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RESUMO

Implementagédo de Modelo de Isquemia Cerebral em Camundongos
e Propriedades Neuroprotetoras de Derivados do Acido Anacéardico Saturado

Gilberto A. T. Dalboni de Lima
Orientadores: Newton Gongalves de Castro e Jorge Luiz M. Tributino

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduacao
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos para
obtencgéo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Farmacologia).

O acidente vascular encefdlico (AVE) & causado por uma interrup¢cdo do
suprimento de sangue do encéfalo devido ao rompimento de uma artéria (tipo
hemorragico) ou seu bloqueio por um coagulo (tipo isquémico, grande maioria dos
casos de AVE). O AVE é a segunda maior causa de mortes no mundo. Atualmente,
0 Unico tratamento farmacolédgico para o AVE isquémico é um trombolitico, que tem
um uso limitadissimo; a alternativa é o desenvolvimento de um farmaco
neuroprotetor. Grande parte das isquemias cerebrais ocorre no territério da artéria
cerebral média (ACM). Para avaliar novos candidatos a farmacos para o AVE, o
modelo murino mais recomendado € o de oclusao unilateral da ACM na sua origem.
Acidos anacérdicos insaturados obtidos a partir do liquido da casca da castanha de
caju possuem potenciais propriedades neuroprotetoras. Por hidrogenacao, obtém-se
o0 acido anacardico saturado (LDT11), que, acetilado, gera o derivado LDT13.
Implementamos um modelo de isquemia focal por oclusao transitéria da ACM em
camundongos e avaliamos o potencial efeito neuroprotetor de LDT11 e LDT13. Na
avaliagdo a curto prazo (2 dias), o LDT11 reduziu a mortalidade e preveniu a
reducdo da forca dos membros dianteiros; o LDT13 reduziu a mortalidade. Na
avaliagdo a longo prazo (até 28 dias pds-infarto) com um sistema de analise de
marcha, encontramos um aumento significativo das areas das pegadas traseiras dos
animais falso-operados em relacado aos isquemiados nao tratados, mas outros testes
seriam necessarios para avaliar o efeito do tratamento farmacolégico.

Palavras-chave: acidente vascular cerebral, modelo de isquemia cerebral, acidos
anacardicos, neuroprotegao.

Rio de Janeiro
Agosto de 2015
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ABSTRACT

Implementation of a Cerebral Ischaemia Model in Mice and Neuroprotective
Properties of Saturated Anacardic Acid Derivatives

Gilberto A. T. Dalboni de Lima

Orientadores: Newton Gongalves de Castro e Jorge Luiz M. Tributino

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduacao
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos para
obtencgéo do titulo de Mestre em Ciéncias Biolégicas (Farmacologia).

Stroke is caused by an interruption of blood supply in the brain due to a arterial
rupture (hemorrhagic stroke) or obstruction (ischemic stroke, the most common
stroke). Stroke is the second leading cause of deaths in the world. Nowadays, the
only pharmacological treatment of ischemic stroke is a trombolytic, which has
extremely limited use; the alternative is the development of a neuroprotective drug.
Most episodes of cerebral ischaemia occur in the middle cerebral artery (MCA)
territory. In order to evaluate new drug candidates for stroke, the most recommended
murine model involves unilateral MCA occlusion at its origin. Unsaturated anacardic
acids obtained from the cashew nut shell liquid have potential neuroprotective
properties. Through hydrogenation, they yield satured anacardic acid (LDT11), which
then yields the acetylated derivative LDT13. Therefore, we implemented a stroke
model of transient MCA occlusion in mice and assessed the potential neuroprotective
effects of LDT11 and LDT13. In the short term (2 days), LDT11 reduced the mortality
and prevented the reduction of forelimb strength; LDT13 only reduced the mortality.
In the long term (28 days post-stroke) evaluation of gait impairments, we found a
significant increase of hindlimb print area of sham-operated animais when compared
to untreated ischemic animals. However, other tests would be required to assess the
effect of drug treatment.

Keywords: stroke, cerebral ischemia model, anacardic acids, neuroprotection.

Rio de Janeiro
Agosto de 2015
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Introducao

O Acidente Vascular Encefalico

O acidente vascular encefalico (AVE) é uma condicdo neuropatologica de inicio
subito, que quando limitada somente ao cérebro é denominada de acidente vascular
cerebral (AVC). De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), é causado
por uma interrupcéo do suprimento de sangue do encéfalo devido ao rompimento de
uma artéria — tipo hemorragico — ou seu blogqueio por um coagulo — tipo isquémico
(OMS, 2013). O AVE isquémico pode ocorrer de duas formas: no tipo trombético, um
coagulo pode se formar no interior da artéria obstruida; no tipo embdlico, um coagulo
pode se formar em outro local do corpo e migrar para os vasos do cérebro. Além
disso, ele também pode ser causado por fragmentos de tecido desprendido, como
as placas ateroscleréticas (A.D.A.M.Medical Encyclopedia, 2013). No Brasil, um
estudo de pacientes admitidos na rede hospitalar de Fortaleza mostrou que 72,9%
dos AVEs foram do tipo isquémico, 21,2% foram hemorragicos, 3% foram ataque
isquémico transitério (AlT) e 2,9% foram de tipo indeterminado (de Carvalho et al.,
2011).

Durante o periodo de interrup¢ao ou reducao do fluxo sanguineo do encéfalo, o
suprimento insuficiente de oxigénio e nutrientes desencadeia danos teciduais na
regiao que antes era perfundida pela artéria ocluida ou rompida. Os sintomas mais
comuns do AVE sao fraquezas ou dorméncias repentinas de face, bracos ou pernas,
mais comumente em um lado do corpo. Outros sintomas incluem dificuldades de
falar ou de entender a fala, de enxergar e de andar; além de tontura, dor de cabega,
perda de equilibrio, desmaio e perda da consciéncia (OMS, 2013). O AVE traz um
grande risco de morte e de incapacidade: 60% das pessoas que sofreram AVE
morrem ou se tornam dependentes, dependéncia essa que causa transtornos para
familia e sociedade (OMS, 2014a).

A isquemia cerebral (ou encefalica) é subdividida em focal e global. No primeiro
tipo ocorre reducdo do fluxo sanguineo cerebral (FSC) em um territério vascular
especifico, enquanto que, no segundo tipo, essa reducao do FSC abrange todo o
cérebro (Harukuni e Bhardwaj, 2006). Uma causa notavel e comum da isquemia
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global sdo as paradas cardiorrespiratorias. Neste tipo de isquemia, geralmente
ocorre a morte de certas populacbes neuronais seletivamente vulneraveis no
hipocampo, estriado e cértex (Block, 1999; Belayev et al., 2012).

A maioria dos AVEs é do tipo isquémico e focal e cerca de 80% de todos os
AVEs sao isquémicos (Durukan e Tatlisumak, 2007). Com relacdao ao tempo de
isquemia, o AVE isquémico subdivide-se em transitorio e permanente. No transitério,
a isquemia permanece por determinado tempo e depois ocorre a reperfusdo, esta,
por sua vez, pode ser associada a um aumento da injuria no encéfalo (Gu et al.,
2012). Na isquemia permanente nao ha reperfusao subita.

E importante salientar que a magnitude da reducdo do FSC e o tempo dessa
reducdo determinam o tamanho do infarto cerebral. Por exemplo, a redugdo para
zero do FSC humano causa morte do tecido nervoso em uma janela de tempo de 4
a 10 minutos; valores de FSC menores que 16 ml/100g de tecido/minuto causam
infarto dentro de uma hora, enquanto que valores entre 16 e 20 ml/100g de
tecido/minuto ndo causam infarto, exceto se esse FSC for mantido por horas ou
dias. Se o FSC for restaurado antes que ocorra morte celular em quantidade
significativa, o paciente pode apresentar sintomas transitérios, que sao denominados
de AIT (Smith et al., 2004).

A regiao cerebral afetada pela isquemia € subdivida em duas regides: nucleo e
penumbra (Figura 1A). A primeira corresponde a regido do encéfalo irrigada
exclusivamente pela artéria ocluida; nela ocorrem rapidamente danos severos e
irreversiveis, marcados por necrose de neurbnios e de células da glia. A penumbra
isquémica € a area em torno do nucleo e é definida como o tecido isquémico que foi
funcionalmente prejudicado e esta em risco de morte, no entanto, esse tecido possui
um potencial de ser recuperado pela reperfusdo espontanea e/ou por estratégias
terapéuticas. Se esse tecido nao for recuperado, ele é progressivamente recrutado
no nucleo isquémico, que se expandira com o tempo para 0 maximo de volume
(Figura 1B; Donnan et al., 2007). A regido de penumbra isquémica é suprida por
algum fluxo sanguineo da circulagdo colateral e, consequentemente, sofre uma
injuria menos severa imediatamente apds a oclusdo. A morte celular nesta regido é
geralmente do tipo apoptética e pode progredir por varios dias (Ramos-Cabrer et al.,
2011; loroi et al.,, 2013). Portanto, a regido de penumbra isquémica é altamente

vulneravel e pode evoluir para uma leséo irreversivel em questdo de horas. Dessa
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forma, o objetivo do tratamento do AVE isquémico é preservar a maior parte da
penumbra que for possivel (Belayev et al., 2012).

Figura 1: (A) localizagdo do nucleo isquémico e penumbra; (B) progresso do aumento do nudcleo

isquémico com o decorrer do tempo (adaptada de Belayev et al., 2012).

Os efeitos do AVE dependem das regides do cérebro que sofreram injuria
isquémica e da severidade dessa injuria; por exemplo, um AVE muito severo pode
causar morte subita (OMS, 2013). Nao obstante, a maior incidéncia de AVE
isquémico ocorre pela obstrucdo da artéria cerebral média (Olsen, 1986); a
obstrucao dessa artéria foi o foco de estudo desta dissertacao.

A Artéria Cerebral Média e Modelos Experimentais de Acidente Vascular
Encefalico

A artéria cerebral média (ACM) também €& um ramo da artéria carétida interna
(ACI) e possui varias ramificagées que atingem um grande territorio, tanto no homem

quanto no camundongo (Figura 2; Dorr et al., 2007). E importante salientar que a
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ACM fornece sangue para a maior parte do cértex e substancia branca do hemisfério
(Pare e Kahn, 2012) — toda a face lateral de cada hemisfério é suprida de sangue
principalmente pela ACM. Além disso, a maior parte do corpo estriado e da capsula
interna é suprida por ramos proximais dessa artéria (Anon., 1995).

A oclusao proximal da ACM, ao contrario da ocluséo distal, abrange as artérias
lenticulo-estriadas que suprem os ganglios da base; com isso, nessa situacao, 0s
ganglios da base sofrem uma isquemia severa. O cértex cerebral apresenta uma
reducao gradual do FSC, o qual diminui da periferia para o centro do territério
vascular da ACM, uma vez que os ramos corticais da ACM formam colaterais com

territérios vasculares contiguos (Prinz e Endres, 2010).

—-ACM

Circulo
de Willis

ACE

Figura 2: (A) Esquema da anatomia vascular do encéfalo de camundongo em vista inferior ou
ventral (esquerda; adaptada de Engel et al., 2011). (B) Vista lateral do encéfalo com marcagéao arterial
por histoquimica de galactosidase (produto azul), de um camundongo expressando o gene repdrter
LacZ acoplado ao gene WTIP (modificado do catélogo de animais transgénicos KOMP Phenotyping,
acessado em 18/07/2015 www.kompphenotype.org/lacz_images/Wtip-H09/BL1346-39/BL1346-
39_bra_8x_B.jpg). ACM: artéria cerebral média, ACI: artéria carétida interna, PPA: artéria
pterigopalatina, ACE: artéria carétida externa, ACC: artéria carétida comum.
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Existem variacoes da anatomia da ACM humana que sao similares as variagcoes
que ocorrem em roedores (Wang-Fisher et al., 2008). Além disso, 80% das oclusdes
da ACM séo de origem embdlica e nela ocorrem cerca de 1/3 das isquemias
cerebrais (Olsen, 1986), sendo uma das maiores artérias que suprem o encéfalo de
sangue. Dessa forma, os modelos de isquemia cerebral focal em animais séo
comumente induzidos via oclusao ou bloqueio da ACM, dada a grande importancia
dessa artéria em isquemia cerebral (Wang-Fisher, 2009).

E importante ressaltar que quanto mais proximal, ou seja, mais préxima da
origem, for a oclusdao da ACM, maior sera o volume do infarto gerado, porque maior
sera a area que ficara sem suprimento de sangue; o inverso também é verdadeiro:
quanto mais distal for a oclusdo, menor sera o volume do infarto gerado. Portanto,
utilizamos um modelo de oclusédo proximal da ACM de camundongos com o objetivo
de gerar infartos maiores e, com isso, provocar alteracbes sensorio-motoras
avaliaveis a curto e a longo prazos.

O modelo de isquemia e reperfuséo focais, por oclusdo intraluminal transitéria da
artéria cerebral média em camundongos (OACM) é o modelo de isquemia cerebral
focal mais comumente empregado (Trueman et al.,, 2011). A oclusdo na regiao
proximal da artéria cerebral média (ACM) produz um modelo de AVE com um
volume de infarto relativamente grande, bastante adequado para a avaliacdo a longo
prazo de alteracdes sensério-motoras. No nosso laboratério j4 faziamos um modelo
de oclusdo distal da artéria cerebral média, mas nesse modelo n&do encontramos
sequelas avaliaveis a longo prazo, além de que o volume de infarto era bem
pequeno (Elias, 2010; Amorim, 2014; Tributino, 2008), por isso buscamos
estabelecer o modelo de oclusao proximal. Este modelo foi descrito originalmente
em ratos por Longa e colaboradores (1989) e desde entdo ele tem sido adaptado
para camundongos e tem sido extensamente utilizado por muitos grupos de
pesquisadores (Belayev et al., 1996; Linden et al., 2014; Bouet et al., 2007; Chiang
et al., 2011; Engel et al., 2011; Kang et al., 2012; Zhou et al., 2013; Costa, 2005).
Neste modelo, a oclusdo da ACM ocorre na regido proximal dessa artéria e é
realizada através da insercao de um fio de sutura de monofilamento (MN) recoberto
de silicone que atinge a base da ACM no circulo de Willis. A reperfusdo ocorre com
a retirada do MN, geralmente ap6s cerca de 60 min de oclusdo). Em alguns casos,
essa reperfusdo é semelhante a restauracdo do fluxo sanguineo apds a lise
espontanea de trombo em humanos (Prinz et al., 2013). Para aumentar a
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reprodutibilidade do modelo, a medida do grau de obstrucao e de reestabelecimento
do fluxo sanguineo deve ser realizada durante o procedimento cirurgico, por
exemplo com um fluxdmetro a laser Doppler (Takuwa et al., 2012; Willette et al.,
1990; Engel et al., 2011; Kang et al., 2012). Com isso, o fluxo sanguineo no territério
cortical irrigado pela ACM é monitorado e pode-se excluir do estudo animais que néao
atingirem um critério de hipoperfusao.

Um dos principais desafios na translagdo clinica dos estudos de AVE em animais
€ a avaliagao funcional, que precisa se basear em testes ao mesmo tempo sensiveis
e relevantes para a evolucao funcional dos pacientes humanos. Nesse sentido, a
avaliacao de atividade motora espontanea, como a manipulacao fina e a marcha. O
CatWalk é um sistema de analise quantitativa da marcha de ratos e camundongos,
que recentemente comecgou a ser usado para analisar a marcha apés o AVE
experimental (Encarnacion et al., 2011; Balkaya et al., 2013; Perkins, 2000). O
aparato do CatWalk (Noldus Information Technology, Netherlands) consiste em uma
plataforma de vidro de 1,3 m de comprimento iluminada por cima por uma luz
vermelha; através do vidro da plataforma passa uma luz verde, de modo que quando
o animal pressiona a superficie da plataforma (geralmente com as patas), a luz
verde é refletida formando as impressdes das pegadas; ja a luz vermelha gera a
silhueta do corpo do animal. Embaixo da plataforma existe uma camera que filma as
impressées deixadas pelo animal; esses videos sao utilizados para posterior
analises das impressdes das patas. O software de analise permite a extracdo de
multiplos parametros quantitativos a partir da identificagcdo semi-automatica das
pegadas. Nesse trabalho, avaliamos o uso do CatWalk no modelo de ocluséao

proximal da ACM em camundongos.

