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RESUMO

Vasques, MAA. Oxido nitrico e isquemia cerebral: estudo experimental em
roedores. Recife, 2002. 85 p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina, Universidade Federal de Pernambuco.

O presente estudo teve como objetivo verificar a atividade da sintase de
oxido nitrico e correlacionar com possivel déficit neurologico induzido pela
isquemia cerebral focal em modelos experimentais em roedores. Foram
utilizados dois modelos experimentais: o primeiro utilizando a ligadura da
artéria carotida comum direita por seis horas em gerbil e o segundo utilizando
a oclusao filamentar da artéria cerebral média de ratos, com tempos de
isquemia de 15 minutos, 60 minutos e 24 horas. A produ¢do do 6xido nitrico
foi investigada através da determinagdo da atividade da sintase de Oxido
nitrico (SON) e da concentracao de nitrato em tecidos cerebrais.

O tratamento com um inibidor nao especifico da SON (L-NAME)
resultou em uma piora do déficit neuroldégico induzido pela isquemia cerebral
focal por seis horas no gerbil. A atividade da SON e a concentragdo de nitrato
no tecido isquémico ndo foram diferentes em relagdo ao hemisfério controle.

No rato submetido a 15 minutos de isquemia focal houve uma
diminuicdo da atividade da SON (controle: 226,01+1,23 pmol/mg/15min;

isquémico: 160,06+8,03 pmol/mg/15min, p=0,0105). Efeito semelhante foi
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observado em relacdo a concentragdo de nitrato (controle: 10,59+0,44 uM;
isquémico: 4,37+0,57 uM, p=0,0004). Em outros intervalos estudados — 1 hora
e 24 horas - ndo houve alteragdo significante da SON ou da concentra¢dao de
nitratos.

Concluindo, o presente estudo sugere que ha redugdo na producao de
ON nas areas isquémicas em fases precoces ¢ que o ON enddgeno tenha

alguma funcao neuroprotetora nas condi¢des de isquemia cerebral focal aguda.
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ABSTRACT

Vasques, MAA. Nitric oxide and brain ischemia: experimental study. Recife,
2002. 85 p. Tese (Mestrado) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal
de Pernambuco.

This study verified nitric oxide synthase activity during brain ischemia
in rodent models. Two models were used: the first by carotid artery occlusion
in the gerbil for six hours and the second by the intraluminal thread middle
cerebral artery occlusion in rats for 15 minutes, 60 minutes and 24 hours. The
brain nitric oxide synthase (NOS) activity and the nitrate concentration were
determined in cerebral tissues.

The NOS inhibition with L-NAME worsened neurological disabilty
induced by focal brain ischemia for six hours in the gerbil. NOS activity and
nitrate concentration in ischemic tissue were not different from control
hemispheres.

In rats submitted to 15 minutes focal ischemia there was a NOS activity
reduction (control: 226.01£1.23 pmol/mg/15min; ischemic: 160.06+8.03
pmol/mg/15min, p=0.0105). Similar results were found in nitrate levels
(control: 10.594+0.44 uM; ischemic: 4.37+0.57 uM, p=0.0004). The other time
intervals studied — 1 hour and 24 hours — there was no sigificant alteration on

NOS activity or nitrate levels.
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This study suggests that NO production is lowered in ischemic areas in
early periods of ischemia and that NO has some protective role in the acute

focal cerebral 1schemia.



INTRODUCAO

O acidente vascular cerebral (AVC) € a primeira causa de morte no
Brasil, segunda no mundo, terceira nos Estados Unidos, atras apenas das
doencas cardiacas e neoplasicas (Sacco, 1993; Doengas cardiovasculares no
Brasil, 1993). Dentre os AVCs o mais comum ¢ o isquémico (AVCI), sendo o
principal territorio acometido o da circulagdo anterior — artérias cardtidas — e
principalmente na regido da artéria cerebral média, o que se deve a fatores
ligados a anatomia vascular destas regides, que recebem a maior parte do
fluxo sanguineo encefalico (Pessin ¢ Teal, 1993). Para o tratamento da
isquemia encefalica deve-se buscar dois objetivos basicos: a reperfusao da
area isquémica antes de haver lesdo neuronal irreversivel e a adequada
preservagdo dos territorios sob isquemia mas ainda com viabilidade (zona de
penumbra) (Valenga e Valenga, 2001; Sociedade Brasileira de Doencas
Cerebrovasculares, 2001).

Para o estudo da fisiopatogenia e dos efeitos do AVCI da circulagao
anterior foram desenvolvidos diversos modelos experimentais em animais
(Colli et al., 1998), que provocam a isquemia nas regioes da cardtida e arteria
cerebral média com grande reprodutibilidade (Levine e Payan, 1966; Tamura

et al., 1981; Bederson et al., 1986).



O oxido nitrico (ON) ¢ um mensageiro molecular produzido a partir da
arginina pela sintase de 6xido nitrico (SON) (Bredt e Snyder, 1990), que
exerce fungdes em diversos locais do organismo como sistema nervoso central
e periférico, sistemas vascular ¢ imunologico (Christopherson e Bredt, 1997;
Steiner et al., 1998; Perotti et al., 1999; Steiner et al., 2002; Ventura et al.,
2002). O ON esta envolvido no processo de morte celular durante eventos
isquémicos (Ashwal et al., 1998). As concentragdes de nitrato (metabolito do
ON) encontram-se elevadas no liquido cefalorraquiano de pacientes vitimas de
AVCI (Castillo et al., 2000).

No presente trabalho foi estudada a atividade da SON, correlacionando
com possiveis déficits neuroldgicos induzidos pela isquemia cerebral focal em

modelos experimentais em roedores.



REVISAO DA LITERATURA

2.1. Doenca vascular cerebral

Os AVCs podem ser classificados em isquémicos e hemorragicos
(AVCH). Estes compreendem as hemorragias subaracnodideas e intracerebrais.
Os infartos isquémicos podem ser classificados pelo mecanismo da isquemia
(aterotrombotico ou tromboembdlico) ou pela etiopatogenia (aterosclerotico,
cardioembdlico, ou indeterminado). Os varios subtipos diferem em relagdo a
etiologia, freqiiéncia, sinais clinicos, progndstico e tratamento. O AVCI
representa 70-80% de todos os AVCs, e os subtipos de causa indeterminada e
lacunares sdo os mais freqiientes, embora haja certa variacao dependendo do
estudo (Valenga e Valenga, 1999). Quando a pressdo de perfusdo cerebral cai
a niveis criticos, a isquemia se instala, progredindo para infarto se persiste por
tempo prolongado (maior que 3-6 horas). O infarto pode ser branco ou
hemorragico. O primeiro ocorre quando o trombo previne a reperfusdo da
regido infartada, e o ultimo se deve a reperfusdo da area isquémica, onde ja
houve quebra da barreira hemato-encefalica. Um exemplo seria a reperfusao
de uma area que sofreu isquemia por espasmo vascular, como em certas crises

de migranea (Valenga et al., 2002). A classificacdo dos AVCs em subtipos,



embora seja freqiientemente imprecisa, ¢ importante no sentido de estabelecer
o tipo de intervencdo terapéutica mais adequada e especifica para cada
paciente.

A tromboembolia relacionada a artérias estenoticas por placas
ateromatosas ulceradas ou desordens cardiacas ¢ um substrato importante no
desenvolvimento do AVCI (Khrenov et al., 2002). Trombos de plaqueta e
fibrina ocorrem porque tanto o sistema de coagulagdo como as plaquetas estdo
ativados. Em condi¢des normais o fluxo sanguineo e a permeabilidade
vascular persistem pela presenca de um endotélio intacto e moléculas
antitromboticas. A cascata de coagulacdo pode ser ativada em areas de lesdao
vascular, ruptura endotelial, disturbios de fluxo, ou por anormalidades no
sistema de coagulacdo. A via extrinseca da coagulagdo ¢ ativada por fatores
tissulares presentes nas células endoteliais e subendoteliais, assim como
células inflamatorias. A via intrinseca pode responder mais rapidamente a
lesdo vascular que o sistema extrinseco. A via final da cascata de coagulacao ¢
a conversao de fibrinogénio em fibrina mediada pela trombina (Khrenov et al.,
2002). A ativagcdo plaquetaria, que também ocorre em resposta a lesdo
vascular, parece ter uma interdependéncia com a cascata de coagulagdo. As
plaquetas aderem aos sitios de lesdo arterial, levando a ativacdo plaquetaria e

liberagdao granular. Indutores do recrutamento plaquetdrio e maior agregagao



sdo também liberados, levando a formag¢do do trombo plaquetdrio, o qual ¢
estabilizado pela fibrina. Uma variedade de mecanismos inibitorios das
plaquetas e da coagulagdo pode reduzir e modificar a formagao do codgulo de
plaqueta-fibrina, como a antitrombina III, proteina C e proteina S, assim como
substancias produzidas pelo proprio endotélio que irdo regular o
funcionamento equilibrado entre os sistemas de coagulagdo e anticoagulagao
(Hiatt e Lentz, 2002; Khrenov et al., 2002). A ativacdo de sistemas
procoagulantes associada a aterosclerose de grandes ou médios vasos
intracranianos pode desencadear uma seqiiéncia de eventos que leva a
obstrucdo vascular e em conseqiiéncia a isquemia cerebral. Isto ird
desencadear uma série de fendmenos no parénquima encefalico, o que
contribuird para a progressao da lesdao neuronal (High, 1988; Sacco, 1993).

