Iadecola, 1999).
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1.3.1.3. Alteragdes moleculares da reperfusdo

A alteracdo na transducdao de sinais comeca com o estimulo de
receptores glutamatérgicos e de fatores de crescimento e continua com a
geracdo de segundos mensageiros que modulam a sinalizagdo celular por
influenciar fatores transcripcionais citosolicos. Alguns destes fatores sdo
enzimas como; quinases e fosfatases que, ativadas pela acdo do Ca®", dxido
nitrico e espécies reativas de oxigénio, regulam a expressdo gé€nica e a
sintese de proteinas e que, de forma continuada, levam a apoptose e morte
celular. Com a reperfusio, a reposi¢do do suprimento de oxigénio
desencadeia a produgdo de espécies reativas de oxigénio que estdo

envolvidas na regulacdo génica, (Morley et al.,1994).

No processo isquémico, portanto, de acordo com os diferentes
niveis de perfusdo como ja vistos, existem zonas com diferentes padroes de

expressao génica, (Ginsberg, 2003).

1.3.1.4. Oxido nitrico e isquemia cerebral

O oxido nitrico (NO) ¢ um gas derivado da L-arginina numa reacao
catalisada pela enzima O6xido-nitrico sintetase (NOS). A enzima NOS
converte L-arginina e O, em NO e L-citrulina numa reac¢ao de oxidacao que
requer NADPH como um cofator (Figura 10). Trés classes de NOS tém sido
caracterizadas: duas delas sdo expressas constitutivamente e ativadas pela
Ca*’-calmodulina formada quando Ca®" intracelular ¢ elevado. As formas
constitutivas sdo designadas neuronal (NOSn) e endotelial (NOSe), com base

no seu sitio de origem. A 3? classe ¢ a forma induzivel, cujos niveis sdo
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marcadamente aumentados por transcripcdo e sintese de proteinas em
resposta a um estimulo celular. E a forma mais proeminente em macroéfagos
estimulados por citocinas, (Deucth & Roth, 1999). A expressao de NOSi
também tem sido demonstrada em neutréfilos e vasos sanguineos em infartos

cerebrais de pacientes que morreram apds 24 horas de isquemia cerebral,

(Foster, 1999).

Ja ¢ largamente conhecido que a producao de NO ¢ elevada no
processo de isquemia-reperfusdo € que o NO tem um papel importante no
dano neuronal através da formacdo de radicais livres, reagindo com anions
superoxido produzidos concomitantemente e assim gerando compostos
altamente toxicos tais como peroxinitrito e radicais hidroxil. A NOSi
também pode ser envolvida na reacdo inflamatoria que segue a isquemia
cerebral. Dados indicam que a producdao de NO pela agdo da NOSi em
neutréfilos ¢ um dos mecanismos pelos quais a inflamagdo pds-isquémica
causa dano cerebral, (Iadecola, 1999). Foi demonstrado ainda que citocinas,
tais como; TNF-a, IL-1B induzem a expressdao de NOSi em cé¢lulas
inflamatorias e em microvasos € que, através das alteracoes no estado redox
vascular ap0s a reperfusdo, fatores transcripcionais em células vasculares sao
ativados e, diretamente ou via produtos de genes induzidos, promovem a
expressao de NOSI, (Iadecola et al., 1996) A atividade da NOSi também foi
evidenciada in vitro em fatias de cérebros de ratos submetidas a um modelo

de privagdo de oxigénio e glicose, (De Alba et al., 1999).
Mas o papel do NO nos mecanismos de isquemia cerebral ¢

multifacetado. Imediatamente apos a isquemia, o NO ¢ benéfico ao tecido

porque promove vasodilatagdo, inibe a agregacdo plaquetaria e aumenta o
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fluxo para regides de penumbra com risco de infarto, (Morikawa et al., 1992;
Zhang et al., 1994; Dawson et al., 1994). Entretanto, o NO tem sido
implicado como mediador tanto da apoptose, (Tseng et al., 1997) como da
necrose neuronal induzidas por glutamato, (Dawson et al., 1994). Apos 6
horas de isquemia, NO produzido em grandes quantidades pela indugdo de
NOSi no tecido pds-isquémico ¢ também patogénico para o cérebro e
contribui para a progressao do dano tecidual, (Iadecola et al., 1995; Zhang et

al., 1996).

Em condig¢des fisioldgicas, as concentragdes de NO sdo controladas
pelos tipos neuronal e endotelial de NOS expressos constitutivamente.
Contudo, a concentragdo de NO pode aumentar rapidamente pela
hiperativagdo da NOS em desordens como a isquemia-reperfusao, (Tseng et
al., 1997; Tseng et al., 1999). Um novo mecanismo intrigante de modulagao
de NO ¢ a supressao da transcricao do gene que codifica a NOSi pelo proprio
NO, gerando uma alca autoregulatoria. Esse efeito inibitorio do NO na
expressao do gene codificador da NOSi tem sido atribuido a inativacdo NO-
mediada do fator nuclear transcripcional kB (NF-kB), (Katsuyama et al.,
1998). A concentracdo de NO ¢, portanto, um fator chave em controlar a
indug¢do ou supressdo da expressdo da NOSi. Entretanto, em células que
expressam ambas as formas de NOS (constitutiva e induzida) como
astrocitos e células endoteliais, a maquinaria que regula a expressdao da NOSi
tendo o NO como modulador pode também regular a NOSn ou a NOSe. Em
resumo, o aumento dos niveis de NO pela indugdo da NOSIi leva a inibigao
do NF- kB, diminuindo a expressdo da NOSi e resultando em niveis mais
baixos de NO. Essa queda nos niveis de NO estimula a expressdao das formas

constitutivas da NOS e, como conseqii€ncia, os niveis de NO voltam a subir .
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De forma interessante € ao contrario do que se poderia esperar, supressores
da NOSi podem, na realidade, induzir um moderado aumento nas
concentracoes de NO por ativagdo enzimdatica direta de isoformas
constitutivas de NOS, por um aumento na expressao de NO ou por ambos 0s
fatores. Essa “personalidade dual” do NO ¢ descrita por Colasanti & Suzuki,

(2000).
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Figura 10. A enzima o6xido nitrico sintetase catalisa a producdo de NO e L-
citrulina a partir de L-arginina, O2 e elétrons derivados de NADPH. Fonte:

www.rndsystems.com/images.

1.3.1.5. Apoptose e isquemia cerebral

A apoptose € uma forma de morte celular programada dependente
de energia. Na ultima década, muito progresso foi feito no sentido de
elucidar as varias vias de transdugdo de sinal que podem levar a morte
celular. Baseado nesta informagdo, muitas cascatas apoptodticas t€m sido

descritas, como vias intrinsecas, extrinsecas, caspases-dependentes e
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independentes, em associagdo com fases de inicio, comprometimento e
execucdo. Tem se tornado aparente, portanto, que a apoptose nao ¢ uma série
de wvias claramente definidas, mas uma multiplicidade de vias
interconectadas, altamente reguladas e convergentes resultando nas
alteragdes morfologicas e bioquimicas caracteristicas da apoptose, (Ashe &
Berry, 2003). Evidencia-se, portanto, uma série de alteracoes morfologicas
distintas: contracao celular, condensagdo de cromatina, formacao de
protuberancias citoplasmaticas na superficie celular, fragmentacao da célula
por separagdo das protuberancias para formar multiplos corpos apoptoéticos
pequenos que contém organelas ou grupos de cromatina densa, (Wyllie et al.,

1981).

As células apoptoéticas sdo rapidamente removidas por fagocitose
sem desencadear uma reacao inflamatoria. Em contraste a necrose celular
geralmente afeta grande numero de células contiguas, edema citoplasmatico,
mitocondrial e de outras organelas que levam a ruptura da membrana
plasmatica e lise celular e causam reacdo inflamatoria. Fora do core
necrotico de um infarto cerebral tipico, ha morte de neurénios em que a
condensacao da cromatina ¢ freqiientemente um achado precoce proeminente
e em modelos experimentais de isquemia, neurdnios apoptdticos tendem a
ser largamente ausentes na regido central da isquemia, na qual a morte
celular é necrotica. Portanto, neurdnios apoptoticos sdo predominantemente

encontrados na zona de penumbra isquémica, (Love, 2003).
Existe evidéncia, especialmente em modelos animais indicando que

alguma morte neuronal apoés isquemia ¢ mediada pela acdo de caspases

(cysteine-requiring aspartase-directed proteases), as enzimas proteasicas
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responsaveis pela morte celular programada, (Schulz et al., 1999) As

caspases sao sintetizadas como pro-enzimas inativas (pro-caspases).

Em episddios isquémicos em humanos, os achados diferem
consideravelmente se o infarto ¢ devido a oclusao arterial aterotrombotica ou
um periodo de parada cardiaca. Infarto aterotrombotico € o tipo mais comum
de doenga cérebro-vascular isquémica. Morte neuronal neste tipo de infarto
apresenta alguns dos achados bioquimicos precoces da morte celular
programada como supra-regulagdo de pro-caspase-3 e rapido
desaparecimento de algumas proteinas de reparo do DNA, (Love, 2000).
Entretanto, maior evidéncia de morte neuronal mediada por caspases ¢

observada em isquemia resultando de parada cardiaca, (Love, 2000).

1.3.1.6. Morte celular mediada por caspases

As caspases constituem uma familia de proteases que incluem no
seu sitio catalitico um pentapeptideo contendo cisteina e apresentam a

exigéncia de um residuo aspartato na por¢ao N-terminal do sitio de clivagem

do substrato, (Love 2003).

A ativagdo resulta de clivagem proteolitica da pro-caspase
geralmente devido a ag¢do de outras caspases ativadas. As caspases podem ser
divididas em 2 grandes grupos: aquelas da familia convertendo interleucina-1
(caspases 1,4, 5, 11, 12 e 14) que sdo envolvidas na maturacao de citocinas e
na indu¢do de inflamagdo ¢ aquelas caspases diretamente envolvidas na
apoptose (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9 e 10). Neste ultimo grupo, pode-se dividir

caspases iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e 10) e efetoras (caspases 3, 6 ¢ 7). Os
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substratos degradados ou inativados por caspases incluem proteinas do
citoesqueleto, proteinas do reparo do DNA , proteinas anti-apoptdticas como
da familia Bcl-2 e inibidores das DNAses caspase-ativadas, (Strasser et al.,

2000).

Hé duas principais vias de ativacdo de caspases: aquela mediada
por receptor de morte e a via mitocondrial. A via mitocondrial de ativagao de
caspases ¢ iniciada por muitas proteinas, sendo a da familia Bcl-2 de papel
central. A familia Bcl-2 pode ser dividida em 3 grupos: grupo I-proteinas
anti-apoptdticas e grupos II e III de proteinas pro-apoptoticas. Estimulos pro-
apoptoticos tais como radiacdo ionizante, queda no pH citosdlico, citocinas
ou fatores de crescimento levam a modificacdo e translocagdo de Bcl-2 pro-
apoptotica do citosol e de outras partes da célula para a membrana
mitocondrial externa. Na membrana mitocondrial externa, multimeros dessas
proteinas formam canais que permitem a liberacao de citocromo-c do espaco
intermembrana mitocondrial. A liberacdo do citocromo-c promove a
oligomerizacdo do fator ativador de apoptose-1 (Apaf-1), ligacdo da pro-
caspase-9 ao Apaf-1, clivagem auto-catalitica e ativacdo da pro-caspase-9, e
agregacao de moléculas de citocromo ¢, pro-caspase-9 e Apaf-1 para formar
o apoptossomo. O apoptossomo cliva e ativa a pro-caspase-3, dando origem

a caspase-3, o efetor chave da morte celular caspase-mediada, (Love, 2003).

Modelos de isquemia experimental tém evidenciado supra-
regulacdo e ativagcdo da pro-caspase-3 precedendo a morte de neurdnios em
modelos de isquemia cerebral global e focal transitorias. Muito permanece,
entretanto, a ser compreendido sobre a regulagdo transcripcional das

proteinas pro-apoptoticas Bcl-2, Apaf-1 e de outras proteinas necessarias
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para a liberagdo do citocromo-c e formagdo do apoptossomo apos isquemia
cerebral. Evidéncias da acdo do fator nuclear transcripcional NF-kB nessa

seqliéncia de eventos € controversa, (Love, 2003).

A outra via de ativagdo de caspases, a via mediada por receptor,
também contribui para o dano cerebral isquémico. A liberagao de TNF-a por
neurdnios, glia e células inflamatérias infiltrativas ¢ uma explanagdo

possivel, (Sairanen, 2001).

1.4. Inflamacéo e isquemia cerebral

A trajetéria da investigacdo sobre a inflamacdo ¢ longa: alguns
achados cardinais da inflamag¢do foram descritos por Celsus no primeiro
século DC. Ja a perda da fungdo associada com processo inflamatério foi
relatado por Virchow. O biologista russo Elie Metchnikoff demonstrou o
processo de fagocitose na inflamagao enquanto Thomas Lewis, com base em
experimentos envolvendo respostas inflamatorias cutaneas, estabeleceu o
conceito de que substincias quimicas, tais como histamina induzida
localmente pela lesdo, mediava alteracdes vasculares da inflamacgdo. Este
conceito fundamental inspirou as importantes descobertas de mediadores
quimicos da inflamag¢do e o potencial estudo para o uso de agentes anti-

inflamatorios.

A inflamagdo no sistema nervoso central ¢ fator importante no
processo fisiopatoldgico ocorrendo apds o inicio da isquemia cerebral e a
aterosclerose, processo patoldgico subjacente a maioria das doencas

cerebrovasculares isquémicas, ¢ um processo inflamatorio, (Emsley &
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Tyrrell, 2002). De fato, as lesdes da aterosclerose representam uma série de
respostas celulares e moleculares altamente especificas que podem melhor
ser descritas, em conjunto, como uma doenca inflamatoria. As diferentes
formas de injuria vascular (os radicais livres causados pelo tabagismo,
hipertensdo, diabetes mellitus, agentes infecciosos tais como herpesvirus ¢
Chlamidia pneumoniae, alteragdes genéticas e uma combinacdo desses
fatores) aumentam a adesividade do endotélio a leucocitos e plaquetas, bem
como sua permeabilidade. A lesdo também induz o endotélio a ter
propriedades pro-coagulantes ao invés de anticoagulantes ¢ a formar
moléculas vasoativas, citocinas e fatores de crescimento. A resposta
inflamatoria estimula a migragdo e proliferagdo de células musculares lisas
na area da inflamacdo causando o espessamento da parede arterial, (Ross,

1999).

Evidéncias indicam que a resposta inflamatoria induzida pela
injaria isquémica no cérebro tem inicio na microvasculatura, (Del Zoppo et
al., 2000). Os microvasos cerebrais sao estruturas terndrias consistindo de
célula endotelial, lamina basal e prolongamentos de astrocitos (podécitos) ao
redor, formando a barreira hemato-encefalica (BHE). Esse arranjo estrutural
implica na transferéncia de nutrientes entre o limen microvascular e os
neurdnios, via processos astrogliais. A microvasculatura responde, portanto,
a distarbios do fluxo, exposicdo a radicais livres e geragao de citocinas
associados com  isquemia-reperfusdo, apresentando aumento da
permeabilidade do componente celular endotelial da BHE, adesdo de
polimorfonucleares e plaquetas a receptores endoteliais e perda da conexao
endotélio-astrocito que acompanha a perda da lamina basal, alterando a

integridade da BHE (Figura 11). A adesao das células endoteliais e astrocitos
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a lamina basal ¢ mediada por receptores de integrinas que, com o inicio da
isquemia, tém sua expressdo diminuida, favorecendo o dano estrutural

causado pela rapida perda dessa adesao, (Del Zoppo et al., 2000).

