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Resumo

Introdugéo: A isquemia causa morte neuronal por excitotoxicidade, o GIuR2 presente
no receptor AMPA glutamatérgico, expresso no hipocampo, modula a permeabilidade
ao Ca?*. O estradiol promove a neuroprotecao por meio dos ERa e ERB e, moléculas
como o0 coumestrol possuem estrutura similar ao estradiol, e potencial efeito
neuroprotetor, porém seu mecanismo de acdo permanece nao elucidado. Este estudo
objetivou examinar o efeito agudo do coumestrol e a sua influéncia sob os niveis de
GIuR2 no hipocampo de camundongos machos apds a isquemia cerebral. Métodos:
Estudo experimental com camundongos swiss submetidos a isquemia cerebral global
(20 min) ou cirurgia sham na qual receberam uma dose de veiculo (DMSO) ou
coumestrol (20ug/kg) uma hora antes da cirurgia. Foi realizada a quantificacdo de
GIuR2 por Western Blot e o teste comportamental Water Maze. Resultados: Houve
reducdo dos niveis de GIuR2 no grupo isquemia veiculo 12, 24 e 48 horas apos a
reperfusao (p < 0.001). Ainda, houve diferenga significativa na expressao de GluR2
entre 0os grupos isquemia veiculo e o isquemia coumestrol (p < 0.001) e também entre
0s grupos sham e o isquemia coumestrol (p < 0.001) apds 48 horas. No Water Maze,
houve diferenga significativa entre os grupos sham e os grupos isquemia (p < 0.001).
Ainda, o coumestrol mostrou-se capaz em prevenir o prejuizo da memoaria induzida
pela isquemia (p < 0.001). Conclusao: Estes resultados indicam que o coumestrol
preveniu o dano cognitivo e a redugdo da expressao de GIuR2 no hipocampo

sugerindo um efeito neuroprotetor.

Palavras-chave: Isquemia Encefalica, Fitoestrogenos, Hipocampo, Receptores
AMPA, Memodria.



Abstract

Background: Ischemia causes neuronal death by excitotoxicity, GIuR2 present in the
glutamatergic AMPA receptor, expressed in the hippocampus, modulates the
permeability to Ca2 +. Estradiol promotes neuroprotection through ERa and Erf3 ando
molecules like coumestrol has a similar structure to estradiol, and potential
neuroprotective effect, but its mechanism of action remains unclear.This study aims to
examine the role of coumestrol in hippocampus GIuR2 levels of male mice post
cerebral ischemia. Methods: Experimental model used swiss mice were subjected to
global cerebral ischemia (20 min) or sham surgery, which received a single infusion of
vehicle (DMSO), or coumestrol (20ug/kg) 1 hour before ischemia. Western Blot was
performed to quantify GIuR2 levels and Morris Water Maze behavioral test was
conducted. Results: Occurred a significant effect of ischemia on hippocampal levels
of GIuR2 at all times of reperfusion 12 h, 24h and 48h (p < 0.001). Post hoc analysis
revealed a significant difference between ischemia DMSO and ischemia coumestrol
group at all-time intervals (p < 0.001). There was also a significant difference between
sham groups and ischemia coumestrol group at 48 h after ischemia (p < 0.001). As
expected, in Morris water maze there was a significant difference between the sham
and ischemia group given vehicle (p < 0.001). The coumestrol was effective in
preventing memory impairment induced by global ischemia (p < 0.001). Conclusion:
These results indicate that coumestrol suggest a protective effect against GIuR2 levels

reduction and cognitive impairment associated with ischemia.

Keywords: Brain Ischemia, Phytoestrogens, Hippocampus, AMPA Receptors,

Memory.
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1. INTRODUGAO

Com o envelhecimento, as pessoas passaram a ser acometidas cada vez mais
pelas doencas crénicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). O Acidente Vascular
Cerebral (AVC) tornou-se a quarta maior causa de morte e principal causa de
incapacidade no mundo (ROGER, 2011), ja no Brasil, a doenga lidera as estatisticas
tanto em mortalidade e incapacidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). As evidéncias
apontam que 1 a cada 6 sujeitos terdo pelo menos um AVC ao longo da vida
(SESHADRI et al., 2006). Cerca de 80% dos AVCs sao isquémicos e resultam de uma
oclusao por trombos ou émbolos de uma artéria cerebral (MOHR et al., 1978), com
isso ocorre a redugao do fluxo sanguineo cerebral com rapida deplegéo de trifosfato
de adenosina (ATP) ocasionado a despolarizagdo da membrana celular,
excitotoxicidade glutamatérgica, influxo de Ca?* e morte neuronal (LEROUET et al.,
2002). A reperfusao dos vasos e a reoxigenagdo promove o restabelecimento do
tecido (RODRIGO et al., 2005), porém os danos causados no centro da lesdo sé&o
irreversiveis, com isso, as propostas de tratamento visam a recuperacao da area de
penumbra (VAN DER WORP et al., 2007).