A mortalidade por AVC eleva-se com o aumento na idade, sendo maior
em homens negros. A incidéncia do AVC nos Estados Unidos ¢ de 500 mil
casos novos por ano € estima-se que aproximadamente 3 milhdes de
americanos ja apresentaram um AVC (Sacco, 1993). A incidéncia ¢ a
prevaléncia do AVC elevam-se com a idade. A maior parte dos casos ocorre
em pessoas acima de 65 anos havendo uma discreta predominancia no sexo
masculino (Sacco et al.,, 1982). Conforme o estudo de Framingham, a

incidéncia anual de AVCI aterotrombotico em idade acima de 30 anos foi de



270 por 100.000 para homens e 210 por 100.000 para mulheres. A proporcao
entre homens e mulheres ¢ estimada como 1,3:1, diferindo entre os subtipos de
AVC. Os homens seriam mais propensos a0 AVCI e as mulheres a hemorragia
subaracnoéidea (Sacco, 1993). Ao longo dos anos vem sendo observada uma
tendéncia de declinio na mortalidade por AVC, assim como para outras
doengas cardiovasculares, o que provavelmente se deve a um melhor controle
dos fatores de risco (American Heart Association, 1991).

Os fatores de risco para AVC podem ser divididos em dois grupos:
modificaveis e ndo modificaveis. Estes ultimos compreendem fatores como a
idade e o sexo do paciente. Os modificaveis sdo: hipertensao arterial sist€émica
(HAS), cardiopatias (fibrilagdo atrial, valvopatias, infarto do miocardio,
doenca coronariana, insuficiéncia cardiaca congestiva e trombo em ventriculo
esquerdo), diabetes mellitus, dislipidemias, tabagismo, alcoolismo ¢ estenose
de carodtida (Valenga, 1994; Blaser et al., 2002; Kaur et al., 2002), bem como
hiperuricemia (Farias da Silva, 1970; Farias da Silva, 1971; Farias da Silva,
19724). Outros fatores de risco potenciais vém sendo estudados, como historia
familiar, sedentarismo, uso de anticoncepcionais orais (Collaborative Group
for the Study of Stroke, 1975) e outros de origem hematoldgica (hematocrito
elevado, alteracdes do fibrinogénio, proteina C e S, entre outros) (Forastiero et

al., 1993; Khrenov et al., 2002; Lemaitre et al., 2002; Hiatt e Lentz, 2002). O



que habitualmente se observa ¢ uma multiplicidade de fatores de risco em um
mesmo paciente, o que eleva a probabilidade de ocorréncia de um AVC
(Coura, 1998).

Na sua histéria natural o AVCI pode evoluir para cura, sobrevida com
seqiielas ou morte. O periodo imediatamente apds o AVC € o de maior risco
de mortalidade. Mais comum ¢ que a morte se deva a complicagdes
cardiopulmonares, sendo a taxa de mortalidade entre 8 e 20% nos primeiros
30 dias apos a isquemia. Os sobreviventes do evento inicial continuam a ter
um risco de morte 3 a 5 vezes maior que a populagdo geral da mesma faixa
etaria, possivelmente por comorbidades associadas. A sobrevida de 5 anos
apos infarto cerebral aterotrombotico foi de 56% para homens e 64% para
mulheres no estudo de Framingham (Sacco et al., 1982). O AVCI tem maior
probabilidade de causar incapacidade do que de ser fatal. A piora apés um
AVC agudo ¢ comumente causada pela progressio do AVC. O AVC
aterosclerotico tem a maior probabilidade de progredir em relagdo aos demais
subtipos (Sacco et al., 1989).

A recorréncia € responsavel por grande parte da morbidade e
mortalidade por AVC. O periodo imediatamente apds o AVC ¢ o que tem
maior risco para recorréncia precoce. A recorréncia piora os escores motores,

aumenta a mortalidade precoce ¢ a duragdo do internamento. As taxas de



recorréncia nos 30 dias seguintes variam conforme o subtipo de AVC, sendo
menores para os infartos lacunares e maiores para infarto aterosclerotico. Ha
associacao do risco de recorréncia a determinados fatores de risco, como
fibrilacao atrial (Valenga e Valenga, 1999; Valenca e Valencga, 2001).

O prognostico do AVC depende portanto de uma série de fatores, e
diversos aspectos t€m sido estudados no sentido de se estabelecer quais seriam
esses fatores prognosticos, tanto em relacao a mortalidade como a recorréncia.
Alguns desses fatores, como HAS, glicemia elevada e subtipo do AVC, foram
correlacionados ao progndstico, porém este ¢ um campo ainda em

investigacao.



2.2. Resposta encefalica a isqguemia.

O encéfalo ¢ altamente vulneravel a isquemia. A interrupg¢do total do
fluxo sanguineo por apenas cinco minutos desencadeia a morte de neurdnios
vulneraveis em varias regioes encefilicas, enquanto as células do musculo
cardiaco ou do rim s6 morrem apds cerca de 20 a 40 minutos de isquemia (Lee
et al., 2000). Isto pode refletir em parte a sua alta taxa metabolica. Apesar do
encéfalo humano representar apenas 2,5% do peso corporal, nele ocorre cerca
de 25% do metabolismo basal, uma taxa metabolica cerca de 3,5 vezes maior
do que a encontrada em outras espécies de primatas. Adicionalmente,
neurdnios centrais t€ém uma dependéncia quase que exclusiva de glicose como
substrato energético, € as reservas encefalicas de glicose ou glicogénio sao
limitadas. Entretanto, ha evidéncias de que caracteristicas energéticas e
limitagdo de substrato ndo sdo os Unicos responsaveis pela alta vulnerabilidade
do encéfalo a isquemia (Lee et al., 2000). Parece que mecanismos encefalicos
intrinsecos de sinalizagdo intra e intercelular, normalmente responsaveis pelo
processamento de informagdes, tornam-se prejudiciais em situagdes de
isquemia, provocando a faléncia energética e exacerbando as vias finais de
morte celular isquémica, incluindo a producao de radicais livres, ativacao de
enzimas catabdlicas, faléncia da membrana, apoptose, ¢ inflamacao (Lee et al.,

2000; Vexler et al., 1997).



Apds alguns segundos do inicio da isquemia, a atividade
eletrocorticografica local desaparece; se a isquemia ¢ global, rapidamente ha
perda de consciéncia. Esta perda da atividade neural ¢ induzida pela saida de
K" dos neurdnios, mediada inicialmente pela abertura de canais voltagem-
dependentes e posteriormente por canais ATP-dependentes, levando a uma
hiperpolarizacdo transitoria da membrana plasmatica. Poucos minutos apos,
uma abrupta redistribuicdo idnica ocorre através da membrana plasmadtica,
associada com despolarizagdo (efluxo de K' ¢ influxo de Na*, CI" e Ca®"). Esta
despolarizagdo anoxica resulta na liberacdo excessiva de neurotransmissores,
em particular glutamato, promovendo maior propagacdo da despolarizagdao
celular, deplecao dos estoques energéticos e continuidade da cascata lesional
(Lee et al., 2000).