Figura 11. Efeitos da isquemia na integridade microvascular. (A) microvaso
cerebral normal. Células endoteliais e astrocitos sao aderidas a matrix por
receptores de adesdo. A barreira hemato-encefalica endotelial esta intacta.
Seguindo a isquemia focal, h& um aumento da permeabilidade da célula
endotelial (B); expressdo de receptores de adesdo de leucocitos e
transmigragdo, que afeta a permeabilidade (C) e quebra da 1amina basal com
perda do contato célula endotelial-astrocito e aumentada permeabilidade a

células como, por exemplo, eritrécitos (D), (Del Zoppo & Hallenbeck, 2000).
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A reagdo inflamatéria como resposta do parénquima cerebral a lesdao
vascular ¢ caracterizada pela infiltracdo de leucdcitos, que na isquemia
cerebral sdo principalmente neutrofilos e macrofagos/mondocitos, (Akopov et
al., 1996; Feuerstein et al., 1998), (Figuras 12 e 13). H4 um numero de
mecanismos pelos quais os leucocitos podem produzir efeitos deletérios no
parénquima isquémico. Tem sido proposto que leucocitos obstruem os
microvasos, (Iadecola, 1999; Campanella et al., 2002) e contribuem para o
fendmeno de “no-reflow”, ou seja, a falta de recuperagdo completa do fluxo
sanguineo cerebral na area isquémica apos a reperfusdo (Figura 14). Outro
efeitos deletérios de leucocitos sdo devido a: alteragdo na reatividade
vascular da artéria cerebral; liberacao de enzimas citotoxicas, radicais livres
de oxigénio, NO, e produtos da cascata fosfolipidica com producao de acido
araquidonico (AA) que, através da acdo da cicloxigenase (COX), libera
mediadores como prostaglandinas (PGs) e tromboxano A2 (TXA2) que
contribuem para o edema pos-isquémico. Para entrar na area isquémica os
leucocitos aderem as células endoteliais e migram para o parénquima
cerebral. Durante cada uma dessas fases, suas fungdes sdo reguladas por
moléculas relacionadas a inflamacao (citocinas, quimocinas ¢ moléculas de
adesdo celular) que sdo produzidas logo no inicio do processo isquémico

(Pantoni et al., 1998), (Figura 14).
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Figura 12. Seqiiéncia de eventos leucocitarios na inflamacdo, aqui
representados por neutrofilos. Os leucocitos rolam, tornam-se ativados,
aderem ao endotélio e transmigram através do endotélio, atravessam a
membrana basal e migram em direcao aos fatores quimiotaticos que emanam
do sitio da lesdo. Note o papel das selectinas no rolamento dos neutrofilos.
As quimocinas ativam os leucécitos para aumentar a avidez das integrinas
(em verde). As moléculas de adesao (ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1) tém o

papel de firmar a adesdo e a transmigragao, (Instel, 1999).
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Figura 13. Fisiopatologia da lesdo por reperfusdo cerebral, (Romsi, 2002).
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Figura 14. Geragao de metabolitos de acido araquidonico e sua participagao

na inflamacao, (Instel, 1999).
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1.5. Citocinas e isquemia cerebral

Citocinas sdo glicoproteinas de baixo peso molecular que agem
como mensageiros intercelulares e sdao produzidas por macrofagos,
mondcitos, linfocitos, células endoteliais, plaquetas, fibroblastos e muitos
outros tipos celulares. Para produzir citocinas, as células tém que estar
ativadas. As citocinas agem em receptores de células-alvo especificos e, apds
a ligacdo ao receptor, as citocinas ativam sistemas de segundos mensageiros
intracelulares e, subseqiientemente, proteinas quinases e fosfatases que
causam regulagdo génica através de fatores transcripcionais. As citocinas
sdo, portanto, os principais mediadores da resposta inflamatoria e podem ter
varias fungdes durante a isquemia cerebral: atracdo de leucocitos; estimulo
para sintese de moléculas de adesdo em leucdcitos, células endoteliais e
outras; facilitam a trombogénese por aumentar os niveis de fator ativador de
plaquetas (PAF), (Pantoni et al., 1998). Entre as principais representantes,

podemos citar:

1.5.1. IL-1 (Interleucina-1)

A 1IL-1 existe sob duas formas separadas (o e [). Achados
evidenciam aumento da expressdo de IL-1 durante isquemia cerebral. Os
possiveis mecanismos prejudiciais induzidos ou ativados pela IL-1 na
isquemia cerebral incluem aumento da lesdo mediada por NMDA,
proliferacdo de micréglia, liberagdo de AA e sintese de NO estimulada, (Liu

et al., 1993; Yamasaki et al., 1995).
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1.5.2. TNF-« (Fator de Necrose Tumoral-q)

A sintese aumentada de TNF-a tem sido demonstrada aumentada
no processo isquémico cerebral, (Liu et al., 1994). Os efeitos sdo mediados
através da ligacdo a receptores especificos, seguida da ativacao de proteinas
quinases ativadas por mitdégenos (MAP-quinases), fosfolipase A2 e
fosfolipase C, (Kolesnick & Golde, 1994). O segundo passo na via de
transducdo de sinal do TNF-a, como para outras citocinas, ¢ intranuclear
com a ativacdo de muitos fatores transcripcionais como o NF-kB que induz
genes para moléculas de adesdo e outras citocinas, favorecendo a aderéncia

de neutrofilos e acimulo nos microvasos.

1.5.3. IL-6 (Interleucina-6)

Nao tem sido completamente elucidado se a IL-6 exerce efeitos
anti-inflamatorios, pro-inflamatérios ou ambos. Seu efeito anti-inflamatério
depende da inibicdo da producdo de IL-1 ¢ TNF-a via um mecanismo de
feedback negativo e estimulo para produgdo de antagonistas de receptor de
IL-1 e TNF-a. Por outro lado, também tem sido apresentado que a IL-6
induz a expressao do gene da fosfolipase A2 e, como conseqiiéncia, a
producdo de leucotrienos (LTs), PGs e PAF que estdo envolvidos no dano

isquémico cerebral, (Crowl et al., 1991).

1.5.4. TGF-g (Fator transformador-£ de crescimento)

O TGF-B (Fator transformador-f§ de crescimento) ¢ uma citocina
que regula e estimula a proliferacdo celular e tem papel central nos

mecanismos de reparo tecidual. A mais alta expressao de RNAm de TGF-f3
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foi detectada na zona do processo isquémico de penumbra. Algumas
evidéncias sugerem um possivel papel protetor do TGF-f na isquemia
cerebral por reduzir a aderéncia de neutrofilos a células endoteliais, suprimir
a liberagdo de produtos derivados de nitrogénio e oxigénio de macrdofagos,
(Gross et al., 1993), promover a angiogénese na area de penumbra e reduzir a
expressao de outras citocinas tais como TNF-q, inibindo seu mecanismo de

transducao, (Lieberman et al., 1989).

1.5.5. IFN-y (Interferon-y)

O INF-y ¢ uma proteina produzida por células T ativadas. Nao ¢
produzido nas células do sistema nervoso central, e sua liberacdo neste nivel
¢ possivel somente quando uma quebra da barreira hemato-encefalica
permite a infiltracdo de linfocitos no parénquima cerebral. INF-y induz a
expressao de uma variedade de citocinas, (Rose et al., 1997). Um outro
possivel papel do INF-y na isquemia cerebral ¢ a producao de NO através da

indugdo da expressdo do RNAm para a enzima NOS, (Kamijo et al., 1994).

1.6. Moléculas de adeséo celular na isquemia cerebral

A adesao de leucécitos na superficie endotelial e sua subseqiiente
migracdo dos microvasos para o parénquima cerebral ¢ mediada por uma
variedade de moléculas na superficie tanto dos leucocitos como das células
endoteliais, (Figura 11). As moléculas de adesdo sdo divididas em 4
principais familias, cada uma das quais tendo uma funcdo diferente:
integrinas (adesdo célula-matriz), superfamilia de imunoglobulinas (adesao

célula-célula), caderinas e selectinas. Sob condigdes normais ha pouca ou
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nenhuma expressdo de moléculas de adesdo na superficie celular. Sua
expressao ¢ induzida por processo inflamatdrio como na isquemia cerebral,
onde a expressao aumentada ¢ mediada por citocinas. Entre as mais
estudadas moléculas de adesdo estdio a ICAM-1 (molécula de adesdo
intercelular-1), da superfamilia de imunoglobulinas, e as integrinas. A
possivel relevancia dessas moléculas de adesdao na patogénese do dano
isquémico cerebral ¢ demonstrado pelo fato que anticorpos anti-ICAM-1
inibiram o processo inflamatorio e a injuria associada a reperfusdo em um
modelo animal de oclusdo transitoria da artéria cerebral média, com
diminui¢do significante no volume do infarto e no acumulo de neutréfilos,
(Kanemoto et al., 2002). O uso de um anticorpo anti-a4 integrina também
evidenciou redugdo significativa da extensdo do infarto cerebral em um
modelo de isquemia experimental em ratos provavelmente devido a uma

inibi¢cdo da funcao leucocitaria, (Relton et al., 2001).

1.6.1. Limitag®es e perspectivas

O primeiro estudo clinico randomizado, duplo-cego, placebo-
controlado em pacientes com doenca cerebrovascular isquémica (DCVI)
aguda usando um anticorpo monoclonal anti-ICAM-1 foi realizado
(Enlimomab Acute Stroke Trial), (Sherman, 2001) e limitagdes para o seu
uso foram evidenciadas: efeitos adversos como progressdo da DCV, edema
cerebral, transformagdo hemorragica do infarto e ocorréncia de casos de
meningite asséptica devido ao efeito imunogénico desta droga. A terapia com
anti-ICAM-1 pode ser efetiva somente apos a reperfusio devido ao
envolvimento de leucdcitos nessa fase, mas ndo com oclusdes vasculares

permanentes. E possivel, contudo, que a terapia com anti-ICAM-1 seja
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benéfica somente em combinagdao com trombolise, (Sherman, 2001). Outra
limitagdo € o tempo ¢ a via de administracdo. Nos estudos experimentais, os
anticorpos anti-ICAM-1 nao foram administrados além de uma hora apos a
reperfusdo enquanto no estudo clinico, a droga foi usada nas primeiras seis
horas do inicio dos sintomas. A administragdo sist€émica poderia também
levar a uma reducao nas defesas do hospedeiro € uma maior predisposicao a
infec¢des, mostrando que o papel imunogénico dos anticorpos anti-ICAM-1

deve ser cuidadosamente analisado, (Pantoni et al., 1998).

Essas consideracdes sugerem que uma abordagem multiterapéutica
deve ser o futuro para o tratamento das DCVIs. (Lindsberg et al., 2000;
Ginsberg, 2003).

1.7. Quimiocinas na isquemia cerebral

As quimiocinas (citocinas quimioatrativas) sao moléculas de baixo
peso molecular divididas em duas principais familias: C-X-C e C-C
quimiocinas. As quimocinas C-X-C tendem a atrair neutrofilos enquanto as
quimiocinas C-C agem preferencialmente em monocitos/macrofagos. A
produgdo e secre¢dao das quimiocinas sao estimuladas pelas citocinas IL-1a e
B e TNF-a que tém pouca capacidade de atrair leucocitos polimorfonucleares
e monocitos, necessitando, portanto, da acdo desses fatores quimiotaticos. A
citocina indutora de quimioatragdo de neutréfilos (CINC) foi estudada no
dano cerebral isquémico transitério em ratos com elevado aumento dos seus
niveis apods a reperfusdo. E, através do uso de um anticorpo anti-CINC, foi
demonstrada uma supressdo significante na atividade de mieloperoxidase

(marcador de infiltracdo de neutréfilos) e no edema cerebral do tecido
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cerebral pos-isquémico, (Yamasaki et al., 1997). Através de injecdo
intracerebroventricular de um antagonista para receptor de quimiocina C-C
(acdo nos monodcitos/macrofagos) usado em camundongos submetidos a
oclusdo de artéria cerebral média, foi observado um efeito protetor na injuria
cerebral isquémica, com diminui¢do do numero de macrofagos ativados na
area de penumbra isquémica e diminui¢cdo do volume de infarto, (Takami et

al., 2002).

1.8. Marcadores clinicos de inflamacéo de parede vascular

Como o processo inflamatorio tem um papel chave na patogénese
da aterogénese e da isquemia cerebral, evidéncias sugerem que niveis
plasmaticos elevados de ICAM-1, P-selectina, IL-6, TNF-a e de proteina C
reativa (CRP) poderiam ser utilizados como marcadores inflamatorios que
poderiam predispor individuos com risco aumentado para ruptura de placa
ateromatosa e conseqiiente isquemia associada, ou seja, indicadores de risco
para doengas cardio e cerebrovasculares. Poderia indicar, portanto, um grupo
de individuos nos quais as terapias de prevencao primaria tais como perda de
peso, cessacao do tabagismo e pratica de exercicios deveriam ser ainda mais

enfatizadas, (Blake & Ridker, 2001).
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1.9. Os produtos do metabolismo do acido araquiddnico (AA) através da
acao da cicloxigenase (COX) na isquemia cerebral

O AA ¢ um 4cido graxo poliinsaturado de 20 carbonos (4cido
5,8,11,14-eicosatetrandico) que ¢ derivado diretamente da dieta ou pela
conversao do acido graxo essencial acido linoléico. Nao ocorre livre na
célula mas é normalmente esterificado em fosfolipidios de membrana. E
liberado dos fosfolipidios de membrana pela acdo de fosfatases celulares
como a fosfolipase A, que ¢é ativada pela agdo do Ca’" e de outros
mediadores na cascata isquémica. Os metabolitos do AA, também chamados
eicosanodides, sofrem a acdo de duas maiores classes de enzimas: as
cicloxigenases (COX) liberando prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs)
e as lipoxigenases (LX) liberando leucotrienos (LTs) e lipoxinas. (Figura 14)
Os metabolitos dessas reagdes influenciam cada passo do processo
inflamatério. Agentes que suprimem a atividade da COX (as drogas anti-
inflamatorias nao-esteroidais) inibem, portanto, a inflamagdo. (Figura 14) A
via da cicloxigenase ¢ mediada por duas diferentes enzimas: a COX —1 e a
COX-2. A COX-1 ¢ expressa em muitas células e tem papel na agregacao
plaquetaria, secre¢do gastrica e funcdo renal. A enzima COX-2 foi
descoberta em 1991 e seus primeiros inibidores foram descritos em 1992. E
expressa em neurdnios excitatorios e sua expressao ¢ regulada por muitos
estimulos tais como mediadores inflamatoérios e mitogenos. As PGs e TXs
liberados por essas enzimas estdo envolvidos na inflamagdo e os principais
representantes sao a PGE2, PGD2, PGFa, PGI2 (prostaciclina) e 0 TXA2. A
PGI2 ¢ um potente vasodilatador e inibidor da agregacdo plaquetaria e
também potencia efeitos quimiotaticos de outros mediadores. O TXA2 ¢ um
potente agregador plaquetdrio e vasoconstritor. Estudo com antagonista de

TXA2 demonstrou que este composto causa redugao na produgdo de radicais
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livres e atenua a infiltracdo neutrofilica apos isquemia cerebral transitoria
experimental, (Matsuo et al., 1996). O equilibrio tromboxano-prostaciclina
tem sido implicado como um evento precoce na formacao de trombo em
vasos sanguineos coronarianos € cerebrais. As lipoxigenases liberam os
leucotrienos (LTs) e o LTB4 ¢ um potente agente quimiotatico e ativador de
neutréfilos, agindo na agregacdo e adesdo de leucocitos e na geragdo de
radicais livres ¢ liberagao de enzimas lisossomais. Os LTC4, LTD4 e LTE4
causam intensa vasoconstricdo, broncoespasmo e aumento da permeabilidade
vascular. As lipoxinas sdo geradas pela interacdo das plaquetas com

neutrofilos e tém agdes tanto anti como pro-inflamatoérias. (Figura 14)

O PAF ¢ um outro mediador derivado de fosfolipideos pela agao da
fosfolipase A2 (Figura 14). Causa agregacao plaquetaria ¢ € conhecido por
apresentar multiplos efeitos inflamatorios, causando aumento da adesdo de
leucdcitos ao endotélio, quimiotaxia e descarga oxidativa, desencadeando
muitos dos achados da inflamagdo. Estudo com antagonista de PAF
demonstrou reducao na producdo de radicais livres e atenuou a infiltragao
neutrofilica apos isquemia cerebral transitoria experimental, (Matsuo et al.,
1996). Uma variedade de tipos celulares podem produzir PAF como

plaquetas, neutrofilos, monocitos/macrofagos e células endoteliais.
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1.9.1. Produtos da cicloxigenase e do Oxido nitrico na inflamagdo pds-
iIsquémica

Evidéncias sugerem que produtos da cicloxigenase ¢ de NO tém
importante papel na lesdo isquémica cerebral. Como ja citado, NO e a
enzima NOSI contribuem para o dano isquémico cerebral e a expressao da
NOSi1 ocorre no cendrio de marcada reacdo inflamatoria, nos vasos
sanguineos cerebrais ¢ nas células inflamatérias infiltrando o cérebro
isquémico, (Ginsberg et al., 1997) (Figura 12) Um outro gene de interesse

que ¢ expresso durante a inflamagdo ¢ o da cicloxigenase-2 (COX-2).