Os neurdnios sao expostos a quantidades pequenas de glutamato, o qual é
recaptado e reciclado naturalmente, porém, durante a isquemia, a liberagdo massiva
de glutamato provoca maior estimulagdo dos receptores no terminal pos sinaptico
(NISHIZAWA, 2001), levando a faléncia dos mecanismos de recaptagdo e a
excitotoxicidade glutamatérgica (MELDRUM et al.,, 1985). Os receptores
glutamatérgicos AMPA podem expressar a subunidade GIuR2 que os torna
completamente impermeéaveis ao Ca?* (PELLEGRINI-GIAMPIETRO, 2003). As
células piramidais do hipocampo expressam mRNA para GIuR2 em abundéancia
(TANAKA et al, 2000), mas apds a isquemia, pode ocorrer uma diminuicdo da
expressdo de GluR2, tornando o receptor AMPA permeavel ao Ca?*, e permitindo o
influxo do ion (PELLEGRINI-GIAMPIETRO et al., 1992). Este fendbmeno explica a
hipétese do GIluR2, a qual relaciona a morte das células piramidais CA1 com a
reducao da expressao de GluR2 apds a isquemia (TANAKA et al, 2000).
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A anatomia e fisiologia vascular cerebral dos roedores sdo semelhantes a dos
humanos, tornando esses animais os mais comumente usados nos estudos sobre
isquemia (MHAIRI MACRAE, 1992). O modelo de oclusdo bilateral das artérias
carétidas (2VO) mimetiza a condigéo patolégica do AVC (JIWA et al., 2010), a fim de
estudar os mecanismos da lesdo e as abordagens de prevencgao, tratamento e
neuroprote¢do (ALONSO DE LECINANA et al., 2005). No 2VO, as artérias carétidas
sdo ocluidas com clipes cirurgicos por um tempo determinado gerando a leséo
isquémica, que é revertida com a retirada dos clipes, promovendo a reperfusdo dos
vasos (OZ et al., 2014; SINGH e CHOPRA, 2013). A vulnerabilidade seletiva
determina quais os tecidos cerebrais irdo sofrer mais rapidamente os danos
provocados pela isquemia, sendo a regido CA1 do hipocampo mais amplamente
reconhecida por essa caracteristica (PULSINELLI, 1985). A isquemia pode causar
déficits de memodria espacial e aprendizagem, dependendo da localizagdo e
severidade do insulto (LI et al., 2013). O labirinto aquatico de Morris € utilizado para
avaliar a aprendizagem espacial relacionada ao hipocampo (MORRIS, 1984). Pode-
se avaliar a memdéria de trabalho e memdria de referéncia, sendo esta ultima
requisitada para relembrar informagdes consolidadas (CECHETTI et al., 2010), ja na
memoria de trabalho a informacg&o € mantida por um determinado tempo, até que seja
util e entdo é descartada (IZQUIERDO, 2002).

O tratamento com farmacos visa a descoberta de agentes neuroprotetores
capazes de restabelecer a zona de penumbra resultante do infarto isquémico
(MARKUS et al.,2004). O estradiol é capaz de agir por meio da ligagdo com os
receptores ERa E ERP sinalizando vias de neuroprotecao (ALKAYED et al., 2000;
DUBAL et al.,, 1998). Os fitoestrogenos possuem semelhangas estruturais com o
estrogénio e sao classificados em isoflavonas, coumestans e lignanas (BELCHER e
ZSARNOVSZKY, 2001). O coumestrol € um coumestano descoberto inicialmente em
brotos de alfafa e atualmente reconhecido em diversas fontes alimentares (FRANKE
et al., 1995; PRICE e FENWICK, 1985). Sua interagdo com os receptores de
estrogénio é muito forte quando comparado com o estradiol (WHITTEN et al., 2002),
sugerindo seu potencial efeito neuroprotetor através da reducado do dano tecidual na
area CA1 do hipocampo em roedores apos o insulto isquémico (CASTRO et al., 2012)
e da atuagao contra a inibicdo de atividade da Na+/K+- ATPase no mesmo contexto

(CASTRO et al., 2014). Além da sua atividade estrogénica, o coumestrol atua como
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um agente antioxidante capaz de remover os radicais livres e prevenir os danos
oxidativos (MITCHELL et al., 1998).