O glutamato, um aminoacido dicarboxilico, ¢ o principal
neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central. Refletindo sua
fun¢do na sinalizag¢do intercelular, as concentragdes médias no encéfalo total
sdao da ordem de 10mM, com concentracdes presumivelmente maiores no
interior das vesiculas sinapticas. Sob condi¢des isquémicas, o glutamato ¢
massivamente liberado, inicialmente pela liberagdo do contetido das vesiculas
nas terminacdes nervosas, € posteriormente por transporte reverso a partir dos

astrocitos, atingindo altas concentragdes no espago extracelular. Estas
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concentracdes de glutamato sdo neurotdxicas, e hd evidéncias de que essa
toxicidade do glutamato tem func¢do importante na patogénese da morte
neuronal apos isquemia e outros insultos agudos (Dawson et al., 1991). O
acumulo extracelular de glutamato sob condigdes isquémicas hiperestimula os
receptores tipo NMDA, AMPA e kainato, promovendo influxo de Na' e
efluxo de K" através dos canais de membrana ativados pelos receptores de
glutamato. Os canais i0nicos receptor-NMDA-regulados sdo altamente
permeéaveis ao Ca’" e medeiam o influxo de Ca®" nos neurdnios. Com a
abertura dos canais (ativados por receptor de glutamato) ocorre o fendomeno da
depressdo alastrante, que se propaga a partir do centro isquémico para a area
de penumbra. A depressdao alastrante aumenta a demanda metabodlica e a
faléncia energética, favorecendo ainda mais a liberacdo de glutamato (Gorji,
2001). H&4 um inchaco significativo dos dendritos e corpos celulares neuronais,
caracteristico da necrose, a medida que a entrada de Na" e Ca*" ¢
acompanhada por Cl" e 4agua. As elevagdes no calcio livre intracelular
neuronal, mediadas por receptores NMDA, canais de Ca*" voltagem-regulados
(ativados pela despolarizacdo de membrana) e atividade revertida da bomba de
troca Na'/Ca®", exercem fun¢io importante na promocdo da depressdo
alastrante e no desencadeamento de cascatas citotoxicas deletérias (Lee et al.

2000; Kristian e Siesjo, 1998; Ohta et al., 2001).
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Em culturas de neurénios, o bloqueio seletivo dos receptores
NMDA impede em grande parte o influxo de célcio e a morte celular induzida
pela exposi¢do ao glutamato (Choi, 1988). Os antagonistas do NMDA também
reduzem a morte de neurdnios induzida pela deprivacdo de glicose e/ou
oxigénio (Choi, 1988). Exposicdo ao NMDA por apenas 3 a 5 minutos ¢
suficiente para desencadear morte neuronal em cultura (excitotoxicidade
rapidamente desencadeada), enquanto a exposi¢do ao kainato tipicamente
requer horas para o mesmo efeito (excitotoxicidade lentamente desencadeada)
(Lee et al., 2000). Esta diferenca no curso temporal ¢ compativel com uma
maior velocidade de influxo de Ca®* mediado diretamente pelos canais
regulados pelos receptores de NMDA, comparado com um mais lento influxo
de Ca®" mediado pelo canal voltagem-regulado e rotas de trocadores i6nicos
ativados pelos receptores de AMPA ou kainato (Lee et al., 2000). Os
antagonistas dos receptores de NMDA sdo neuroprotetores eficientes em
modelos animais de isquemia focal encefélica, assim como hipoglicemia ou
trauma (Albers et al., 1989), porém ndo em isquemia global transitoria
(Buchan, 1990). Nesta ultima situagcdo, a excitotoxicidade mediada pelo
receptor NMDA pode ser menos proeminente que a entrada de Zn”" facilitada
pelo receptor AMPA na indugdo de lesdo neuronal letal. Razdes para essa

diferenca sdo desconhecidas, mas um fator importante pode ser a acidez
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extracelular devido ao acimulo de 4cido lactico durante a isquemia global, um
evento menos proeminente na drea de penumbra da isquemia focal, onde a
perfusdo € parcialmente mantida. Esta acidez seletivamente regula para baixo
os receptores NMDA e a excitotoxicidade mediada por estes, mas exacerba a
excitotoxicidade mediada pelo AMPA (Lee et al., 1999); pode ainda exacerbar
a entrada (toxica) de Zn®" através de canais de Ca*" voltagem-regulados
(Kerchner et al., 2000).

Além do glutamato outros neurotransmissores liberados no
espago extracelular durante a isquemia podem influenciar significativamente o
seu curso. H4 aumento da concentracdo de dopamina em cerca de 500 vezes
no espago extracelular apds a isquemia global, que pode contribuir para morte
neuronal estriatal. A reducdo experimental da liberagdo de dopamina, que
pode ser feita através de lesdes nos neurdnios dopaminérgicos que se projetam
a partir da substancia nigra ou pelo uso de alfa-metil-p-tirosina (inibidor da
tirosina hidroxilase), para depletar reservas endogenas de dopamina, atenua a
lesdo estriatal em modelos de isquemia global em roedores (Obrenovitch et
al., 1995). O potencial da dopamina em exacerbar as correntes dos receptores
de glutamato pode ser um fator que contribui para a potencializagdo da lesao

isquémica induzida pela dopamina.
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Nem todos neurotransmissores promovem lesdo; alguns como
serotonina, GABA e adenosina sdo neuroprotetores. Adenosina, que se
acumula rapidamente durante a isquemia devido a degradacdo do ATP, tem
efeitos benéficos em muitos tecidos. A ativacao de receptores A2a no musculo
liso vascular e nos neutrofilos aumenta o fluxo sanguineo local e diminui o
processo inflamatorio, respectivamente (Von Lubitz, 1999). A adenosina
também tem efeitos benéficos especificos para o sistema nervoso, mediados
por receptores neuronais Al, reduzindo a liberacdo de neurotransmissores € a
excitabilidade da membrana. Além disso, a expressdao de varios fatores de
crescimento aumenta em tecidos isquémicos, talvez como uma resposta
protetora. Administracdo exogena de fatores de crescimento tem potencial
terapéutico em varios modelos experimentais de isquemia, incluindo tecidos
diferentes como o figado, rim, coracdo e encéfalo. Exemplos de fatores de
crescimento cuja administracdo reduz o dano encefélico em ratos submetidos a
isquemia cerebral sdo: fator de crescimento nervoso (NGF), fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF), neurotrofinas 4/5 (NT-4/5), fator de
crescimento fibroblastico basico e fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (IGF-1), que aparentemente bloqueia a apoptose neuronal. Alguns

fatores de crescimento podem também aumentar o brotamento de fibras
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nervosas ¢ formagdo de sinapses ap6s uma lesdo isquémica, portanto
promovendo recuperagdo funcional potencial (Lee et al., 2000).

A despeito de seus efeitos benéficos, certos fatores de
crescimento podem também exacerbar a vulnerabilidade neuronal a radicais
livres e excitotoxicidade. Exposicao aguda a BDNF, NT-3 ou NT-4/5 reduz a
vulnerabilidade a apoptose de neurdnios neocorticais em cultura, mas
exacerba a necrose celular das mesmas células apds exposicao ao NMDA ou a
privagdo de oxigénio-glicose. Os efeitos deletérios das neurotrofinas assim
como IGF-1 podem ser explicadas em parte pelo aumento do influxo de calcio
mediado pelo receptor NMDA, produg¢do aumentada de radicais livres ou,
possivelmente, efeitos pro-excitatérios agudos que poderiam aumentar a
excitotoxicidade (Behrens et al., 1999).

O zinco, segundo mais abundante metal de transi¢do no corpo
humano, estd presente em todas as células, a maior parte ligado a proteinas,
como metalo-enzimas e fatores de transcricdo, onde tem funcao catalitica e
estrutural. No encéfalo, ha um pool adicional de Zn*" quelavel localizado em
vesiculas sinapticas em terminais nervosos excitatorios (glutamatérgicos), o
qual ¢ liberado em um padrao calcio-dependente com a despolarizagdo e pode
alterar o comportamento de varios receptores de neurotransmissores e de

canais voltagem-regulados (Frederickson, 1989). Ha evidéncias de que este
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pool de zinco pode contribuir para a morte neuronal sob condigdes patologicas
como isquemia, convulsdes ou apds traumatismo cranioencefalico (Choi e
Koh, 1998).

Apos isquemia global transitéria, o zinco quelavel transloca-se
dos terminais nervosos para os corpos celulares de neurdnios vulneraveis
(Tonder et al., 1990). Esta translocacao precede a degeneragao neuronal, e sua
interrupcdo pela administragdo intracerebroventricular de um quelante
(CaEDTA), reduz a morte neuronal subseqiiente. A exposicdo a altas
concentragdes de Zn>" semelhantes ao que provavelmente ocorre no espaco
extracelular apos despolarizacao celular sincronica, € suficiente para matar
neurdnios em cultura, especialmente se os neurdnios estdo despolarizados, o
que facilita a entrada do Zn®" através da membrana plasmatica através de
canais de Ca”" voltagem-regulados (Choi e Koh, 1998). H4 evidéncias de que
o zinco pode contribuir para o desenvolvimento de infarto cerebral apods
isquemia focal transitéria leve (Lee, 2000). Experimentos com camundongos
transgénicos com expressao de metalotioneina 1, uma proteina de ligacdo do
zinco, demonstraram uma reducgdo na area de infarto apos isquemia da artéria
cerebral média (Campagne et al., 1999). Outras substancias agem como
sinalizadores intracelulares, como a proteina quinase C, proteinas quinase

mitogeno-ativadas, quinases p38, entre outras, que participariam na ativacao
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de processos relacionados a morte celular programada ou apoptose em
resposta a isquemia (Sugino et al., 2000; Alessandrini et al., 1999; Yang,
1997).