Epidemiologia e Fatores de Risco do Acidente Vascular Encefalico

Segundo dados do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude
(DATASUS), no Brasil e em 2010, as doencas cerebrovasculares estdo entre as
cinco principais causas de morte na faixa etaria mais produtiva, de 20 a 59 anos. Na
regiao Norte do pais, as doencas cerebrovasculares sao a terceira maior causa de
mortes e, nas outras regides, elas ocupam a quarta posicao no ranking de causas de
mortes no Brasil (Figura 3; DATASUS, 2010). Incluindo-se a populagdo mais idosa, a
mortalidade por doengas cerebrovasculares € ainda maior. Outros dados
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epidemiol6gicos sobre o Brasil mostraram que o numero de vitimas fatais por AVE
foi de 84.713 em 2000 e de 99.726 em 2010. Em 2012, a doenga foi a primeira
causa de mortes registradas no pais (DATASUS, 2012). Um estudo brasileiro de
Carvalho e colaboradores (2011) encontrou que a mortalidade por AVE apds a
admissao no hospital foi alta: 20,9%. Esses dados epidemiol6gicos apresentados
tornam mais evidente que o AVE impacta de maneira bastante significativa o
sistema de saude do Brasil, ainda mais levando em conta os custos para o
tratamento do pacientes incapacitados.
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doencas isquémicas do coracéo doencas cerebrovasculares
M cirrose e outras doencas crénicas do figado.

Figura 3: Porcentagens de mortalidades das cinco principais causas de morte no Brasil por
regides na faixa etaria de 20 a 59 anos em 2010 (Adaptada de DATASUS, 2010).

Dados epidemiolégicos sobre o mundo apresentados pela OMS, mostram que o
AVE é a segunda maior causa de mortes no mundo (a primeira sdo as doencgas
isquémicas do coracéao), correspondendo a 11,9% das mortes (6,7 milhées) em 2012
(Figura 4; OMS, 2014c). A incidéncia de AVE esta diminuindo em muitos paises
desenvolvidos, no entanto, o numero absoluto de pessoas acometidas por essa
doenca continua a aumentar devido ao envelhecimento da populacdo (OMS, 2014b).
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Figura 4: Porcentagem das dez principais causas de morte no mundo em 2012. O AVE ¢ a
segunda maior causa de mortes no mundo, representada na fatia em destaque; perde apenas
para as doencas isquémicas do coragao. SIDA: sindrome da imunodeficiéncia adquirida. DPOC:
Doenca pulmonar crénica obstrutiva (adaptada de OMS, 2014c).

Existem diversos fatores que estédo relacionados com a incidéncia de AVE na
populacédo. De acordo com a Heart & Stroke Foundation — Fundacédo do Coracéao e
do Acidente Vascular Encefélico — os fatores de risco sdo: hipertensao, altos niveis
de colesterol sanguineo, fibrilagdo atrial, diabetes, massa corporal excessiva,
consumo excessivo de alcool, sedentarismo, tabagismo e estresse. Outros fatores
importantes s&o: senilidade, menopausa em mulheres e casos de AVE na familia
(Heart & Stroke Foundation, 2012). Além disso, problemas de hipertensao durante a
gestacdo podem aumentar dramaticamente o risco de AVE em mulheres (Heart and
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Stroke Foundation, 2013). Um dado marcante é que entre as causas mais comuns
de mortalidade em pacientes com diabetes de longa duragdo estdo os acidentes
cerebrovasculares, além de infarto do miocardio e insuficiéncia vascular renal
(Frosch et al., 2005).

A prevencao do AVE inclui o tratamento da hipertensao e da hipercolesterolemia,
além da inibicdo de agregacdo plaquetaria (Hsia e Albers, 2005). E importante
salientar que o controle da obesidade, do diabetes e do tabagismo é também uma
importante forma de prevengédo do AVE (Heart & Stroke Foundation, 2012).

Tratamento Farmacolégico da Isquemia Cerebral

O AVE é uma emergéncia médica. As consequéncias dessa doenca sao
influenciadas pela rapidez e pela qualidade da assisténcia médica inicial. Esta
assisténcia é melhor realizada por unidades especializadas que possuem as
facilidades apropriadas, como, por exemplo, o acesso em até um dia a tomografia
computadorizada (Lees, 2002). Neste sentido, € importante ressaltar que entre 25%
e 35% dos pacientes acometidos de AVE isquémico sofrem danos neurologicos
(DN) que se iniciam das 48h as 72 h apds a ocorréncia desse tipo de AVE, sendo
que 50% de toda a deterioracao clinica ocorrem no primeiro 1 dia. Existe uma
grande prevaléncia de DN em pacientes acometidos pelo AVE isquémico.
Infelizmente, atualmente ndo existe tratamento capaz de prevenir ou reduzir os
impactos desses DN (Serena et al.,, 2006). No atendimento de emergéncia ao
paciente com suspeita de isquemia cerebral, os DNs devem ser avaliados por um
exame neurolégico acurado, por exemplo o National Institute of Neurological
Disorders and Stroke estabeleceu uma escala de AVE que é muito utilizada (Brott et
al., 1989).

O tratamento farmacol6gico da isquemia cerebral é realizado pela trombdlise e
pela anticoagulacdo com aspirina (acido acetilsalicilico - AAS; Muir, 2013). O
objetivo da terapia trombolitica na isquemia cerebral é a lise de um trombo ou
émbolo que estd ocluindo uma artéria, com isso havera redugéo do volume de dano
irreversivel ao tecido. Nao obstante, a trombdlise pode gerar hemorragia cerebral
(conversao hemorragica), que € uma complicagdo importante, capaz de por fim a
todos os beneficios dessa terapia (Gutierrez et al., 2006). As terapias de reperfusao
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(como também sao conhecidas as trombdlises) sao feitas com o trombolitico ativador
do plasminogénio tecidual recombinante (alteplase, rtPA) em até 4,5 h pés-lesédo
isquémica. Essa janela temporal estrita exige uma infraestrutura de atendimento
muito eficiente e s6 é aplicavel a alguns pacientes com AVE isquémico agudo.
Portanto, esta categoria de tratamento é limitada a um ndmero muito pequeno de
pacientes — a minoria dos pacientes com AVE no mundo (2 a 4%) recebe o
tratamento com trombolitico (Molina, 2011); no Brasil, um estudo de Carvalho e
colaboradores (2011) em Fortaleza mostrou que apenas 1,1% dos pacientes com
AVE isquémico recebem tromboliticos e o tempo médio entre a admissao no hospital
e 0 neuroimageamento (utilizado no diagndstico) foi de 3,4 h, o que é um tempo
elevado tendo em vista a janela de uso do trombolitico mencionada acima. Ainda
segundo esse estudo, a independéncia funcional apds o diagndstico de AVE foi
infrequente (de Carvalho et al., 2011).

O AAS é o unico agente antiagregante plaquetario utilizado no tratamento da
isquemia cerebral; o tratamento com esse agente se inicia dentro dos primeiros dois
dias. O International Stroke Trial e o Chinese Acute Stroke Trial encontraram que 0
uso de AAS dentro de dois dias ap6s o AVE reduz minimamente o risco de
recorréncia e mortalidade dessa doenca. Portanto, os estudos mostraram que o uso
do AAS no tratamento do AVE isquémico agudo € seguro, mas produz um beneficio
liqguido pequeno (Smith et al., 2004; Muir, 2013).

Tendo em vista as limitacbes da terapia de reperfusdo e de outros farmacos
disponiveis para o tratamento do AVE, a busca de agentes neuroprotetores é
essencial. Agentes neuroprotetores sdo substancia que antagonizam, interrompem
ou lentificam o progresso de eventos bioquimicos e moleculares que causam danos
ao tecido nervoso isquémico (Ginsberg, 2009). Nao obstante o alto impacto da
doenca, atualmente nao existem farmacos neuroprotetores para o tratamento do
AVE, dai conclui-se que a necessidade de se descobrir e levar a clinica novos
farmacos neuroprotetores € urgente, como vem sendo reiterado pelos painéis de
especialistas da area (Albers et al., 2011). Muitos dos farmacos testados como
candidatos a neuroprotetores mostraram efeitos na redugéo dos volumes de infartos
em animais, mas nao mostraram beneficios em humanos. Um exemplo é o NXY-
059, que foi testado como farmaco neuroprotetor para o tratamento do AVE. Este
farmaco falhou na fase Ill de estudo clinico por ineficacia, apesar de toda a
evidéncia pré-clinica favoravel (Green, 2008). Um dado muito importante foi
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encontrado por O’Collins e colaboradores (2006) que analisaram a literatura no
periodo entre 1957 e 2003. Esses autores identificaram 1026 substancias que foram
avaliadas em modelos animais e in vitro como candidatos a farmacos para o
tratamento do AVE, sendo que nenhum deles mostrou beneficios em ensaios
clinicos. Apesar disso, nos ultimos anos foi crescente o numero de candidatos a
farmacos neuroprotetores para o tratamento do AVE (Minnerup et al., 2012).
Portanto, esses dados mostram que existe uma grande dificuldade de translacéo da
pesquisa pré-clinica para a clinica, o que tem resultado nas falhas da abordagem
farmacolégica para o tratamento do AVE (Stroke Therapy Academic Industry
Roundtable(STAIR), 1999). Segundo Dirnagl (2006), as principais e potenciais
razdes para essa baixa translagéo sdo: diferencas entre espécies, janelas temporais
de tratamento inapropriadas, niveis efetivos dos farmacos n&o atingiveis em
humanos devido a toxicidade, uso de animais jovens sem comorbidade,
incongruéncia entre tamanhos dos infartos nos animais experimentais versus
resultados neuroldgicos em ensaios clinicos, heterogeneidade de subtipos de AVE
em pacientes e falta de poder estatistico em ensaios clinicos, entre outros.

Fisiopatologia da Isquemia e Reperfusao Cerebrais

A isquemia e reperfusao cerebrais (IR) causam danos aos tecidos do cérebro, o
que leva a disfuncdo desse érgdo. Esses danos atingem neurénios, glia e vasos
sanguineos (loroi et al., 2013). Pelo menos trés processos basicos contribuem para
a lesédo isquémica no tecido nervoso, assim como no neurotrauma: excitotoxicidade
(e sobrecarga de Ca®"), estresse oxidativo e neuroinflamagao. Estes processos sio
interdependentes e contribuem de forma diferenciada ao longo do tempo apds o
evento isquémico (Leker e Shohami, 2002).

Na fase inicial do insulto isquémico, ions sodio e calcio invadem as células do
cérebro e ocorre também liberacdo de glutamato no ambiente extracelular (Shichita
et al.,, 2012; ladecola e Anrather, 2011). O glutamato € liberado em grandes
quantidades, ja na fase inicial da isquemia, a partir da despolarizagdo de neurénios
glutamatérgicos. Além de possuir neurotoxicidade direta nos neurénios, o glutamato
ativa seus receptores ionotropicos (NMDA, AMPA e cainato) e metabotrépicos do
grupo | (mGIuR1/5), levando ao aumento dos niveis intracelulares de Ca**, Na*e CI
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(Durukan e Tatlisumak, 2007). Esse mecanismo é denominado de excitotoxicidade
induzida por glutamato; estudos mostraram que esse mecanismo é um contribuinte
primario para a morte neuronal isquémica (Lai et al., 2014).
A alta producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante a isquemia
e reperfusao gera o estresse oxidativo, que decorre do desequilibrio entre sistemas
enddgenos anti-oxidantes e a produgcdo de EROs e pode ser crucial para a
sobrevivéncia ou morte celular devido a disfuncdes de organelas celulares e a
subsequente ativacdo de moléculas que estdo envolvidas em mecanismos de
sobrevivéncia ou morte celular (Nakka et al., 2008). As (EROs) contribuem para o
dano cerebral. Elas podem ser produzidas em baixa extensdo durante o periodo de
isquemia e s&o produzidas em muito maior quantidade durante a reperfusdo, fase
em que ocorre a reintrodu¢cdo do oxigénio no tecido. Existem diversas fontes de
geragdo de EROs durante a isquemia e reperfusdo, como a atividade da éxido
nitrico sintase, transporte mitocondrial de elétrons e o metabolismo do &acido
araquidénico (ARA). Neste ultimo caso ocorre a producao de superdxido durante a
conversao do ARA em eicosandides pelas enzimas cicloxigenases e 5-lipoxigenase.
Outras fontes de radicais de oxigénio sdo as enzimas P450 e NAD(P)H oxidase. A
mitocOndria esta entre os primeiros sitios de producao celular de EROs identificados
(Belayev et al., 2012; Gwag et al., 2002). As EROs produzidas durante a isquemia e
reperfusdo ativam plaquetas e células endoteliais, promovendo a formacao de
trombos. Uma possivel consequéncia desses processos de ativacao € a ocluséo
microvascular (Nakka et al., 2008). O estresse oxidativo reduz os efeitos benéficos
do Oxido nitrico, o qual é um potente vasodilatador e inibidor da agregacéo
plaquetaria e da adesao leucocitaria nas células endoteliais. Além disso, o0 estresse
oxidativo e a cascata inflamatéria alteram a permeabilidade da barreira
hematoencefélica, através da ativacdo local de metaloproteinases da matriz e da
expressao de varias outras proteases. Essa quebra da barreira e o acumulo de
quimiocinas no local aumentam o extravasamento de leucécitos. Estes aderem
firmemente ao endotélio ativado através da interagdo com ICAM-1 expressas no
endotélio e integrinas B2 leucocitarias (Shichita et al., 2012; ladecola e Anrather,
2011).
A hipoxia é o disparador inicial da injuria isquémica, a qual provoca morte celular
neuronal e ativagdo da microglia, que € a populacdo de macréfagos residentes no
sistema nervoso central (SNC). A ativagdo da microglia durante a hipdxia pode ser
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causada pela morte neuronal, através da exposicado dos sinalizadores de apoptose,
ou pela liberacdo de mediadores inflamatérios associada a condi¢cdo isquémica
(Belayev et al., 2012).

Os astrécitos, oligodendrécitos, endotélio e pericitos produzem mediadores
inflamatorios, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 18 (IL-1B), e
as proteinas pro-inflamatérias 6xido nitrico sintase e metaloproteinases de matriz,
em resposta ao estresse celular. Estes mediadores e proteinas contribuem para o
disparo da inflamacéo pés-isquémica (Shichita et al., 2012). As reacdes inflamatérias
associadas com a injuria provocada pela IR sdo extremamente criticas para a
patogénese do dano tecidual, a qual tem mecanismos semelhantes no cérebro e em
outros 6rgaos. Essas reagdes sao disparadas ao nivel da interface entre endotélio e
sangue. Os principais mediadores inflamatérios sdo: citocinas, moléculas de adeséo
e quimiocinas. As citocinas interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e o TNF-a séo
produzidas por plaquetas, células endoteliais, leucdcitos e fibroblastos. As moléculas
de adesdo medeiam as interagdes entre os leucdcitos e o endotélio. Exemplos de
moléculas de adesdo s&o: selectinas, integrinas e a superfamilia das
imunoglobulinas (Nakka et al., 2008). Foi sugerido que as selectinas tém sua
expressao aumentada nas células endoteliais e nos leucécitos apds uma isquemia e
reperfusado focais (Huang et al., 2000; Okada et al., 1994). Com isso, ocorre acumulo
de neutréfilos devido ao aumento da transmigragao leucocitaria no tecido isquémico,
culminando com a neuroinflamacao. Esta, por sua vez, é um determinante do dano

associado ao infarto no tecido nervoso do encéfalo (Figura 5; Nakka et al., 2008).
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Figura 5: Eventos envolvidos na indugéo do infarto cerebral apés o insulto isquémico no encéfalo
(adaptada de Nakka et al., 2008).