Até o presente momento, os efeitos promovidos pelo coumestrol e sua
interacdo com os receptores de glutamato s&o desconhecidos, porém, se imagina que
o estradiol seja capaz de interferir na atividade dos receptores AMPA prevenindo a
reducdo da expressdo da subunidade de GIuR2 apdés a isquemia através da
modulagcdo da permeabilidade do calcio. O coumestrol, por ter uma atividade
semelhante ao estrogénio, € um agente a ser estudado pelo seu potencial efeito
neuroprotetor. Uma vez que as vias de agao pelas quais o coumestrol é capaz de
promover a neuroprotecao e atenuar e/ou evitar os processos envolvidos na cascata
isquémica, ainda ndo estdo bem elucidadas na literatura, o presente estudo foi
realizado a fim de examinar o possivel papel da coumestrol: (a) nos niveis de
expressao de GIuR2 no hipocampo de ratos machos em diferentes tempos de
reperfusdo; (b) na prevencdo dos déficits de memodria induzidos pela isquemia

cerebral global.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL

Com o aumento da expectativa média de vida e o envelhecimento da populagao
mundial, se torna cada vez mais evidente a incidéncia de doencas
neurodegenerativas. No Brasil, as Doencgas Crdnicas Nao Transmissiveis (DCNT)
passaram a ser predominantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2005) destacamdo-se as
Doengas Cardiovasculares (DCV), como as principais causadoras de Obitos em
individuos de ambos os sexos (BARRETO et al., 2007). Entre estas se encontra o
AVC, que a nivel mundial, ocupa o quarto lugar em mortalidade e é considerada a
principal causa de incapacidade (ROGER, 2011) liderando as estatisticas de casos
de morte e dependéncia no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). De acordo com
Lotufo et al (2005), os 6bitos por AVC ultrapassam os registros de 6bitos por doenga
cardiaca coronariana, sendo que a incidéncia € maior apés os 65 anos, havendo
aumento do risco com a idade, que dobraa cada década apds os 55 anos
(RODGERS, 2004).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 1989), o AVC é
definido como o desenvolvimento rapido de sinais clinicos de perturbagdes focais ou
globais da fungéo cerebral com sintomas que perduram por um periodo superior a 24
horas ou conduzem a morte, sem outra causa aparente que a vascular. O AVC pode
ser de origem isquémica, ou seja, ocorre a falta de aporte sanguineo em uma
determinada regido do encéfalo, ou de origem hemorragica, quando ocorre uma
ruptura de um vaso encefalico ocasionando extravasamento de sangue no tecido
circundante. O evento isquémico pode ser classificado de acordo com a sua topografia
como global ou focal. A redugao significativa de suprimento sanguineo e oxigénio
capaz de acarretar danos teciduais em todo o encéfalo € conhecida como isquemia
global. Ja, na isquemia focal, esta redugédo do aporte sanguineo ocorre em territorios
cerebrais especificos dependendo da artéria ocluida (DUGAN e CHOI, 1994;
GINSBERG, 1997; IADECOLA, 1999). Os sintomas mais comumente reconhecidos
do inicio de um AVC, que levam o paciente a procurar a emergéncia, sao a fraqueza
ou dorméncia unilateral e a dificuldade na fala (LECOUTURIER et al., 2010).
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O enceéfalo é quase exclusivamente dependente do fluxo sanguineo continuo e
adequado capaz de fornecer oxigénio e glicose ao tecido. Uma vez que o encéfalo
nao possui estoques de energia, a redugao do fluxo sanguineo pode rapidamente
ocasionar importante falha energética (MERGENTHALER et al., 2004) afetando
gravemente a fungdo cerebral, e ocasionar alteragdes bioquimicas e moleculares que
posteriormente virdo a manifestar-se como sequela neurologica (RODRIGO et al.,
2005). O bloqueio do fluxo sanguineo caracteriza a isquemia (ZEMKE et al., 2004), e
alguns minutos apds o inicio da mesma, ocorrem danos aos tecidos no centro da leséo
isquémica, onde o fluxo de sangue cerebral é reduzido em até 90% (BROUNS e
DEYN, 2009). Nessa regido central, a morte celular se desenvolve rapidamente como
consequéncia da falha energética e perda aguda de gradientes ibnicos associado com
despolarizagdo permanente e andéxia (HOSSMANN, 1994; DIRNAGL e IADECOLA,
1999).

