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Resumo:

A lesédo cerebral isquémica resulta em alteragdes neuroldgicas permanentes,
dentre elas a perda de funcdes cognitivas, como a memoria. Em estudos
anteriores observamos que o tratamento com 06leo de peixe (OP) protege
contra a perda de memoria apds isquemia cerebral global e transitéria
(ICGT) em ratos, mesmo na presenca de neurodegeneracdo. Nossa
hipotese € que o efeito protetor da memaoria pelo OP pode estar associado a
acOes neurotréficas e/ou neuroplasticas do acido docosahexaendico (DHA),
o principal principio ativo do OP. Neste projeto nos avaliamos se o
tratamento com OP protege contra as alteracdes dendriticas e protéicas
provocadas pela ICGT em ratos. Os resultados demonstraram que o OP
protegeu contra a perda de espinhas dendriticas e restaurou a concentracao
da proteina BDNF (brain-derived neurotrophic factor).

Introducao

Isquemia cerebral global e transitoria (ICGT) decorre de situacdes clinicas
que interrompem o fluxo sanguineo cerebral como um todo, como por
exemplo parada cardiaca reversivel. O desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que busquem atenuar os danos neurolégicos causados pela
ICGT € de extrema importancia para a pratica medica. Varios estudos
sugerem que o acido docosahexahenodico (ADH), um acido graxo
poliinsaturado da série n-3 (dmega-3) (Belayev et al., 2009), ou formulacdes
padronizadas de 6leo de peixe (Bacarin et al., 2016) representam estratégias
terapéuticas em potencial capaz de proteger contra o0s efeitos
neurodegenerativos da isquemia cerebral.

O oleo de peixe (OP) é uma das fontes naturais mais ricas em ADH e de
facil acesso para os seres humanos. Em estudos anteriores (Bacarin et al.,
2016), o OP demonstrou-se eficaz para proteger contra a perda de memoria,
apesar de nao proteger contra a perda de neurbnios piramidais provocada
pela ICGT. Entretanto, o OP reduziu a perda da proteina MAP-2
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(microtubule-associated protein 2) apds a isquemia, num periodo de tempo
compativel com seu efeito protetor sobre a memodria. A MAP 2 € uma
proteina preferencialmente compartimentalizada nos dendritos, e
considerada um marcador de neuroplasticidade dendritica (Zhou et al.,
2010). Sendo assim, é possivel que o OP estimule os processos de
neuroplasticidade sinaptica a nivel dos dendritos daqueles neurdnios que
sobrevivem a isquemia.

Objetivo

Este projeto de iniciacéo cientifica é parte de um projeto maior, cujo objetivo
é avaliar se o tratamento com OP protege contra as alteracées provocadas
pela ICGT sobre (i) a morfologia dos dendritos de neurdnios piramidais que
sobreviem a isquemia, e (ii) a expressao da proteina BDNF.

Materiais e métodos

Animais

Ratos Wistar machos (325 - 400g), mantidos em condi¢bes padrédo de
laboratdrio foram utilizados.

Delineamento experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos: 1) falso-isquémico (sham); 2)
Sham + OP, 3) Isquemia + veiculo; e 4) Isquemia + OP. O tratamento oral
(gavagem) com OP iniciou-se 4 horas apés a isquemia e continuou 1
vez/dia, por 7 dias. No 14°. dia pos-isquemia, 0s cérebros foram examinados
para (i) quantificacdo do numero de espinhas dendriticas presentes nos
dendritos apicais e basais do hipocampo (subcampos CA1l e CA3), cortex
pré-frontal (CPF) e cortex visual (CV), e (ii) concentracdo de BDNF medida
no hipocampo e CPF.

Isquemia
A ICGT foi realizada baseando-se no modelo de oclusdo dos 4 vasos,
conforme rotina do nosso laboratério.

Analise morfométrica

Os animais foram anestesiados com tionembutal (50 mg/kg) e perfundidos
transcardiacamente com solucao salina 0,9%, seguida por solucéo fixativa
de PFA a 4%. Os cérebros foram extraidos e processados para coloracéo de
Golgi-Cox (Zaqout & Kaindl, 2016). Para cada animal, 5 a 6 cortes coronais
semi-seriados (100 um de espessura) foram selecionados para quantificacao
do numero de espinhas dendriticas nos dendritos apicais ou basais dos
neurénios piramidais do hipocampo (subcampos CAl e CA3), cortex pré-
frontal (CPF) e cortex visual (CV).

Analise Western blotting
Sob anestesia profunda, parte dos animais tiveram seus cérebros extraidos
e processados para quantificacdo da proteina BDNF no hipocampo e CPF. A
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técnica de Western blotting foi empregada conforme rotina do nosso
laboratario.

Resultados

A figura 2 mostra a perda de espinhas dendriticas provocada pela ICGT
em todas as regides cerebrais examinadas (p < 0.001 — 0.05, Isg+vei vs.
Sham). O tratamento com OP preservou ou restaurou o niumero de espinhas
dendriticas (p < 0.001 — 0.05, Isg+OP vs. Isq+vei). Este efeito foi ainda mais
expressivo nos dendritos apicais do coértex visual.
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Figura 2. Efeito do OP sobre a perda de de espinhas dendriticas provocada pela
ICGT. A densidade de espinhas dendriticas (%) foi estimada no dendritos apicais
(grafico superior) ou basais (grafico inferior) dos neurbnios piramidais do hipocampo
(regibes CAl e CA3), cortex pré-frontal (CPF) e cortex visual (CV). Os valores
representam as médias + EPM nos diferentes grupos (n=5-6/grupo).*p<
0,05,**p<0,001, ***p<0,0001 vs.Sham+vei; #p<0,05; ##p<0,001; ###p<0,0001 vs.
ICGT 14d.

A figura 3 mostra os efeitos da isquemia sobre a expressdo da proteina
BDNF na auséncia ou presenca do OP. A isquemia reduziu a concentracao
de BDNF tanto no hipocampo quanto no CPF (p < 0.01-0.001, Isg+vei vs.
Sham). Este efeito foi anulado pelo tratamento com OP em ambas as
estruturas cerebrais (p < 0.001, isq+OP vs. Isqg+vel).

Figura 3. Expresséo da proteina BDNF
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Conclusbes

O tratamento com OP iniciado 4 horas pds-isquemia e continuado por 7 dias
subsequentes preservou (ou restaurou) as espinhas dendriticas de
neurdnios piramidais do hipocampo e CPF, bem como impediu a perda da
proteina BDNF provocada pela isquemia. Esses resultados sugerem que o
efeito do OP em proteger contra a perda de memodria, observado
repetidamente em estudos anteriores, pode estar associado a uma acéo
neurotréfica e/ou neuroplastica.
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