Além da lesdao induzida pela isquemia, a reperfusdo da area isquémica
pode acentuar a lesdo pelo aumento na produgdo de radicais livres, ativagdo de
enzimas intracelulares e deplecdo energética. O ON gerado pela SON
expressada em macrofagos, neutrofilos e microglia pode também contribuir
para lesao tissular, enquanto o ON produzido pelo endotélio seria protetor no
sentido de que o mesmo provoca vasodilatacdo, ajudando a preservar o fluxo
sanguineo (Samdani et al., 1997). No sistema nervoso central, a producao de
radicais livres seria apenas um mediador da morte celular induzida pelo
glutamato. Os neurdnios respondem a aumentos do calcio livre intracelular
com aumentos da producdo de ON (via SON neuronal) que teria efeitos
neurotoxicos. Outros possiveis mediadores da geracdo de radicais livres
seriam o desacoplamento do transporte de elétrons mitocondrial e a sobrecarga
de zinco. Além disso a lesdo pode ser exacerbada pela ativacdo excessiva de
enzimas catabodlicas dependentes de célcio, como fosfolipase A2, fosfolipase
C e calpainas (Bonventre et al., 1997; Umemura et al., 1992; Markgraf et al.,
1998). H4 uma tendéncia em valorizar os aspectos inflamatérios da isquemia

cerebral, abrindo uma via promissora para novos tratamentos ¢ neuroprote¢ao
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(Blake e Ridker, 2000; Rothwell et al., 1997; McCulloch ¢ Dewar, 2001; El
Kossi e Zakhary, 2000).

No primeiro consenso brasileiro do tratamento da fase aguda do AVC, a
sociedade brasileira de doengas cerebrovasculares enfatiza a necessidade de se
considerar o AVC como uma emergéncia médica e estabelece padrdes de
tratamento. O controle pressorico, glicémico, térmico, respiratério, uso de
antiagregantes plaquetarios ou heparina, assim como o uso de tromboliticos
em pacientes selecionados sdo os principais aspectos enfatizados (Sociedade
Brasileira de Doengas Cerebrovasculares, 2001). Boa parte das
recomendagdes ja esta estabelecida hd algum tempo (Farias da Silva, 1972,) e
a auséncia de drogas neuroprotetoras recomendadas demonstra a necessidade
de novos estudos nesta 4area, onde a cada dia sdo publicadas novas

descobertas.
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2.3. Sintases de Oxido nitrico.

O estudo do ON ganhou grande impulso com o isolamento da SON
dependente de NADPH e l-arginina a partir de homogenatos de cerebelo de
ratos (Bredt e Snyder, 1990). Mais recentemente foi estabelecido que a sintese
de ON em mamiferos ¢ mediada por trés isoformas da SON, sendo que duas
delas dependem de calcio/calmodulina, estando associadas a formacao do
chamado fator de relaxamento derivado do endotélio ou EDRF (eSON,
ecSON, ou SON III) e transducdo de sinais em neurdnios centrais e periféricos
(nSON, ncSON ou SON I). A terceira isoforma, originalmente isolada e
seqliienciada a partir de macrofagos murinos, contém calmodulina mas ¢
totalmente ativa em concentragdes normais de calcio intracelular, sendo sua
atividade independente da elevagdo deste ion (iISON, mSON, SON II). A
expressao desta isoforma de SON ocorre em resposta a varias citocinas
inflamatodrias e pode ser expressa pela maioria das células nucleadas, tendo
provavelmente um papel na eliminacao de patdogenos intracelulares incluindo
virus (Griffith e Stuehr, 1995). A SON catalisa a transformacao de l-arginina
em I-citrulina e 6xido nitrico através de reacdes de oxidacdo seqiienciais,
necessitando para tanto da presenca de NADPH e oxigénio além da ligagao de
cofatores como FAD e FMN (figura 1). Estudos genéticos t€ém demonstrado

certa homologia entre os diversos subtipos assim como com outras enzimas
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como a citocromo P-450 redutase. A estrutura da proteina SON ¢ composta de
dois dominios distintos: um redutase (C-terminal) e outro oxigenase (N-
terminal), sendo que o Ultimo contém heme e liga-se a arginina e o primeiro
conttm FAD e FMN e liga-se ao NADPH. A liga¢do da calmodulina ocorre
no centro da enzima e modifica sua conformacao espacial possibilitando que
haja uma aproximagdo entre os dois terminais ¢ haja a transferéncia de
elétrons necessaria a reacao (Griffith e Stuehr, 1995). O estudo do
funcionamento da SON pode ser feito através de diversos métodos, todos eles
com suas vantagens e desvantagens. Pode ser feita determinacdo direta da
atividade da enzima em tecidos homogenizados através da adi¢do de arginina
marcada e leitura da quantidade de citrulina marcada produzida, uma vez que
a producdo de citrulina equivale a producdo de ON (relacdo 1:1 molécula
produzida) (Bredt e Snyder, 1990). Outra forma de estimar a producao de ON
¢ a quantificacdo de seu metabolito, o nitrato, o que pode ser feito através de
reacoes de quimioluminescéncia. Este e outros métodos estdo descritos em
publicacdo recente (Feelisch e Stamler, 1996). Outra forma de determinar a
importancia das SON em determinadas situagdes ¢ utilizando os inibidores
inespecificos, como L-nitro-arginina-metil-ester (L-NAME) ou especificos
como 7-nitroindazol (inibe a forma neuronal) e aminoguanidina (inibe a forma

indutivel) e verificando a alteragdo ou ndo do fendmeno estudado. Outro
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recurso elegante ¢ a utilizagdo de animais geneticamente modificados em que

se reduziu ou eliminou a expressao de uma determinada isoforma da enzima.

NADPH  NADP* 1/2NADPH  1/2NADP*
e
L-Arginina \4/: NOH-Arg ——» L-Citrulina+ON
M S
0, H.0 "0, H, O

Figura l. A conversdo da L-Arginina em L-citrulina envolve a utilizacdo de

NADPH e O,. Ambas as etapas sao mediadas pela sintase de 6xido nitrico.
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2.4. Oxido nitrico elesdo celular.

A descoberta do ON como um mensageiro molecular difusivel e reativo
nos sistemas vascular e imunologico motivou a sua busca em outros locais do
corpo. O ON foi encontrado em abundancia no sistema nervoso central e
periférico, e portanto nesses locais (principalmente no encéfalo) se encontra a
maior quantidade de SON, a enzima responsavel por sua formacao. Diversos
estudos tém demonstrado que o ON medeia diversas fungdes fisiologicas
neuronais. No sistema nervoso periférico o ON age de forma semelhante aos
neurotransmissores classicos na regulacdo da motilidade gastrointestinal, fluxo
sanguineo regional e fun¢do neuroendodcrina (Steiner et al., 1998; Ventura et
al., 2002). No encéfalo o ON age como um neuromodulador controlando
atividade comportamental, influencia na formacdo da memoria e intensifica
resposta a estimulos dolorosos (Zhang e Snyder, 1995). Ha evidéncias de que
o ON poderia mediar a plasticidade neuronal, participando nos mecanismos do
desenvolvimento ¢ armazenamento de informag¢des no encéfalo, como
potenciacdo de longo prazo no hipocampo e depressdo de longo prazo no
cerebelo (Schuman e Madison, 1994; Shibuki e Okada, 1991; Son et al.,
1996). A biossintese de ON em tecidos excitaveis ndo esta restrita aos
neurdnios, tendo sido identificada producdo de ON em musculo esquelético,

onde regula contratilidade e metabolismo musculares. A sintese de ON em

22



tecidos excitaveis ¢ regulada por aumento no calcio intracelular, o qual ativa a
SON através da dependéncia desta em relagdo a calmodulina (Christopherson
e Bredt, 1997). Apesar de pequenas quantidades de ON participarem no
funcionamento normal dos tecidos, uma produgdao excessiva pode mediar
lesdo tecidual. Isto vem sendo estudado na isquemia cerebral e em outras
afecgcoes como doenga de Parkinson, esclerose lateral amiotrofica e doenga de
Huntington, bem como na distrofia muscular de Duchenne (Samdani et al.,
1997; Brenman et al., 1995; Christopherson e Bredt, 1997).