Quando a isquemia é de carater perene, ndo existe a possibilidade de reverter
essa condicdo, em funcdo dos danos irreversiveis provocados nos vasos. Ja na
isquemia transitéria, existe retorno do fluxo sanguineo ao leito vascular, podendo os
danos celulares serem reversiveis dependendo de alguns fatores, como duragéo e
gravidade do evento isquémico (FAROOQUI e HORROCKS, 1994; SCHMIDT-
KASTNER e FREUNDI, 1991). Mais de 80% dos AVCs sao em consequéncia de uma
oclusao permanente ou prolongada, que tem como causa uma trombose ou embolia

podendo ocorrer em uma artéria cerebral principal ou secundaria (MOHR et al., 1978).

O comprometimento neuroldgico inicia na fase aguda podendo persistir na
maioria dos sobreviventes de AVC (MELLON et al., 2015). O desenvolvimento do
dano tecidual ap6s um insulto isquémico ocorre a longo prazo, evoluindo dentro de
horas ou dias (Fig.1), sendo dependente tanto da intensidade e duracdo da redugéo
do fluxo sanguineo, quanto dos mecanismos independentes do fluxo, especialmente
nas regides cerebrais peri-infartadas (HOSSMANN, 2006; VAN DER WORP et al.,
2007). Algumas horas depois, o infarto se expande para dentro da area de penumbra.
Nesta fase, o dano celular € desencadeado principalmente por excitotoxicidade,
disturbios mitocondriais, produgcéo de espécies reativas de oxigénio e morte celular
programada (LO et al., 2005). A situagdo apds um insulto isquémico acarreta na

produgao e acumulo de substancias toxicas. A resolucéo requer restauracao do fluxo
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sanguineo (reperfusdo) e a subsequente recuperagao dos niveis normais de oxigénio
(reoxigenagao) (RODRIGO et al., 2005).
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FIG.1. Representagdo do perfil temporal dos mecanismos de lesdo e reparo apds o AVC
isquémico. A oclusdo de um vaso sanguineo cerebral é caracterizada, na fase aguda, por
excitotoxicidade, faléncia da homeostase ibnica, edema citotdxico e formagao de radicais livres. As
intervengdes terapéuticas que visam o bloqueio desses eventos precoces devem ser administradas
dentro de 2 a 3 horas ap6ds o inicio da isquemia para que se possa obter beneficios. O dano ao tecido
da zona de penumbra ocorre principalmente por apoptose e neuroinflamagdo e continua por varias
horas a dias, contribuindo significativamente para a evolugédo da lesdo cerebral. A Neuroplasticidade
sustenta a recuperagéo espontanea de algumas fungdes neuroldgicas observadas em pacientes varias
semanas ou meses apos o AVC isquémico. BHE: Barreira Hematoencefalica. Adaptado de
CANDELARIO-JALIL, 2009.

Quanto maior o tempo para normalizar os parametros sanguineos durante o
periodo de reperfusdo, maiores serdo os danos na parede dos vasos, a resposta
inflamatoria cerebral e o dano ao tecido (SCOTT et al.,, 2000). A recuperagao
neuroldgica e funcional acontece principalmente nos primeiros seis meses apés o
AVC (JGRGENSEN et al.,, 1995). Cinco milhdes de sobreviventes se tornam
incapacitados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011) apresentando
complicagdes motoras (50-83%), cognitivas (50%), disturbios de linguagem (23-36%)
e disturbios psicolégicos (20%) (PAUL et al., 2007). O comprometimento cognitivo é
uma consequéncia comum que pode afetar até 35% dos sobreviventes de forma
variada (TATEMICHI et al., 1997) e pode persistir em 32 % dos casos até 3 anos apos
a isquemia (PATEL et al., 2003). Estas deficiéncias neurolégicas podem aparecer no



18

individuo sob varios aspectos como o déficit de atengdo, memdria e linguagem (KASE
et al.,1998). O dano cognitivo torna o individuo dependente para a realizagdo das
atividades de vida diaria (AVDs) como vestir, comer e ir ao banheiro, até mesmo em
trabalhos domésticos e interagbes sociais (ZINN et al.,, 2004). Deve-se levar em
consideracgao o disturbio cognitivo como um preditor da recuperag¢ao do paciente, uma
vez que a presenca da disfuncdo afeta diretamente o processo de reabilitagdo (ZINN
et al., 2004), sendo um influenciador dos resultados do tratamento, caso as técnicas
utilizadas nesse processo necessitem de habilidades cognitivas, tais como a evocagao
e execucgao de instrugbes (HERSHKOVITZ et al., 2007).