O aumento da expressao e da concentracao de citocinas pro-inflamatérias, como
IL-18, TNFa e fator B de transformagado do crescimento (TGF() sdo observados no
encéfalo apds a isquemia (Belayev et al., 2012). Por exemplo, Feng e colaboradores
(2004) encontraram aumento da expressdo de IL-1, TNFa e moléculas de adesao
intercelular 1 (ICAM-1) nos cértices dos ratos que sofreram isquemia e reperfusao da
artéria cerebral media em comparagdo com o0s animais que nao sofreram a
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isquemia. As citocinas sao produzidas por células inflamatérias, como macréfagos e
microglia, e também por neurénios, astroglia e oligodendroglia. Com o aumento da
concentragdo dessas citocinas, é esperada a ativagdo da morte celular apoptética
em células vulneraveis. A apoptose isquémica pode ser induzida por radicais livres
de oxigénio, citocinas, insultos metabdlicos e alteragdes na sensibilidade a fatores
de crescimento. Todos esses indutores podem resultar de dano excitotdéxico aos
sistemas intracelulares, como o citoesqueleto, transporte axonal e mitocondria
(Belayev et al., 2012).

A neuroinflamacdo gerada na regido de nucleo isquémico se propaga para a
regido de penumbra em poucas horas. Existem diversas cascatas de mecanismos
moleculares disparados pela isquemia cerebral que podem contribuir para essa
transformacdo da penumbra em tecido danificado irreversivelmente (nucleo
isquémico). Sinteticamente, a reducdo do FSC leva a uma deplecdo do ATP com
consequente falha da bomba de Na*/K* e aumento do glutamato extracelular, por
exocitose vesicular ou reversao de transportadores. Como visto anteriormente, o
glutamato ativa os canais NMDA e AMPA e resulta no aumento intracelular de
célcio, que, por sua vez, participa da formacao de radicais livres através da ativacéao
da enzima éxido nitrico sintase. A inibicdo desta enzima esta relacionada com a
reducdo do volume de infarto em modelos experimentais de isquemia cerebral. A
difusdo do glutamato do nucleo isquémico para a lesdo periférica também participa
dos mecanismos de danos irreversiveis na penumbra, uma vez que o glutamato
medeia a despolarizacdo da regiao de peri-infarto. Essa despolarizacdo se origina
no nucleo isquémico e se propaga para a periferia da lesdo, provocando aumento do

volume de infarto (Figura 6; Castellanos et al., 2006).
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Figura 6: Mecanismos moleculares relacionados com a transformag¢édo da penumbra em tecido

danificado irreversivelmente — nicleo isquémico (adaptada de Castellanos et al., 2006).

No processo inflamatério decorrente da isquemia cerebral, o fator nuclear kB, que
€ um fator de transcricao, é ativado e desempenha um papel muito importante na
neuroinflamacao decorrente da IR. O processo de sinalizagdo envolvido com esse
fator e sua importancia nos processos neuroinflamatérios esta exposto no tépico

seguinte.

O Fator Nuclear kB e a Neuroprotecao

O fator nuclear kB (NF-kB) é um fator de transcricdo induzivel que desempenha
um papel crucial na expressao de diversos genes envolvidos nas respostas imunes
e inflamatérias e na sobrevivéncia celular (Ghizzoni et al., 2011); essas respostas
fazem parte das reacdes a infecces ou a lesdes e ajudam a proteger 0s organismos
(Alberts et al., 2008b). Esse fator é talvez o mais importante fator de transcricao que
induz a transcricdo de genes pro-inflamatérios (Gu et al., 2012). Além disso, ele é
largamente expresso no SNC (Munhoz et al., 2008). Cinco proteinas NF-kB formam
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homo e heterodimeros, cada um desses dimeros ativa um grupo especifico de
genes (Alberts et al., 2008b). O complexo de proteinas NF-kB mais prevalente e
melhor estudado € o heterodimero p50-p65 (Ghizzoni et al., 2011).

Estimulos pré-inflamatérios, como LPS (lipopolissacarideo derivado de patdgeno)
e citocinas TNFa e IL-1B, sdo indutores do NF-kB em muitos tipos celulares. Os
receptores do tipo Toll, de IL-13 e de TNFa atuam de forma semelhante na ativagao
do NF-kB, o qual, por sua vez, ativa centenas de genes que participam das
respostas imunes inflamatorias e inatas (Alberts et al., 2008b). A Figura 7 descreve a
sinalizacao celular mediada pelo NF-kB, quando induzido pelo TNFa, o que
representa a via canénica de ativacdo. O trimero de TNFa se liga ao receptor de
TNFa. Essa ligagao induz a fosforilagdo da subunidade 3 do complexo IkB-cinase
(IKK), ativando-o. O complexo IKK ativado fosforila IkB, que sdo proteinas inibidoras
do NF-kB. Esta fosforilacdo induz a ubiquitinagcdo e consequente degradagao nos
proteassomos de IkB fosforilado. Com a degradacao de IkB, o NF-kB é ativado e
translocado do citoplasma para o nudcleo celular e, com o auxilio de proteinas
coativadoras, ativa a transcricao de genes alvo (Hoffmann e Baltimore, 2006).
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Figura 7: Regulacao do fator nuclear kB mediado pelo receptor de TNFa (adaptada de Alberts et
al., 2008b).

Diversas evidéncias sustentam a premissa de que a ativacao de NF-kB contribui
para a injuria neuronal induzida pela isquemia cerebral (Gu et al., 2012). A injuria,
por sua vez, desencadeia 0 aumento da produgao de citocinas que ativam o NF-kB.
Esse fator induz a expressao de genes como 6xido nitrico sintase, IL-6, IL-13, TNFa,
ICAM-1 e ciclo-oxigenase-2 (Chen et al., 2012), que sao fatores relacionados com o
desenvolvimento do processo inflamatério. Feng e colaboradores (2004)
encontraram um aumento de translocagdo de NF-kB do citoplasma para o ndcleo
celular em modelo de IR da ACM de ratos. Portanto, a indugdo do NF-«kB
desempenha um papel essencial nas respostas inflamatérias decorrentes do AVE
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(Chen et al., 2012). Ademais, a inibicdo desse fator foi descrita como detentora de
atividade neuroprotetora, como descrito adiante.

A via do NF-kB tem sido reconhecida como alvo para a intervencao terapéutica
(Ghizzoni et al., 2011). Como esse fator € um dos principais da resposta
inflamatéria, é provavel que o papel deletério do NF-kB nas doengas inflamatdrias
resulte de defeitos na regulacdo da sua ativacao (Perkins, 2000; Karin e Ben-Neriah,
2000). No tecido neural, mesmo sem influéncia da resposta imune sistémica, a
inibicao do NF-kB tem atividade neuroprotetora, como mostrado em modelos in vitro
de leséo neural (Zou e Crews, 2005). Mayne e colaboradores (2001) demonstraram
uma reducgao do dano encefalico em um modelo de AVE hemorragico em ratos apés
a inibicdo da via do TNFa. Essa atividade neuroprotetora também foi mostrada em
estudos de Panikashvili e colaboradores (2005) que exploraram o efeito do
endocanabinoide 2-araquidonoilglicerol (2-AG) na transativacao de NF-kB apdés um
traumatismo craniano fechado (TCF) em camundongos. Os animais controles que
sofreram o TCF tiveram um aumento significativo de NF-kB ligado ao &cido
desoxirribonucleico (ADN) em comparagdo com os animais falso-operados. O
tratamento, com 2-AG, dos animais que sofreram TCF, aboliu completamente esse
aumento de NF-kB ligado ao ADN. Esse grupo de pesquisadores concluiu que o 2-
AG exerce neuroprotecdo apds uma injaria cerebral traumatica, pelo menos em
parte, via inibicdo da transativacdo de NF-«kB através de receptores canabinoides
tipo 1 (CB1; Panikashvili et al., 2005). Zou e colaboradores (2005) encontraram que
a inibicdo de NF-kB com o peptidio PTD-p65-P1 bloqueia a potencializagdo por
TNFa da morte neuronal induzida por glutamato em culturas de fatias de hipocampo.
Eles também sugeriram que a elevagcdo no encéfalo de glutamato e de TNFa
promove neurotoxicidade sinérgica. Portanto, os achados desse ultimo grupo de
pesquisadores sugerem que o TNFa e o glutamato interagem para aumentar a morte
neuronal e que os antagonistas do NF-kB poderiam ser considerados como agentes
terapéuticos em uma variedade de doencas neurodegenerativas associadas com o
estresse oxidativo e com o aumento de TNFa e glutamato (Zou e Crews, 2005).
Outro exemplo, é que a inibicdo do NF-kB parece mediar o efeito neuroprotetor do
ginkgolideo B contra o dano no encéfalo induzido pela isquemia intraluminal, focal e
transitoria da ACM de camundongos (Gu et al., 2012).
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Os Acidos Anacardicos e suas Atividades Biologicas

O caju ¢ obtido do cajueiro Anacardium occidentale Linn, que é uma planta nativa
do Brasil (Figura 8A-B). Ele é constituido por um pedunculo (pseudofruto) e pela
castanha (fruto verdadeiro; Figura 8B). Da castanha do caju obtem-se a améndoa de
castanha do caju, que € o produto nobre do cultivo, e o liquido da casca da castanha
de caju (LCC; Pessoa e Leite, 2013), que constitui 25% da massa da castanha do
caju (Oliveira et al., 2011). A casca da castanha do caju pode ser fonte de
combustivel nas préprias fabricas de processamento da castanha (Pessoa e Leite,
2013). A cultura do caju € uma das principais atividades socioeconémicas do
nordeste brasileiro; nesta regido, ocorre a maior produgdo de castanha de caju do
pais (Oliveira et al., 2011). Além disso, o agronegécio dessa castanha no Brasil
representa uma parcela significativa da economia (Gonzaga, 2008).

pseudofruto

2

Ve

fruto

Figura 8: (A) cajueiro — Anacardium occidentale. (B) caju (adaptada de Gonzaga, 2008).

O LCC é um subproduto de agronegécio do caju de valor agregado muito baixo.
No entanto, é uma das principais fontes de lipidios fendlicos néo-isoprendides de
origem natural, constituido principalmente de acidos anacérdicos, cardanol, cardol e
2-metilcardol. Esse liquido possui muitas aplica¢gdes na quimica fina, a principal € na
producdo de polimeros e resinas (Mazzetto et al., 2009). Os &cidos anacardicos
insaturados (AAin) sdo abundantes no LCC (Figura 9A-C). Através de hidrogenacao
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catalitica é produzido o 4cido anacérdico saturado (AAsa) a partir dos AAin extraidos
do 6leo da casca da castanha (Figura 9D).

COOH
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COOH
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Figura 9: Estrutura dos acidos anacardicos. (A-C) Acidos anacardicos insaturados (extraidos
do 6leo da casca da castanha do caju). (D) Acido anacardico saturado obtido por hidrogenacéo
dos acidos anacardicos insaturados, que foi denominado de LDT11.

Os acidos anacardicos sédo andlogos do acido 2-hidroxibenzoico, ou acido
salicilico. Os salicilatos e especialmente o acido acetilsalicilico (AAS) sao
importantes farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais classicos, conhecidos por
inibir as COX, mas também ja foi mostrado seu efeito direto na ativacdo do NFkB
(Yin et al., 1998). O grupo do professor Luiz A. S. Romeiro da Universidade de
Brasilia — UNB — propds alteracées no AAsa com o objetivo de mimetizar o acido
acetilsalicilico (AAS; Figura 10A). Esse grupo de pesquisadores obteve o AAsa a
partir do LCC, denominando esse produto inicial de LDT11 (Figura 9D), e adicionou
o grupamento acetila ao grupamento fendlico do AAsa, gerando o derivado acetilado
LDT13 (Figura 10B). Portanto, o derivado LDT13 talvez possua uma atividade
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aprimorada de inibicdo das COXs e do NFkB, visto que esse derivado acetilado
mimetiza o AAS.

COOH
A \H/ch
Q
acido acetilsalicilico (AAS)
B
COOM
\H/Dx
0 derivado acetilado LDT13

Figura 10: (A) Estrutura do acido acetilsalicilico. (B) Derivado semi-sintético do acido anacardico
saturado, apresentando o grupamento acetila em destaque, presente na posigao 2, como no no
acido acetilsalicilico.

Os AAsa estao entre os lipidios fendlicos mais estudados em relacéo a atividade
bioldgica (Gonzaga, 2008). Destacam-se dessas atividades: inibicdo do NF-kB,
antioxidacdo e inibicao das enzimas lipoxigenase, ciclooxigenase e histona
acetiltransferase.

Sung e colaboradores (2008) testaram a hipdtese de que os AAsa podem mediar
seus efeitos através da modulagéo da via do NF-kB. Os resultados demonstraram
que os AAsa podem suprimir a ativagdo do NF-kB por citocinas, fatores de
crescimento e promotores tumorais através da inibicdo da fosforilacdo e degradacgao
dependente de TNF da subunidade inibitoria da NF-kB cinase (IkBa),
consequentemente levando a supressao de produtos de genes regulados por NF-kB.
Os resultados demonstraram que os AAsa sao potentes inibidores da ativagdo do
NF-kB, o que pode explicar os seguintes efeitos dos AAsa: antiangiogénico,
antiproliferativo, antimetastatico, anti-inflamatério e imunomodulador. O grupo
encontrou que os AAsa suprimem a ativacao de NF-kB induzida por TNF em uma
maneira dose e tempo-dependente. Além disso, os AAsa ndo modificam a habilidade
de ligagdo ao ADN do complexo do NF-kB, portanto os AAsa inibem a ativagéo de
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NF-kB indiretamente — inibem a fosforilagdo e a degradacéo de IkB dependente de
TNF (Sung et al., 2008). Assim, os AAsa e derivados avaliados suprimem o NF-kB
(que € ativado por carcindégenos, fatores de crescimento e estimulos inflamatorios)
via inibicdo da ativagdo de IKK, fosforilagdo e degradacao de IkB, fosforilacdo da
subunidade p65 de NF-kB (Figura 11; Hemshekhar et al., 2011). Como descrito na
secao anterior, a inibicdio do NF-kB pode conferir uma potencial atividade
neuroprotetora. Podemos, entdo, propor a hipotese de que os AAsa possuem

potencial atividade neuroprotetora via inibicao do NF-kB.

CAR/IR/Citocinas

TRAK2
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/ ) d% : : : DQ 9: reporter de NF-kB

Figura 11: Mecanismos propostos de acdo dos AAsa e de seus derivados na supressao de gene
repérter de NF-kB. CAR: carcindgeno; IR: resposta inflamatéria (adaptada de Hemshekhar et al.,
2011).

Os AAsa agem como antioxidantes de varias formas, inclusive indiretamente,
através da inibicdo de varias enzimas pré-oxidantes, que participam da produgao de
EROs. Atuam como quelantes de ions de metais divalentes como Fe?* e Cu®*, que
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participam das reac¢des de Fenton, mas ndo eliminam os EROs diretamente (Kubo et
al., 2006). Masuoka e colaboradores (2004) encontraram que os acidos anacardicos
inlbem a geracado do anion superéxido pela enzima xantina oxidase, portanto os
AAsa previnem efetivamente o dano celular induzido pelo H>O,, que pode ser
convertido a EROs — radicais hidroxil — na presenca de ions de metal, pelas reacdes
de Fenton (Hemshekhar et al., 2011). Oliveira e colaboradores (2011) avaliaram a
propriedade anti radical livre dos constituintes do LCC. Eles encontraram que esses
constituintes, entre eles os AAsa, apresentaram atividades antioxidantes (Oliveira et
al., 2011).