1.9.2. COX-2 na isquemia cerebral

Apo0s o processo de isquemia cerebral, COX-2 encontra-se supra-
regulada , com pico em 12 a 24 horas apds a isquemia, (Del Zoppo et al.,
2000). Esta enzima esta também localizada em neurdnios e células
vasculares localizadas nas bordas do territorio isquémico (zona de
penumbra). Dados indicam que a inibi¢do da COX-2 reduz o volume do
infarto em um modelo de isquemia focal experimental, (Nogawa et al., 1997)
e reduz o dano neuronal em modelo de isquemia global, (Nakayama et al.,
1998). Essas observagdes aumentam a possibilidade de que produtos da
reagao de COX-2 contribuem para a evolugdo do dano isquémico. Inibidores
da COX-2 podem também ter efeitos protetores através da acdo na
transcricdo génica, (Khayyam et al., 1999). Existe uma proximidade
temporal e espacial na expressdao de NOSi e COX-2 seguindo um episodio de
isquemia cerebral, sugerindo que NO produzido pela acdo da NOSi ativa a

COX-2 e aumenta o potencial téxico desta enzima, mostrando que inibigao
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da NOSIi reduz os produtos de reacdo da COX-2 no cérebro pos-isquémico,

(Nogawa et al., 1998).

1.10. Tenoxicam

1.10.1. Descricéo da droga

O tenoxicam (TXC), com nome comercial Tilatil ®, ¢ um derivado
tienotiazinico da classe oxicam, uma classe de acidos endlicos, designado
quimicamente como 4 — hidroxi — 2 — metil — N — 2 — piridinil - 2H — tieno
[2,3-e] - 1,2 — tiazino — 3 — carboxamida - 1,1 - dioxido e caracterizado como

um anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE), (Figura 18).
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Figura 15. Estrutura quimica do Tenoxicam

62



1.10.2. Mecanismo de acao

Como a maioria dos AINEs, o TXC ¢ um inibidor competitivo,
reversivel e ndo seletivo da atividade das duas isoformas da COX
(COX1/COX2), mas parecendo ter discreta preferéncia pela enzima COX2 ja
que apresenta menores efeitos gastricos e renais em relacdo aos outros
AINES da classe dos oxicans, (Clive et al., 1984; Brooks et al., 1991; Meade
et al., 1993; Yamada et al., 1997). O TXC inibe, portanto, a via cicloxigenase
do metabolismo do AA impedindo a formacdo de PGs e TXs e
conseqilientemente bloqueando o processo inflamatorio decorrente da agado
desses mediadores, mas nao inibe a formacdo de eicosandides tais como

leucotrienos, (Figura 12).

1.10.3. Efeitos gerais do TXC

Todos os AINEs apresentam efeitos analgésicos, antipiréticos e
anti-inflamatorios, mas héa importantes diferengas em suas atividades.
Quando empregados como analgésicos, geralmente sdo efetivos apenas
contra dor de leve a moderada intensidade, mas apesar de seus efeitos
maximos serem menores que dos opioides, por exemplo, eles ndo apresentam
os efeitos opidides no sistema nervoso central como risco de depressao
respiratéria e o desenvolvimento de dependéncia fisica. Entretanto, os AINEs
encontram sua principal aplicagdo clinica como agentes anti-inflamatorios,
no tratamento de desordens musculo-esqueléticas tais como artrite
reumatoide, osteoartrites, espondilite anquilosante, promovendo somente
alivio sintomatico da dor e inflamacdo associadas a essas condi¢des, nao

interferindo na progressao das lesdes patoldgicas ao tecido. Outra importante
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indicacao € no tratamento da dor pds-operatoria que € particularmente bem

controlada pelos AINEs, (Instel, 1999).

1.10.4. Farmacocinética

O TXC ¢ completamente biodisponivel apos a administragdo oral
mas tem somente 80% de bioviabilidade apés administragdo retal. E cerca de
99% ligado a proteinas plasmaticas e tem um baixo volume de distribuicao.
A meia-vida média de eliminac¢do ¢ de cerca de 70 horas. A metabolizacao ¢
hepatica para a biotransformagdo em metabodlitos inativos 5-hidroxi e 6-0-
glicuronato que sdo excretados por via renal e biliar. Picos de concentracdo
adquiridos no liquido sinovial sdo menores que 1/3 daquela do plasma. A
dose padrao anti-inflamatéria € de 20 mg em dose Unica didria e o ajuste da
dose parece desnecessario em i1dosos ou naqueles com prejuizo de fungdo
renal ou hepatica. A duracdo da acdo, como de todos os AINEs que sdo
inibidores reversiveis da COX, ¢ primariamente relacionada ao clearance

farmacocinético da droga no corpo, (Instel, 1999).

1.10.5. Indicacbes e usos

O TXT ¢ utilizado no tratamento de doencas inflamatorias e
degenerativas do sistema musculo-esquelético: artrite reumatoide,
osteoartrite, espondilite anquilosante, artroses ¢ em afecgdes extra-articulares
como tendinites, bursites, peri-artrite dos ombros (sindrome ombro-mao) ou
dos quadris, distensdes ligamentares, entorses e gota aguda. Estudos

evidenciam, ainda, a eficacia do uso de TXC no tratamento da dor pos-
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operatéria (Merry et al., 1998; Eggers et al., 1999; O Hanlon et al., 2000;
Huang et al., 2002).

1.10.6. Contra-indicacdes

O TXC nao deve ser administrado em pacientes com reconhecida
hipersensibilidade a droga; em pacientes nos quais salicilatos ou outros
AINEs tenham induzido sintomas de asma, rinite ou urticaria; em pacientes
que sofram ou sofreram de doengas graves do trato gastrointestinal superior

como ulcera duodenal e gastrica.

1.10.7. Interagdes com outras drogas

Como ocorre com outros AINEs, o salicilato desloca o TXC dos
sitios de ligacdo as proteinas, aumentando assim a elimina¢do e o volume de
distribuicdo do TXC. O tratamento concomitante com salicilato ou outros
AINEs deve ser evitado devido ao risco aumentado de reacdes adversas
gastrointestinais. A administracdo concomitante com o metotrexato (MTX)
tem sido associada a uma reducdo na secrecao tubular renal do MTX e
conseqiiente aumento de sua concentragao plasmatica com toxicidade severa
desta droga. Portanto, recomenda-se cautela no uso desta associacdo. O TXC
pode diminuir o clearance renal do litio ocasionando um aumento de suas
taxas plasmaticas e toxicidade. Existe uma interacdo do TXC com diuréticos
poupadores de potassio que pode levar a hipercalcemia e insuficiéncia renal.
Como ocorre com outros AINEs, o TXC pode reduzir o efeito anti-
hipertensivo de bloqueadores a-adrenérgicos e¢ de inibidores da enzima

conversora de angiotensina (ECA). Nao foram observadas interagdes
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clinicamente relevantes do uso de TXC com bloqueadores de canais de
calcio, atenolol, agentes a-adrenérgicos de acdo central, digitalicos,
cimetidina, varfarin ou hipoglicemiantes orais como glibenclamida e

tolbutamida.

1.10.8. Efeitos teratogénicos

Embora niao tenham sido observados efeitos teratogénicos nos
estudos com animais, nao existem dados sobre a seguranca do TXC durante a
gravidez. Como os AINEs tém um efeito inibidor sobre a sintese das PGs,
quando administrados nos ultimos meses da gestagdo pode ocasionar a

obliteracao do canal arterial no feto.

1.10.9. Efeitos colaterais da terapia com TXC

O mais comum ¢ uma propensao para induzir ulceragdo gastrica ou
intestinal que pode, algumas vezes, ser acompanhada de anemia decorrente
de sangramento ativo. A tendéncia em causar erosoes € ulceragdes variam
consideravelmente e esse efeito se correlaciona com a inibi¢ao da biossintese
de PGs gastricas, especialmente PGI2 e PGE2 que servem como agentes
citoprotetores na mucosa gastrica. Esses eicosanodides inibem a secre¢ao
acida no estdbmago, aumentam o fluxo sanguineo na mucosa gastrica e
promovem a secre¢do de muco citoprotetor no intestino. Outro efeito que
depende do bloqueio da sintese de PGs endodgenas inclue disturbios na
funcdo plaquetaria pela acdo do TXC inibindo a formagao de TXA2, potente
agente agregante plaquetario. Na fungdo renal, tem pouco efeito em

individuos normais, presumivelmente porque a producdo de PGs
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vasodilatadoras tem um papel menor na regulacdo do fluxo sanguineo renal
(FSR) e na taxa de filtragdo glomerular (TFG). Contudo, em pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose hepatica com ascite, insuficiéncia
renal cronica e naqueles pacientes hipovolémicos, o FSR e a TFG podem ser
diminuidos (Clive, 1984) Em adi¢do a efeitos hemodinamicos no rim,
retencdo de sal e agua pode decorrer da diminuigdo da inibicdo PG-induzida
da reabsor¢dao de Cl e da agdo do hormodnio anti-diurético. Isso pode causar
edema em alguns pacientes. Certos individuos demonstram intolerancia ao
uso de TXC, manifestada por sintomas que variam de rinite vasomotora,
edema angioneurédtico, urticaria, asma bronquica e edema laringeo,
broncoconstri¢do, hipotensdo e choque (anafilaxia). O mecanismo subjacente
a essa reagdo de hipersensibilidade ndo ¢ completamente conhecido. Tem
sido levantada a hipotese de que a reagao reflete desvio de metabolitos de
AA em direcdo a formagdo de leucotrienos e outros produtos da via da
lipoxigenase que ndo ¢ inibida pelo TXC. Essa hipotese, contudo, nao
explica porque somente uma minoria de pacientes demonstram essas

reagoes.

No SNC, sao relatadas reagdes como cefaléia e vertigem em maior
freqliéncia e fadiga, disturbios do sono e perda do apetite em menor
freqiiéncia e distirbios visuais em casos isolados. Como os outros AINEs, o
TXC pode levar a reagdes adversas como leucopenia, agranulocitose e

trombocitopenia.
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1.11. Relevancia e justificativa

Em virtude da elevada morbi-mortalidade ocasionada pelas
doencas vasculares cerebrais isquémicas e pela vasta literatura cientifica
evidenciando o papel da inflamacao na progressao do dano isquémico apos o
processo de isquemia-reperfusdo, optamos por usar um modelo de isquemia
cerebral global transitoria e investigar a possivel interferéncia citoprotetora
do tenoxicam, um anti-inflamatorio nao-esteroidal usado atualmente no
tratamento de afecgdes reumatologicas, osteo-articulares e pos-cirtrgicas,
neste modelo. Como a base principal para a acdo terapéutica do tenoxicam
consiste na inibicdo da atividade enzimatica da cicloxigenase, ¢ entdo
esperado que, pela agdo de suas propriedades anti-inflamatorias, o dano
cerebral induzido pela inflamagdo na reperfusdo pos-isquémica seja
minimizado. Utilizamos a regido do hipocampo por ser esta uma estrutura
mais vulneravel a hipdxia e a isquemia cerebral. Foram analisados perfis

bioquimicos, moleculares e estruturais neste modelo proposto.
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2. OBJETIVOS

A DVCI ¢ objeto constante de estudos clinicos e experimentais que
tentam esclarecer os mecanismos associados a fisiopatogenia do processo
isquémico cerebral. Considerando a aterosclerose como uma doenca
inflamatoria e envolvida na patogénese da lesdo vascular isquémica,
considerando a inflamacao contribuindo para o dano neuronal na reperfusao
pos-isquémica e considerando que a DVCI acomete principalmente a
populacao acima de 65 anos, resolvemos estudar a contribuicdo da agdo anti-
inflamatéria do tenoxicam na reversdo de danos causados pela isquemia-
reperfusdo em ratos machos idosos que foram submetidos a ligadura de
carétidas bilaterais seguida de reperfusdo por uma ou 24 horas. Foram
analisados, através de estudos ex-vivo, os seguintes parametros em
hipocampos de ratos distribuidos em grupos controle, falso-operados tratados
com tenoxicam 10 mg/kg, isquemiados e isquemiados tratados com

tenoxicam 2,5 e 10 mg/kg:

- Atividade enzimatica da mieloperoxidase;

- Niveis de monoaminas e de seus metabolitos;

- Niveis de aminoacidos excitatorios (glutamato e aspartato);
- Niveis de nitrito;

- Niveis de lactato, piruvato e ATP;

- Analise histopatologica das areas cerebrais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados aproximadamente 200 ratos Wistar, machos, com
idade acima de 01 ano, pesando 250 — 450g, provenientes do Biotério Central
da UFC, mantidos a temperatura de 25° C, com ciclo de 12h claro/escuro e
com livre acesso a dgua e alimento. Os experimentos foram conduzidos de

acordo com as normas de ética em pesquisa experimental.
3.2. Cirurgia

Os animais foram anestesiados com xilazina a 2 % (10 mg/kg) e
quetamina (90mg/kg) administrados por via intraperitoneal. Foi realizada
incisdo cervical mediana e expostas as artérias cardtidas comuns que foram
isoladas e clampeadas com clips aneurismaticos por 45 minutos, (Figura. 16).
Apos esse periodo, os clips foram removidos ¢ a sutura da incisdo com fio
mononylon 3.0 foi procedida. O grupo falso-operado foi submetido a
procedimento semelhante com excecdo do clampeamento das artérias

carotidas.
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Figura 16. Cirurgia com incisdo cervical mediana mostrando o

clampeamento das artérias cardtidas comuns.

3.3. Drogas usadas nos experimentos

- Tenoxicam (Tilatil-Roche, Brasil) — 40mg/2 ml frasco-ampola

- Xilazina 2% (Virbaxyl-Virbac, Brasil) - ampola

- Quetamina (Francotar-Virbac, Brasil) — 100mg/ml ampola

O Tenoxicam foi diluido em salina. Os reagentes usados no preparo dos

tampoes e demais solu¢des eram de grau analitico.
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3.4. Protocolo experimental

GRUPO TRATAMENTO
1 Falso-operado
2 Isquemia 45 min
3 Isquemia 45 min + Tenoxicam 2,5mg/kg i.p.*
4 Isquemia 45 min + Tenoxicam 10mg/kg i.p.*
5 Falso-operado + Tenoxicam 10mg/kg 1.p.*

1.p. — intra-peritoneal
* - O tratamento com tenoxicam-dose Unica foi realizado
imediatamente apos o término do procedimento cirtrgico.

Ao final do tratamento, todos os animais retornaram as gaiolas por
um periodo de 01 hora ou de 24 horas para entdo serem submetidos a
decapitagdo para retirada do cérebro e disseccdo dos hipocampos para as

analises subseqiientes.

3.5. Estudo histopatologico

Os cérebros usados para a andlise histopatologica foram fixados
com formol neutro a 10% durante 03 dias. Apdés um corte coronal inicial
(Imm) ao nivel do quiasma Optico foram obtidos cortes seqiienciais nas
direcdes antero-posterior e estes foram processados em parafina. Cortes
histoldgicos de 8-10um foram entdo corados pela Hematoxilina-Eosina. As

laminas foram examinadas em microscopio binocular Nikon e fotografadas.
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A analise histopatoldgica (semi-quantitativa) foi feita por um
caminho “simples cego” e as estruturas foram analisadas segundo o Atlas de
Paxinos & Watson, 1986. O grau de dano cerebral foi baseado na presenca de
vacuolizacdo, encarquilhamento neuronal e desarranjo da neurdpila. A
gravidade da lesdo foi definida através do uso de uma escala percentual de 0
(auséncia de lesao) a 3 (lesdo severa), dentro de cada estrutura examinada por
microscopia dtica (100x). Os resultados foram expressos como: zero- nao
existiu dano estrutural; 1- leves alteracdes detectaveis; 2- moderadas
alteracOes da estrutura afetada; 3- intensas alteracdes. Foram analisadas em

média trés 1aminas por cada animal.

3.6. Método de coloracéo pela hematoxilina-eosina

3.6.1. Corte

Parafina, 8um

3.6.2. Solugdes

Hematoxilina de Harris

- Hematoxilina 7¢g

- Alcool absoluto 50ml

- Alumen de potéssio 100g

- Agua destilada 1000ml

- Oxido amarelo de mercurio 2,5g

- Solucao de Eosina a 10%
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3.6.3. Método

As laminas foram desparafinizadas com xilol por 10 min,
desidratadas em alcool absoluto (3 banhos) e lavadas em agua corrente. Em
seguida, foram cobertas com solucdo de hematoxilina por 10 min, lavadas
com agua corrente e deixadas na agua por 10 minutos. As laminas foram
entdo cobertas com solugdo de Eosina (rapidamente) e lavadas com agua
corrente. Depois foram desidratadas com 3 imersdes em alcool absoluto, em

seguida imersas em xilol (3 banhos) e montadas em Bélsamo do Canada.

3.7. Determinacéo da atividade da mieloperoxidase em hipocampos

3.7.1. Principio

A mieloperoxidase ¢ uma enzima presente nos granulos primarios
de neutrdfilos e utilizada, portanto, como um marcador de infiltracao
neutrofilica. A extracdo da mieloperoxidase destes granulos depende de
procedimentos para rompé-los que se obtém através do uso de brometo de
hexadeciltrimetilamonio a 0,5% de acordo com a técnica de Bradley et al.,
1982. A atividade da enzima ¢ medida através de espectofotometria em
comprimento de onda de 460nm. Uma unidade de atividade de
mieloperoxidase ¢ definida como aquela degradando um micromol de

perdxido por minuto a 25°C.