O déficit cognitivo pode estar relacionado com o comprometimento gradual
dos neurbnios piramidais do hipocampo, situacdo frequentemente observada em
situagdes de hipoperfusdo encefalica cronica, associada ou nao ao envelhecimento,
e que pode levar a quadros de deméncia progressiva (FARKAS et al., 2007). Tanto as
deficiéncias cognitivas quanto as fisicas tém impactos significativos ndo s6 para os
sobreviventes, mas também sobre as familias e os cuidadores (LANGA et al., 2001).

Os esforgos em pesquisar novos tratamentos giram em torno da recuperagéao
da area de penumbra isquémica, uma vez que o0s danos na zona central séo
irreversiveis (VAN DER WORP et al., 2007). Essa area nao esta condenada a morte
celular, porém apresenta um risco em potencial ao longo do periodo pds-lesdo e em
funcao disso, neste periodo, abre-se uma janela terapéutica importante, que € alvo de
varios estudos (WOODRUFF et al.,, 2011; MARKUS et al.,, 2004). Neste sentido,
muitos pesquisadores tém como foco a investigacao das vias e mecanismos de morte
e sobrevivéncia celular, bem como a identificacdo de agentes que possam ser
utilizados na prevencdo e na recuperagao desses danos (DAWSON e DAWSON,
2004).

2.2 FISIOPATOLOGIA DA ISQUEMIA CEREBRAL

Para estudar os processos celulares basicos que ocorrem na isquemia cerebral
€ necessaria a utilizagdo de modelos animais que mimetizam esta situacao, e desta

forma também €& possivel desenvolver hipoteses terapéuticas a cerca da doenca.
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Neste sentido, o modelo experimental de isquemia cerebral global transitoria € capaz
de reproduzir um cenario fisiopatologico semelhante ao que ocorre em situagdes de
parada cardiaca e ressuscitagdo em humanos (XU et al., 2010). O encéfalo é um
orgao que, apesar de representar apenas 2% do peso corporal, necessita de uma
demanda de energia muito alta para seu bom funcionamento, sendo que em repouso
consome em torno de 20% da energia total disponivel. Qualquer diminuigdo no aporte
de oxigénio e glicose afeta a manutengao do potencial elétrico e dos gradientes ibnicos
e, eventualmente, as fungdes celulares (KANEKAR et al., 2012).

As reservas energéticas intracelulares cerebrais sdo limitadas, tornando o
orgao dependente do fornecimento de nutrientes provenientes do aporte sanguineo
constante. Por este motivo, as alteragées do fluxo sanguineo cerebral (FSC) se
tornam extremamente danosas ao tecido (JACKMAN e IADECOLA, 2013). As
atividades celulares basicas consomem aproximadamente 25% da energia disponivel,
ja para a efetivagédo dos processos de sinalizagao celular € necessaria a utilizagao dos
75% restantes (ATTWELL e LAUGHLIN, 2001). Uma oclusdo vascular causada por
um trombo ou émbolo pode acarretar na diminuicdo do FSC a menos de 10ml/100g
de tecido, e logo se inicia uma depleg&o de oxigénio e glicose, e consequentemente,
ha diminuigdo acentuada de ATP alguns minutos apos o inicio da isquemia. A partir
da faléncia energética se inicia uma cascata de eventos isquémicos, que
compreendem a disfungcdo da bomba de sddio potassio e, a perda do potencial de
membrana. Isso implica em despolarizagdo celular e liberacdo acentuada do
neurotransmissor glutamato no meio extracelular, ocasionando influxo de Ca?+ na
célula pds sinaptica. Outros processos ainda envolvem formagao de radicais livres,
disfungao da barreira hematoencefalica (BHE), inflamagao e morte celular (DURUKAN
e TATLISUMAK, 2007).