A atividade antioxidante esta associada com a neuroprotecdo, como demonstrado
por muitos estudos em modelos in vitro e in vivo. Por exemplo, Chen e
colaboradores (2011) encontraram que a potente atividade antioxidante de 7,8-di-
hidroxiflavona é neuroprotetora em modelo de cultura de células HT-22. Ribeiro e
colaboradores (2013) mostraram que a atividade antioxidante de probucol também é
neuroprotetora em modelo de doenga de Parkinson em camundongos. Zhang e
colaboradores (2013) mostraram que, entre outras atividades da luteolina, a
atividade antioxidante contribui para o efeito neuroprotetor em modelo de AVE por
oclusdo focal, intraluminal e transitéria da artéria cerebral média (ACM) de ratos.
Portanto, a atividade antioxidante dos AAsa também corrobora a hip6tese de que
tenham potencial atividade neuroprotetora para o tratamento da isquemia cerebral.

A ciclooxigenase 1 e a ciclooxigenase 2 (COX-1 e COX-2, respectivamente) sdo
algumas das enzimas oxigenadoras que no processo inflamatério participam do
metabolismo através da conversao do ARA em uma variedade de eicosanoides. No
encéfalo, as duas isoformas, COX-1 e COX-2, sdo constitutivamente expressas, mas
em locais especificos. Os estimulos inflamatérios provocam a ativagdo da microglia
e a liberacdo de ARA pelos neutréfilos infiltrados. Esses ARAs sdo rapidamente
convertidos a prostaglandinas (PGE2 e PGD2) em reacdes catalisadas pelas
enzimas COX-1 e COX-2. A ativacdo dos receptores pelas prostaglandinas esta
associada aos eventos iniciais da inflamacéo, como, por exemplo, dor, febre, edema
e rubor. A COX-1 é principalmente expressa em microglia e a COX-2 existe nos
dendritos neuronais e terminais excitatorios. Devido a expressdo da COX-1 na
microglia, essa enzima emergiu como dominante na literatura que diz respeito a
neuroinflamacao e a neurodegeneracao (Bazan et al., 2012). A inibicdo da COX-2 foi
descrita como possuindo atividade neuroprotetora; por exemplo, Abraki e
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colaboradores (2013) encontraram que a administragdo ao mesmo tempo de inibidor
seletivo de COX-2 e de um ligante do receptor PPAR-y em cultura de células possui
efeitos neuroprotetores iguais ao que ocorrem quando na administracdo separada.
Teismann e Ferger (2001) mostraram que a inibicdo de COX-1 e COX-2 pelo acido
acetilsalicilico (AAS) ou preferencialmente de COX-2 por meloxicam promovem
neuroprotecdo no estriado e na substancia negra contra toxicidade de MPTP (1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina) em modelo de doenca de Parkinson em
camundongos. Ahmad e colaboradores (2009) encontraram que o tratamento com
valdecoxib (inibidor seletivo de COX-2) ap6s inducao de isquemia focal transitéria da
ACM de ratos tem um efeito de reducdo do volume de infarto. Esse tratamento
também reduziu as concentragées de prostaglandinas E» na penumbra isquémica
cortical. Portanto, os resultados deste ultimo grupo sugerem que a inibicdo de COX-
2 com valdecoxib promove neuroprotecdo em modelo de oclusao transitéria da ACM
(Ahmad et al., 2009).

As lipoxigenases (LOXs) constituem uma familia de dioxigenases que é
largamente distribuida nos reinos animal e vegetal. As LOXs catalisam a oxigenagao
de acidos graxos poli-insaturados em correspondentes hidroperéxidos conjungados
(Ha 2005). A super-expressao de algumas LOXs foi descrita em diversas doengas
inflamatérias (Wisastra et al.,, 2013), portanto essas enzimas sdo de grande
importancia nas condi¢gdes de inflamacdo. A 12/15-LOX contribui para a morte
celular neuronal e dano vascular decorrente de isquemia cerebral. A inibicdo dessa
LOX pode promover protecao multifatorial contra o dano isquémico (van Leyen K.,
2013). Foi isso que Yigitkanli e colaboradores (2013) observaram em modelo de
isquemia focal transitéria da ACM de camundongos. Shi e colaboradores (2013)
também mostraram que a inibicao da LOX-5 pelo zileuton reduz o dano cerebral e a
morte neuronal apoptética induzidos pela ocluséo intraluminal e permanente da ACM
de ratos.

O AAsa possui atividade de inibicdo de lipoxigenase humana h-5-LOX e de COX-
2 (Wisastra et al., 2013). Grazzini e colaboradores (1991) encontraram a inibicao de
LOX de tubérculo de batata e de COX-2 de ovelha pelos AAsa e AAin. Além disso,
os AAsa e AAin sao inibidores de LOX de soja (Ha e Kubo, 2005). Kim e
colaboradores (2013) encontraram que os AAsa reduzem a inducao da expressao
de COX-2 na pele por raios UV em camundongos. Portanto, os AAsa também
poderiam ter atividade neuroprotetora via inibicado de COXs e de LOXs.
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Os AAsa sao inibidores da histona acetiltransferase (HATs; Ghizzoni et al., 2011);
eles inibem a atividade de HAT induzida por TNF (Sung et al., 2008). As HATs sao
um grupo de enzimas que desempenham um importante papel na regulacdo da
expressao génica: elas modificam covalentemente os residuos de lisina da porgao
N-terminal das histonas através da adicdo de grupos acetila da acetil-CoA
(Balasubramanyam et al., 2003). Essas modificagbes tornam o ADN acessivel a
maquinaria de transcricdo (Carlberg e Molnar, 2014). As histonas sdo um grupo de
pequenas proteinas, ricas em arginina e lisina. Elas formam a regido central dos
nucleossomos. Nos cromossomos eucariéticos, o ADN se enrola ao redor dos
nucleossomos (Alberts et al.,, 2008a). Portanto, as modificacbes provocadas pelas
HATs tornam o ADN acessivel a maquinaria de transcricdo (Carlberg e Molnar,
2014). Outra atividade da HAT é a acetilagdo da subunidade p65 do NF-kB; essa
acetilacdo, que é uma modificacdo pés traducional, regula a fungcdo nuclear desse
fator de transcricdo (Seong et al., 2011). Como visto anteriormente, a inibicdo do NF-
KB esta associada com a neuroprotecdo. Portanto, a inibicdo da HAT estéd associada
com um efeito anti-inflamatério via hipo-acetilacdo do NF-kB (Seong et al., 2011).
Yildirim e colaboradores (2014) observaram que a inibicao de atividade de HAT da
proteina de ligacdo a CREB (proteina ligadora a elemento resposta do AMPc)
atenua o pré-condicionamento isquémico neuronal. Eles concluiram que os niveis de
CREB e de acetilagdo de histonas determinam a consequéncia do AVE e estd
associada com a inducao do estado de resisténcia apds a isquemia.

Em resumo, o acido anacardico saturado (AAsa; LDT11) e seu derivado acetilado
LDT13 possuem propriedades relevantes para um efeito anti-inflamatério e
neuroprotetor, através de antioxidacao e inibicdo de NF-kB, COXs, LOXs e HATSs.
Assim, neste estudo, avaliamos a potencial atividade neuroprotetora in vivo do
LDT11 e do LDT13 no modelo de oclusdo intraluminal, focal e transitéria da artéria

cerebral média em camundongos.
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Objetivos

Objetivo Geral

Avaliacao do potencial efeito neuroprotetor do acido anacardico saturado (LDT11)
e de seu derivado acetilado (LDT13) em modelo de isquemia intraluminal, focal e

transitoria da artéria cerebral média em camundongos.

Objetivos Especificos

Implementacgéo, otimizacao e validacao do método de inducao de isquemia
e reperfusdo focais, por oclusédo intraluminal transitéria da artéria cerebral

média em camundongos, com fluxometria per-operatoria.

Implementacédo e validacdo do método de avaliacdo da fungcédo sensorio-
motora pds-lesdo por andlise automatica de marcha a partir do imageamento

das pegadas em camundongos.

Avaliacdo do potencial efeito neuroprotetor do acido anacardico saturado
(LDT11) e de seu derivado acetilado (LDT13) quanto ao volume de infarto e

as alteragbes sensorio-motoras no modelo de isquemia e reperfuséo.
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Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados camundongos suicos machos (24-33 g) obtidos dos biotérios do
Instituto de Microbiologia e da Faculdade de Farméacia da UFRJ e do Centro de
Criacao de Animais de Laboratorio (CECAL) da Fundacdao Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). Os animais foram mantidos no Biotério dos Programas de
Farmacologia, localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFRJ,
obedecendo as normas internacionais de cuidados, com agua e racao a vontade, em
ambiente a 22-25°C com luzes acesas das 6:00 as 18:00 h. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
CCS, UFRJ, atendendo pelo numero do protocolo DFBCICB029. Para a medida da
massa corpérea, os animais foram pesados em balanca e as medidas registradas

em gramas.

Oclusao Intraluminal Transitoria da Artéria Cerebral Média

Os camundongos foram anestesiados por via inalatéria com auxilio de mascara
com uma mistura de isoflurano e O, obtida com um vaporizador universal (Takaoka,
BR). Durante todo o procedimento cirargico, a temperatura do animal foi mantida a
aproximadamente 37°C com o uso de uma placa aquecida. O fluxo sanguineo
cortical no territério da ACM foi registrado continuamente através do cranio intacto
pelo fluxémetro Laser Doppler (LDF) moorVMS (Moor Instruments, RU), com o
auxilio de um sistema de digitalizacdo MP100 controlado pelo programa
AcgKnowledge (BIOPAC Systems, Inc). Apés uma pequena incisdao na pele na linha
média do cranio, a ponta da sonda de fibra éptica P10d do LDF foi colada no osso
parietal do animal no inicio da cirurgia com o auxilio de um suporte de silicone de
moldagem dentéria, retirada ap0s a oclusédo e recolocada imediatamente antes da
retirada do MN para registro da reperfusdo. As coordenadas do local no qual a
sonda foi colada foram: 1-2 mm posterior e 3 mm lateral em relacdo ao bregma
(Wang-Fisher et al., 2008; Takamiya et al., 2012). Apdés a afixacdo da sonda, o

animal foi colocado em posicao supina. Entao foi feita uma incisdo na linha média na
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regiao ventral do pescoco e os tecidos foram rebatidos. Os procedimentos foram
feitos no lado esquerdo do animal e todas as ligaduras foram feitas com fios suturas
5/0 ou 6/0. A artéria carétida comum (ACC) foi dissecada cuidadosamente e foi feita
uma ligadura nessa artéria; da mesma forma foi feito com a artéria carétida externa
(ACE) e com a artéria carétida interna (ACl). As suturas da ACC e da ACE foram
ancoradas fora do corpo do animal de modo a tornar mais superficiais essas artérias
e permitir melhor visualizacdo e manipulagdo. Ainda outra sutura na ACC foi feita
mais proxima da bifurcacdo ACE-ACI. Foi feita uma pequena incisdo na ACC entre
as duas suturas e foi introduzido gentilmente nesse corte um filamento de nylon 7.0
210 um (MCAO suture 7021910PK5Re Doccol Corp., EUA), previamente esterilizado
por imersdo em etanol 70%. O comprimento — desde a bifurcacao entre ACE e ACI —
do MN introduzido na ACI foi de aproximadamente 8 mm. Esse MN foi direcionado
para a ACI com o auxilio de pinca de modo a evitar a entrada na artéria
pterigopalatina (Figura 12). Monitorando o fluxo sanguineo, continuava-se
cuidadosamente a insergdo do MN pela ACI até atingir a origem da ACM no circulo
de Willis, indicada pela queda do fluxo. Os animais com 70% ou mais de redugéo de
fluxo foram incluidos nos experimentos (Wong et al., 2014). A ligadura na ACI foi,
entdo, apertada para fixar o filamento na posicao de oclusdo durante os 60 min ou
40 min de isquemia. Apds esses procedimentos, foi aplicada lidocaina 2%
topicamente na incisdo do pescoc¢o e da cabeca do camundongo e 0,5 ml de solugéo
de NaCl 0,9% s.c. (no grupo de longo prazo, esta salina foi enriquecida com 5% de
glicose para melhorar a sobrevida) para repor fluidos e evitar a desidratacdo. A
incisdo na pele foi, entdo, fechada com alguns pontos de sutura e a sonda do LDF
removida. Os animais do grupo de curto prazo foram postos durante o tempo de
isquemia em uma caixa aquecida a aproximadamente 35-37°C com auxilio de uma
lampada de infravermelho, onde despertavam da anestesia. Antes do tempo de
oclusdo da ACM, o animal foi novamente anestesiado com isoflurano e a sonda do
LDF foi recolocada no osso parietal. Os animais de longo prazo permaneceram
anestesiados durante os 40 min na mesa operatdria aquecida, sem se retirar a
sonda. O filamento foi gentiimente retirado ao se completar os 40 ou 60 min de
oclusdo, monitorando-se o aumento do FSC. Apds a retirada do filamento, as
ligaduras da ACI e a da ACC foram apertadas. Foi administrada novamente a salina
como descrito acima. Novamente, a pele foi fechada com a aplicagdo de sutura
cirdrgica e 0s animais postos na caixa aquecida durante 2 h para recuperacao da
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cirurgia. Nos animais de longo prazo foi administrada gentamicina 20 ug em 100 uL
s.c. (Kang et al., 2013; Kang et al., 2012). Os animais do grupo falso operado
sofreram as incisdes na linha média do pesco¢o e da cabecga, as artérias foram
dissecadas, mas o MN né&o foi introduzido (Kilic et al., 2008). O infarto cerebral
gerado neste modelo de OACM provoca déficits sensérios-motores que podem ser

mensurados por testes comportamentais especificos (Linden et al., 2014).

Figura 12: Esquema simplificado do procedimento de oclusdo e reperfusdo da artéria cerebral
média. As artérias sdo referentes ao lado esquerdo do animal. ACI: artéria carétida interna, ACE:
artéria carotida externa, ACC: artéria car6tida comum, PPA: artéria pterigopalatina. MN:

monofilamento, a parte azul representa a parte recoberta de silicone. Ver figura 2.

Avaliacao Neurolégica

O déficit neurolégico foi avaliado 30 min, 24 h e 2 dias apds a cirurgia através de
exame clinico e atribuicdo de um escore neurologico. Cada valor de escore e 0s
respectivos critérios estdo discriminados na Tabela 1 e foram adaptados de Costa
(2005).
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Tabela 1: Valores de escore neuroldgico e os respectivos critérios adotados.*

Escore  Critérios
0 Déficits comportamentais ndo observados.

Circulando em raio grande, perda de massa < 15%, postura
assimétrica.

Diminuicao da resisténcia a forca lateral, diminuicao da forca de
2 agarramento, perda de massa < 15%, circulando em raio
pequeno, postura normal em repouso.

Inclinando-se para o lado contralateral em repouso, atividade
3 proeminente de circulagdo em raio pequeno, perda de massa
maior que 15% em 1 dia e/ou prostragao.

* (adaptada de Costa, 2005).

Avaliacao do Volume de Infarto

O volume de infarto pdde ser determinado através da coloracao do tecido cerebral
com cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC, Sigma). Dois dias apds a lesao foi
realizada a coloracao do tecido cerebral com solugédo de 1% TTC em salina para
avaliagdo do volume de infarto (Guegan et al., 1998; Swanson et al., 1990; Costa,
2005). Na presencga de sistemas de desidrogenases funcionais, o TTC passa de
incolor para uma colorag@o vermelha escura. Os tecidos necroticos ndo sao corados
por TTC, uma vez que esses tecidos nao apresentam sistemas de desidrogenases
funcionais. Dessa forma, pode-se distinguir facilmente o tecido necrético (Yang et
al., 1998; Liu et al., 2009). O protocolo seguiu-se da seguinte forma: os animais
foram sacrificados com inalacdo de CO, por 2 minutos em camara transparente
apropriada. Os encéfalos foram retirados, colocados em uma férma de acrilico
prépria para camundongos e cortados em fatias de 2 mm de espessura, resultando
em 6 fatias por cérebro, sendo que a ultima fatia (cerebelo) ndo foi utilizada no
célculo do volume de infarto. Essas fatias foram lavadas uma vez com solucao de
tampao fosfato 0,1M pH = 7,4 e em seguida a solucao de TTC 1% foi adicionada
para incubagéo por 30 minutos em uma estufa a 37°C. Depois foi feita a fixacdo das
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fatias com formalina tamponada 10% por aproximadamente 1 dia, em geladeira. Em
sequéncia, foram obtidas imagens rostrais das fatias utilizando-se um scanner de
mesa comum (HP scanjet 3500c) na resolucao de 1200 dpi em cores. Uma escala
métrica com divisbes de 1 mm foi digitalizada junto com as fatias para calibracao
espacial das imagens (Figura 13). Os contornos de areas para o calculo do volume
isquémico e hemisférico foram delineados manualmente com o programa Image J
(Wayne Rasband, National Institute of Health, EUA), sem conhecimento do grupo de
tratamento do animal. As areas do infarto e dos hemisférios foram calculadas para
cada fatia, multiplicadas pela espessura da fatia (2 mm) e somadas, sendo os
resultados expressos em volume de infarto em relagdo ao volume do hemisfério
contralateral — corregdo para edema ipsilateral e variagdes do volume cerebral entre
animais (Nada et al., 2012).