3.7.2. Protocolo experimental
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Os animais foram decapitados 24 horas apds o procedimento
cirtrgico para a retirada dos cérebros que foram dissecados sobre gelo e os
hipocampos foram retirados e mergulhados em nitrogénio liquido e
homogenizados. O homogenato obtido foi colocado em tubos de ensaio
contendo tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 6,0 e brometo de
hexadeciltrimetilamonio a 0,5%. O material foi submetido a 3 ciclos de
sonicacao em agua gelada por 10 segundos (aparelho) seguida de congelagao
05 min/descongelacdo. As amostras foram colocadas em tubos Eppendorf e
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 14.000 rpm por 15min e o
sobrenadante foi retirado para analise. A medida da atividade de
mieloperoxidase foi processada em espectofotometro Beckman, como
descrito a seguir: 0,1 ml de cada amostra a ser medida foi colocado em tubos
de ensaio em triplicata e adicionadas a 2,9 ml de solu¢do tampao fosfato de
potassio S0mM, pH 6,0 contendo 0,167 mg/ml de diidrocloreto de o-
dianisidine e peréxido de hidrogénio a 0,0005%. A variagdao na absorbancia a
460 nm no tempo zero ¢ ap6s 5 min foi entdo registrada e como resultado
final, foram calculadas a média das triplicatas e a diferenga das absorbancias

no tempo zero € 5 minutos.

3.7.3. Solugdes reagentes

- Tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 6,0
- Brometo de Hexadeciltrimetilamonio a 0,5%

- Dihidrocloreto de o-dianisidine 167mg/ml

- Peroxido de hidrogénio a 0,0005%
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3.8. Dosagem de nitrito

A dosagem de nitrito foi realizada segundo o método de Green e

colaboradores em 1982.
3.8.1. Principio

O reativo de Griess (N-I-naftiletilenodiamina a 0.1% em &gua,
sulfanilamida a 1% em acido fosforico a 5%) revela a presenca de nitrito em
uma amostra por uma rea¢ao de diazotiza¢ao que forma um croméforo de cor
roseo apresentando absorbancia maxima em 560 nm.
3.8.2. Reagentes utilizados:
Need 0.1% (N-1-naftiletilenodiamina)
Sulfanilamida 1% em acido fosférico 5%
Reagente de uso (Reagente de Griess ): misturar partes iguais de Need 0.1%,
H2O0 bidestilada, sulfanilamida a 1% e acido fosforico a 5%

3.8.3. Curva padréo

Solucéo de NaNO2 estoque (10 mM em tampéao). Foram feitas
diluicBes em série e usadas na obtencdo da curva padréo (100; 50; 25; 12,5;
6,25; 1,32; 0,75 uM).

3.8.4. Protocolo
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Para a realizacdo do ensaio foram usados 100 uL do reagente de
Griess e adicionados 100 uL do sobrenadante (centrifugado) do homogenato a
10% dos hipocampos dos ratos em salina ou 100 uL dos padrdes nas varias
concentracdes. Para o branco foram usados 100 puL do reagente de Griess e
adicionados 100 pL de salina. A leitura da absorbancia foi feita em 560 nm
em leitor de placa. As leituras da absorbancia dos padrdes (y) foram plotadas

contra a concentracdo de cada padrdo (x) e entdo determinada a equacdo da

reta que foi utilizada para a determinagdo da concentragdo de cada amostra.

3.9. Determinacdo de monoaminas (DA, NE, 5-HT) E metabdlitos
(DOPAC, HVA, 5-HIAA) com HPLC

3.9.1. Método

Para a determinacdo dos niveis de catecolaminas foi utilizado o
equipamento de HPLC (cromatografia liquida de alto desempenho) (Figura
17). Na cromatografia liquida cldssica, um adsorvente (alumina ou silica) ¢
empacotado em uma coluna e ¢ eluido por um liquido ideal (fase mével). A
mistura a ser separada € introduzida na coluna e carregada através da mesma
por um liquido eluente. Se um composto da mistura (soluto) ¢ adsorvido
fracamente pela superficie da fase solida estacionaria, ele atravessara a coluna
mais rapidamente que um outro soluto que seja mais fortemente adsorvido.
Entdo, a separacdo dos solutos ¢ possivel se houver diferencas na adsorcao
pelo solido. Os detectores eletroquimicos medem a condutancia do eluente
quando os solutos sdo i0nicos e detectam a corrente associada com a oxidacao
ou redugdo dos solutos quando estes tém a caracteristica de se oxidarem ou se

reduzirem com relativa facilidade.
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Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a
reducdo ou oxidagdo de solutos sdo chamados detectores amperométricos.
Neste estudo,foi utilizado este tipo de detector que reage com uma quantidade
muito menor de soluto (em torno de 1%). Todas as técnicas eletroquimicas
envolvem a aplicacio de um potencial para um eletrodo (geralmente de
carbono vitreo), oxidacdo da substincia que estd sendo estudada proxima a

superficie do eletrodo e amplificacdo ¢ medida da corrente produzida.

3.9.2. Protocolo Experimental

Os animais foram decapitados 24 horas apos o término do periodo
isquémico de 45 minutos e os cérebros foram dissecados sobre gelo. Os
hipocampos foram retirados e utilizados separadamente para o preparo de
homogenatos a 10%. Os tecidos foram sonicados em &cido perclorico
(HCLO4) por 30 segundos e o homogenato foi colocado em tubos Eppendorf
para centrifuga¢do por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 15.000 r.p.m.
Uma aliquota de 20 pL do sobrenadante foi entdo injetada no equipamento de
HPLC (Figura 17), para andlise eletroquimica das concentragdes de

monoaminas € seus metabolitos.

Para a analise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS (M) com
comprimento de 25 cm, calibre 4,6mm ¢ diametro da particula de 03 um, da
Shimadzu-Japao, foi utilizada. A fase movel utilizada foi composta por
tampao acido citrico 0,163 M, pH 3,0 contendo acido octanosulfénico sédico
0,69 M (SOS) como reagente formador do par idnico, acetonitrila 4% v/v e
tetrahidrofurano 1,7% v/v. Dopamina (DA), &cido diidroxifenilacético

(DOPAC), 4cido homovanilico (HVA), serotonina (5-HT), acido
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hidroxiindolacético (5-HIAA) e noradrenalina (NE) foram
eletroquimicamente detectados usando-se um detector amperométrico (
Modelo L-ECD-6A da Shimadzu,Japdo) pela oxidacdo em um eletrodo de
carbono vitreo fixado em 0,85 V relativo a um eletrodo de referéncia de Ag-

AgCl.
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Figura 17. Aparelho de HPLC com detecgdo eletroquimica. Laboratorio de

Neurofarmacologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia - UFC

3.9.3. Solucdes Reagentes

3.9.3.1. Fase Movel

Foram pesados 15,75 g de acido citrico (grupo quimica, RJ, Brasil)

e o volume completado para 400 ml com agua purissima (Milli-Q). Esta
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solucao foi ajustada para um pH 3,0 com hidroxido de sédio 12,5 M (Reagen,
RJ, Brasil). A esta solu¢do foram adicionados 75mg de SOS ( Sigma, MO,
EUA) e completado o volume para 471,5 ml com agua Milli-Q. Em seguida,
foi procedida a filtracdo e degaseificagdo com gas hélio, e posteriormente
foram adicionados 20 ml de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Italia) e 10
ml de tetrahidrofurano (Sigma, MO, EUA) de modo a completar um volume

final de 500 ml.

3.9.3.2. Acido Perclérico 0,1 M

Foram adicionados 1,8 ml de acido perclorico (Sigma, MO, EUA)

em um baldo volumétrico e completado o volume para 300 ml de agua Milli-

Q.

3.9.4. Padroes

Os padroes foram preparados em uma concentragdo final de 4 ng
(20 pl) de NE, DA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO,EUA),
(Figura 18). A partir da altura ou area dos picos desses padrdes, as amostras
foram calculadas no programa Microsoft Excel em um computador PC e os

resultados foram expressos em ng/g tecido, (Figura 18).
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Figura 18. Modelo de cromatograma padrao das monoaminas (DA, NE, 5-
HT) e metabdlitos (DOPAC, HVA, 5-HIAA), obtido através do aparelho de
HPLC com deteccao eletroquimica do Laboratorio de Neurofarmacologia do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia —UFC.
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3.10. Determinacédo de aminodacidos excitatorios (glutamato e aspartato)
em HPLC

3.10.1. Método

Para a determinacao dos niveis de aminoacidos, foi utilizado o
equipamento de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) com
detector de fluorescéncia (Figura 19). A espectroscopia de fluorescéncia pode
ser usada como método de deteccao especifica e ¢ um dos mais sensiveis para
compostos que fluorescem. Fluorescéncia pode ser desenvolvida em
compostos ndo fluorescentes por reagdes de derivatizagao realizadas pré ou

p6s-coluna.

3.10.2. Protocolo Experimental

Os animais foram decapitados 24 horas ap0s a cirurgia e os cérebros
foram dissecados sobre gelo. Os hipocampos foram retirados e foram
utilizados separadamente para o preparo de homogenatos a 10%. Os tecidos
cerebrais foram sonicados em acido perclorico (HCLO4) por 30 segundos € o
homogenato foi colocado em tubos Eppendorf para centrifugacdo por 15
minutos em centrifuga refrigerada a 15.000 rpm. O sobrenadante foi separado
¢ filtrado através de uma membrana (Millipore-0,2 um) e posteriormente
associado a uma solugdo de derivatizagdo pré-coluna para obtengdo de
fluorescéncia, em uma propor¢ao de 1:1. Um minuto depois do inicio dessa
associacdo, uma aliquota de 20 ul foi retirada e injetada no equipamento de

HPLC para a analise de glutamato e aspartato.
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Para a andlise dos aminoacidos, uma coluna CLC-ODS (M) com
comprimento de 15 cm, calibre 4,6 mm e diametro da particula de 3 um, da
Shimadzu, Japao, foi utilizada. A fase movel foi utilizada em gradiente
utilizando duas fases: A NaH2PO4 (50mM) e metanol (20% v/v) em pH 5,5;
B- Metanol puro (100%). Aspartato (ASP) e glutamato (GLU) foram
detectados através de um detector de fluorescéncia (Modelo RF-535 da
Shimadzu,Japdo) com comprimento de ondas de EX-Wavelength (370 nm) e
EM-Wavelength (450 nm). Os cromatogramas foram registrados e
quantificados por um computador usando um software da Shimadzu. A
quantidade dos aminoacidos foi calculada por comparagdo da altura dos picos
obtidos com a média dos padrdes e os resultados foram expressos em pumol/g

tecido.

3.10.3. Solucdes Reagentes

3.10.3.1. Fase Movel

Foram pesados 1,724 g de NaH2PO4 (grupo quimica, RJ, Brasil) e
completado para um volume de 195 ml com 4gua purissima (Milli-Q) com pH
ajustado para 5,5. Em seguida, foi procedida a filtracdo e degaseificacao, e
posteriormente foram adicionados 50 ml de metanol (Carlo Erba Reagenti,

ML, It4lia) para um volume final de 250 ml.

3.10.3.2. Acido Perclérico 0,1 M

Foram adicionados 1,8 ml de acido perclorico (Sigma, MO, EUA)
em um baldo volumétrico e completado o volume para 300 ml com agua

Milli-Q.
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3.10.4.Padroes

Os padroes foram preparados e realizada uma curva de concentragao
com trés diferentes concentragdes (0,025; 0,0125 ¢ 0,00625 pmol) de ASP e
GLU (Sigma, MO, EUA). A partir da altura ou da area dos picos desses
padrdes, as amostras foram calculadas no programa Microsoft Excel em um

computador PC e os resultados foram expressos em pmol/g de tecido, (Figura

19).

3.10.5. Solucéo de derivatizacao

A preparagdo da solucdo de derivatizagdo foi dividida em duas

fases:

3.10.5.1. Preparacédo do tampao Borato

Foram pesados 1,24 g de BORAX-Sodium tetraborato (Sigma-
EUA) em um Becker e adicionados 45 ml de dgua purissima (Milli-Q) e
ajustada para pH 9,3 com hidroxido de sodio e completado para um volume

final de 50 ml com agua Milli-Q.

3.10.5.2. Preparacéao da reacdo de derivatizacdo (OPA-40 mmol/L)

Foram pesados 27 mg de O-Phthaldialdehyde-OPA (Sigma-EUA)
em um Becker e adicionados 500 ul de etanol 99% (Vetec-Brasil), 20 ul de 2-
mercaptoetanol (Merck, EUA) e 4,5 ml do tampao borato (preparado

previamente). Esta solucdo de derivatizacdo foi deixada por 24 horas em
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repouso em uma temperatura em torno de 20 C. Apds esse periodo, a solugdo
foi utilizada no méximo por duas semanas, e apds a primeira semana foram

adicionados 05 ul de 2-mercaptoetanol.

Figura 19. Aparelho de HPLC com detec¢ao de fluorescéncia. Laboratério de

Neurofarmacologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia — UFC

3.11. Determinacéo dos metabdlitos, ATP, lactato e piruvato, através de

analise enzimatica
3.11.1. Protocolo Experimental
Os animais foram divididos em dois grupos: no primeiro grupo, os

animais foram decapitados 24 horas apds a cirurgia e no segundo grupo, a

dissec¢do foi realizada uma hora apds o término da cirurgia.Os cérebros
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foram dissecados sobre gelo e os hipocampos foram retirados € mergulhados
em nitrogénio liquido e macerados. O tecido em p6 obtido foi colocado em
tubos de ensaio pré-pesados com 05 ml de acido perclorico (HCLO4) 0,75 M
e foram novamente pesados. Um indicador universal de pH (Sigma) foi
adicionado juntamente com uma solug¢do de hidréxido de potassio a 20 %
para ajustar o pH entre 7,0 ¢ 8,0. Os tubos foram repesados e entdo
centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos.O sobrenadante foi separado e
colocado em novos tubos de ensaio que foram novamente pesados e utilizados

para analise.

3.11.2. Principio Basico de Analise Enzimatica

Nas condi¢gdes do presente protocolo um ensaio enzimatico foi
baseado no principio de que uma reacdo enzimatica especifica em que ha
participacdo do substrato ¢ completada com a reducio de NAD/NADP ou
oxidacdo de NADH/NADPH. Os nucleotideos piridina (NAD', NADP)
absorvem luz a 260nm e, no estado reduzido (NADH, NADPH) tém uma
absor¢ao adicional com o maximo de 340 nm. Portanto, através da medida da
densidade oOptica a 340 nm, a conversdo enzimatica do substrato pode ser

acompanhada diretamente em uma cubeta no espectofotdmetro ( Beckman).

Sabendo-se que, em uma reacdo enzimatica especifica um micromol
de substrato reage com um micromol de NAD'/NADP (ou de
NADH/NADPH), a mudancga na densidade optica refletira rigorosamente a
quantidade de substrato consumida pela reagdao. Sendo as condi¢des do ensaio

Otimas, a conversao do substrato ¢ praticamente completa e a diferenga da

88



densidade optica pode ser usada para calcular a concentragdo do substrato no
tecido cerebral, multiplicando-se por um fator de dilui¢ao apropriado.
Foram entdo procedidas as determinagdes dos metabdlitos piruvato,

lactato e ATP, em hipocampos de ratos, nos diversos grupos experiemtais.

3.11.3. Determinacéo de piruvato

Os niveis de piruvato foram medidos de acordo com método

descrito por Hohorst et al (1959).

3.11.3.1. Sequéncia da reacdo

Piruvato + NADH « H+ __-actato desidrogenase ) 10 4 NAD*

O equilibrio da reagcdo em pH 7.0 ¢ suficientemente desviado para a
direita, garantindo uma medida quantitativa dos niveis de piruvato desde que
a concentragdo de NADH nao seja menor que 0,01 mM.

3.11.3.2. Solugdo tampéao para o ensaio

10 ml de fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,9
01 ml de NAD" 0,5%

O volume total em cada cubeta foi de 2 ml, consistindo de 1 ml da

amostra neutralizada e 1 ml de solugdo tampdo. A cubeta para controle
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continha 1 ml de agua destilada e 1 ml da solucdo tampao do ensaio. As
cubetas foram lidas em aparelho espectofotometro (Beckman) a 340 nm, antes

e 10 minutos apds a adicao de 0,01 ml de lactato desidrogenase.

3.11.4. Determinacéo de lactato

As concentragdes de lactato foram determinadas de acordo com o

método descrito por Hohorst et al (1963).