A sinalizacdo do ON em tecidos excitaveis requer a chegada rapida e
controlada do mesmo a alvos celulares especificos. Outros neurotransmissores
sdo liberados de suas vesiculas em terminacdes sinapticas, € o fim de sua agao
se da pela remoc¢do de sua forma ativa da sinapse, seja pela agdo de enzimas
ou bombas (Christopherson e Bredt, 1997). No caso do ON a regulacdo se
torna mais complexa devido a sua natureza gasosa, a0 mesmo tempo em que
sua producdo excessiva € toxica a neurOnios e outras células. Portanto, a
sinalizacao deve provocar uma producao rapida e localizada de ON seguida de
término imediato na sua biossintese. Este controle rigido ¢ exercido
principalmente na sintese, estando a SON entre as mais reguladas enzimas
neuronais. O controle agudo da atividade da nSON ¢ mediado por regulacao

alostérica, modificagdo pos-translacional e acdo subcelular da enzima. Os
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niveis de proteina SON sdo regulados ainda por alteragdes na transcri¢ao
génica, o que permite alteracdes de longa duracdo nos niveis de ON tissular
(Griffith e Stuehr, 1995; Christopherson e Bredt, 1997). A atividade da nSON
¢ regulada primariamente por aumentos locais no calcio intracelular, o qual
estimula a enzima pela sua interagdo com a calmodulina (Bredt e Snyder,
1990). No encéfalo, o glutamato ¢ o mais eficaz ativador da biossintese de
ON, provavelmente pela sua agdo sobre os receptores NMDA, que produzem
influxo de calcio. A nSON ¢ ligada fisicamente ao receptor NMDA através de
uma proteina chamada PSD-95, que pode ser mais um possivel local de
regulacao desta enzima (Brenman et al., 1996).

A indugdo inapropriada de proteina SON no encéfalo e outros tecidos
claramente atua como mediadora de lesdo em diversos estados patologicos. De
maneira semelhante, a estimulagdo excessiva da SON na sinapse tem o
potencial de causar neurotoxicidade no encéfalo. Muitas causas de lesdo
neuronal sdo devidas ao excesso de liberagdo de glutamato, que age na sinapse
sobre receptores NMDA para produzir neurotoxicidade, possivelmente através
da producdo de ON (Dawson et al., 1991). Estudos experimentais em
camundongos knockout sem expressdo de nSON e iSON demonstram que
estes tém areas de isquemia menores em relagdo aos controles, enquanto os

deficientes em eSON mostram infartos maiores o que demonstra um papel
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duplo do ON na vigéncia de isquemia cerebral (Huang et al., 1994; Huang et
al., 1996; Iadecola, 1997; Zhao et al., 2000).

A neurotoxicidade do ON ¢ provavelmente causada pelo seu carater de
radical livre, o que torna o ON reativo a certas proteinas com caracteristicas
quimicas especificas. A deplecdo energética celular ¢ uma caracteristica da
morte celular associada a isquemia ¢ o ON pode atenuar a fosforilagao
oxidativa pela inibicdlo de enzimas mitocondriais, como NADH-
ubiquinona/oxidoredutase ¢ NADH succinato/oxidoredutase. Também pode
inibir a glicolise reagindo com Cis-aconitase e competindo com oxigénio na
citocromo oxidase. Além de reagir com os grupos prostéticos de proteinas o
ON também reage com o ion superéxido produzindo peroxinitrito, o qual pode
ser responsavel por grande parte de sua toxicidade (Figura 2). O peroxinitrito
¢ um poderoso oxidante, sendo estavel para se difundir através da célula e
reagir com diversas proteinas levando a deplecdo energética e lesdao do

citoesqueleto (Beckman e Koppenol, 1996; Zhang e Snyder, 1995).
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Figura 2. Mecanismos de dano tecidual na isquemia (modificado de Samdani
etal., 1997).
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2.5. Modelos experimentais de isquemia cer ebr al

O estudo da isquemia cerebral em animais ¢ fundamental para
possibilitar o desenvolvimento desta area do conhecimento, pois permite um
controle adequado das multiplas varidveis envolvidas. Diversas espécies de
animais podem ser utilizadas, como macacos, coelhos, gatos, caes e roedores.
Estes ultimos, pela relativa facilidade de obtencao e manuseio, sao sem duvida
os mais utilizados. Os modelos de isquemia podem utilizar métodos que
simulam a isquemia global, onde haveria falta de circulacdo em todo o
encéfalo, ou focal, onde apenas um territorio vascular seria afetado (Colli et
al., 1998).

A circulagdo cerebral do rato apresenta rede importante de colaterais,
que envolve o poligono de Willis, anastomoses entre os ramos corticais do
sistema carotideo e anastomoses entre os sistemas carotideo interno e externo.
Isto confere ao rato uma grande protecdo contra isquemia cerebral. Algo
semelhante ocorre em seres humanos. Varios modelos foram descritos para
isquemia experimental em ratos, como oclusdo da artéria cerebral média
(ACM) por craniectomia e coagulagdo direta, oclusio da ACM associada a
ligadura das carétidas comuns, oclusao da ACM por filamento intraluminal,
trombose arterial induzida por processo fotoquimico, embolizacdo com

microesferas, ar ou coagulos sanguineos; todos estes modelos de isquemia
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focal. Entre os modelos de isquemia global, podemos citar a oclusao
tempordaria das cardtidas comuns seguida de hipotensdo arterial sistémica, ou
precedida de ligadura das vertebrais, e isquemia por compressdo de um ou
ambos hemisférios cerebrais.

Outro animal que pode ser utilizado para experimentos com isquemia
cerebral ¢ o gerbil (Meriones unguiculatus), um roedor do deserto. Este
animal apresenta uma pobreza de circulagdo colateral, sendo bastante
susceptivel a isquemia cerebral através da ligadura da carotida comum, o que
teria maior facilidade técnica em relacdo aos métodos anteriormente citados
(Levine e Payan, 1966; Yoshimine ¢ Yanagihara, 1983). Vem sendo bastante
utilizado para o estudo de isquemia de curta duracdo, seja focal ou global
(Kohno et al., 1997; ONeill et al., 2000; Kitagawa et al., 2000; Calapai et al.,

2000; Jin et al., 2002).
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OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo verificar a atividade da sintase de
oxido nitrico e correlacionar sua inibicdo com possivel déficit neurologico

induzido pela isquemia cerebral focal em modelos experimentais em roedores.

29



MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 13 gerbils adultos do sexo masculino com peso em
torno de 90g, submetidos a técnica de ligadura da carétida comum direita, e 15
ratos Wistar adultos do sexo masculino com peso em torno de 300g que foram
submetidos a oclusdo da artéria cerebral média direita. Todos os animais
recebiam ragdo padrdo do biotério e acesso ilimitado a &agua. Apos o
procedimento cirurgico e o tempo de isquemia os animais eram sacrificados
por decapitagdo, sendo retirados os encéfalos e congelados a —70°C. Neste
momento eram também obtidas amostras de plasma. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com as normas para pesquisa em animais do
laboratorio de Neuroendocrinologia do departamento de Fisiologia da FMRP-
USP conforme a lei 6638, de 08/05/1979 e declaracao universal dos direitos

dos animais da UNESCO, de 27/01/1978.
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4.2. Técnicacirurgica

Os animais submetidos a ligadura da artéria carétida comum (gerbil)
eram anestesiados com tionembutal na dose de 400mg/kg intraperitoneal,
colocados em decubito dorsal, sendo feita incisdo de cerca de 0,5 cm na regidao
cervical e disseccao da artéria cardtida comum direita com o auxilio de um
microscopio cirurgico. A artéria era entdo ligada com fio de algodao 4-0,
sendo observada a interrup¢dao do fluxo por visdo direta no microscopio. A
pele era fechada com sutura simples com algodao 4-0 e o animal era levado a
uma gaiola com aquecimento para recuperagao anestésica.

Os ratos submetidos a oclusdo da artéria cerebral média foram
anestesiados com uretana a 25% na dose de 1g/kg intraperitoneal,
posicionados em decubito dorsal, sendo feita incisdo mediana longitudinal
anterior de 3 cm em regido cervical, disseccdo microcirirgica da artéria
carétida comum direita e seus ramos, sendo ligada a artéria carotida externa e
feita clipagem das artérias carotida comum, pterigopalatina e carétida interna.
A artéria cardtida externa era seccionada para introducdo do filamento de
nylon 4-0 com a ponta previamente aquecida (formando um expessamento de
0,3 mm) o qual era introduzido na dire¢do da carotida interna intracraniana até
ser notada resisténcia a progressdo do mesmo. Este ponto correspondia em

geral a introdugdo de 19 a 20mm do fio a partir da bifurcagdo carotidea, e
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provocava a oclusdo da emergéncia da artéria cerebral média. O fio era entdo
fixado a artéria carotida comum, sendo a mesma ligada. A pele era fechada
com sutura simples com fio de algodao 3-0 e o animal levado a gaiola de

recuperacao.
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4.3. Grupos experimentais.