Figura 13: Sequéncia de fatias em face rostral do encéfalo de camundongo submetido a oclusao
intraluminal transitéria da artéria cerebral média esquerda. As fatias mais superiores da figura séo
mais rostrais e as fatias inferiores sdo mais caudais. Essas fatias foram coradas com TTC 48
horas apds a cirurgia. As areas claras representam o infarto e as &reas em vermelho escuro

representam o tecido que nédo sofreu infarto. Cada divisdo da régua a esquerda é igual a 1 mm.
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Teste de Forca de Preensao

O teste de forga de preensao foi projetado para a avaliagdo da forga muscular e
do reflexo de agarramento das patas dianteiras (Linden et al., 2014). Esse teste foi
utilizado por diversos autores para avaliagcdo da recuperacdo motora apés OACM
(Gao et al., 2008; Ishizaki et al., 2010; Kilic et al., 2008; Linden et al., 2014; Nada et
al., 2012; Wang et al., 2013). Nesta dissertacao, o teste foi feito imediatamente antes
da cirurgia (no mesmo dia), 1 dia e 2 dias apds a cirurgia. Em relacdo a esses
tempos de realizacdo do teste de forca de preensao, os grupos experimentais foram
denominados, respectivamente: D(antes); D+1; D+2. O teste foi realizado em um
aparato que consiste em um transdutor de forca (TF, UFI) acoplado a um
computador com auxilio do MP100 (BIOPAC Systems). O animal é erguido pela
cauda e colocado para agarrar com as duas patas dianteiras uma barra de metal
acoplada ao TF. Séao feitos 5 trials com intervalo de poucos segundos entre eles. Os
registros de forca calibrados em Newton foram feitos com o programa
AcgKnowledge (BIOPAC Systems, Inc). Assim, em cada um dos cinco trials foi
medida uma forga maxima e, entdo, foi obtida a média dessas forcas maximas
(Figura 14).

Forga (N)

Tempo (s)

Figura 14: Registro obtido no programa AcgKnowledge da for¢ca de preensdo dos membros

dianteiros dos animais obtidos durante o teste de forga.
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Analise da Marcha pelo CatWalk

O camundongo € colocado em uma das extremidades da plataforma e, com
treino, ele anda espontaneamente até atingir a outra extremidade. As analises foram
feitas utilizando-se o equipamento e o programa CatWalk XT 10.0 (Noldus IT,
Holanda, Figura 15). O sistema CatWalk foi utilizado somente no grupo de longo
prazo e da seguinte forma: um teste de 1 a 3 dias antes da cirurgia e 7, 14, 21 € 28
dias apds a cirurgia. Em cada dia foram realizadas trés corridas consecutivas.
Depois foi feita uma média dos valores dos parametros das trés corridas (triplicata).
Antes do inicio da primeira corrida de um dia, os animais sao deixados na sala por
15 minutos para ambientacdo. Os ajustes do sistema do CatWalk foi da seguinte
forma: 4 cm de espessura da plataforma, 48 cm de disténcia entre a plataforma e a
camera, 8,485 de ganho, 0,03 de intensidade. Este ultimo parametro pode e foi
reajustado no momento das andlises. As corridas foram classificadas no programa
de computador do CatWalk da seguinte forma: o limiar de intensidade foi reajustado
conforme a necessidade para entre 0,9 e 0,12; as patas foram primeiramente
classificadas pela funcdo de auto classificacdo do programa em direitas e
esquerdas, anteriores e posteriores; depois desta classificacdo, as corridas sao
revisadas para a correcao de erros da classificagdo das patas. Selecionamos a
maior parte dos parametros de andlise de corridas; os graficos gerados pelo
CatWalk para inspecao foram salvos e os dados numéricos foram exportados para
planilhas do Excel (Microsoft Corp.). Posteriormente, os dados das planilhas foram
transferidos para o programa GraphPad Prism versao 5 para testes estatisticos.
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Figura 15: Sistema de anadlise da marcha do CatWalk (modificado de

http://www.noldus.com/animal-behavior-research/products/catwalk).

Grupos Experimentais e Tratamentos

Os desenhos experimentais dos grupos de curto prazo e do de longo prazo estao
apresentados, respectivamente, nas Figuras 16 e 17. O AAsa e seu derivado
acetilado (LDT13) foram administrados por via subcutdnea na dose de 100 mg/kg
(0,1 ml/20 g) apds a indugéo da IR. Essa dose foi determinada a partir de dados do
Laboratério de Farmacologia Molecular sobre os efeitos do AAsa e de seus
derivados acetilados em modelo de edema de orelha induzido por &cido
araquidénico. Nesses resultados o LDT11 e o LDT13 tiveram um efeito
antiinflamatério (dados néo publicados). O AAsa e seu derivado acetilado LDT13
foram dissolvidos em solucao veiculo composta na propor¢cdao em volume 1:1:8 de
alcool absoluto, polissorbato Tween 80 e agua deionizada, respectivamente. Foram
feitas avaliagdes dos animais em curto e em longo prazo, sendo que o esquema de
tratamento foi o mesmo. Os grupos experimentais de curto prazo foram: Falso
Operados, Veiculo, LDT11 e LDT13 (Tabela 2). Na situacédo de longo prazo fizemos
os grupos Veiculo e Falso Operados.
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F. PREENSAO
MEDIDA DA MASSA
ESCORE N.
ESCORE N. VOL. INFARTO
IR 0,5h 2d
F. PREENSAO 12 DOSE 22 DOSE F. PREENSAO
MEDIDA DA 1h 6h MEDIDA DA MASSA
MASSA ESCORE N.
-0,5h 32 DOSE
1d

Figura 16: Desenho experimental de curto prazo. O tempo em negrito € em relagéo a cirurgia de

isquemia e reperfusdo (IR). h: hora, d: dia.

IR
I
CATWALK 12 DOSE 22 DOSE 32 DOSE
-2d 1h 6h 1d
CATWALK CATWALK CATWALK CATWALK
7d 14d 21d 28d

Figura 17: Desenho experimental de longo prazo. O tempo em negrito € em relagdo a cirurgia de
isquemia e reperfusdo (IR). h: hora, d: dia.
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Grupos Experimentais: Curto Prazo

Tratamento
Grupo o o
Substancia Frequéncia
Falso
Operados o

Veiculo Veiculo

1h, 6h e 1 dia
LDT11 LDT11 y

apos a

reperfusao.

LDT13 LDT13

Tabela 2: Grupos experimentais de curto prazo. h: hora.

Analises Estatisticas

Os dados sao relatados como média + erro padrao da média (EPM). Todas as
analises estatisticas foram realizadas com nivel de significancia de 5% (p < 0,05)
através do programa GraphPad Pism versao 5. Para a comparagcdao de médias, foi
utilizado principalmente o teste t de Student pareado, mas também a analise de
variancia (ANOVA). Na andlise da mortalidade foi utilizado o teste exato de Fischer e
na analise do escore neuroldgico utilizamos o teste Wilcoxon e o teste Mann

Whitney. Os testes estdo indicados nas legendas das figuras.
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Resultados

O meétodo de inducdo de isquemia e reperfusdo cerebrais pela ocluséo
intraluminal, focal e transitéria da artéria cerebral média foi estabelecido no
Laboratério de Farmacologia Molecular (LFM) durante o trabalho desenvolvido nesta
dissertacdo. Durante o processo de estabelecimento dessa metodologia foi
investigado qual deveria ser o didmetro adequado do filamento oclusor para animais
de massa entre 25 e 34 g. Uma vez que o calibre das artérias varia conforme o peso
do animal, é critica a relacao massa do animal / diametro do filamento para se obter
uma oclusédo satisfatéria da ACM (FSC na oclusdo < 30% do FSC basal).
Inicialmente preparamos filamentos oclusores recobrindo suturas MN com massa de
silicone de moldagem dentaria, determinando suas dimensdes exatas por
imageamento ao microscopio. Filamentos de diferentes calibres e comprimentos
foram avaliados em experimentos preliminares. Finalmente, encontramos que o
filamento adequado foi de 210 um de diametro (diametro referente a regido de

silicone) para animais na faixa de massa corpérea selecionada.

Avaliacao a Curto Prazo

Durante o processo de estabelecimento da metodologia, fizemos os grupos de
curto prazo (Falso Operados, Veiculo, LDT11 e LDT13) para padronizacdo da
metodologia de inducao de IR cerebrais no nosso laboratério. E, em seguida,

fizemos o grupo Veiculo de longo prazo.

Fluxo Sanguineo Cerebral

Durante o procedimento cirlrgico, foram monitoradas as variacées do fluxo
sanguineo cerebral (FSC) em tempo real com o objetivo de se verificar se houve
oclusdo da ACM e qual o FSC de oclusdo em relagdo ao FSC basal, pois
selecionamos para as analises os animais com um FSC de oclusdo < 30%. Nos
gréaficos gerados pelo sistema LDF é possivel medir um fluxo médio basal, um fluxo
apés a ligadura da ACC, um fluxo apds a inserc¢ao do filamento (oclusao) e um fluxo
de reperfusdo, que € referente ao fluxo apds a retirada do filamento (Figura 18).
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Verificamos que o fluxo de oclusdo € menor do que o da ACC ligada, que é menor
em relacdo ao fluxo basal. O fluxo de reperfusdo é maior do que o fluxo de oclusao

(Figura 18).

F.Basal F: Carétida F. Ocluséo F. Reperfusdo
\ /Lngada \
150+ 1 150\

0 20
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 18: Perfil de variagdo do fluxo sanguineo cerebral (FSC) durante as etapas do periodo da

cirurgia. PU: unidade arbitraria de perfuséo. F: fluxo.

A quantificagdo e as andlises das variagbes do FSC durante as cirurgias
mostraram que todas as diferencas entre os fluxos, dentro de cada grupo
experimental, foram significativas. Nao obstante, ndo houve diferengas significativas
entre os fluxos de oclusdo entre os grupos experimentais; idem para o fluxo
reperfusdo. Para as analises, consideramos o fluxo basal igual a 100% para
avaliarmos as alteracdes relativas do FSC. No grupo Veiculo, o fluxo carétida ligada
foi de 65,46%, o fluxo oclusdo foi de 19,66%. No grupo LDT11, o fluxo carétida
ligada foi de 69,63% e o fluxo oclusédo foi de 19,01%. No grupo LDT13, o fluxo
carétida ligada foi de 72,89%, o fluxo oclusao foi de 13,76%. (Figura 19).
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Figura 19: Variagdo do fluxo sanguineo cerebral (FSC) nos processos de isquemia (A) e de
reperfusao (B), referentes ao grupo de curto prazo. As diferencas médias entre todas as condi¢des
sdo significativas (teste t pareado, *: p < 0,05 comparado com Basal na isquemia ou com Ocluséo,
na reperfusdo). C.: carétida comum.

Massa Corporea

Para acompanhar o estado geral de saude dos animais decorrente dos insultos
gerados pelo procedimento cirdrgico e pela IR cerebrais, avaliamos a massa
corpdrea nos seguintes tempos: imediatamente antes da cirurgia, 1 dia e 2 dias apo6s
a reperfusdo. As analises sempre foram feitas comparando, dentro de cada grupo
experimental, as condigbes pos-cirurgicas com a condi¢do pré-cirdrgica, considerada

100% (Figura 20). No grupo Falso Operado, as porcentagens das médias das
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massas foram 96,9% e 97,4%, respectivamente, em 1 e 2 dias apds a cirurgia,
refletindo redugé@o pequena, mas significativa, de 3,1% e de 2,6%. No grupo Veiculo,
as médias das massas foram 85,0% e 77,0% respectivamente em 1 e 2 dias apos a
cirurgia, refletindo uma reducao significativa de 15,0% e de 23,0%, respectivamente.
No grupo LDT11, as médias das massas foram 85,8% e 79,0% respectivamente em
1 e 2 dias apés a cirurgia, refletindo uma reducéo significativa de 14,2% e de 21,0%,
respectivamente. No grupo LDT13, as médias das massas foram 86,7% e 80,1%
respectivamente em 1 dia e 2 dias apds a reperfusdo, refletindo uma reducao
significativa de 13,3% e de 19,9%, respectivamente. Na comparagéo entre os grupos
de animais isquémicos (Veiculo, LDT11 e LDT13) com o grupo falso operado, no
mesmo tempo pos-cirurgico (1 dia e 2 dias), todas as diferengas foram significativas.
Portanto, os animais que sofreram a isquemia cerebral perderam massa corpérea
em relacdo aos animais falso operados. Na comparagdo entre 0s grupos que
sofreram IR, ndo encontramos diferencas significativas em relacdo a perda de

massa.
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Figura 20: Massa corpérea dos animais 30 min antes, 1 dia e 2 dias ap6s a IR. Teste t pareado.
*p < 0,05 comparado com D (antes) e +p < 0,05 comparado com D+1 dentro de cada grupo

experimental.
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Mortalidade

Avaliamos a mortalidade pés-cirdrgica como mais um parametro de saude animal.
No grupo Falso Operados ndo houve mortalidade (Figura 21). No grupo Veiculo,
houve 11 animais mortos e 8 animais vivos (57,9% morreram). No grupo LDT11
houve 1 animal morto e 10 animais vivos (9% de mortalidade). No grupo LDT13
houve 1 animal morto e 8 animais vivos (11% de mortalidade). Nos grupos LDT11 e
LDT13 houve uma reducdo significativa da mortalidade em relacdo ao grupo
Veiculo. Desses animais que morreram, a maioria morreu poucas horas apés a

cirurgia.

3 Vivos
= Mortos

Numero de Animais
—
o
1

Falso  vejculo LDT11 LDT13
Operado

Figura 21: Mortalidade apés a cirurgia. Teste exato de Fisher para o nimero de mortos; *p < 0,05
comparado com Veiculo.

Teste de Forca de Preensao

O teste de forca de preensado foi utilizado para avaliar a forca dos membros
dianteiros dos animais imediatamente antes da cirurgia, 1 dia e 2 dias ap6s a
reperfusdo. As anadlises sempre foram feitas comparando, dentro de cada grupo
experimental, as condicdes pds-cirurgicas com a condi¢ao pré-cirurgica, considerada
igual a 100% (Figura 22). No grupo Falso Operados, as médias das forcas foram
106,3% e 105,8% respectivamente em 1 dia e 2 dias apds a cirurgia, sendo que
esse aumento da forca nao foi significativo. No grupo Veiculo, as médias das forgcas
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foram 80,4% e 82,5% respectivamente em 1 dia e 2 dias apds a cirurgia, refletindo
reducdes significativas de 19,6% e de 17,5%, respectivamente. No grupo LDT11, as
médias das forgas foram 104,8% e 105,2% respectivamente em 1 dia e 2 dias apds
a reperfuséo, sendo que esse aumento da forga néo foi significativo. Portanto, nesse
grupo nao houve reducédo da forca de preensao, diferente do observado no grupo
Veiculo. No grupo LDT13, as meédias das forgas foram 90,9% e 75,5%
respectivamente em 1 dia e 2 dias apos a reperfusdo, refletindo redugdes

significativas de 9,1% e de 24,5%, respectivamente (Figura 22).
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Figura 22: Forca de preensdo dos membros dianteiros 30 minutos antes, 1 dia e 2 dias apés a IR.