3.11.4.1. Sequéncia da reacdo

Lactato desidrogenase

Lactato + NAD* » Piruvato + NADH * H*

O equilibrio desta reagdo ocorre no lado do lactato e NAD". No
entanto, para garantir a completa conversao do lactato, os produtos da reacao
devem ser removidos. Prétons sdo aprisionados por uma reagdo alcalina; o
piruvato reage com hidrato de hidrazina na solu¢do tampao para formar
piruvato hidrazona e, em adi¢do, um grande excesso de NAD" e enzima sdo
usados para se obter rapidamente um ponto final da reacdo. A lactato
desidrogenase reage somente com I-(+)-lactato ¢ isto oferece especificidade

para o ensaio.

3.11.4.2. Solugdo tampao para o ensaio:

40 ml de Tris 0,2 M
5 ml de Hidrato de hidrazina 100%
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25 mg de EDTA

Agua destilada para completar 100 ml de solugo.

O pH da solu¢do tampao foi ajustado para 9,5 com acido hidroclorico 05 M, e
a solugdo pode ser estocada por até duas semanas a 4°C. No inicio do ensaio,
01 ml de NAD" 1% foi adicionado a cada 10 ml de solugio tampdo. O volume
total em cada cubeta foi de 02 ml, consistindo de 0,2 ml da amostra
neutralizada, 0,8 ml de 4gua e 01 ml de solu¢do tampdo contendo NAD" 1%.
A cubeta para controle continha 01 ml de agua destilada e 01 ml da solugdo
tampao do ensaio. Todas as cubetas foram lidas a 340 nm antes e 35 e 45

minutos ap6s a adi¢do de 0,02 ml da enzima lactato desidrogenase.

3.11.5. Determinacdo de ATP

As concentragoes de ATP foram determinadas de acordo com o
método descrito por Hohorst et al (1963). A hexoquinase cataliza a
fosforilacdo da glicose com ATP, na presenga do Mg2+, produzindo a

glicose-6-fosfato.

3.11.5.1. Sequéncia da reagdo

_ hexoquinase _
Glicose + ATP » Glicose-6-Fosfato + ADF
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Na presenca de concentracdes equivalentes de glicose e Mg2+, o
ATP ¢ convertido quantitativamente pela hexoquinase em ADP e glicose-6-
fosfato.

3.11.5.2. Solugédo tamp&o para o ensaio

10 ml de Tris 0,1 M pH 7,4

1 mg/ml NADP (para cada 10 ml do tampao, adicionar 01 ml de NADP a 1%)
2 ml de MgCl12 0,1 M

0,5 ml de glicose PA. 100%.

O volume total em cada cubeta fo1 de 2 ml, consistindo de 0,5 ml da
amostra neutralizada, 0,5 ml de 4gua e 1 ml de solugdo tampao contendo
NADP a 1%. A cubeta para controle continha 1 ml de agua destilada e 1 ml
da solu¢do tampao do ensaio. Todas as cubetas foram lidas a 340 nm antes ¢

10 e 15 minutos apos a adi¢ao de 0,01 ml da enzima hexoquinase.

3.11.6. Calculos dos metabdlitos no tecido cerebral

Todos os calculos dosmetabolitos sao baseados nas alteracoes de
densidade 6ptica medidas a 340 nm nas amostras das cubetas, seguidas apds
adicao da enzima e subtraidas das mudancas inespecificas que podem ocorrer

nas cubetas de controle. Portanto:

Diferenga de densidade 6ptica (DDO) =

(Alterag@o da absorbancia da amostra na cubeta) — (Alteragdo da absorbancia na cubeta controle)
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Desde que o coeficiente molar de extingdo de NADH ¢ 6,22
cm2/umol, a quantidade de substrato na cubeta ¢ igual a (DDO/6,22) x
volume total na cubeta. Este resultado ¢ entdo multiplicado por um fator de

dilui¢do para cada amostra, resultando na concentracao do substrato.

Peso do tecido + HCLO4/peso do tecido X (peso extrato neutro/peso extrato acido)

X (volume total na cubeta fvolume extrato neutro na cubeta)
X (DDO/6,22) = pmol do metabdlito/ g de tecido.

3.12. Analise estatistica

No caso da andlise histologica foram feitos testes de Kruskal-Wallis
e Dunn e ANOVA e teste de Dunnett ou Turkey para os testes paramétricos.
O programa de computador usado foi o Graph Pad 3® (para PC). Na
determinacdo da mieloperosidase foram utilizados andlise de variancia
(ANOVA) e teste de Turkey e nos demais experimentos os dados foram
analisados por analise de varidncia (ANOVA) e teste de Dunnett, com o

critério de significancia de p<0,05.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise histologica em estriato de ratos idosos submetidos a isquemia

cerebral transitéria e os efeitos do tratamento com tenoxicam (10 mg/kag,

.p.)

A figura 20 mostra as lesdoes decorrentes da exposi¢do a isquemia
cerebral transitoria em estriato de ratos idosos. Podemos observar a presenca
de vacuolizagdo citoplasmatica e encarquilhamento neuronal como achados
principais da lesdo isquémica. Essas alteracoes ndo foram observadas no
grupo controle. Houve uma tendéncia para reversao dessas alteragdes com o
uso do tenoxicam na dose de 10 mg/kg, evidenciando-se apenas vacuolizagao
e encarquilhamento neuronal discretos. Numa escala de escores que varia de 0
a 3, onde zero demonstra auséncia de lesao, 1 demonstra lesdo minima, 2
demonstra lesdo moderada e 3 demonstra lesdo severa, o grupo controle (n -
4) obteve escore 0, o grupo isquemiado (n — 3) obteve escore 3 € o grupo
tratado com tenoxicam 10 mg/kg (n — 3) obteve escore 1. Houve diferenca
significativa entre o grupo isquemiado quando comparado com o controle
(p<0.05, Kruskal-Wallis e teste de Dunn para multiplas comparagdes), (ver
Tabela 1).
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Figura 20. Alteracdes histologicas em corpo estriado de ratos idosos
submetidos a isquemia cerebral transitoria. a - grupo controle, sem alteragoes;
b - isquemia; ¢ - isquemia + TXC 10 mg/kg (aumento 4x), d - controle; ¢ -

isquemia; f - isquemia + TXC 10 mg/kg (aumento 40 x)
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Tabela 1. Alteracdes histopatologicas em estriato de ratos idosos

submetidos a isquemia cerebral transitoria na auséncia e presenca do

tenoxicam (10 mg/kg, i.p.)

Grupos Lesdo (escore)
Controle 0+0
Isquemia 3x0*
Isquemia + TXC 10 mg/kg 1+0

O tenoxicam (10 mg/kg, 1.p.) foi administrado imediatamente apos o término
do periodo isquémico. Os animais foram sacrificados apos 24 horas de
reperfusdo. Os dados sdo expressos como média £ EPM. O numero de

animais por grupo foi de 3 a 4. * p < 0.05, quando comparado com grupo

controle (Kruskal-Wallis e teste de Dunn de multiplas comparagdes).
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4.2. Efeitos do tenoxicam no acumulo de neutrofilos (aumento na
atividade da mpo no hipocampo) causado pela ocluséo cardétidea bilateral

seguida de reperfusdo

Como ilustrado na figura 21, o grupo submetido a isquemia e
reperfusdo exibiu um significativo aumento na atividade da MPO hipocampal
quando comparado com os animais do grupo controle (controle (n-10) 0,0313
+ 0,0052, isquemia (n-8) 0,1879 £ 0,0292 U/ g de tecido, p<0.001, ANOVA ¢
teste de Tukey). Este aumento indica o acimulo de neutrofilos no hipocampo

dos animais sujeitos a 45 min de isquemia seguida de 24 horas de reperfusao.

O grupo controle tratado com tenoxicam na dose de 10 mg/kg nao
apresentou resultados diferentes daqueles do grupo controle (controle (n-10)
0,0313 £+ 0,0052, controle + TXC 10 mg/kg (n-5) 0,0041 £ 0,009), mas no
grupo submetido a isquemia-reperfusdo, o tenoxicam em ambas as doses de
2,5 e 10 mg/kg significantemente atenuou o aumento na atividade da MPO
(isquemia (n-8) 0,1879 £ 0,0292 , isquemia + TXC 2,5 mg/kg (n-5) 0,0074 +
0,0009, isquemia + TXC 10 mg/kg 0,0041 £+ 0,0003 U/g de tecido, p<0.001,
ANOVA e teste de Tukey).
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4.3. Efeito do tenoxicam nos niveis de nitrito/nitrato em homogenato de

hipocampo de ratos idosos com isquemia-reperfusao

Observamos um aumento expressivo e significativo nos niveis de
nitrito/nitrato nos animais submetidos a isquemia cerebral por 45 min seguida
de 24 horas de reperfusdo em relacao ao grupo controle (controle (n—5) — 0,26
+ 0,53; isquemia (n-5) 5,55 £ 1,45 uM, p<0.05, ANOVA e teste de Dunnett).
O uso do tenoxicam nas doses de 2,5 e 10 mg/kg ndo mostrou reversao dos
valores de nitrito/nitrato decorrentes da isquemia (isquemia (n—5) 5,55 + 1,45,
isquemia + TXC 2,5 mg/kg (n-3) 4,102 + 0,739, isquemia + TXC 10 mg/kg
(n-4) 4,010 £ 0,953 uM), (Figura 22 ).
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Figura 21. Efeito do tenoxicam na atividade da MPO em hipocampo de
ratos idosos apos a oclusdo bilateral de cardtidas e reperfusdo. O
tenoxicam foi administrado apds 24 horas de reperfusdo e os hipocampos
foram dissecados para andlise. Os resultados sdo expressos como média *
EPM. O numero de animais por grupo variou de 10 a 4 * vs controle, ** vs

isquemia, p<0,001, ANOVA e teste de Tukey de multiplas comparagdes.
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Figura 22. Efeitos do tenoxicam sobre a producdo de nitrito em
homogenato de hipocampo de ratos idosos isquemiados. Os resultados sdo
expressos como média + EPM. O tenoxicam foi administrado por via
intraperitoneal, imediatamente apds 45 min de isquemia cerebral (vs controle)
e a dissec¢do dos hipocampos foi realizada apds 24 horas de reperfusdo. * p<

0.05, ANOVA e teste de Dunnett.
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4.4. Efeito do tenoxicam em ratos idosos com isquemia-reperfusdo, na

determinacéo dos niveis hipocampais de monoaminas

Na figura 23, evidenciamos os niveis de DA e metabdlitos
(DOPAC e HVA) em hipocampo de ratos idosos sujeitos a isquemia cerebral
e sacrificados apos 24 horas de reperfusdao. Houve um aumento significativo
de DA no grupo de animais isquemiados em relagdo ao grupo falso-operado
(controle (n-4) 61,0 £ 14,4, isquemia (n-5) 398,1 £ 107,8 ng/g de tecido,
p<0.01, ANOVA e Dunnett). O tratamento com tenoxicam tanto na dose de
2,5 como na dose de 10 mg/kg reverteu de modo significativo o aumento dos
niveis de DA no grupo com isquemia-reperfusdo (isquemia (n-5) 398,1 +
107,8, isquemia + TXC 2,5 mg/kg (n-4) 103,3 £ 43,9, p<0.05, isquemia +
TXC 10 mg/kg (n-7) 78,0 £ 25,7 ng/g de tecido, p<0.01, ANOVA e Dunnett).

Os niveis de DOPAC permaneceram sem alteragdes significativas
apds a isquemia em relacdo ao grupo controle (controle (n-5) 0.066 £ 0,019,
isquemia (n-5) 0,072 £ 0.026 ng/g de tecido) e também sem alteragdes apos o
uso do tenoxicam quando comparados com o grupo isquemiado (isquemia (n-
5) 0,072 £ 0,026, isquemia + TXC 2,5 mg/kg (n-3) 0,019 £ 0,007, isquemia +
TXC 10 mg/kg (n-8) 0,047 £ 0,014 ng/g de tecido). Os niveis de HVA nao
apresentaram diferencas significativas entre os grupos (controle (n-6) 0,067 +
0,014, isquemia (n-7) 0,055+ 0,009, isquemia + TXC 2,5 mg/kg (n-3) 0,024 +
0,001, isquemia + TXC 10 mg/kg (n-5) 0,036 = 0,012 ng/g de tecido).
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Como mostrado na figura 24, os niveis de 5-HIAA diminuiram de
forma expressiva no grupo da isquemia em relacdo ao grupo controle
(controle (n-7) 1,66 + 0,33, isquemia (n-11) 0,67 = 0,17 ng/g de tecido,
p<0.05, ANOVA e Dunnett), mas ndo sofreram interferéncia de nenhuma das
doses do tenoxicam quando comparados com o grupo isquemiado (isquemia
(n-11) 0,67 £ 0,17, isquemia + TXC 2,5 mg/kg (n-3) 0,31 £ 0,02, isquemia +
TXC 10 mg/kg (n-9) 0,88 £ 0,22 ng/g de tecido). Os niveis de NE (controle
(n-4) 0,45 £ 0,11, isquemia (n-6) 0,35 £ 0,05, isquemia + TXC 2,5 mg/kg (n-
3) 0,23 £ 0,12, isquemia + TXC 10 mg/kg (n-8) 0,24 + 0,03 ng/g de tecido) e
5-HT (controle (n-11) 0,31 + 0,04, isquemia (n-12) 0,36 = 0,03, isquemia +
TXC 2,5 mg/kg (n-3) 0,25 + 0,02, isquemia + TXC 10 mg/kg (n-9) 0,27 +

0,08 ng/g de tecido) ndo mostraram diferengas entre os grupos.

103



HE Controle
B [squemia
—JlIsquemia + TXC 2,5 mg/kg

B Isquemia + TXC 10 mg/kg

600 -
500 -

400+

ng / g de tecido

DA DOPAC HVA

Monoaminas e metabdlitos

Figura 23. Efeitos do tenoxicam sobre os niveis de DA, DOPAC e HVA
em hipocampo de ratos idosos. Os animais (n- 4-7) foram tratados com dose
unica de tenoxicam 2,5 ou 10 mg/kg i.p. apds 45 min de oclusdo carotidea e
sacrificados apos os 24 horas de reperfusio para a determinagdo das
monoaminas. Os valores foram expressos como média = EPM. a: vs controle,
p<0.01, b: vs isquemia, c : vs isquemia, p<0.01, ANOVA e teste de Dunnett

como teste positivo.
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Figura 24. Efeitos do tenoxicam sobre os niveis de NE, 5-HT e 5-HIAA
em hipocampo de ratos idosos. Os animais (n- 4-11) foram tratados com
dose Unica de tenoxicam 2,5 ou 10 mg/kg i.p. apo6s 45 min de oclusdo
carotidea e sacrificados com 24 horas de reperfusdo para a determinagdo das

monoaminas. Os valores foram expressos como média + EPM. * vs controle,

p<0.05, ANOVA e teste de Dunnett como teste positivo.
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4.5. Efeitos do tenoxicam nas concentracdes de AAES em hipocampos de

ratos idosos apods isquemia-reperfusao

As concentracdes de glutamato e aspartato apos isquemia e
reperfusdo e apoOs o tratamento com tenoxicam com uma dose unica de 2,5 ou
10 mg/kg estdo apresentados na tabela 2. Os niveis de glutamato mostraram
importante elevacdo no grupo isquemia em relagdo ao grupo controle
(controle (n-5) 479,3 £+ 80,79, isquemia (n-5) 1.004 + 37,80 umol/g de tecido,
p<0.01, ANOVA e Dunnett). O grupo tratado com a dose de 10 mg/kg de
tenoxicam demonstrou aumento significativo dos niveis de glutamato em
relagdo ao grupo isquemiado (isquemia (n-5) 1.004 + 37,80, isquemia + TXC
10 mg/kg (n-5) 1.315 + 42,92 umol/g de tecido, p<0.05, ANOVA e Dunnett).
O grupo tratado com a dose de 2,5 mg/kg de tenoxicam (isquemia + TXC 2,5
mg/kg (n-5) 1.068 £ 93,01 umol/g de tecido) e o controle tratado com
tenoxicam 10 mg/kg (controle + TXC 10 mg/kg (n-5) 1.257 £ 52,33 umol/g
de tecido) ndo apresentaram diferengas em relagdo aos demais grupos. Os
niveis de aspartato também apresentaram aumento no grupo isquemiado
quando comparado com o grupo controle para valores significativos (controle
(n-5) 1.253 £+ 256,1, isquemia (n-5) 2.382 + 184,5 umol/g de tecido, p<0.01,
ANOVA e Dunnett). O tenoxicam ndo apresentou efeito nos niveis de
aspartato em nenhuma das doses (isquemia + TXC 2,5 mg/kg (n-5) 2.411 +
232,9, isquemia + TXC 10 mg/kg (n-5) 2.304 + 217,6, controle + TXC 10
mg/kg (n-5) 2.268 + 242.4 umol/g de tecido).
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Tabela 2. Concentracgdes de glutamato e aspartato no hipocampo de ratos
idosos submetidos a isquemia cerebral transitoria na presenca e auséncia

de tenoxicam (2,5 e 10 mg/kg, i.p.)