No experimento utilizando gerbil, os animais foram divididos em dois
grupos, ambos com tempos de isquemia de 6 horas (n=13): grupo L-NAME
(n=7), que recebia este inibidor da SON na dose de 10 mg/kg intraperitoneal
30 minutos antes da oclusdo da artéria cardtida, e grupo controle (n=6) que
recebia o veiculo NaCl 0,9%. Todos os animais deste grupo foram avaliados
neurologicamente antes do sacrificio através de uma escala de 0 a 5 (Bederson
et al., 1986; Sauter ¢ Rudin, 1986; Menzies et al., 1992):
0-sem movimento;
1-circulo contralateral espontaneo;
2-movimento espontaneo em todas as dire¢des; circulo contralateral sé quando
elevado pela cauda;
3-reducao da forca de preensdo da pata anterior contralateral quando puxado
pela cauda;
4-Flexao contralateral da pata anterior;
5-mobilidade normal, sem déficits aparentes.

Os ratos foram subdivididos em 3 grupos com intervalos de tempo da
isquemia de 15 minutos (n=3), 1h (n=8) e¢ 24h (n=8). Somente o grupo de 24h

pode ser submetido a avaliagao neuroldgica, devido ao tempo do anestésico.
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4.4. Preparacéo dostecidos.

Os cérebros congelados eram submetidos a um corte padronizado no
nivel da eminéncia mediana hipotalamica, com 2 mm de expessura, do qual
eram obtidas as amostras teciduais através de um punch no territério de
irrigacdo da artéria cerebral média (core isquémico), ¢ de regido homologa
contralateral (controle). Estas amostras foram utilizadas para determinacdes da
atividade enzimatica da SON e concentragdes do nitrato e das proteinas, apos

homogenizagdao em 150ul de solugdo de Hepes 20mM.
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4.5. Atividade da SON.

A determinacdo da atividade da SON era realizada a partir de uma
aliquota de 90ul do homogenato tissular, a qual era adicionada 450ul de
solucdo de Hepes 20mM com 1,25mM de cloreto de calcio e DL-DTT ImM
além de tetrahidrobiopterina (0,314mg/ml). Adicionava-se a solucido NADPH
120uM e (*C)-L-arginina (270mCi/mmol), incubando-se por 15 minutos em
banho a temperatura de 37°C, sob ambiente com 95% O, e 5% CO,, e agitagdo
de 60 ciclos/min. Apds este periodo os tubos eram imediatamente transferidos
para uma centrifuga refrigerada e centrifugado a 1.000g por 10 minutos. Os
sobrenadantes eram imediatamente aplicados no topo de uma coluna de
Dowex AG 50W-X8 previamente preparada e eluida com 2,5 ml de agua
MiliQ (bi-destilada). Todo o diluido coletado de cada coluna era misturado a
um coquetel de cintilacdo e levado para um contador de cintilagdo beta. Este
media a quantidade de citrulina marcada produzida, que reflete a produgao de

ON por tecido por 15 minutos.
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4.6. Nitrato.

A determinagdo da concentragdo de nitrato tissular foi feita utilizando-
se o analisador de ON, segundo método descrito por Hampl e colaboradores
(1996). Uma aliquota do homogenato (50ul) era retirada e adicionada a etanol
(100ul) e deixada por 30 minutos em refrigeracdo a 4°C. Apds este periodo a
solucdo era centrifugada a 1.000g por 10 minutos e uma aliquota de Sul do
sobrenadante era retirada e colocada na camara de reacao do analisador de
ON. O nitrato da amostra reage com o cloreto de vanadio formando ON que
por sua vez reage com o O3 contido na camara de reacao formando didéxido de
nitrogénio. Este se apresenta numa forma instavel e tem a capacidade de
emitir fotons que se chocam contra uma superficie fotossensivel de uma
fotomultiplicadora dando origem a uma corrente elétrica que ¢ captada,
amplificada e processada por um transdutor analogico digital, originando o
tracado grafico. O calculo da area sob a curva ¢ feito pelo proprio programa
do aparelho, que converte em concentragao pela comparagdo com amostras de

concentragdao conhecida previamente injetadas.
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4.7. Proteina.

A dosagem de proteina tissular foi feita através de espectrometria de
massa (metodologia BIO RAD), onde uma aliquota (10ul) do homogenato era
adicionada em uma placa de leitura a 200ul do reagente BIO RAD e apos 5
minutos era feita medida no leitor de microplaca em 595nm. A concentragdo
de proteina foi utilizada para poder calcular a atividade enzimdtica, uma vez

que a mesma depende da quantidade de proteina no tecido.
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4.8. Andlise estatistica.

Para andlise dos resultados encontrados foi utilizado o programa de
analise estatistica GraphPadPrism 3.0 sendo realizado teste t de Student ou
analise de variancias (ANOVA) para comparagdo de multiplos grupos com
pos-teste de Tukey. Os dados estdo expressos em média + erro padrdo, ¢ a

significancia estatistica admitida com p<0,05.
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RESULTADOS

5.1. Experimentos com ger bil

Todos os animais de ambos os grupos — controle e tratados com L-
NAME - apresentavam déficit motor das patas contralaterais, tendéncia a
rotacdo e reducao do reflexo de direcionamento quando estimuladas as
vibrissas ¢ queda da orelha ipsilateral, indicando que o procedimento
experimental foi eficaz em produzir isquemia cerebral. Também observou-se
semi-ptose palpebral direita , que indicava ter havido lesdo do simpatico no
momento da ligadura da carotida direita. Na figura 3 observa-se o escore
obtido no exame neuroldgico dos animais apds oclusdo da artéria cardtida
comum direita no grupo controle e no grupo tratado com L-NAME
previamente a oclusdo arterial. Seis horas apos o procedimento, o grau do

déficit neurolégico foi pior no grupo que recebeu o inibidor da SON (0,67 +

0,21; n=7) quando comparado ao grupo controle (3,43 £ 0,89; n=6; p=0,0179).

39



Escore Neurologico

Gerbil

Salina

L-NAME

Figura 3. Escore neurologico observado 6 horas apdés oclusdo da artéria

carotida comum direita em gerbil. *p<0,05 em relagdo ao grupo tratado com

salina.
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A figura 4 mostra os resultados da atividade da SON determinada nos
tecidos cerebrais apos oclusdo carotidea por um periodo de 6 horas (expressa
em pmol de citrulina por mg de proteina por 15 minutos). Nao houve
diferenga estatistica (p=0,3751) da atividade da SON, embora houvesse
atividade menor no hemisfério isquémico (126,58 = 33,72 pmol/mg/15 min
versus 175,21 + 28,09 pmol/mg/15 min no controle). O tratamento com L-
NAME foi eficaz em reduzir a atividade da SON cerebral em ambos
hemisférios: controle (74,64 = 8,37 pmol/mg/15 min) e isquémico (74,44 +
11,75 pmol/mg/15 min), conforme demonstra a figura 4.

A figura 5 mostra as concentracdes de nitrato tecidual encontradas nos
tecidos cerebrais (controle, 16,83 £+ 2,77 mM no hemisfério isquémico versus
14,52 £ 1,71 mM no hemisfério ndo isquémico, p=0,5042; L-NAME, 16,89 +
1,74 mM no hemisfério isquémico versus 16,23 + 2,00 mM no hemisfério nao
isquémico, p=0,8114). Nao houve diferenca estatistica entre as concentracoes
de nitrato do hemisfério controle ¢ do que sofreu isquemia por seis horas,

tanto no grupo que recebeu salina como no grupo tratado com L-NAME .
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Figura 4. Atividade da sintase de oOxido nitrico em tecidos cerebrais
(isquémico e controle) de gerbil 6h apds oclusdo da artéria cardtida comum
direita nos dois grupos de animais: grupo tratado com solugdo salina e grupo
que recebeu o inibidor da SON (L-NAME). * p<0,05 em relacdo ao

hemisfério controle do grupo tratado com salina.
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Figura 5. Concentragdes do nitrato tissular encontradas nos hemisférios

cerebrais (controle e isquémico) de gerbils submetidos a 6h de isquemia por

oclusdo da artéria carotida comum direita. Nao houve diferenca estatistica

entre 0s grupos.
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A figura 6 apresenta as concentracOes plasmaticas de nitrato. As
concentracdes de nitrato plasmatico ndo apresentavam diferenca significativa
do ponto de vista estatistico entre os grupos controle e tratado com L-NAME
(grupo controle: 12,13 + 1,55uM; n=7; grupo tratado com L-NAME: 10,29 +
1,47uM; n=6; p=0,4084).