Teste t pareado; *p < 0,05 comparado com o grupo D (antes) dentro de cada grupo experimental.

Escore Neuroldgico

O escore neuroldgico foi utilizado como um parametro, embora grosseiro, para
avaliar os déficits neurolégicos dos animais nos seguintes periodos de tempo apés a
reperfusdo: até 30min, 1 dia e 2 dias. No grupo Falso Operados, o escore foi sempre
zero. As andlises sempre foram feitas comparando, dentro de cada grupo
experimental, as condicdes 1 dia e 2 dias com a condigdo 30 min (Figura 23). E
importante salientar que nos trés grupos (Veiculo, LDT11 e LDT13) o escore de
todos os animais no tempo de 30 min ap6s a cirurgia foi maximo (igual a 3).
Portanto, logo apds a indugédo da IR os animais se apresentaram prostrados, com

dificuldade de manter a postura vertical e fazendo movimentos circulares. Com o
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passar dos dias, as médias dos escores diminuiram nos trés grupos, demonstrando
uma melhora espontanea dos animais. No grupo Veiculo, as médias dos escores
foram 2,1 e 1,6, respectivamente em 1 dia e 2 dias ap0s a cirurgia, refletindo
reducdes nao significativas de 29% e de 48%, respectivamente. No grupo LDT11 as
médias dos escores foram 2,3 e 2,0 respectivamente em 1 dia e 2 dias apés a
cirurgia, refletindo uma reducéao nao significativa de 23% em 1 dia apés a reperfusao
e uma reducdo significativa de 33% em 2 dias apos a reperfusdo. No grupo LDT13,
as médias foram 2,6 e 2,1, respectivamente em 1 dia e 2 dias apds a cirurgia,
refletindo reducdes nao significativas de 15% em 1 dia e de 30% em 2 dias (Figura
23).
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Figura 23: Escore neuroldgico 30 min, 1 dia e 2 dias ap6s a IR. * Teste de Wilcoxon
p < 0,05 comparado com 30 min ap6s dentro do grupo experimental. +Teste Mann-

Whitney, n.s.

Volume e Localizacao do Infarto

O volume médio de infarto no grupo Veiculo foi de 66,3 mm?® (33,8% do hemisfério
contralateral), no grupo LDT11 foi de 70,0 mm?® (35,3% do hemisfério contralateral) e
no grupo LDT13 foi de 61,5 mm> (32,1% do hemisfério contralateral). Nao houve
diferencas significativas entre esses grupos com relagdo ao volume de infarto
(Figura 24).
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Figura 24: Volume do infarto 2 dias ap6s a IR. Teste ANOVA n.s.

Realizamos um mapeamento das regides cerebrais acometidas pelo infarto; para
isso, fizemos uma comparacgao entre o atlas de Paxinos (2001) e imagens das fatias
coradas com o TTC de animais do grupo Veiculo em 2 dias ap6s a IR. De acordo
com essas analises, as principais estruturas afetadas nos animais do grupo Veiculo
foram: cortex somatossensorial, cértex insular, cortex piriforme, cortex de associacao
frontal, cértex orbital, cortex pré-limbico, cértex motor primario, capsula interna,

corpo caloso, caudato-putamem e globo palido (estriado; Figura 25).
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Figura 25: Localizagdo das estruturas cerebrais afetadas pela isquemia cerebral. Os contornos
delimitam as regides afetadas. Exemplo de um animal do grupo Veiculo 2 dias ap6s a cirurgia
(adaptada de Paxinos e Franklin, 2001).

Outra andlise que fizemos foi para verificar se existiu uma correlagdo entre o
FSC de oclusao e o volume de infarto nos trés grupos Veiculo, LDT11 e LDT13. Nao
encontramos correlagbes entre essas duas variaveis nesses trés grupos (Figura 26).
Cabe notar que dois animais do grupo LDT11 que tiveram redugéo inadequada do
FSC no procedimento de IR de fato ndo tiveram infarto cerebral, confirmando a
utilidade do critério de exclusdo. Como foi descrito em Materiais e Métodos, somente
utilizamos para as andlises funcionais a curto e a longo prazo os animais que

obtiveram FSC de oclusdo menor ou igual a 30% do fluxo basal (Figura 26).
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Figura 26: Relacédo entre o FSC de oclusao e o volume de infarto nos trés grupos de curto prazo:
Veiculo, LDT11 e LDT13. Os graficos mostram também os animais que foram excluidos da analise
funcional por terem FSC de oclusdo maior que 30% do basal (simbolos vazios).

Avaliacao a Longo Prazo

Na avaliagdo a longo prazo acompanhamos os animais durante quatro semanas,

sendo que a cada sete dias avaliamos os animais com o CatWalk.

Fluxo Sanguineo Cerebral

Assim como nos grupos de curto prazo, no grupo de longo prazo, durante o
procedimento cirurgico, foram monitoradas as variagées do fluxo sanguineo cerebral
(FSC) em tempo real com o objetivo de se verificar se houve oclusdo da ACM e qual
o FSC de oclusdo em relagédo ao FSC basal, pois selecionamos para as analises 0s
animais com um FSC de oclusao < 30%. A quantificacédo e as andlises das variagdes
do FSC durante as cirurgias foram feitas assim como para os grupos de curto prazo.
Essas andlises mostraram que o fluxo de oclusao foi significativamente menor do
que o fluxo registrado somente com a carétida ligada, que foi significativamente
menor do que o fluxo basal. Nestes experimentos foi possivel comparar os FSCs ao
longo de todo o procedimento, pois 0 animal permaneceu anestesiado e a sonda
nao foi retirada. Na reperfusdo, o fluxo voltou a valores semelhantes ao registrado
com a caroétida ligada. Para as andlises, consideramos o fluxo basal igual a 100%
para avaliarmos as alteracdes relativas do FSC. No grupo Veiculo, o fluxo c. ligada
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foi de 56,1%, o fluxo de oclusao foi de 10,9% e o fluxo de reperfusao foi de 52,8%
(Figura 27).
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100+
§ 801
@ * *
o 60'I -1 ——
T
¥ 401
o +
O 20 *
0 | l

Basal C.Ligada Oclusao Reperfusao

Figura 27: Variacdo do fluxo sanguineo cerebral (FSC) nos processos de isquemia e de
reperfusdo no grupo Veiculo a longo prazo. C. Ligada: fluxo com a carétida comum ligada.
Teste t pareado: *p < 0,05 comparado com Basal e +p < 0,05 comparado com C. Ligada e
com Reperfusao.

Mortalidade

Visando avaliar as consequéncias funcionais dos insultos gerados pelo
procedimento cirdrgico e pela IR cerebrais em um periodo mais longo pés-cirargico,
avaliamos a mortalidade apds a cirurgia nos animais no grupo de longo prazo
durante os 28 dias pds-cirurgicos. Nos experimentos pilotos obtivemos 100% de
mortalidade durante a primeira semana apds a cirurgia, mostrando que 0s animais
que sobreviveram por 48 h no grupo de curto prazo provavelmente morreriam nos
dias seguintes. Assim, reduzimos o periodo de isquemia de 60 minutos para 40
minutos e buscamos formas de melhorar os cuidados pds-operatérios para reduzir a
mortalidade. Os cuidados pds-operatérios implementados foram: tratamento com o
antibiético gentamicina (20 ug/100 pL s.c.) logo apds a cirurgia e adicao de 5% de
glicose a salina 0,9% que ja era utilizada (1000 pL s.c.). Com essa reducao do
periodo de isquemia e adicdo desses cuidados, obtivemos reducao da mortalidade
para 27,3% no grupo Veiculo (3 animais mortos e 8 animais vivos), permitindo-nos
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fazermos a avaliagdo a longo prazo. Importante notar que as mortes também

ocorreram durante a primeira semana apds a cirurgia.

Andlise da Marcha pelo CatWalk

Realizamos a anélise automatica de marcha a partir do imageamento das
pegadas em camundongos com o objetivo de avaliar a fungdo sensoério-motora apds
lesdo decorrente da isquemia e reperfusdo cerebrais. Essa avaliacao foi feita
durante 28 dias apds o insulto isquémico através do sistema CatWalk. Este sistema
automaticamente analisa dezenas de parametros relacionados a marcha dos
animais (Apéndice A). Nas nossas analises encontramos poucas alteragbes nos
animais isquemiados tratados com veiculo, quando comparados com os falso-
operados (FO). Uma diferenca evidente foi a aparente auséncia do padrdo de
aumento progressivo da area de impressado das patas traseiras ao longo do tempo,
observado nos animais normais FO (Figura 28). Encontramos diferencas
significativas comparando a média das taxas de crescimento da area de impressao
das patas posteriores do grupo FO com a do grupo Veiculo. Essas taxas foram
calculadas para cada pata posterior de cada animal a partir de regressao linear da
area de impressao da pata em relacao ao tempo (Figura 28).
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Area da Impresséo
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Figura 28: Areas das patas traseiras dos animais medidas no sistema CatWalk nos
grupos Falso Operado (FO) e Veiculo a longo prazo. Nos graficos de pontos estao
mostradas as regressdes lineares para cada animal (animais numerados de 1 a 8). Nos
graficos de barras estdo mostradas as médias dos coeficientes angulares das regressoes
lineares (taxas). Teste t nao pareado. *p < 0,05 comparado com FO.
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Discussao

O modelo de indugédo de isquemia cerebral por oclusdo intraluminal da artéria
cerebral média em camundongos é atualmente o método mais comumente utilizado
entre os modelos de AVE em roedores. Este modelo € considerado pouco invasivo e
nao requer craniectomia, sendo esta ultima caracteristica uma vantagem no sentido
de evitar danos as estruturas cranianas e dor no animal. Algumas outras vantagens
deste modelo sdo: 1) mimetiza o AVE humano, que frequentemente ocorre pela
oclusao da ACM; 2) apresenta uma penumbra isquémica, que é similar a que ocorre
no AVE humano; 3) gera grandes volumes de infarto; 4) alta reprodutibilidade; 5)
pode-se controlar precisamente a duracdo da isquemia e a da reperfusdo. No
entanto, assim como todo modelo, este também possui desvantagens, como: 1) &
critico determinar o tipo e didametro adequados do filamento para gerar a ocluséo; 2)
pode gerar hipertermia ou hipotermia no animal isquémico; 3) pode gerar hemorragia
subaracnoidea (Fluri et al., 2015); 4) € um procedimento que exige muito
treinamento porque consiste em uma manipulacdo bastante fina e precisa, e 5) pode
gerar alta mortalidade.

Nos nossos experimentos, as médias das massas dos animais reduziram
significativamente apds a cirurgia em relacdo as massas pré-cirurgicas em todos os
quatro grupos de curto prazo: Falso Operados, Veiculo, LDT11 e LDT13. E
interessante notar que o grupo Falso Operados também apresentou uma reducao
significativa da massa, no entanto, essa reducgao foi significativamente menor do que
as que ocorreram nos grupos de animais que sofreram a IR: Veiculo, LDT11 e
LDT13. Portanto, o estresse gerado pela manipulacdo e pelos procedimentos
cirurgicos sem a presenca da IR (grupo Falso Operados) foi capaz de provocar
perda de massa. Esse estresse somado ao dano neurolégico gerado pela IR
aumentaram ainda mais a perda de massa nos animais submetidos a OACM.
Ferrara e colaboradores (2009), usando o0 mesmo modelo de OACM em
camundongos, encontraram reducdo da massa corporea e do consumo de alimentos
principalmente pelos animais isquémicos, corroborando nossos dados. Portanto, é
provavel que nossos animais isquémicos tiveram maior perda de massa devido a
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uma maior redu¢cdo do consumo de alimentos decorrente da lesdo. Trueman e
colaboradores (2011) compararam alguns modelos de OACM pelo filamento em
ratos e encontraram resultados semelhantes; os animais que sofreram a isquemia
cerebral tiveram uma perda de massa mais severa ap0s a cirurgia do que 0s animais
falso-operados. Além disso, encontraram que a reducdo de massa ocorreu
principalmente nos primeiros cinco dias poés-cirurgicos. Esses achados estdo de
acordo com nossos dados em camundongos, que mostraram redugao progressiva,
de 15,0% e 23,0% da massa, respectivamente, no primeiro e no segundo dias apds
a cirurgia. Dados de nosso laboratério mostram que camundongos suicos saudaveis
perdem de 4 a 5 g (13-17%) de massa quando privados de racédo por 24 h (sem
privacdo de agua), mas recuperam-se totalmente 24 h apos a reintroducao de racao.
Portanto, a diminuicdo da ingesta, devida a prostracdo, deve ser suficiente para
explicar a rapida espoliagdo nutricional nos animais submetidos a OACM.

Visando avaliar a saude animal e a gravidade dos insultos gerados pelos
procedimentos cirurgicos e pela IR cerebrais, avaliamos a mortalidade apo6s a
cirurgia. Apesar de serem pouco relatados na literatura, os dados de mortalidade
sédo importantes como um desfecho clinico dos tratamentos experimentais e para
que novos grupos que venham a implementar a metodologia possam usar como
parametro de comparagdo. O principal determinante da mortalidade nos modelos de
isquemia transitoria parece ser a duragdo da oclusdo (Schulte-Herbruggen et al.,
2006). Nos grupos de curto prazo, isquemiados por 60 min, a mortalidade em até 2
dias pés-cirargicos e foi de 57,9% no grupo Veiculo. Esse valor € mais alto do que
0s encontrados por outros autores. Por exemplo, Ferrara e colaboradores (2009),
usando o mesmo modelo de OACM por 60 min em camundongos 129S2, obtiveram
15% de mortalidade nos dois primeiros dias poés-cirurgicos. Entretanto, Smith e
colaboradores (2015) fizeram OACM por 30 min em camundongos C57BL/6 e
encontraram 44% de mortalidade em 24 h. Esses exemplos da literatura mostram
como essas taxas de mortalidade podem variar. Além do periodo de oclusao, as
causas dessas variagbes sao, por exemplo, deferencas de linhagem dos
camundongos, background genético dos animais e cuidados per e pés-operatérios.

No grupo Veiculo de longo prazo, com OACM de 40 min, a mortalidade foi
avaliada em até 28 dias pos-cirurgicos e foi de 27,3%, sendo que as mortes
ocorreram na primeira semana ap0s a cirurgia. Meisel e colaboradores (2004)
utiizaram o modelo em camundongos Sv129/J de OACM pelo filamento com 60
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minutos de isquemia e avaliaram os animais durante 14 dias ap6s a cirurgia. Eles
encontraram uma mortalidade de 57% até o 6° dia que, assim como em Nnossos
experimentos, se restringiu a primeira semana poés-cirurgica. Prass e colaboradores
(2003), utilizando também o mesmo modelo de OACM na mesma linhagem de
camundongos, encontraram 60% de mortalidade durante os primeiros 7 dias
(mortalidade também restrita a primeira semana). Uma das causas da mortalidade
pds-AVE é a infecgao sistémica e 0 mesmo se observa nos modelos experimentais.
Schulte-Herbruggen e colaboradores (2006) verificaram se a susceptibilidade a
infecgbes pos-AVE isquémico em camundongos depende da linhagem. Trés dias
apoés o AVE isquémico, a linhagem Sv129 teve infeccdes pulmonares bacterianas e
uma maior ocorréncia de bacteremia, enquanto que C57BL/6 e Balb/C adquiriram
somente infec¢gdes pulmonares bacterianas. Portanto, existe um aumento da
susceptibilidade a infecgcdes apds o AVE, que varia de acordo com a linhagem
murina. Esse aumento da susceptibilidade a infeccoes pode ser devido a
imunossupressao (Meisel et al.,, 2004) e pode ser uma das causas para a
mortalidade no nosso modelo de AVE em camundongos. Nos animais de curto prazo
nao fizemos tratamento com antibiéticos, o que pode ser uma das causas da alta
mortalidade. Nos experimentos-pilotos no grupo Veiculo de longo prazo obtivemos
100% de mortalidade na primeira semana antes de incluir nos experimentos o
tratamento com antibidticos. Tendo em vista a importdncia das infec¢coes para o
desfecho, provavelmente a profilaxia com antibidticos p6s-operatérios no grupo de
longo prazo contribuiu para reduzir a mortalidade para 27,3%, junto com a menor
duragao da isquemia.