A morte celular ocorre por dois processos que sao a necrose € a apoptose.
Morfologicamente, a necrose é caracterizada pelo edema inicial que ocorre na célula,
seguido pela ruptura das membranas plasmaticas, do nucleo e das organelas,
culminando em um “encolhimento celular’ (do inglés cell shrinkage), condensagao e
desintegracdo dessas estruturas, levando a extrusao dos detritos celulares para o
meio extracelular, sendo estes os desencadeadores dos processos inflamatérios
(MANJO e JORIS, 1995). Ja a apoptose € uma forma controlada de morte celular,
que permite a eliminagdo das células com um efeito minimo no tecido circundante.

Primeiro ocorre a compactagéo e marginalizagdao da cromatina nuclear seguido pelo
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“cell shrinkage” e condensacao, porém a integridade das organelas segue preservada.
Por fim, ocorre a divisdo nuclear e citoplasmatica para formar fragmentos ligados a
membrana, conhecidos como corpos apoptéticos. Estes, sob condigbes adequadas,
sao fagocitadas por macréfagos (Fig. 2), portanto, o conteudo n&o chega a extravasar

para o meio extracelular evitando maiores danos (KERR et al.,1972).
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FIG. 2. Representagdo da morte celular por necrose e por apoptose apontando as diferengas que

ocorrem entre os processos celulares. Adaptado de VAN DER MEER et al., 2010.

A zona central isquémica é onde o FSC reduz drasticamente em até 90%,
ocorrendo danos celulares irreversiveis por necrose. As células da zona isquémica
central morrem mais rapidamente, pois sofrem processos de lipdlise, protedlise,
desagregacdo microtubular, faléncia energética e desregulagcdo homeostatica
(BROUNS e DEYN, 2009). A necrose ocorre de uma forma ndo controlada e
desregulada podendo resultar em danos para as células adjacentes por meio da
liberagao do conteudo celular (BROUNS e DEYN, 2009).

A regido ao redor da zona central isquémica € a zona de penumbra, nessa
regidao o fluxo sanguineo ndo é tdo diminuido proporcionando menos prejuizos

celulares, sendo que o potencial de agéao celular € perdido, mas o ATP gerado é
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suficiente para manter o potencial de membrana em repouso (LO et al., 2003), sendo
mais comum ocorrer a morte celular por apoptose nessa area (SMITH, 2004). A
penumbra isquémica nao € funcional, as células mantém a integridade estrutural,
porém se encontram funcionalmente inativas. As evidéncias indicam que, se o fluxo
sanguineo néo é restaurado dentro de algumas horas, a zona de penumbra torna-se
parte da zona central do infarto (LO et al., 2003; LO, 2008). O destino da penumbra
isquémica €, em grande parte, dependente da eficiéncia da circulagao colateral (Fig.
3), que desempenha um papel fundamental na manutengao da perfuséo apds oclusao
vascular (JACKMAN e IADECOLA, 2015).

As regides cerebrais possuem diferentes limiares para a ocorréncia da
isquemia, por exemplo, a substancia branca tende a ser mais resistente do que a
cinzenta. Além disso, determinadas populagdes de neurdnios sao seletivamente mais
vulneraveis a isquemia, como é o caso das células da regido CA1 do hipocampo, que
€ a regido mais relatada na literatura por essa caracteristica. A vulnerabilidade seletiva
determina quais os tecidos cerebrais irdo sofrer mais rapidamente os danos
provocados pela isquemia. De uma forma ordenada, as areas mais propensas sao: o
hipocampo (CA1 e CA4 possuem maior vulnerabilidade que CA3 e células
granulares), o cerebelo (células de Purkinje mais propensas que as células estreladas,
células em cesta, células granulosas e células de Golgi), o estriado (neurbnios
pequenos e médios) e por fim o cortex cerebral (camadas 3, 5, e 6 sdo mais
vulneraveis que as camadas 2 e 4) (PULSINELLI, 1985).
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FIG.3. Representagao da zona central isquémica, da zona de penumbra isquémica e da circulagao
colateral no encéfalo apods a oclusdo de um vaso. Na zona central ocorre a diminuigao do FSC mais
severa, resultando rapidamente em morte neuronal. A zona de penumbra isquémica recebe fluxo
sanguineo suficiente para as células permanecerem vivas, porém nao funcionais, tornando-se
dependentes da eficiéncia da circulagdo colateral. FSC: fluxo sanguineo cerebral. Adaptado de
JACKMAN e IADECOLA, 2015.