A figura 7 apresenta a correlacdo entre a atividade da SON no
hemisfério isquémico, representada no eixo das ordenadas, € o escore
neuroldgico (eixo das abscissas) em gerbils submetidos a isquemia cerebral
por oclusdo carotidea. A baixa inclinagdo da reta demonstra uma falta de

correlagdo entre o escore neuroldgico e a atividade da SON no hemisfério

isquémico (slope=7,591; r’=0,06146; p=0,3730).
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Figura 6. Concentracdes do nitrato plasmatico de gerbils 6h apds oclusdo da

artéria carotida comum direita. p=0,4084.
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Figura 7. Correlagao da atividade da sintase de 6xido nitrico do hemisfério
1squémico x escore neuroldgico em gerbils submetidos a 6h de isquemia por
oclusdo da artéria cardtida comum direita. Nao ha correlacdo significativa

entre as duas variaveis.
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5.2. Experimentos com ratos.

A atividade da SON em ratos submetidos a isquemia cerebral esta
representada nas figuras 8, 9 e 10. A figura 8 mostra a atividade da SON (em
pmoles de citrulina por mg de tecido por 15 minutos) nos hemisférios
cerebrais de ratos submetidos a isquemia cerebral por oclusdo filamentar da
artéria cerebral média durante 15 minutos. Houve uma atividade menor da

SON no hemisfério isquémico (160,06 £+ 8,03 pmol/mg/15min) em relacao ao

hemisfério controle contralateral (226,01 + 1,23 pmol/mg/15min; média das
diferengas: -65,95; 1.C.95%: -36,66 a —95,24; p=0,0105 n=3).

A figura 9 mostra a atividade da SON nos hemisférios cerebrais de ratos
submetidos a isquemia cerebral por uma hora. Observa-se uma atividade
ligeiramente maior da SON no hemisfério isquémico, embora estatisticamente
nao significante (hemisfério isquémico, 174,72 + 20,42 pmol/mg/15min;
hemisfério controle, 147,95 £ 17,14 pmol/mg/15min; média das diferengas:
26,77, 1.C.95%: -14,25 a 67,78; p=0,1667; n=8).

A figura 10 mostra a atividade da SON nos hemisférios cerebrais de
ratos submetidos a isquemia cerebral por oclusdo filamentar da artéria cerebral
média por 24 horas. Observa-se uma atividade maior da SON no hemisfério
isquémico, embora estatisticamente ndo significante (hemisfério isquémico,

271,92 £+ 16,14 pmol/mg/15min; hemisfério controle, 196,78 + 30,73
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pmol/mg/15min; média das diferencas: 75,14; 1.C.95%: -25,14 a 175,4;
p=0,0972; n=4).

As figuras 11, 12 e 13 mostram as concentracdes teciduais de nitrato
nos hemisférios cerebrais dos ratos submetidos a isquemia por oclusdo
filamentar da artéria cerebral média. Os trés grupos experimentais encontram-
se representados: 15 minutos (figura 11), 1 hora (figura 12) e 24 horas (figura
13) de isquemia. As concentracdes de nitrato sdo menores nos hemisférios
isquémicos aos 15 minutos (4,37 = 0,57 uM versus 10,59 + 0,44 uM do
hemisfério controle, p=0,0004 ; n=3), tornando-se discretamente maiores nos
grupos de 1 hora (8,39 £ 0,83 uM versus 6,59 + 0,63 uM do hemisfério
controle, p=0,0806; n=8) e 24 horas (7,55 £ 0,62 uM versus 7,25 + 1,19 uM
do hemisfério controle, p=0,8294; n=4), sendo o aumento observado nos dois

ultimos grupos nao significativo do ponto de vista estatistico.
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Figura 8. Atividade da sintase de 6xido nitrico em hemisférios cerebrais de
ratos submetidos a 15 minutos de isquemia por oclusdo filamentar da artéria

cerebral média direita. *p<0,05 em relagdo ao hemisfério controle.
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Atividade da SON: 1h
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Figura 9. Atividade da sintase de 6xido nitrico em hemisférios cerebrais de
ratos submetidos a 1 hora de isquemia por oclusdo filamentar da artéria

cerebral média direita. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Atividade da SON: 24h
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Figura 10. Atividade da sintase de 6xido nitrico em hemisférios cerebrais de
ratos submetidos a 24 horas de isquemia por oclusdo filamentar da artéria

cerebral média direita. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Nitrato tecidual: 15min
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Figura 11. Concentracdo de nitrato em hemisférios cerebrais de ratos
submetidos a 15 minutos de isquemia por oclusdo filamentar da artéria

cerebral média direita. **p<0,01 em relagdo ao hemisfério controle.
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Figura 12. Concentracdo de nitrato em hemisférios cerebrais de ratos

submetidos a 1 hora de isquemia por oclusdo filamentar da artéria cerebral

média direita. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos.
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Figura 13. Concentracdo de nitrato em hemisférios cerebrais de ratos

submetidos a 24 horas de isquemia por oclusdo filamentar da artéria cerebral

média direita. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a isquemia cerebral
provoca alteragdo na atividade das sintases de 6xido nitrico aos 15 minutos e
que o ON endogeno protege o sistema nervoso central da lesdo isquémica,
como demonstrado pelos experimentos realizados. Outros estudos trazem
observagdes semelhantes (Ashwal et al., 1998; Endres et al., 1998). Alguns
autores enfatizam que abordagens farmacoldgicas e genéticas contribuiram
para o conhecimento da fun¢do do 6xido nitrico e das diferentes isoformas de
SON na isquemia cerebral focal, sendo a nSON e a iISON mediadores da
neurodegeneracao ¢ a eSON importante na manutengdo do fluxo sanguineo
cerebral e portanto neuroprotetora (Samdani et al., 1997).

A influéncia do ON sobre o fluxo sanguineo cerebral tem sido estudada
em modelos animais. Em camundongos com delecao do gene responsavel pela
expressao da nSON a inalagdo de CO, aumenta o fluxo sanguineo cerebral de
forma semelhante a espécie selvagem, entretanto o bloqueio da SON nao
compromete esta resposta o que sugere que hd mais mecanismos envolvidos
nesta regulacdo (Irikura et al., 1995). A atividade tonica em fibras nitrérgicas

perivasculares em estreita proximidade a microvasos parenquimatosos pode
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ser uma fonte de tonus dilatador dentro do parénquima (Brown et al., 2000). O
ON tem sido implicado como modulador da elevagdao do fluxo sanguineo
cerebral em resposta a acetazolamida em ratos (Tuettenberg et al., 2001). A
dilatacdo de artérias cerebrais de ratos submetidas a concentracdes elevadas de
potdssio pode ser bloqueada pela inibicdo da SON com inibidores
inespecificos, sendo restaurada com doadores de ON, sugerindo que o ON
teria uma a¢do moduladora neste fendmeno. A inibicdo da guanilato-ciclase
elimina esta resposta, indicando que este mecanismo pode ser GMP-ciclico
dependente (Schuh-Hofer et al., 2001). A liberagdao de ON basal do endotélio
teria um papel permissivo na resposta induzida pela elevagdo de potassio e da
osmolalidade (Golding et al., 2001). A acidose induz dilatacdo de arteriolas
cerebrais por mecanismos que envolvem a producao de ON endotelial e canais
de potassio sensiveis ao ATP (Horiuchi et al., 2002). Estudos em ratos
sugerem que a alcalinizagdo intracelular produzida pela ativacdo da bomba de
troca Na'/ H' pode exacerbar a producio de ON no endotélio, contribuindo
para as respostas de vasodilatagdo (Kitazono et al., 2001).

Embora a eSON seja a principal responsavel pela regulagao do fluxo
sanguineo cerebral, alguns estudos demonstram que mesmo atividades
residuais da SON no encéfalo podem ser suficientes para produzir o tonus

dilatador cerebrovascular mediado pelo ON (Kelly et al., 2000) e que a nSON

56



contribui de maneira significativa para o efeito relaxante da acetilcolina sobre
artérias basilares de ratos, indicando a importincia desta isoforma no
endotélio cerebrovascular (Benyo et al., 2000).