Em relagc&o aos grupos de curto prazo, encontramos uma redugédo da mortalidade
nos animais tratados com os LDT’s em relagcdo ao grupo Veiculo. Essa redugao
pode ser devida a efeitos independentes de neuroprotecdo, como nao observamos
reducao do volume de infarto nos animais tratados. Os &cidos anacardicos podem
ser anti-inflamatérios e analgésicos, 0 que melhoraria o0 pos-operatério dos
animais, e também tém efeito antibidtico, como descrito por Hamad e Mubofu
(2015).

O teste de forca de preensdo foi utilizado por diversos autores em diversos
modelos de isquemia cerebral para avaliar a recuperagdo motora apos a IR
cerebrais (Ishizaki et al., 2010; Nada et al., 2012; Wang et al., 2013). Encontramos
uma reducao significativa da forgca de preensdo no grupo Veiculo no segundo dia
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apds a IR em relagédo a forgca pré-cirurgica. Esse resultado esta de acordo com os
dados de Ferrara e colaboradores (2009), que utilizaram o modelo de IR em
camundongos com 60 minutos de ocluséo. Eles observaram essa reducdo da forca
no grupo isquémico controle nos dias pos-cirurgicos (2, 4 e 7). No entanto, nesse
mesmo trabalho, eles encontraram resultados semelhantes no grupo Falso
Operados, o que difere dos nossos achados, que ndao mostraram variagdes
significativas da for¢ga nos animais falso-operados em 1 e 2 dias. Dessa forma,
Ferrara e colaboradores (2009) concluiram que esse teste ndo foi adequado para a
avaliacdo motora decorrente da IR cerebrais. Nos nossos resultados, os animais
isquemiados perderam forga dos membros dianteiros e portanto o teste detectou
adequadamente essa sequela motora. O tratamento com o LDT11 preveniu essa
sequela, enquanto que o tratamento com o LDT13 n&o teve efeito. Gao e
colaboradores (2008) utilizaram esse teste de forca para avaliar a longo prazo o
efeito de gama-hidroxibutirato sobre a recuperagcdao motora de camundongos
submetidos a OACM de 30 minutos. Eles fizeram o teste antes da cirurgia, 1, 3 e 5
semanas apdés a IR. Eles encontraram uma reducdo da forga dos animais
isquémicos controles em relacdo ao grupo Falso Operados até o tempo de 5
semanas. Por outro lado, Linden e colaboradores (2014) utilizaram esse teste 22
dias ap6s 30 minutos de OACM em camundongos para comparar 0s animais que
sofreram a isquemia com os falso-operados e nao encontraram diferencas
significativas. Portanto, ha divergéncias na literatura quanto a utilidade deste teste
para avaliagdo de sequelas de longo prazo.

O escore neuroldgico (EN) foi utilizado por diversos autores em diversos modelos
de isquemia cerebral em roedores para avaliar o déficit decorrente do insulto
isquémico. Os valores de escore sao determinados segundo critérios especificos,
sendo que esses critérios variam conforme os trabalhos. Nossos resultados
mostraram reducbes nao estatisticamente significativas do EN nos trés grupos
(Veiculo, LTD11 e LDT13) nas comparacdes entre 1 e 2 dias apds a cirurgia com 30
minutos apos a reperfusdo dentro do mesmo grupo experimental. No entanto, no
grupo LDT11 em 2 dias apds a IR encontramos uma reducédo significativa do EN.
Este resultado poderia mostrar um efeito potencialmente benéfico do LDT11, mesmo
tendo em vista que o EN é uma escala grosseira. Liu e colaboradores (2009)
utilizaram o modelo de 90 minutos de OACM em camundongos e avaliaram o EN
nos seguintes tempos apoés a reperfusao: 1,5, 6, 12 e 24 horas, 3 dias e 7 dias. Eles
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encontraram uma reducao significativa do EN nos tempos de 24 h, 3d e 7d em
relacdo aos primeiros tempos de avaliagcdo, demonstrando uma clara melhora
espontanea dos animais. Nossos resultados também mostraram uma redugéo
progressiva do EN nos animais controles, mas a diferenca em relagdo ao pods-IR
imediato ndo atingiu significancia estatistica. Assim, o efeito do LDT11 no EN deve
ser analisado com cautela, considerando a melhora espontanea. Smith e
colaboradores (2015) utilizaram o mesmo modelo em camundongos em 30 minutos
de isquemia e 24 h de reperfusdo. Eles encontraram um EN alto e significativamente
maior do que o do grupo Falso Operados em 24 h, mas ndo uma semana apos a
cirurgia. Os nossos resultados e os da literatura mostram que camundongos ou ratos
que sofreram isquemia cerebral severa tém um déficit neuroldgico inicial alto, mas
que tende a diminuir em poucos dias, mostrando uma recuperacao espontanea. As
funcdes comportamentais apdés o AVE sao recuperadas mais rapidamente nestes
roedores do que em primatas ndo humanos, devido ao maior potencial de
plasticidade cerebral daqueles (Costa, 2005).

O volume de infarto no grupo Veiculo foi igual a 66,3 mm® ou 33,7% do
hemisfério contralateral. Liu e colaboradores (2014) utilizaram um modelo
semelhante, com 60 minutos de oclusdo, e encontraram um volume de infarto de
40,6% do hemisfério contralateral nos animais controles, apds 72 h de reperfusao.
Esse volume de infarto € um pouco maior do que o encontrado nos nNOSsos
experimentos, apesar de termos utilizado o mesmo tempo de oclusdo. Essa
diferenca mostra que existe variabilidade que pode depender de outras variaveis,
como ja foram mencionadas, diferencas de periodo de isquemia e reperfusao,
linhagem dos camundongos, background genético dos animais e cuidados pés-
operatérios. Ruan e colaboradores (2013) utilizaram 120 minutos de oclusao e 24 h
de reperfusdo, observando um volume de infarto de 75,1% do hemisfério
contralateral. Portanto, comparando esses resultados, um maior tempo de oclusé&o
tende a gerar um infarto maior, mas é possivel que o tempo apo6s a reperfusao
também influencie as medidas, devido ao aumento do nucleo da lesdo. O acréscimo
parece ser principalmente da extensdo de cortex afetado, pois esta descrito na
literatura que o estriado é primeiramente afetado e depois o cortex ao entorno dele
(Fluri et al., 2015).

O infarto decorrente da IR abrangeu o estriado esquerdo e regides corticais
adjacentes. Essa localizacao esta de acordo com Ferrara e colaboradores (2009) e
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com Bouet e colaboradores (2007), os quais também utilizaram uma oclusao de 60
minutos em camundongos. A oclusdo de 30 minutos provoca danos menores e
restritos ao estriado. Além disso, a oclusdo permanente da ACM pode estender a
injuria isquémica para o cértex frontal (Ferrara et al., 2009). Portanto, as regides que
sao atingidas pela isquemia neste modelo dependem da duracdo da oclusdo. O
tempo de reperfusdo € outra varidvel que influencia a localizagédo e o volume do
infarto cerebral. Por exemplo, Liu e colaboradores (2009) utilizaram o modelo de 90
minutos de OACM em camundongos e avaliaram o volume de infarto até 7 dias apés
a reperfusdo. Eles encontraram um aumento progressivo do volume total de infarto
em 1,5h, 6 h, 12 h e 24 h, mas a partir de 24 h ndo houve alteragdes significativas.
O mesmo foi observado no cortex, enquanto que no estriado a partir de 12 h ja nédo
houve alteracdes significativas do volume de infarto.

Os tratamentos com o LDT11 e LDT13 nado foram capazes de alterar
significativamente o volume do infarto, pelo menos em 48 h pés-OACM. Esse dado
mostra que essas substéncias ndo foram eficazes em reduzir o nucleo da lesao
neste tempo, mas talvez seja necessario um tempo maior para avaliar se podem
prevenir a propagagao do nucleo isquémico sobre a penumbra isquémica. No caso
do LDT11, que reduziu significativamente a mortalidade em 48 h e evitou
completamente a perda de forca de preensao, deve-se considerar a hipétese de que
teve um efeito neuroprotetor parcial, ndo revelado pela coloracdo com TTC, mas que
preservou a fungéo neural.

A iniciativa Stroke Therapy Academic Industry Roundtable (1999) produz
recomendagdes de consensos sobre o desenvolvimento de tratamentos para o AVE;
um desses consensos € que é importante avaliar as sequelas sensério-motoras
decorrentes do AVE e ndo apenas o volume de infarto. Por isso, avaliamos o LDT11
e LDT13 nesses dois aspectos. Tendo em vista que o LDT11 preveniu a redugao da
forga dos animais isquémicos, redugéo do déficit neuroldgico avaliado pela redugao
do escore neurologico e reducado da mortalidade em relacdo ao grupo Veiculo, essa
substancia poderia ser utilizada para a avaliagdo em outros modelos de AVE,
inclusive para a avaliagédo a medio e a longo prazo.

Na avaliacdo de detalhes finos da marcha dos animais em 28 dias pos-cirlrgicos
encontramos o parametro de area da impressdao da pegada das patas traseiras
alterando-se a uma taxa média positiva nos animais falsos operados e a uma taxa

média negativa nos animais isquemiados. E possivel que esse aumento nos animais
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falsos operados seja consequéncia de um aumento maior da massa corp6rea em
relagdo aos animais isquemiados (Parkkinen et al., 2013). Encarnacion e
colaboradores (2011) utilizaram um modelo de isquemia de 65 minutos de oclusao
pelo filamento em ratos. Eles encontraram diferengas nesse parametro comparando
0 grupo de animais que sofreram a isquemia com o grupo de animais falsos
operados. Balkaya e colaboradores (2013) utilizaram um modelo de isquemia
moderada, de 30 minutos de oclusdo pelo filamento em camundongos, e avaliaram a
marcha dos animais a cada quatro dias durante 28 dias pos-cirurgicos. Eles néo
encontraram diferencas significativas em relacdo a area de impressao das patas,
mas observaram diferencas em varios outros parametros, que nao foram evidentes
nos nossos experimentos. Portanto, os resultados no CatWalk variam muito na
literatura, assim como os detalhes dos modelos de AVE em que vém sendo

aplicado.

Conclusoes e Perspectivas

A metodologia de inducdo de isquemia e reperfusdo focais, por oclusédo
intraluminal transitéria da artéria cerebral média em camundongos foi estabelecida
com sucesso. A partir da implementagcdo desse modelo de isquemia cerebral
induzido pela cirurgia, estabelecemos as outras metodologias complementares para
a avaliacdo das alteracbes sensoério-motoras, como a avaliacdo do escore
neuroldgico, o teste de forca dos membros dianteiros e a analise de detalhes finos
da marcha pelo sistema CatWalk. Em relagdo ao estudo de curto prazo (avaliacdo
durante os 2 dias p0s cirurgicos), o LDT11 mostrou um efeito significativo, mesmo
que pequeno, na prevencao da reducado da forca dos animais isquémicos. Essa
substancia também mostrou um efeito de reduzir significativamente o déficit
neurologico avaliado pela redugédo do escore neuroldgico. Talvez o seu efeito mais
relevante foi de reduzir significativamente a mortalidade em relagdo ao grupo
Veiculo. O LDT13 s6 mostrou efeito significativo de reduzir a mortalidade dos
animais em relacdo ao grupo Veiculo. Ambas as substancias avaliadas nesse
estudo ndo apresentaram efeitos de reduzir o volume de infarto e de prevenir a
perda de massa corpdrea decorrente da isquemia cerebral. Em relacdo ao estudo de
longo prazo (28 dias pods cirdrgicos) encontramos que a média das taxas da area de
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impressao das patas posteriores do grupo Falso Operado (FO) foi significativamente
maior do que a do grupo Veiculo.

Como perspectiva inclui-se a analise de detalhes finos das pegadas dos animais,
como as distancias entre os dedos, no proprio sistema CatWalk. Estas analises
fornecem mais detalhes sobre alterac6es motoras que talvez ndao tenham surgido na
andlise ja realizada da marcha dos animais. Também sera necessario 0 uso
simultdneo de outro teste funcional melhor validado que o CatWalk, que ainda foi
pouco usado em modelos de AVE. Pode-se buscar aumentar o tempo de isquemia
no grupo de longo prazo sem reduzir significativente a viabilidade dos animais. Com
isso, talvez possamos encontrar déficits sensério-motores mais pronunciados para a

avaliagédo de tratamentos farmacoldgicos a longo prazo.
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APENDICE A - GRAFICOS

CATWALK

DAS ANALISES DO SISTEMA

Stand (s); RF

03

Ml pré-cirirgico
[ 1semana
M 2 semanas

13 semanas

[ 4 semanas

Stand (s); RH
04

03+

02+

-pré—cirﬂrgico
[ 1 semana
M 2 semanas

13 semanas

D4 semanas

MCAO controle (veiculo) ' Sham ' v MCAO controle (veiculo) Sham
Stand (s); LF .pré-cirt]rgico Stand (s); LH -pré-cin]rgico
04+ [E1semana 04+ [ 1semana
M 2 semanas M 2 semanas
03+ 13 semanas 0.3 1 13 semanas
[ 4 semanas [ 4 semanas
0.2+ 0,2 4

0,14

MCAO controle (veiculo) Sham

01+

MCAQO controle (veiculo)

Sham

Stand Index; RF

Wl pré-cirirgico

i [ 1 semana
M 2 semanas

24 13 semanas
[ 4 semanas

zauls

6

8 . i

MCAO controle (veiculo) ' Sham

Stand Index; RH
0=

Ml pré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas

13 semanas

E]4 semanas

L1
-6 3 [-5.4

MCAO controle (veiculo)

Stand Index; LF
)=

24

44

M pré-cirirgico
[H1 semana
M 2 semanas

13 semanas

[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo) Sham

Stand Index; LH
() o

M pré-cirirgico
semana
M 2 semanas

13 semanas

[C 4 semanas

MCAO controle (veiculo)
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Max Contact Area (cm?); RF
04

0.3 4

02+

0.1+

MCAO controle (veiculo)

Sham

Wl pré-cirirgico
[ 1semana
M 2 semanas

[]3 semanas

D 4 semanas

Max Contact Area (cm?); RH
0.4 -

0,3 1

0,2 1

0.1

Wl pré-cirirgico
[ 1semana
M 2 semanas

[]3 semanas

[ 4 semanas

MCAQ controle (veiculo) : Sham

Max Contact Area (cm?); LF
04—

0.3 A

024

0.1+

MCAO controle (veiculo)

[] pré-cirtirgico
[ 1 semana
M 2 semanas

[]3 semanas

[ 4 semanas

Max Contact Area (cm?); LH
05+

0.4 -
0,3 1
02+

0,14

.pré-cirt]rgico
[ 1semana
M 2 semanas

D3 semanas

D 4 semanas

MCAO controle (veiculo) ' Sham

Max Contact At (%); RF
60 -

404

20 1

MCAO controle (veiculo)

Sham

Wl pré-cirirgico
[ 1semana
M 2 semanas

D3 semanas

[ 4 semanas

Max Contact At (%); RH
50 —

404
30+
20 4

10 4

Wl pré-cirtirgico
[ 1 semana
M 2 semanas
13 semanas
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo) Sham

Max Contact At (%); LF
60

MCAQ controle (veiculo)

M pré-cirtirgico
semana
M 2 semanas

13 semanas

[ 4 semanas

Max Contact At (%); LH
50—

404

] pré~cir0rgicﬁo
. semana
M 2 semanas

13 semanas

304

20+

10 4

MCAO controle (veiculo) Sham

[ 4 semanas
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Max Contact Max Intensity; RF