Concentracoes (umol/g de tecido)
Grupos

Glutamato Aspartato
Controle 497,3 £ 80,79 1253+256,1
Isquemia 1004,0 + 37,80* 2382+184,5%
Isquemia + TXC 2,5 mg/kg 1068,0 + 93,01 241142329
Isquemia + TXC 10 mg/kg 1315,0 £+ 42,92%x* 2304+217,6
Controle + TXC 10 mg/kg 1257,0 £ 52,33 226812424

As determinacdes de Glutamato e Aspartato foram realizadas por HPLC
com deteccdo fluorimétrica (ver materiais ¢ métodos). Os dados sao
expressos como média £ EPM. O niimero de animais por grupo foi de 5. *
vs controle, p<0.01, ** vs isquemia, p<0.05, ANOVA e Dunnett como
teste positivo.
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4.6. Efeitos do tenoxicam nos niveis de ATP, lactato e piruvato em
hipocampos de ratos idosos submetidos a isquemia com reperfusdo de 1

hora.

Os niveis de ATP sdo demonstrados na figura 25, onde se observa
uma diminuicao significativa desses niveis no grupo isquemia com reperfusao
de 1 hora em comparagdo com o grupo controle (controle (n-4) 0,3321 +
0,077, isquemia (n-6) 0,1823 + 0,0281 umol/g de tecido, p<0.05, ANOVA e
Dunnett) como teste positivo. O tratamento com tenoxicam na dose de 2,5
mg/kg atenuou os niveis de ATP no grupo reperfundido por 1 hora quando
comparado com o grupo isquemia (isquemia (n-6) 0,1823 + 0,0281, isquemia
+ TXC 2,5 mg/kg (n-5) 0,0492 £+ 0,0082 umol/g de tecido, p<0.05, ANOVA e
Dunnett). O tenoxicam nao alterou os niveis de ATP nos grupos controle e
isquemiado tratados com a dose de 10 mg/kg (controle + TXC 10 mg/kg (n-4)
0,0942 + 0,0299, isquemia + TXC 10 mg/kg (n-4) 0,0645 = 0,0068 umol/g de
tecido).

Na figura 26, sdo observados os efeitos da isquemia e do tenoxicam
nos niveis de lactato nos animais reperfundidos por 1 hora. Nao houve,
entretanto, diferenga nos niveis de lactato entre os grupos de ratos idosos que
sofreram isquemia cerebral transitéria por 45min e reperfusdo de 1 hora
quando comparados com os animais do grupo controle, do grupo isquemiado
tratado com 2,5 ou 10 mg/kg de tenoxicam ou do grupo controle tratado
(controle (n-6) 10,81 + 0,55, isquemia (n-6) 10,55 + 2,30, isquemia + TXC
2,5 mg/kg (n-5) 7,11 £+ 0,63, isquemia + TXC 10 mg/kg (n-6) 9,04 + 1,58,
controle + TXC 10 mg/kg (n-4) 6,54 + 2,14 umol/g de tecido).
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Os niveis de piruvato em ratos idosos submetidos a isquemia e
reperfusdo de 1 hora demonstrados na figura 27 indicam uma diminuicao
significativa no grupo isquemiado em relacdo ao grupo controle (controle (n-
5) 16,62 £ 2,38, isquemia (n-6) 9,46 + 1,93 umol/g de tecido, p<0.05,
ANOVA e Dunnett como teste positivo. Nao houve diferenca nos grupos
isquemiados tratados com tenoxicam nas doses de 2,5 ou 10 mg/kg ou no
controle tratado com a dose de 10 mg/kg (controle + TXC 10 mg/kg (n-4)
10,28 £ 1,37, isquemia + TXC 2,5 mg/kg (n-5) 7,03 £ 1,14, isquemia + TXC
10 mg/kg (n=4) 9,33 + 4,60 umol/g de tecido).
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Figura 25. Efeitos do tenoxicam nos niveis de ATP em ratos idosos com
iIsquemia cerebral transitoria e tempo de reperfusdo de 1 hora. Os animais
expostos a oclusdo carotidea bilateral foram sacrificados apds 1 hora de
reperfusdo e os hipocampos dissecados para a analise. Os dados sdo expressos
como média £ EPM. O numero de animais por grupo variou de 4 a 6. * vs

controle, ** vs isquemia, p<0.05, ANOVA e Dunnett como teste positivo.
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Figura 26. Efeitos do tenoxicam nos niveis de lactato em ratos idosos com
iIsquemia cerebral transitoria e tempo de reperfusdo de 1 hora. Os animais
expostos a oclusdo carotidea bilateral foram sacrificados apds 1 hora de
reperfusdo e os hipocampos dissecados para a analise. Os dados sdo expressos

como média = EPM. O niimero de animais por grupo variou de 4 a 6.
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Figura 27. Efeitos do tenoxicam nos niveis de piruvato em ratos idosos
com isquemia cerebral transitéria e tempo de reperfusdo de 1 hora. Os
animais expostos a oclusdo carotidea bilateral foram sacrificados apds 1 hora
de reperfusdo e os hipocampos dissecados para a anilise. Os dados sdo
expressos como média = EPM. O niimero de animais por grupo variou de 4 a

6. * vs controle, p<0.05, ANOVA e Dunnett como teste positivo.

112



4.7. Efeitos do tenoxicam nos niveis de ATP, lactato e piruvato em
hipocampos de ratos idosos submetidos a isquemia com reperfusao de 24

horas

Nos animais submetidos a isquemia seguida de reperfusdo de 24
horas, os niveis de ATP demonstrados na figura 28 ndo mostram diferengas
significativas entre os grupos (n-5), sem alteragdes, portanto, ocasionadas pela
1squemia-reperfusao 24 horas ou pelo tratamento com tenoxicam, seja na dose
de 2,5 ou na dose de 10 mg/kg (controle 0,5222 + 0,1222, isquemia 0,8989 +
0,3393, controle + TXC 10 mg/kg 0,8989 + 0,2548, isquemia + TXC 2,5
mg/kg 0,3351 + 0,1047, isquemia + TXC 10 mg/kg 0,6086 = 0,1164 umol/g
de tecido).

Em relagdo aos niveis de determinados medidos em hipocampo de
animais submetidos a isquemia com reperfusdo de 24 horas, a figura 29
mostra os valores de cada grupo, ndo havendo alteragdes significativas entre o
grupo controle, isquemia, isquemia tratado com tenoxicam nas doses de 2,5
ou 10 mg/kg ou no grupo controle tratado com tenoxicam 10 mg/kg (controle
(n-4) 15,40 £+ 2,09, isquemia (n-5) 17,94 + 5,47, isquemia + TXC 2,5 mg/kg
(n-5) 8,05 £ 2,76, isquemia + TXC 10 mg/kg (n-5) 17,27 £+ 2,32, controle +
TXC 10 mg/kg (n-5) 6,81 + 1,69 umol/g de tecido).

Na figura 30, os niveis de piruvato nos grupos de animais que
foram submetidos a 24 horas de reperfusdao apds 45 min de oclusdo carotidea
bilateral ndo demonstram alteracdes importantes apds o periodo de isquemia-
reperfusdo quando comparados com valores controle (controle (n-5) 3,52 +

0,30, isquemia (n-5) 5,31 + 0,87 umol/g de tecido). O tenoxicam na dose de
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2,5 mg/kg apresentou diminui¢cdo significativa dos niveis de piruvato em
relacdo ao grupo isquemiado (isquemia (n-5) 5,31 £+ 0,87, isquemia + TXC
2,5 mg/kg (n-5) 2,58 £ 0,62 umol/g de tecido, p<0.05, ANOVA e Dunnett
como teste positivo). O tenoxicam na dose de 10 mg/kg ndo alterou os niveis
de piruvato no grupo isquemiado tratado quando comparado com o grupo
isquemiado (isquemia (n-5) 5,31 + 0,87, isquemia + TXC 10 mg/kg (n-5) 4,27
+ 0,88 umol/g de tecido) e também nao alterou os niveis de piruvato no grupo
controle tratado em comparagao com o grupo controle (controle (n-5) 3,52 +

0,30, controle + TXC 10 mg/kg (n-5) 2,27 + 0,21 umol/g de tecido).
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Figura 28. Efeitos do tenoxicam nos niveis de ATP em ratos idosos com
isquemia cerebral transitoria e tempo de reperfusdo de 24 horas. Os
animais expostos a oclusao carotidea bilateral foram sacrificados apds 24 hora
de reperfusdao e os hipocampos dissecados para a andlise. Os dados sdo

expressos como média £ EPM. O numero de animais por grupo foi de 5.
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Figura 29. Efeitos do tenoxicam nos niveis de lactato em ratos idosos com
iIsquemia cerebral transitoria e tempo de reperfusdo de 24 horas. Os
animais expostos a oclusdo carotidea bilateral foram sacrificados apos 24 hora
de reperfusdo e os hipocampos dissecados para a andlise. Os dados sdo
expressos como média = EPM. O niimero de animais por grupo variou de 4 a

5.
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Figura 30. Efeitos do tenoxicam nos niveis de piruvato em ratos idosos
com isquemia cerebral transitoria e tempo de reperfusdo de 24 horas. Os
animais expostos a oclusdo carotidea bilateral foram sacrificados apos 24 hora
de reperfusdo e os hipocampos dissecados para a andlise. Os dados sao

expressos como média = EPM. O nimero de animais por grupo foi de 5. * vs

isquemia, p<0.05, ANOVA e Dunnett como teste positivo.
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4.8. Comparacdo dos efeitos do tenoxicam nos niveis de ATP, lactato e
piruvato em hipocampos de ratos idosos submetidos a isquemia com

reperfusdo de 1 hora e 24 horas

Como os neveis dos metabdlitos ATP, lactato e piruvato variam de
acordo com o tempo de reperfusao, foi feita uma comparagdo desses valores
entre os dois grupos com diferentes tempos de reperfusdo. Na figura 31,
comparamos os niveis de ATP nos grupos de animais submetidos a isquemia
seguida de reperfusdao por 1 hora e nos grupos de animais com isquemia
seguida de reperfusdao por 24 horas e observamos que houve um aumento
significativo nos niveis de ATP apos a reperfusao de 24 horas (p<0.05, teste t

nao pareado)

Nao houve diferengas significativas nos niveis de lactato quando
comparados os grupos de reperfusdo de 1 hora e 24 horas, como demonstrado

na figura 32.

Em relacdo aos niveis de piruvato nestes dois grupos, a figura 33
mostra reducdo importante dos niveis de piruvato no grupo submetido a
reperfusdo por 24 horas quando comparado ao grupo com reperfusdo de 1

hora (p<0.05, teste t ndo pareado).
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I 1h
N 24h

1.5+

(umol/g de tecido)

cont isq txc 2,5 txc 10 cont 10

Niveis de ATP 1h/24h

Figura 31. Comparacdo dos efeitos do tenoxicam nos niveis de ATP em
ratos idosos com isquemia cerebral e tempo de reperfuséo de 1 e 24
horas. Os animais expostos a oclusdo carotidea bilateral foram sacrificados
ap6és 1 hora ou 24 horas de reperfusdo e os hipocampos dissecados para a
analise. Os dados sdo expressos como média = EPM. * vs 1 hora, p<0.05,

teste t ndo pareado.
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. 1 H
. 24H

30+

(umol/g de tecido)

cont isq txc 2.5 txc 10 cont 10

Niveis de Lactato 1h/24h

Figura 32. Comparacao dos efeitos do tenoxicam nos niveis de lactato em
ratos idosos com isquemia cerebral e tempo de reperfuséo de 1 e 24
horas. Os animais expostos a oclusdo carotidea bilateral foram sacrificados
ap6s 1 hora ou 24 horas de reperfusdo e os hipocampos dissecados para a

analise. Os dados sdo expressos como média + EPM.
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1 H
N 24 H

(umol/g de tecido)

cont Isq txc 2.5 txc 10 ct 10

Niveis de Piruvato 1h/24h

Figura 33. Comparacdo dos efeitos do tenoxicam nos niveis de piruvato
em ratos idosos com isquemia cerebral e tempo de reperfuséo de 1 e 24
horas. Os animais expostos a oclusdo carotidea bilateral foram sacrificados
apos 1 hora ou 24 horas de reperfusao e os hipocampos dissecados para a
analise. Os dados sdo expressos como média + EPM. * vs 1 hora, p<0.05,

teste t ndo pareado.
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5. DISCUSSAO

O dano mediado pela inflamag¢dao na DVCI ¢ uma forte evidéncia de
que o processo inflamatério e citocinas relacionadas t€ém um papel chave na
injuria cerebral secundaria apos isquemia-reperfusdo (Emsley & Tyrrell,
2002; Lindsberg et al., 2000; Siesjo & Siesjo, 1996). De fato, a associacao
entre altas concentracoes de marcadores inflamatorios no sangue com
deterioracao neurologica precoce e pobre recuperacdo funcional em pacientes
com infartos lacunares ja foi demonstrada (Castellanos et al., 2002). H4 um
numero de mecanismos pelos quais a ativagdo de leucdcitos pode exacerbar o
dano isquémico ao cérebro. Existem evidéncias na literatura demonstrando
oclusdo de microvasos sob condi¢des de baixo fluxo (Del Zoppo et al., 2000;
Iadecola et al., 1996). A expressdao de moléculas de adesdo e de fatores
quimiotaticos levam a aderéncia de neutrofilos ao endotélio, contribuindo
para a obstrucao microvascular, prejudicando o fluxo sanguineo e permitindo
a migracdo de leucdcitos para o parénquima cerebral (Figura 16). Os
leucdcitos ativados liberam proteases, citocinas, PAF e radicais livres. Todos

esses eventos contribuem para a lesdo neuronal e glial na DVCI.

Através de estudo com micrografia eletronica foram demonstradas
alteragdes endoteliais de pequenas artérias cerebrais em ratos submetidos a
recirculacao apos OACM direita com achados variando de pequenas areas de
desnudacdo endotelial com agregagdo e adesdo plaquetaria nos tecidos
subendoteliais expostos, mitocondrias edemaciadas e aumento do volume
citosdlico até desnudagdo total da superficie luminal do endotélio, adesao e
agregacao plaquetdria com deposicdo de fibrina na membrana basal

subendotelial exposta, células musculares lisas necréticas e algumas artérias
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ocluidas por trombos. A gravidade das lesdes variou com o tempo de
exposicdo a isquemia seguida de reperfusdo, sendo maior a area de lesdo
quanto maior o periodo isquémico. No grupo submetido a at¢ 6 horas de
isquemia mas sem reperfusdo, ndo foi observada desnudagdao endotelial,
reforcando que o dano secunddrio do processo isquémico ¢ associado ao

restabelecimento do fluxo sanguineo (Nishigaya et al., 1991).

O dano vascular resultaria, portanto, da formacao de radicais livres
devido a uma disfuncdo da cadeia respiratdoria mitocondrial quando o
oxigénio ¢ novamente fornecido as paredes vasculares danificadas pela
isquemia. A producdo de radicais livres estaria associada ainda a cascata
isquémica desencadeada pelo glutamato e Ca2+ e ativacdo de enzimas
lisossomais, a agdo da enzima fosfolipase A2 em lipidios de membrana
celular, liberando AA e levando a produgdo de eicosanoides pro-inflamatorios
e vasoativos (TXA2, PGs, LTs) pela atividade enzimatica da COX,
principalmente pela COX-2 que ¢ supra-regulada na DVCI (Sairanen et al.,
1998; Pantoni et al., 1998) (Figura 14). A expressao de NOSi detectada por
imunocitoquimica também foi revelada, principalmente na parede dos vasos
da regido isquémica e em células polimorfonucleares e mononucleares

invadindo o tecido isquémico (Iadecola et al., 1996).

As alteracdes histologicas associadas a isquemia cerebral refletem o
processo degenerativo neuronal e glial decorrentes da lesdo isquémica e
reperfusdo. Com a progressdo da degeneracdo, os neurdnios tornam-se
encarquilhados, exibindo tipicamente, & microscopia 6tica, nucleos picnéticos
e citoplasma eosinofilico e, finalmente, perda celular completa, com a maioria

dos neuronios desenvolvendo estes achados histologicos claros do dano
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isquémico entre 6 e 24 horas de reperfusao (Pulsinelli et al., 1982) Alteragdes
patologicas neuronais decorrentes de isquemia experimental em ratos sdo
demonstradas na regido do hipocampo, com neurdénios encarquilhados (“dark
neurones’) e citoplasma denso (Ostrowski, 1998). A infiltracao de neutrofilos
nas areas isquémicas apos reperfusao foi evidenciada (Yamasaki et al., 1997).
A presenca de células inflamatorias foi também observada no estriato de
animais submetidos a isquemia-reperfusdo mas nao foi documentada em
animais controle (Hwang et al., 2002). Estes achados corroboram a
participacao das células inflamatdrias no cérebro pos-isquémico, contribuindo

para o dano neuronal secundario.