A cascata isquémica normalmente se prolonga por horas, podendo durar dias,
mesmo apos a restauragao da circulagdo sanguinea. Embora a reperfusao do tecido
cerebral isquémico seja crucial para o reestabelecimento da fungdo normal,
paradoxalmente, pode resultar em danos secundarios. Este periodo € chamado de
isquemia / reperfusao (I / R) (LAKHAN et al., 2009). Com a restauragéo do FSC ocorre
a reperfusao dos vasos e a concomitante reoxigenagao dos tecidos, que pode reduzir
o tamanho do infarto, salvando as células da zona de penumbra e com isso
melhorando o resultado clinico em pacientes com AVC (SCHALLER e GRAF 2004).
Quanto mais cedo for a reperfusdo, mais efetivo se torna o tratamento e também o
resultado que a combinagdo de agentes tromboliticos e neuroprotetores podera
proporcionar na recuperag¢ao da fungéo neuroldgica. Se a perfusao cerebral ndo for
restaurada, os eventos lesivos da cascata isquémica continuardo acontecendo
(CANDELARIO-JALIL, 2009). No entanto, a reperfusdo tardia pode acarretar uma
destruicdo progressiva e irreversivel das células neuronais danificadas, levando a
disfuncdo do tecido ou a necrose. Este fenémeno € conhecido como “reperfusion
injury”, ou seja, lesao causada pela reperfusdo (SCHALLER e GRAF 2004). Os
mecanismos fisiopatolégicos que, em conjunto, caracterizam a lesao causada pela
reperfusdo continuam em estudo e ainda nao estao totalmente elucidados, no entanto,
os mediadores de estresse oxidativo como os radicais livres s&o sugeridos como
possiveis contribuintes neste contexto (PACHER et al., 2007).

Do ponto de vista clinico, nenhuma terapia esta atualmente disponivel para
limitar a lesdo causada pela reperfusdo tardia, os estudos enfatizam a necessidade
de uma melhor compreensao dos seus mecanismos patoldgicos subjacentes para
elaborar potenciais estratégias terapéuticas (PACHER et al., 2007). O unico
tratamento aprovado para utilizagdo no tratamento do AVC agudo ¢ a Alteplase, uma
enzima ativadora do plasminogénio tecidual recombinante (rt-PA), destinada a
dissolver o coagulo de fibrina dentro de uma janela de tempo de até 3 horas, contadas

a partir do inicio do insulto isquémico. Mesmo assim, as estatisticas mostram que 6%
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dos pacientes podem desenvolver hemorragia intracraniana sintomatica em fungao
deste farmaco (KINCSES et al., 2001). Essa terapia aumenta o risco de hemorragia
em aproximadamente 10 vezes, principalmente pela ativagao das metaloproteinases
de matriz 9 (MMP-9) mediada por tPA, que faz com que ocorra a ruptura da BHE
permitindo que o sangue entre em contato com o tecido nervoso cerebral (SUMII e
LO, 2002). Por outro lado, se evidencia que a utilizagdo do rt-PA no tratamento dos
sintomas neurolégicos traz beneficios e até mesmo resolugdo completa do quadro,
assim como a contribuicdo na recuperagdo funcional dos pacientes (STEMER
e LYDEN, 2010). Quanto menor o intervalo de tempo entre o inicio dos sintomas e a
infusdo da medicagdo, maior sera a chance de um bom prognoéstico (DEL ZOPPO et
al., 2010).

2.2.1 Mecanismos da Cascata Isquémica Cerebral

Com a diminui¢cdo do aporte sanguineo cerebral, se inicia uma sequéncia de
eventos fisiopatoldgicos interdependentes entre si, que desencadeiam diversas
reacdes no tecido nervoso pelos mais variados processos podendo levar a morte
celular. Essas reagdes caracterizam a cascata isquémica, que em suma incluem (1) a
rapida deplecédo dos estoques de ATP, (2) a glicolise anaerdbica, acidose lactica e
despolarizagdo da membrana, (3) a excitotoxicidade glutamatérgica, (4) o influxo de
Ca?*, de sodio (Na*) e agua para as células, resultando em edema celular, (5) a
ativagao de enzimas estimuladas pelo Ca?*, (6) disfungdo mitocondrial e producgéo de
radicais livres, (7) a ativacdo do sistema imune, (8) o aumento da expressédo de
determinados genes e (9) a morte neuronal (RODRIGO et al., 2005; TURNER et al.,
2013).