150 +
q 111,968
oL,
100+
50 +

MCAO controle (veiculo)

1 semana
M 2 semanas
[J3 semanas

[ 4 semanas

Max Contact Max Intensity; RH
200 +

44236
=

150 +
100 +

50 4

133

a5 [145/149]150.665

Bl pré-cirtrgico
[E1semana
M 2 semanas
13 semanas
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Max Contact Max Intensity; LF

150 +
710[112[113[111 {111,734
100 &
50 +
L +

Sham

MCAO controle (veiculo)

Wl pré-cinirgico
[ 1semana
M 2 semanas

|:] 3 semanas

[ 4 semanas

Max Contact Max Intensity; LH
200 +

150

100 4

50 4

Ml pré-cirirgico

MCAQ controle (veiculo)

1 semana
L R M 2 semanas
TR 3 []3 semanas
: [ 4 semanas
: :
Sham

Max Contact Mean Intensity; RF
80

60+

404

204

M pré-cirirgico
[ 1semana

.2 semanas

(3 semanas

[ 4 semanas

Max Contact Mean Intensity; RH

80+
9686170.169,068.572

60+

404

20+

M pré-cirirgico
[ 1semana
M 2 semanas

13 semanas |
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo) Sham MCAO controle (veiculo) Sham
Max Contact Mean Intensity; LF -Dfé-gi[fggjcg Max Contact Mean Intensity; LH !P‘T?jiflj(gitfg
80+ semana 80+ 1 semana
LR S [68,4[68.9[69.458 o= =
50 - . M 2 semanas 696 M 2 semanas
604+ = S BRED e []3 semanas 60+ 13 semanas |
[ 4 semanas [ 4 semanas
404 40
20+ 204
4 t ! 1 f !
MCAO controle (veiculo) Sham MCAO controle (veiculo) Sham

Print Width (cm); RF
1 +

084
0,64
041

02+

MCAO controle (veiculo)

Wl pré-cirirgico
[ 1semana
M 2 semanas

D 3 semanas
D 4 semanas

Print Width (cm); RH
14

0,8+
0,6+
044

0,24

Wl pré-cirirgico
[ 1 semana
M 2 semanas

(13 semanas
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Print Width (cm); LF
1 q

084
0,64
041

02+

W pré-cirirgico
[ 1semana
M 2 semanas

[]3 semanas

[ 4 semanas

Sham

MCAO controle (veiculo)

Print Width (cm); LH
1 -

0.8+
0,6+
0,4+

02+

M pré-cirtrgico
1 semana
M 2 semanas

[J3 semanas
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham
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Print Length (cm); RF
15+

MCAQ controle (veiculo)

Sham

-pré-cirurgico
[E1 semana
M 2 semanas

D3 semanas

D4 semanas

Print Length (cm); RH
15+

;| o709l 005 040949

05+

Wl pré-cirtirgico
[ 1 semana
M 2 semanas

D3 semanas

D4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Print Length (cm); LF
15+

0,5+

MCAOQ controle (veiculo)

M pré-cirirgico
1 semana

2 semanss |
[J3 semanas

D4 semanas

Print Length (cm); LH
15+

0.971.290.945 545 535

=

05+

Ml pré-cirtirgico
semana
M 2 semanas

[]3 semanas
O 4 semanas

MCAQ controle (veiculo)

Sham

Print Area (cm?); RF
05

041
03+
0,2

0.1

MCAO controle (veiculo)

Wl pré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas

D 3 semanas

[ 4 semanas

Print Area (cm?); RH

oy

04+

0,3 -

0.2

0.1+

Ml pré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas

[J3 semanas
[ 4 semanas

MCAQ controle (veiculo)

Sham

Print Area (cm?); LF
05

03
041 [0338 0.37903

03+

02+

01+

MCAO controle (veiculo)

Sham

M pré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas

E] 3 semanas

D 4 semanas

Print Area (cm?); LH
051

04+
0,3+
0,24

0,1+

MCAO controle (veiculo)

M pré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas
13 semanas
[ 4 semanas
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Max Intensity; RF
150 +
T1a1118{119[117 (776,

100+

50 +

Wl pré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas

13 semanas |
[ 4 semanas

Max Intensity; RH
200

150 4

100 4

50 4

Wl pré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas

13 semanas
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo) Sham MCAO controle (veiculo) Sham
Max Intensity; LF W pré-cirirgico Max Intensity; LH B pré-cirirgico
150+ semana 200 + [E1semana |
Bl 2 semanas Tagi5z 1156156045 ] (M2 semanas
[J3 semanas 150 4 137.456 = [J3 semanas
100~ [[J 4 semanas [ 4 semanas
100 4
50 +
50 4
1 + | t !
MCAO controle (veiculo) Sham MCAO controle (veiculo) Sham

Max Intensity At (%); RF
80

60 4

40

Wl pré-cirirgico
[ 1 semana
M 2 semanas
13 semanas
O 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Max Intensity At (%); RH
60 -

404

20+

MCAO controle (veiculo)

Sham

Ml pré-cirirgico
[ 1semana
M 2 semanas
[]3 semanas
[ 4 semanas

Max Intensity At (%); LF
80

601 ey aEo T e o5

20+

Wl pré-cirirgico |
[E1semana
M 2 semanas |
13 semanas
O 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Max Intensity At (%); LH
801

60+
1.4 -6(49,71(50.050.406
=L
404
204

57,591

MCAO controle (veiculo)

W pré-cirirgico

EZ semanas
13 semanas
[ 4 semanas

Sham
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Min Intensity; RF
40+

304
204

10 -

MCAQ controle (veiculo)

Sham

M pré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas

[J3 semanas

D4 semanas

Min Intensity; RH

a0
35235334, 7753 155780
e
304
204
104

Bl pré-cirtirgico
[ 1semana
M 2 semanas
13 semanas
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Min Intensity; LF
40

304

204

MCAO controle (veiculo)

Sham

W pré-cirirgico
1 semana
M2 semanas

[J3 semanas

D4 semanas

Min Intensity; LH
404

30+

204

Ml pré-cirtirgico
[ 1semana
M 2 semanas

13 semanas
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Mean Intensity; RF
801

62,{62,762.5(67 760,898
60+ gis

404

20+

MCAO controle (veiculo)

Ml pré-cirirgico

Mean Intensity; RH

1 semana
M 2 semanas

13 semanas

D 4 semanas

Sham

M pré-cirirgico
[ 1semana
.2 semanas
[]3 semanas
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Mean Intensity; LF

80—

62,6[62.963.8(62.4(61.
604 E3
404
204

MCAQ controle (veiculo)

M pré-cirirgico
1 semana
M2 semanas
[]3 semanas

[ 4 semanas

Sham

Mean Intensity; LH

Wl pré-cirirgico
1 semana
M2 semanas
[J3 semanas
[ 4 semanas

MCAQ controle (veiculo)

Sham




77

Mean Intensity of the 15 Most Intense Pixels; RF

100 1
87 957 984 327

80 + o

60 +

40 4

20 +

MCAQ controle (veiculo) Sham

W pré-cirtirgico
1 semana
M 2 semanas

Dﬁ semanas

[[J 4 semanas

Mean Intensity of the 15 Most Intense Pixels; RH
150 +

100+

50 4

W pré-cirirgico
B 1 semana
M 2 semanas
D,3 semanas
[ 4 semanas

MCAQ controle (veiculo) Sham

Mean Intensity of the 15 Most Intense Pixels; LF B pré-cirirgico Mean Intensity of the 15 Most Intense Pixels; LH W pré-cirirgico
1004 -Ts;'nanai 150 - -{sér;ana i
. M 2 semanas TGz 116,869 M2 semanas

| [J3 semanas PRI 13 semanas
60 [ 4 semanas 100+ - [ 4 semanas
40
50
20 1
MCAO controle (veiculo) ' Sham MCAO controle (veiculo) ' Sham '
Swing Speed (cm/s); RF Wl pré-cirirgico Swing Speed (cm/s); RH
80 1 semana | 80
M 2 semanas
601 56,5 e ST, adE 13 semanas 60 []3 semanas
46.7 44,168 55T 45,846,198 | ([T 4 semanas [ 4 semanas
404+ = 404
204 204
MCAO controle (veiculo) Sham I MCAO controle (veiculo) Sham I

Swing Speed (cm/s); LF
80—

60 -

[ ] pré-cirtirgico
[E1 semana
M2 semanas

13 semanas

[ 4 semanas

40

204

MCAO controle (veiculo)

Sham

Swing Speed (cm/s); LH
80

60 4

40

204

.pre’-cirurgico
1 semana
M 2 semanas

D_3 semanas

O 4 semanas

Sham

MCAQ controle (veiculo)

Swing (s); RF Il pré-cirirgico Swing (s); RH
025+ W1semana ||| 015
M 2 semanas M 2 semanas
021 [J3 semanas [J3 semanas
0154 [ 4 semanas 941 [ 4 semanas
01 4
0,05
0,054
0 0 4 } |
MCAO controle (veiculo) Sham MCAO controle (veiculo) Sham
Swing (s); LF M pré-cirirgico Swing (s); LH M pré-cirirgico
025+ M1 semana | 0151 1 semana
M2 semanas M 2 semanas
92 1—={oai9 0,100,167 [J3 semanas 0,140.1 29 0.10,099 3 semanas
015+ sp R T [0 4 semanas ke i3 [0 4 semanas
01 +
0,05+
0,05+
: ) I

MCAO controle (veiculo) Sham

MCAO controle (veiculo) Sham
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Stride Length (cm); RF Bl pré-cirirgico Stride Length (cm); RH W pré-cirirgico

8+ [E1semana 81 [ 1 semana
M 2 semanas M 2 semanas

6 [J3 semanas 13 semanas
[ 4 semanas [ 4 semanas

MCAQ controle (veiculo) Sham MCAO controle (veiculo) ' Sham '
Stride Length (cm); LF W orécirirgico| | | Stride Length (cm); LH W pré-cirurgico
8r 1 semana I 8+ @1 semana
M 2 semanas M 2 semanas
6+ [13 semanas 13 semanas
[ 4 semanas [ 4 semanas
44
24
MCAQO controle (veiculo) Sham MCAO controle (veiculo) ) Sham '
o e

Step Cycle (s); RF
05

044
034
02

0.1+

MCAO controle (veiculo)

.pr@rurgico
1 semana
M 2 semanas

[J3 semanas

D4 semanas

Step Cycle (s); RH
05—

04+
03+
02+

01+

MCAO controle (veiculo)

Mpré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas
13 semanas
O 4 semanas

Sham

Step Cycle (s); LF
0,5

0.4
0,3 4
024

0,14

MCAO controle (veiculo)

Sham

M pré-cirirgico

[E1 semana

M 2 semanas
[J3 semanas
[ 4 semanas

Step Cycle (s); LH
05—+

044
03+
02+

01+

MCAO controle (veiculo)

M pré-cirtirgico
=4 semana |
Ml 2 semanas
13 semanas
[ 4 semanas

Sham
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Duty Cycle (%); RF

Wl pré-cirirgico

Duty Cycle (%); RH

Wl pré-cirirgico

80T [E1 semana 80 [ 1semana
M 2 semanas M2 semanas

60+ [J3 semanas 60+ [J3 semanas
[ 4 semanas [ 4 semanas

40+ 40+

204 204

MCAO controle (veiculo) Sham MCAO controle (veiculo) Sham
Duty Cycle (%); LF Duty Cycle (%); LH

M pré-cirirgico

80 @1 semana
M 2 semanas

60+ [J3 semanas
[ 4 semanas

404

20+

MCAQ controle (veiculo) Sham

80 -

60 4

404

204

MCAO controle (veiculo)

M pré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas

[J3 semanas
[[J 4 semanas

Sham

Single Stance (s); RF

Wl pré-cirirgico

02 T 1 semana
M 2 semanas
015+ 13 semanas
[ 4 semanas
01+

0,054

MCAQ controle (veiculo) Sham

Single Stance (s); RH
0,15

9.090,090.140.140,101
01+ T

0,05+

Ml pré-cirtirgico
1 semana
M 2 semanas

13 semanas

D4 semanas

MCAQ controle (veiculo)

Sham

Single Stance (s); LF

L] pré-cirlirgico

02 + 1 semana
M 2 semanas

0,151 [J3 semanas
[ 4 semanas

0,1 4

0,05 4

MCAQ controle (veiculo) Sham

Single Stance (s); LH
0,15+

0.1 4

0,05+

MCAOQ controle (veiculo)

.pré{irﬂrgico
[ 1semana
M 2 semanas

13 semanas

[ 4 semanas

Sham
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Initial Dual Stance (s); RF
01 +

0,08+

0,06 +

0,04+

0,02+

MCAO controle (veiculo)

Sham

.pré-cirﬂrgico
[ 1 semana
M 2 semanas

D3 semanas

[ 4 semanas

Initial Dual Stance (s); RH
02 +

0,15+
0,1 -

0,054

-pré-cirdrgico
[ 1semana
M 2 semanas

D3 semanas

D4 semanas

MCAO controle (veiculo) ' Sham

Initial Dual Stance (s); LF
01 T

0,084
0,06 4
0,04 4

0,024

MCAO controle (veiculo)

Sham

.pré-cirdrgico
[ 1 semana
M 2 semanas

13 semanas
[ 4 semanas

Initial Dual Stance (s); LH
02 T

0,15+
0.1 4

0,05+

MCAO controle (veiculo) Sham

[] pré-cirtirgico
[ 1semana
M 2 semanas

D3 semanas

[ 4 semanas

Terminal Dual Stance (s); RF
01 ¢

0,08 4
0,06 -
0,04 4

0,024

MCAO controle (veiculo)

Sham

.pre‘-cirurgico
[E1semana
M 2 semanas
13 semanas
[ 4 semanas

Terminal Dual Stance (s); RH

[] pré-cirirgico

02 1 [ 1semana
M 2 semanas

015+ []3 semanas
O] 4 semanas

0,1

0,054

MCAO controle (veiculo) Sham

Terminal Dual Stance (s); LF
0.1 -

0,08 -
0,06 4
0,04 4

0,02 4

MCAO controle (veiculo)

Sham

] pré-cirirgico
[@1semana |
M 2 semanas
13 semanas
[ 4 semanas

Terminal Dual Stance (s); LH
02 T

0,15
0.1 4

0,054

[] pré-cirirgico

1 semana
M 2 semanas

13 semanas
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo) : Sham
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Body Speed (cm/s); RF
25—

20,342

M2 semanas |
D73 semanas

[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Body Speed (cm/s); RH
25+

M pré-cirirgico
M 2 semanas
[J3 semanas
[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Body Speed (cm/s); LF
25—

MCAO controle (veiculo)

M pré-cirirgico
.1 semana |
| M semanas |
Ela semanas
[ 4 semanas

Sham

Body Speed (cm/s); LH
25+

M pré-cirirgico
1 semana
M 2 semanas

E]I3 semanas

[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Body Speed Variation (%); RF
60—

404

201

MCAO controle (veiculo)

[] pré-cirrgico
[ 1 semana

M 2 semanas ‘

3 semanas
[ 4 semanas

Sham

Body Speed Variation (%); RH
60

404

204

MCAO controle (veiculo)

.pré—cirurgico
[ 1semana
M 2 semanas

Sham

13 semanas |
[ 4 semanas

Body Speed Variation (%); LF
80—+

60 4

40

204

MCAO controle (veiculo)

.pre’{irdrgico
@1 semana
M 2 semanas

13 semanas

[ 4 semanas

Sham

Body Speed Variation (%); LH
60

404

20+

[5] pré-cirtrgico
semana
M 2 semanas

Dé semanas

[ 4 semanas

MCAO controle (veiculo)

Sham

Selected and Total # of Animals per Time Point / Treatment Group

BB E E @

e 2 8 §alia

MCAO controle (veiculo)

Sham

[] pré-cirdrgico
@1 semana
semanas
[J3 semanas
[0 4 semanas