A nossa analise histologica pelo método hematoxifilina-eosina em
hipocampo de ratos idosos submetidos a oclusdo carotidea bilateral por 45
min seguida de 24 horas de reperfusdo demonstrou alteracdoes semelhantes
aquelas ja documentadas, com presenca de  vacuolizagdo intensa,
encarquilhamento neuronal e também a presenca de células inflamatorias.
Estas caracteristicas ndo foram observadas nos animais falso-operados. No
grupo com isquemia-reperfusdo tratado com tenoxicam na maior dose,
constatamos a atenuacdo expressiva destes achados, com minima
vacuolizagdo e encarquilhamento, confirmando de fato a participacdo da
cascata inflamatoria na fase de reperfusdao pds-isquémica e o potencial efeito
benéfico da agdo anti-inflamatdria do tenoxicam neste modelo de isquemia-
reperfusdo, apesar da reversibilidade proporcionada ndo ter tido significancia

estatistica, possivelmente pela amostra pequena de animais por grupo (n-3).

No presente trabalho, a utilizagdo de um modelo de isquemia

cerebral global transitoria através da ligadura de ambas as artérias carotidas
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comuns em ratos idosos por um periodo de 45 minutos seguido de 24 horas de
reperfusdo, resultou no aumento significativo da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) considerada como um marcador de neutrofilos e de
processo inflamatdrio. Estes valores estdo de acordo com estudos prévios que
documentam achados semelhantes, confirmando a participagdao de neutréfilos
no processo isquémico. Assim, estudo rescente utilizando um inibidor de
serina-protease (serpinas) produzido por engenharia genética recombinante
em ratos submetidos a OACM durante 30 min e seguida de 24 horas de
reperfusdo, evidenciou um aumento da atividade de MPO no grupo isquémico
que foi revertido pelo uso do inibidor da protease de forma significativa. As
serpinas regulam a atividade de serinas-proteases derivadas de células
inflamatorias que participam em muitos processos enzimaticos. A atividade
de MPO contra-lateral a oclusdo arterial ndo se mostrou alterada. Estes
achados reforcam a participagdo de proteases liberadas por neutréfilos

ativados infiltrando o hemisfério isquemiado (Weaver et al., 2002).

A associacdo entre a geracdo de radicais livres e inflamagdo foi
demonstrada em gerbils sujeitos a oclusdo carotidea bilateral seguida de
reperfusdo. O tratamento dos gerbils com o anti-oxidante tempol atenuou de
forma significativa o expressivo aumento da atividade de MPO em
hipocampos, causado pela isquemia cerebral e reperfusdo, sugerindo a co-
participagao do estresse oxidativo e do processo inflamatorio no dano cerebral
isquémico (Cuzzocrea et al., 2000). A quantifica¢do da infiltracdo de células
inflamatorias através das determinacdes da atividade da MPO (que ¢
localizada principalmente em granulos primarios de neutrofilos) foi também
realizada para analisar o uso do HHDT (Hwangryun-Hae-Dok-tang), um

extrato da medicina chinesa tradicional com propriedades inibitorias para
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reagoes inflamatérias mediadas por neutréfilos, em um modelo experimental
de isquemia cerebral transitéria em ratos. O uso do extrato suprimiu
significativamente a atividade da MPO no tecido cerebral pds-isquémico

(Hwang et al., 2002).

Em nosso estudo, a reversao do aumento da atividade enzimatica da
MPO por ambas as doses de tenoxicam no grupo submetido a isquemia-
reperfusdo corrobora as evidéncias de que a inflamacdo ¢ fortemente
envolvida no dano neuronal secundario a reperfusdao pos-isquemia. De modo
semelhante aos outros AINES, o tenoxicam inibe a atividade da COX
impedindo a formacado de produtos da reacdo do AA, diminuindo, portanto,
indiretamente a infiltracdo de neutrofilos ativados por diminuir a formacao de
PGs e TXA2 que funcionariam como estimulos para a producao de citocinas,
quimocinas € PAF. Muitos estudos experimentais também tém sido feitos
para demonstrar que a modulagdo da participacdo dos leucocitos na lesao da
isquemia-reperfusdo, através da inibicdlo de mediadores tais como
quimocinas, PAF e moléculas de adesao (ICAM-1; integrinas), pode

influenciar a magnitude do dano resultante para o cérebro.

O pré-tratamento de ratos sujeitos a isquemia focal transitéria com
um anticorpo anti-a4 integrina reduziu a extensdo do infarto cerebral e a
atividade da MPO medidos 23 horas apdés 60 min de OACM, demonstrando
inequivocamente o papel funcional da o4 integrina na patogénese do dano
cerebral isquémico. A inibicdo da adesdo leucocitaria pode reduzir o dano
cerebral por prevengdo do fendmeno de “no-reflow” e hipoperfusao poés-
isquémica, em que a microvasculatura ¢ obstruida por leucdcitos que liberam

mediadores vasoativos € causam injuria direta das celulas endoteliais (Figura
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9). A inibi¢do da adesdo também resulta na diminui¢do da transmigracdo de
leucocitos na regido isquemiada do SNC como demonstrado pela habilidade
do anticorpo anti-a4 integrina em reduzir a atividade da MPO no tecido
isquémico (Relton et al., 2001; Becker et al., 2001). A atividade da MPO foi
também positivamente correlacionada com o volume de infarto cerebral em
grupos submetidos a um modelo de OACM seguida de reperfusdao em ratos
tratados com anticorpo anti-ICAM-1 e sugere, ndo somente que a atividade da
MPO ¢ um indice significante para dano cerebral, mas também que a
prevencao da inflamacao atenua a injaria decorrente do processo de isquemia-

reperfusdo (Kanemoto et al., 2002).

Em relacdo ao papel das quimocinas no processo inflamatorio
isquémico cerebral, interessante estudo de isquemia cerebral focal foi
realizado em camundongos no qual o fluxo sanguineo cerebral regional no
core isquémico foi monitorizado por laser-Doppler fluxometria e os animais
nos quais o fluxo sanguineo foi reduzido a menos de 25% durante a oclusao e
recuperado em mais de 65% na reperfusdo foram avaliados para infiltragdo
leucocitaria através da determinacdo de MPO por imunohistoquimica. Um
antagonista para receptor de quimocina C-C foi administrado via intravenosa
nos 10 min precedendo a oclusdo arterial. Neste estudo, a infiltragdao
leucocitaria investigada imunohistoquimicamente usando um anticorpo anti-
MPO apo6s 48 horas de reperfusdo nao demonstrou diferengas significantes no
numero de células MPO-positivas entre o grupo isquemiado e o grupo tratado
com o antagonista de receptor para quimocina C-C, mas evidenciou uma
diminuicdo no nuamero de macrofagos/mondcitos ativados na penumbra
isquémica determinado pelo uso de um marcador imunohistoquimico para

macréfago/microglia ativados (anticorpo anti-Mac-1-a). Esse fato pode ser
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devido a seletividade do antagonista de receptor de quimocina C-C para

subtipos de receptores expressos principalmente em macréfagos/microglia.

Outro fato interessante deste estudo foi evidenciar a acdo do
antagonista de receptor de quimocina na zona de penumbra isquémica, apesar
da sua administracdo endovenosa, o que sugere que a BHE ¢ danificada
durante o processo de isquemia cerebral transitoria, permitindo a passagem de
macromoléculas como anticorpos (Takami et al., 2002). J4 o bloqueio da
quimioatracao neutrofilica induzida por citocina no dano cerebral isquémico
transitorio em ratos pelo uso do anticorpo anti-CINC (citocina indutora de
quimioatracdo neutrofilica ) diminuiu a formagdo de edema cerebral e a
atividade da MPO nas 4areas isquémicas, indicando que a invasdo de
neutréfilos nas areas isquémicas € nociva e envolvida na injlria cerebral pos-
isquémica e que inibi¢do deste processo infiltrativo nos estagios precoces da

reperfusdo pode minimizar o dano neuronal (Yamasaki et al., 1997).

Essas evidéncias sdo reforcadas em estudo que demonstra
deposicao de neutrofilos em cérebro apds isquemia transitoria em ratos com
hiperglicemia pré-isquémica, através da determinacdo de MPO pela técnica
de imunohistoquimica. Os resultados deste estudo mostraram células MPO-
positivas tanto no parénquima cerebral como nos vasos piais, células MPO-

positivas aderentes ao endotélio e ocluindo capilares (Lin et al., 2000).

O aumento na populacao de granuldcitos no cérebro isquémico com
pico em aproximadamente 24 horas apos a isquemia também foi verificado
pela utiliza¢do de analise por citometria de fluxo de células inflamatérias, em

um modelo de isquemia cerebral focal permanente em ratos, demonstrando
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que o processo inflamatorio ndo somente ocorre também na isquemia cerebral
transitoria (Campanella et al., 2002). Este achado surpreende quando se
observa a literatura na qual a maioria dos resultados mostra que o processo
inflamatodrio associado a isquemia acontece na fase de reperfusdo. O influxo
de leucocitos e plaquetas foi também exibido em infarto cerebral em evolucao
(Garcia et al.,, 1994). Todos esses achados substanciam o papel chave
desenvolvido pelos neutrofilos e mediadores inflamatorios e contribuindo
para a lesdo isquémica e para a extensdo do infarto e assim acentuando o dano

cerebral.

Em relagdo aos niveis de nitrito, que reflete indiretamente a
producao de NO, os resultados do presente trabalho mostraram uma elevagao
significativa no grupo de animais sujeito a8 OACB seguida de reperfusdo em
relagdo ao grupo controle, dado que corrobora os achados da literatura
cientifica, onde ja ¢ bem documentada a participacdo do NO e da enzima
NOSi nas reacdes da cascata isquémica. Assim, em ratos submetidos a
OACM por 2 horas seguida de reperfusdo confirmadas por laser-Doppler
fluxometria, através da técnica de imunohistoquimica para identificar células
nas quais a enzima NOSI ¢ expressa , foi demonstrada a presenca de NOSi em
vasos da regido isquémica e em areas de necrose precoce. Além disso,
imunoreatividade foi também observada em células mononucleares e
polimorfonucleares invadindo o tecido infartado, demonstrando que o NO e a
NOSi podem estar envolvidos também na reacdo inflamatoria que segue a

isquemia cerebral (Iadecola et al., 1996).

Outra evidéncia da co-participacdo da NOSi no processo

inflamatorio associado a isquemia/reperfusdo foi apresentado em estudo no
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qual a proximidade temporal e espacial da expressao da NOSi e da COX-2 foi
evidenciada, sugerindo que a producdo de NO pela acdo da NOSi pode
direcionar a atividade da COX-2 no cérebro pods-isquémico e aumentar
conseqiientemente os produtos da reacao da COX-2 (Del Zoppo et al., 2000).
Esta evidéncia ¢ suportada pelo fato que um inibidor seletivo da NOSi
reduziu os produtos da reacdo da COX-2 no cérebro pos-isquémico (Nogawa
et al., 1998) O papel patogénico da NOSi também foi documentado em estudo
in vitro utilizando fatias de cérebro expostas a privacao de oxigénio e glicose.
O tempo de surgimento da atividade da NOSi neste modelo experimental foi
dependente da duragcdo do periodo de exposicdo a privacdo de
oxigénio/glicose, onde fica evidenciado que a NOSi tem um papel patogénico
importante ndo sO nos estagios tardios de isquemia, mas também no inicio

deste processo (De Alba et al., 1999)

Em nossos experimentos, apds a administragdo de uma unica dose
de tenoxicam (2,5 e 10 mg/kg, ip), foi observada uma tendéncia a atenuacao
dos niveis de nitrito em relacdo ao grupo de animais isquemiados. Pelos
achados ja citados da possivel interagdo da NOSi e da COX-2 na isquemia-
reperfusdo, € coerente que, pelo uso de um AINE como o tenoxicam em
animais sujeitos a isquemia, os niveis de nitrito em parte diminuam, por
inibicdo indireta da expressdo da NOSIi através da inibicdo da COX-2 pelo
AINE e, portanto, pelo bloqueio da metabolizagdo do AA e da formacao dos
seus produtos, que funcionariam como mediadores para a supra-regulacao da
NOSi. A supressdao da formagdao dos produtos do AA pela COX também
reduziria a formacao de radicais livres associados a neutréfilos ativados e a
expressao de fatores transcripcionais como o NF-kB que também funcionam

como estimuladores da expressao da NOSi (Del Zoppo et al., 2000).
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Por outro lado, interessante trabalho em camundongos mostra que a
magnitude da protecdo da injuria cerebral isquémica pela delecdo do gene da
NOSi ¢ dependente da idade, com menor protecdo em camundongos com 6
meses de idade em relagdo aos de 1-2 meses de idade (Nagayama et al., 1999)
Essa menor protecdo em animais idosos pode ser talvez relacionada a uma
maior participacdo da produgdao de NO por outros sitios que ndo a NOSi. Ja&
existe evidéncia que, com a dele¢ao do gene da NOSi, ocorre uma indugao
paradoxal da expressdo da isoforma NOSn que resulta numa produgao
aumentada de NO (Colasanti & Suzuki, 2000). Essas razdes poderiam
explicar porque os niveis de nitrito ndo reduziram mais significativamente
com o uso do tenoxicam nos nossos experimentos, considerando que os

animais eram 1dosos.

No presente trabalho os niveis de dopamina aumentaram de modo
significativo apoOs a isquemia e foi revertido com uma tUnica aplicagdo de
tenoxicam, tanto na dose de 2,5 como na dose de 10 mg/kg, ip. Nao houve
alteragdo importante em nenhum dos grupos nos niveis dos metabolitos HVA
e DOPAC, talvez pela menor taxa de metabolizagdo em animais idosos. Os
niveis de NE e 5-HT nao variaram, mas houve um aumento significativo nos
niveis de 5-HIAA nos animais isquemiados em relagdo ao grupo controle que
ndo se alteraram com o uso do tenoxicam. De acordo com o trabalho de
Luthman e cols. (1991), os niveis de dopamina hipocampais aumentam com a
isquemia, enquanto que os niveis no corpo estriado diminuem e este trabalho
nao evidencia alteragdo nos niveis de 5-HIAA e DOPAC, com uma queda nos
niveis de NE e 5-HT. Essas diferencas em relacdo aos nossos resultados

podem estar relacionadas ao fato deste trabalho utilizar gerbils adultos,
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enquanto nossos experimentos utilizaram ratos com mais de 1 ano de idade.
J4 em outro modelo de isquemia em ratos adultos, a diminui¢do nos niveis de
NE apo6s isquemia se repete, mesmo com 24 horas de reperfusido,
normalizando-se com 7 dias ap6s a isquemia Iwasaki et al., 1996). Os valores
inalterados de NE nos nossos estudos podem ainda ser explicados por uma
atenuacao nos mecanismos compensatorios a isquemia nos animais 1dosos,

evitando as alteracdes agudas dos niveis de NE.

Gomez-Nifio e cols. (1992) demonstraram um aumento dos niveis
de catecolaminas em coelhos apds o uso de inibidores da COX explicado pela
acdo de desacoplamento da fosforilagdo oxidativa dos anti-inflamatorios.
Estes dados poderiam sugerir que, com o uso do tenoxicam neste modelo de
isquemia, poderia haver um aumento dos niveis de NE, mas ndao foi o
resultado obtido. Devemos considerar, no caso, as diferencas de modelos

experimentais e de espécies utilizadas.

A associacdo de inflamac¢do e o aumento dos niveis de NE e 5-HT
do SNC foi demonstrada por Sufka & Hoganson (1993), através da inducao
da inflamacdo por uso de carragenina na aponeurose plantar de ratos.
Possivelmente por interferéncia de sistema monoaminérgico supra-espinhal.
Na inflamagao associada ao processo isquémico, a agdo desse eixo pode nao
estar tdo envolvida na resposta monoaminérgica, nao produzindo as elevacdes

dos niveis dessas monoaminas.
As concentragdes extracelulares de glutamato, o neurotransmissor

excitatorio predominante no SNC, sdo normalmente mantidas em niveis

muito baixos por eficientes sistemas de capita¢do consistindo de um numero
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de transportadores glutamatérgicos gliais e neuronais (Robinson et al., 1997).
A liberagdao excessiva e acumulo extracelular de aspartato e glutamato sao
eventos precoces na cascata isquémica e a neurotoxicidade desses
aminodacidos excitatorios (AAEs) tem sido atribuida a uma hiperexcitacao de
receptores ionotropicos de glutamato (NMDA, AMPA e Cainato) levando a
uma desregulagdo prolongada da homeostase do Ca2+ intracelular (Robinson
et al., 1997). Este fato ¢ corroborado pelo uso de antagonistas de receptores
1onotropicos que tém atividade neuroprotetora no processo isquémico (Von
Lubitz et al., 1993). Tem sido portanto sugerido que o aumento extracelular
de glutamato/aspartato ¢ um fator maior contribuindo para a morte neuronal

observada seguindo episodios de isquemia cerebral (Graham et al., 1993).