Outros trabalhos relatam ndo haver suporte para um papel primario do
ON na hiperemia funcional do cortex de ratos, sugerindo que resultados
divergentes possam ser devidos ao regime anestésico empregado (Gerrits et
al., 2001). Estudos em seres humanos demonstraram que a administracao de
L-NMMA, um inibidor inespecifico da SON, por via carotidea reduziu
modestamente o fluxo sanguineo regional, sugerindo que o tonus basal dos
vasos de resisténcia cerebral pode ser relativamente insensivel a inibi¢do da
SON (Joshi et al., 2000). A administracdo de nitroprussiato pela mesma via
nao elevou o fluxo sanguineo cerebral, mesmo em doses capazes de provocar
hipotensdo arterial durante a recirculag¢do, levando a duvida em relagdo ao
verdadeiro significado do ON na circulagdo cerebral humana (Joshi et al.,
2002).

Os resultados por nos encontrados mostram que a inibicao da SON pelo
L-NAME piorou o déficit neuroldgico em gerbils submetidos a 6 horas de
isquemia por ligadura de cardtida. Uma possivel explicagdo seria que a SON e
o ON produzido teriam funcdo protetora durante o periodo da isquemia. Por

outro lado, outros autores relataram um efeito protetor do L-NAME (em doses
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menores) no momento da reperfusdo em modelo de oclusdao filamentar da
artéria cerebral média em camundongos, indicando uma possivel agdo
deletéria do ON na lesdo de reperfusio (Giirsoy-Ozdemir et al., 2000). O
efeito da manipulacdo dos sistemas de producdo de ON vem sendo relatado
por varios autores, assim como as descobertas de substancias que exercem sua
acdo através de mecanismos dependentes do ON. Estudos utilizando ratos e
camundongos submetidos a oclusdo filamentar da artéria cerebral média
demonstraram uma redugdo na area de infarto pela 4-fenil-1-(4-fenilbutil)
piperidina (PPBP, um inibidor da liberagdo de glutamato), associada a reducao
na producdo de ON cerebral, de maneira semelhante ao 7-nitroindazol
(inibidor especifico da nSON), sendo que o uso combinado das duas
substancias ndo propiciava maior redu¢do da regido isquémica. Os autores
sugeriram que o mecanismo de neuroprote¢cdo do PPBP in vivo seria através
da atenuacdao da atividade da nSON e da produ¢ao de ON induzida pela
isquemia (Goyagi et al., 2001).

O consumo cronico de 4alcool reduz a dilatacdo de artérias
vertebrobasilares de ratos mediada por mecanismos SON-dependentes, ¢ a
aplicagdo de superdxido dismutase pode restaurar esta resposta, sugerindo a
participagdo de radicais livres no fendmeno (Sun e Mayhan, 2001). Em

modelos de oclusao da artéria cerebral média em ratos ha evidéncias de que a
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hiperglicemia resulta em um aumento precoce e concomitante na produgdo de
superoxido e ON, o que poderia levar & formacao de peroxinitrito e reagao
deste com residuos-tirosina, sugerindo que a isquemia hiperglicémica
contribui a indugdo precoce de enzimas envolvidas na biodisponibilidade de
ON (Ste-Marie et al., 2001). O estudo dos efeitos do ON na produgao de
espécies reativas de oxigénio e tamanho do infarto apos lesdo de reperfusao,
utilizando modelos em coelhos e ratos, mostra que o uso de doadores de ON
melhora o efeito da reperfusdo precoce apos isquemia sugerindo uma agao de
varredura de radicais livres pelo ON (Pluta et al., 2001).

O tratamento profilatico com simvastatina, lovastatina ou mevastatina
aumenta o fluxo sanguineo cerebral, reduz a éarea de infarto ¢ melhora a
fungdo neuroldgica em camundongos normocolesterolémicos. O mesmo nao
ocorre em animais com deficiéncia na expressao da eSON, o que sugere ser o
aumento da expressao desta isoforma enzimdtica o principal mecanismo de
neuroprotecao e efeito antiinflamatorio destas substancias (Endres et al., 1998;
Blake e Ridker, 2000; Amin-Hanjani et al., 2001).

Estudos imunohistoquimicos demonstram uma elevagdo na expressao
da SON na area de isquemia (semelhante para as formas neuronal e

endotelial), porém sé a eSON mostra aumento na chamada zona de penumbra,
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0 que pode indicar uma fungdo protetora para a eSON contra dano isquémico
adicional (Leker et al., 2001).

O uso de inibidores especificos da isoforma iSON como a
aminoguanidina eliminou o efeito neuroprotetor do pré-condicionamento
anestésico com isoflurano ou halotano em ratos, indicando a participagdo
desta isoforma no mecanismo (Kapinya et al., 2002). O wuso da
aminoguanidina tem um efeito neuroprotetor em ratos submetidos a oclusao
da artéria cerebral média, porém a inibi¢ao da iSON ndo parece ser o unico
mecanismo envolvido (Cash et al., 2001).

A anélise da atividade da SON em ratos submetidos a periodos variados
de isquemia mostra achados interessantes. Resumidamente poderiamos dizer
que (excetuando os primeiros quinze minutos) a atividade da SON nao se
altera durante o periodo isquémico, até 24 horas apds o mesmo, porém o
presente estudo ndo esclarece se ha alteracdes em subtipos especificos da
SON. Estudos prévios t€ém demonstrado que a expressdo da iSON no cérebro
normal ¢ minima, sendo induzida apds determinados estimulos como a
isquemia (Iadecola et al., 1996; Nathan e Xie, 1994; Cash et al., 2001). A
geracdo de ON dependente da iSON foi demonstrada apds 48 horas da
indu¢do de isquemia focal em ratos (Fassbender et al., 2000). O ON

produzido em grandes quantidades seria um possivel mediador do aumento
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secundario da lesdo. No entanto, ndo achamos que esta isoforma tenha
importancia significativa no modelo estudado, que so utilizou periodos
inferiores a 24 horas. Portanto, provavelmente as principais isoformas
envolvidas neste periodo da isquemia seriam a eSON e a nSON. A
importancia fisioldégica da producdo de ON poderia ser um mecanismo de
protecdo do tecido neural contra a isquemia através da regulacdo do fluxo
sanguineo (Kelly et al., 2000; Benyo et al., 2000). No entanto, com a
persisténcia da isquemia este ON traria um efeito maléfico ao tecido,
provocando a progressdao lesional. O efeito da reperfusdo envolveria uma
terceira variavel, provavelmente com o envolvimento da iSON, porém este
aspecto nao foi avaliado neste estudo.

Uma atividade maior da SON na regido central da isquemia quando
comparada a 4rea de penumbra foi demonstrada em ratos submetidos a
diversos intervalos de tempo de isquemia (entre 30 min e 2h) e reperfusao;
esta diferenga na atividade da SON entre tais regides poderia contribuir para a
expansao da area de infarto com o tempo (Ashwal et al., 1998). Foi também
observada uma reducdo na atividade da SON no hemisfério isquémico neste
mesmo trabalho, que os autores atribuem a reducdo na disponibilidade de
cofatores durante a isquemia. Esta redu¢dao na atividade da SON durante as

fases iniciais da isquemia poderia ainda dever-se a reducdo dos niveis de
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glutamato uma vez que a SON tem uma ligagdo aos receptores NMDA de
glutamato (Zhang e Snyder, 1995; Brenman et al., 1996; Baranano e Snyder,
2001). A reducgdo dos niveis de glutamato foi demonstrada em cortex parietal
de ratos submetidos a 30 minutos de isquemia por oclusdo da artéria cerebral
média (Dias et al., 2000).

Um outro aspecto a ser considerado em relagdo a fungdo do ON durante
a isquemia cerebral ¢ que a expressao das enzimas pode variar entre espécies
diferentes. O nosso estudo mostrou ndo haver alteracao na atividade da SON
nem aumento na producdo de ON no hemisférico isquémico de gerbil apos
seis horas de isquemia, sendo que o estudo em ratos mostrou alteracao apenas
nos quinze minutos iniciais. Deve ainda ser feita a consideragdo em relagao ao
aspecto temporal, uma vez que a producdo de ON parece aumentar no
decorrer do tempo durante o periodo isquémico, o que pode ter implicacdes
em relacdo a “janela terapéutica” para manipulagcdes da atividade da SON

durante a isquemia.
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CONCLUSAO

Nao houve aumento de atividade da sintase de Oxido nitrico nem
elevacdo na producdo do oxido nitrico provocados pela isquemia cerebral.
Apenas uma reducao na atividade da SON e producdo de ON foi observada
em fases precoces da isquemia (15 minutos). O bloqueio farmacoldgico com
inibidor inespecifico das sintases de 6xido nitrico piora o déficit neurolégico
em roedores, sugerindo que o ON enddgeno tenha acdo de neuroprote¢dao nas

condig¢des de isquemia cerebral focal aguda.
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