Em nossos experimentos, detectamos niveis elevados de
glutamato/aspartato nos hipocampos dos animais submetidos a isquemia que
foram sacrificados apds 24 horas de reperfusio quando comparados aos
animais falso-operados. Entretanto, existe evidéncia de que ndo ha aumento
durante o periodo pds-isquémico na atividade daqueles neurdnios usando
glutamato como neurotransmissor (Sims & Zaidan, 1995). Em um modelo in
vitro (fatias cerebrais expostas a privagao de oxigénio e glicose), foi detectado
um aumento nos niveis de glutamato e aspartato até nos primeiros estagios da
reperfusdo, demonstrando que os niveis de glutamato/aspartato sao tempo-
dependente (De Alba et al., 1999). Foram também descritos aumentos nos
niveis desses aminoacidos em um modelo de isquemia focal em ratos
espontaneamente hipertensos, através de microdidlise. A utilizacdo desta
técnica serviu para monitorizar as concentragoes de AAEs extracelulares no
estriato isquémico durante o curso da oclusio da OACM seguida de

reperfusdo. Elevacdes significantes imediatamente apds 30 minutos de
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OACM ocorreram e retornaram a niveis basais seguindo a reperfusao,
mostrando de fato, uma correlacdo positiva entre a severidade do dano
isquémico (volume do infarto) e os niveis extracelulares totais tanto de
glutamato como de aspartato durante a MCAO. A infusdo do bloqueador de
canal de Na+ voltagem-dependente tetrodotoxina (TTX) durante o periodo
isquémico resultou numa significante atenuagdo das concentragdes de AAEs,
mostrando que, pelo menos em parte, os AAEs sdo liberados através de

mecanismos Na+-dependente, (De Alba et al., 1999).

Um sitio alternativo de liberagdo de AAEs reside em células gliais e
um dos mecanismos pelos quais o efluxo dos AAEs pode ocorrer ¢ pela
reversao dos processos de recaptacao dependentes de Na+ (Szatkowski et al.,
1994), o que explicaria a queda dos niveis desses AAEs apos o uso do
bloqueador de canal de Na+, permitindo assim que o processo de recaptagao
de glutamato aconteca sem essa interferéncia. J& foi previamente descrita que
a sobrecarga de Na+ induzida pela isquemia ¢ um evento precoce que precede
a completa quebra da homeostase i6nica (Xie et al., 1991) A aplicacao de
dihidrocainato (DHK), um inibidor seletivo do transportador 1 glial de
glutamato (GLT-1), ndo alterou as concentragdes dos AAEs sob condigdes
basais, refletindo que esse tipo de transportador ndo ¢ tonicamente ativo
nessas condi¢des ou que pequenos aumentos da concentragdo de AAEs
induzidos pelo bloqueio do GLT-1 foram compensados por outros
transportadores. Alternativamente, a infusdo do DHK durante a isquemia
reduziu os aumentos evocados pela OACM durante 60 min, indicando que,
nesta situagcdo, a liberagdo de AAEs ¢ um processo dependente do

transportador glial de glutamato.

135



Em resumo, esses dados indicam que o efluxo de AAEs induzido
por isquemia focal transitoria no core do infarto origina-se tanto de sitios
gliais como neuronais (Dawson et al., 2000). Em outro estudo, os niveis
extracelulares de AAEs foram também marcadamente aumentados apds 20
min de isquemia induzida pela oclusdo das artérias carotidas em ratos, com
declinio durante a reperfusdo. Neste caso, os autores utilizaram o I-lactato
para reverter a excitotoxicidade dos AAEs, obtendo atenuacdo dos niveis de

glutamato com o seu uso.

O lactato ¢ produzido glicoliticamente pelos astrocitos e entdo
exportado, captado pelos neuronios e convertido a piruvato pela acdao da
enzima lactato desidrogenase que ¢ capaz de entrar diretamente no ciclo do
acido tricarboxilico, submetendo-se a metabolismo oxidativo com formacao
de ATP (Figuras 5 e 6). O l-lactato funcionaria como um sitio energético para
células corticais cerebrais isquémicas/reperfundidas e teria conseqiiente acao
cerebroprotetora (Cassady et al., 2001). Interessantemente, portanto, as
persistentes elevacdes das concentragdes dos AAEs mesmo apds 24 horas de
reperfusdo obtidas nos nossos resultados diferem dos achados acima nos quais
os niveis de AAEs rapidamente declinaram com o inicio da reperfusdo. Este
achado ¢ possivelmente associado ao fato que os experimentos foram
realizados com animais idosos € que o processo neurotoxico induzido pelo

glutamato pode ser mais severo nesta populagao.

Outros trabalhos registraram diferencas relacionadas a idade no
grau de fluxo sanguineo cerebral (FSC) do infratentorium para o
supratentorium durante oclusdo carotidea em ratos, indicadas pela relagao do

FSC com FSCerebelar. O suprimento sanguineo da circulagdo vertebro-

136



basilar (infratentorium) para o cérebro (supratentorium) nao foi suficiente em
ratos idosos apos oclusdao carotidea, presumivelmente pela presenca de
alteracoes esclerdticas nestas artérias ¢ dano metabolico mais severo foi
relacionado a este fluxo sanguineo colateral incompleto. Portanto, a idade ¢
um importante fator para o prejuizo da reatividade vascular a estimulos
fisicos, quimicos e neurais (He et al., 1997). Essa evidéncia poderia justificar,
pelo menos em parte, os persistentes niveis elevados de glutamato/aspartato

mesmo 24 horas pos-reperfusao.

Os nossos resultados mostraram que as concentragdes de aspartato
obtidas com o modelo de isquemia-reperfusdo ndo foram alteradas pela
administragdo do tenoxicam em ambas as doses de 2,5 e 10 mg/kg,
provavelmente porque o processo inflamatorio € mais expressivo na fase de
reperfusdo, contribuindo para o dano secundario da lesdo isquémica e de
acordo com os dados de Sims & Zaidan, 1995, a liberagdo de glutamato ¢
aspartato € predominante nos estagios iniciais da isquemia, quando a faléncia
energética ¢ mais pronunciada, associada a acidose intracelular e acimulo de

Ca2+.

Em nosso trabalho, os niveis de ATP mensurados ap6s 45 min de
isquemia global transitoria seguida de uma hora de reperfusio foram
expressivamente menores que os niveis de ATP medidos com 24 horas de
reperfusdo, achado que estd de acordo com os dados de estudos prévios que
evidenciam uma queda dos niveis de ATP durante a fase de isquemia e logo
no inicio da reperfusdo. Nos primeiros 2 min de isquemia, as concentragoes
de ATP sdo reduzidas em mais de 80% (Katsura et al., 1993) e o retorno para

valores pré-isquémicos varia ainda de acordo com o tempo de exposi¢do a
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isquemia seguida de reperfusao, sendo mais lenta a recuperagdo desses niveis
quanto maior o periodo isquémico (Fukuchi et al., 1998; Katayama et al.,
1998). A restituicao do fluxo sanguineo cerebral resulta ,portanto, na rapida
reversao de muitas das alteragdes metabolicas produzidas durante a isquemia,
com o ATP atingindo aproximadamente 60% a 80% do valor normal (Sims &
Zaidan, 1995). O nosso estudo evidencia, portanto, 0 aumento crescente dos
niveis de ATP a medida que o tempo de reperfusdo aumenta, refletindo a
gradual normalizagdo do fluxo sanguineo cerebral e dos metabdlitos ja

demonstrada anteriormente (Cardell et al., 1989; Katayama et al., 1998).

E Interessante notar que com o uso de tenoxicam em ambas as
doses nos animais sujeitos a isquemia/reperfusdo, os niveis de ATP se
mantiveram proximos aos niveis do controle, mas com uma diminuig¢do
discreta e ndo significativa em relacdo ao grupo isquemiado nao tratado. Essa
atenuacao dos niveis de ATP pode ser conseqiiéncia do desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial (Figura 5) causado por muitos AINEs
com inibicdo do “turnover” de ATP (Mahmud et al., 1996, Krause et al.,
2003). Este efeito pode ser considerado indesejado, apesar de discreto e nao

significativo no presente estudo.

As determinagdes enzimaticas dos niveis de lactato realizadas em
nossos experimentos apresentam elevacdes discretas no grupo submetido a
isquemia/reperfusdo em relagdo ao grupo controle, tanto com 1 hora como
com 24 horas de reperfusdo e, se compararmos os grupos de 1 hora com os de
24 horas de reperfusdo, os niveis de lactato foram ainda mais pronunciados
nos grupos de 24 horas de reperfusdo. Considerando as evidéncias nas quais o

processo isquémico acumula lactato (Cheng et al., 2000) como resultado do
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metabolismo anaerodbico da glicose e o lactato retorna para niveis pré-
isquémicos com a instalagdo da reperfusdo (Sims & Zaidan, 1995; Cardell et
al., 1989), nossos dados ndo estariam de acordo com essas evidéncias, ja que,

com maior tempo de reperfusdo, os niveis de lactato aumentaram.

Entretanto, a importancia dessa divergéncia se reflete no fato que
nossos experimentos foram realizados com animais 1idosos, cujo
comportamento as mudangas de fluxo sanguineo cerebral e de metabolismo
energético se expressa com diferengas importantes em relacdo a uma
populacdo de animais mais jovens. Em um estudo avaliando o fluxo
sanguineo cerebral colateral e o metabolismo cerebral na isquemia
relacionada a idade, foi documentado menor fluxo sanguineo colateral da
circulagdo vertebro-basilar para a circulacdo carotidea e maior dano
metabolico em animais idosos submetidos a isquemia por oclusdo carotidea
bilateral do que em animais adultos, com os niveis lactato mais elevados

mensurados imediatamente apos o término de 60 min de isquemia.

Este fato ¢ explicado pelas alteragdes escleroticas das artérias do
sistema vértebro-basilar nesses animais idosos associadas a uma reatividade
vascular a estimulos neurais, quimicos e fisicos prejudicada, condi¢des que
propiciam uma maior suscetibilidade as lesdes isquémicas (He et al., 1997).
Outra condi¢do que contribue para o maior dano metabodlico, com os niveis de
lactato encontrados mais elevados apds 24 horas de reperfusao do que com 1
hora de reperfusdo nos animais idosos estudados no nosso trabalho ¢ o
fenomeno de ‘“no-reflow”, caracterizado por uma reperfusao incompleta e
hipoperfusdo pds-isquémica, associado a uma paralisia vaso-motora e a

alteragdes de microvasculatura decorrentes de adesdo e agregacdo de
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neutroéfilos, liberacao de moléculas de adesao ¢ citocinas ¢ obstrucao vascular
por neutréfilos ativados (Figura 9), (Iadecola, 1999). O tenoxicam na dose de
2,5 mg/kg reduziu os niveis de lactato no grupo de 24 horas de reperfusdao em
relagdo ao grupo isquemiado nao-tratado, talvez por alguma interferéncia
neste fendmeno de ‘“no-reflow”, diminuindo a agregacdo de neutrofilos
ativados, através de sua ac¢do inibitoria sobre a COX, permitindo um melhor
fluxo pos-isquémico, o que seria um efeito benéfico do uso deste AINE na
fase de reperfusdo. Em relacdo ao grupo com 1 hora de reperfusdo, ambas as
doses de tenoxicam ndo alteraram os niveis de lactato, fato que pode ser
explicado pela auséncia de um processo inflamatorio significativo ainda neste
periodo inicial de reperfusdao pods-isquémica, ja que a participacdo de
neutrofilos e o pico de expressao de COX ocorrem principalmente com 12-24

horas apds a isquemia (Del Zoppo et al., 2000).

Os niveis de piruvato em nosso estudo se apresentaram elevados no
grupo submetido a isquemia em relacdo ao grupo controle nos animais com
isquemia-reperfusao 1 hora, mas praticamente nao se alteraram nos animais
submetidos a isquemia-reperfusao 24 horas. Portanto, entre os grupos de
reperfusdo lhora e 24 horas, houve diferenca significativa nos valores de
piruvato, sendo esses niveis bem mais elevados apds reperfusao por 1 hora
seguindo o periodo isquémico. Estes achados evidenciam uma menor
atividade da piruvato-desidrogenase, enzima responsavel pela degradacao de
piruvato a acetil-CoA no ciclo do 4cido tricarboxilico associado a fosforilagao
oxidativa (Figura 5), no inicio do restabelecimento do fluxo sanguineo
cerebral apos episodio de isquemia, resultando numa maior quantidade

detectavel de piruvato decorrente de sua menor degradacao.
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Esta evidéncia esta em acordo com dados que mostram a atividade
acentuada desta enzima durante o periodo isquémico e diminui¢do importante
da sua atividade no inicio da reperfusdo, com recuperagdo subseqiiente da sua
acao (Fukuchi et al., 1998; Katayama et al., 1998; Bogaert et al., 1994) ¢
niveis diminuidos de piruvato (Cheng et al., 2000). Por esse motivo, os niveis
de piruvato que estavam aumentados apos reperfusdo de 1 hora praticamente
se normalizam apds 24 horas de reperfusdo. O efeito do tenoxicam nas doses
de 2,5 e 10 mg/kg resultou em diminuig¢do desses valores nos animais sujeitos
a isquemia-reperfusdo de 1 hora mas ndo alterou os valores no grupo
reperfundido por 24 horas. O motivo dessa a¢dao do tenoxicam pode ser talvez
pelo mesmo efeito deste AINE no desacoplamento da fosforilacdo oxidativa

citada acima, com conseqiiente diminui¢do do ATP.

O ATP age inibindo a enzima PDH, logo, evitando a degradacao do
piruvato. Com a agdo do tenoxicam, este efeito inibitorio na PDH ndo ocorre,
o piruvato ¢ degradado e seus niveis diminuidos. Entretanto, foram
demonstradas evidéncias de que a atividade da enzima PDH mitocondrial ¢
importante na recuperagdo de fosfatos de alta energia e no restabelecimento
do fluxo sanguineo cerebral regional em gerbils submetidos a isquemia por
OCB transitoria (Fukuchi et al., 1998) Desse modo, o tenoxicam poderia ter
algum efeito benéfico positivo na regulacdo da ac¢do desta enzima para a

restauracao das fontes energéticas no periodo de reperfusao.

141



CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

Os resultados desta investigacao nos permite concluir que:

- Um aumento dos niveis de mieloperoxidase apos isquemia-reperfusao
foi observado nos animais isquemiados ¢ este efeito foi revertido com ambas
as doses de tenoxicam, possivelmente dado as propriedades anti-inflamatorias

da droga.

- Um aumento dos niveis de nitrito/nitrato foi induzido pela isquemia,
com uma discreta tendéncia para reversao desses valores com o uso de

tenoxicam em ambas as doses

- Os niveis de dopamina aumentaram de forma significativa apos a
isquemia e foram atenuados com o uso de tenoxicam em ambas as doses,
revertendo um dos fatores prejudiciais no dano isquémico. Os niveis de 5-
HIAA foram reduzidos com a isquemia. As demais monoaminas nao

apresentaram alteragdes nem com a isquemia nem com o uso do tenoxicam.

- Os niveis de glutamato/aspartato apresentaram elevacdes mesmo apods
24 horas de isquemia, o que sugere um dano isquémico mais expressivo nos

animais 1dosos.
- Os niveis de ATP apresentaram relativa queda no grupo de reperfusao

de 1 hora em relacdao ao grupo com reperfusao de 24 horas, o que reflete uma

menor taxa metabodlica quanto mais préoximo do periodo isquémico. Os
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valores tiveram uma discreta queda com o uso do tenoxicam talvez por sua

acao no desacoplamento da cadeia de fosforilagdo oxidativa mitocondrial.

- Os niveis de lactato nao apresentaram variacoes significativas dos seus
valores, fato explicado pela reperfusao, quando os valores se normalizam. Os

valores nao foram alterados pelo tenoxicam.

- Os niveis de piruvato apresentaram uma queda no grupo de reperfusao
de 24 horas em relacao ao de 1 hora, sugerindo uma recuperagao na funcao da
enzima piruvato desidrogenase e esses valores foram alterados pelo uso de
tenoxicam na dose 2,5 mg/kg, sugerindo um possivel papel adjuvante na

restaura¢ao do metabolismo cerebral.

- A alteracao histologica peculiar da isquemia foi evidenciada em nosso
estudo e com tendéncia para reversdo dessas alteragdes com o uso do

tenoxicam.

- O efeito do tenoxicam ¢ decorrente da sua acdo inibitoria sobre a
cicloxigenase e os mediadores inflamatérios envolvidos na cascata
inflamatoria associada ao dano secundario provocado pelo processo

reperfusdo pos-isquemia.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Trabalho
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