O tecido cerebral tem um consumo relativamemente elevado de oxigénio e
glicose, se tornando quase que exclusivamente dependente da fosforilagdo oxidativa
para a producado de energia (BROUNS e DEYN, 2009). A glicose, que chega aos
tecidos pelo sangue, é o principal substrato utilizado pelo encéfalo na producao de
energia, sendo trasportada através da BHE e da membrana celular e logo convertida
em piruvato no citosol por meio da via glicolitica anaerdbica. Por sua vez, o piruvato é
transportado dentro da mitocdndria e convertido em acetil-CoA para fazer parte do
ciclo do acido tricarboxilico e enfim, por meio da forforilagdo oxidativa, se obtém 30
ATPs de uma molécula de glicose (RICH, 2003).
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A hipoperfusdo cerebral severa restringe o fornecimento de substratos
essenciais, e com isso, as células comegcam a sofrer os processos relacionados a
faléncia energética. Com a redugao da oferta de oxigénio, a célula é induzida a
glicélise anaerodbica, responsavel pelo acumulo de lactato e aumento da acidose
intracelular, podendo ainda desencadear outros mecanismos responsaveis pela
producao de radicais livres (NICOLI et al., 2003).

A faléncia energética causa a disfungdo das bombas que fazem o transporte
de ions pela membrana celular, entre elas a de Na+/K+-ATPase e a de Ca+-ATPase,
gerando um desequilibrio do gradiente ibnico. O potencial de membrana celular é
perdido e, sem conseguir permanecer em repouso, 0s neurbnios e ceélulas da glia
despolarizam, os canais de Ca?* voltagem-dependentes sdo ativados, induzindo a
liberacdo de grandes quantidades de aminoacidos excitotoxicos (em especial o
glutamato) no espago extracelular dos neurdnios pré-sinapticos. A alteracdo da
homeostase idbnica compromete a liberagdo e captacdo dos neurotransmissores na
fenda sinaptica. O glutamato no meio extracelular promove a ativagao de receptores
ionotropicos presentes na membrana celular pdés-sinaptica, como os N metil-D-
aspartato (NMDA), Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol Propiénico (AMPA),
cainato (KA) e demais receptores metabotrépicos. Esta ativagdo dos receptores gera
a abertura dos canais de Ca?* e conduz a um influxo de Ca?* (DIMAGL et al., 1999)
na célula, além de influxo de sodio e cloro, que conjuntamente com a agua iniciam um
edema citotéxico (Fig. 4) nos neurdnios (DEB et al., 2010).

Com a faléncia da bomba de Na+/K+-ATPase ocorre dissipacdo de sodio no
gradiente resultando em reversao da troca dos ions Na+/Ca+, gerando ainda mais
influxo de Ca?* (Carini et al., 1994). Estes neurdnios também despolarizam, causando
mais influxo de Ca?* e mais liberagdo de glutamato, o que leva a amplificagéo local do
insulto isquémico inicial (BROUNS e DEYN, 2009).
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ATP, adenosina trifosfato; NO, &xido nitrico; EROs, espécies reativas de oxigénio; Ca?+, calcio.
Adaptado de BROUNS e DEYN, 2009.

O Ca?* desempenha um papel Unico na fisiopatologia isquémica, uma vez que
provoca varios eventos nocivos pela ativagdo de uma grande variedade de enzimas
dependentes de Ca?*, incluindo a proteina quinase C, a fosfolipase A2, a fosfolipase
C, a ciclooxigenase, o oOxido nitrico sintase, a calpaina e varias proteases e
endonucleases. Como resultado da ativagao destes elementos, inicia-se a formagao
de produtos citotdxicos como a producéo de radicais livres e leucotrienos, ocorre o
dano mitocondrial irreversivel, a inflamacdo e morte celular (MCILVOY, 2005). A
calpaina e a 6xido nitrico sintetase neuronal (Nnos) sao duas enzimas dependentes
de Ca?* que ativam vias celulares de morte programada (FUJIKAWA, 2015). A
ativagao de fosfolipases e proteases pelo Ca?+ resulta em degradagcdo da membrana
e proteinas respectivamente, danificando a integridade celular e sobrevivéncia
neuronal. A ativagdo das endonucleases acarreta a clivagem do DNA, conduzindo a
outras alteragdes e potencialmente a morte celular (TURNER et al., 2013).

O influxo do Ca?* promove o dano mitocondrial, o que agrava ainda mais a
faléncia energética. A mitocondria possui o mecanismo de sequestro de Ca?* que leva
ao aumento da concentragdo do Ca?* na organela, causando a sua despolarizagdo e

consequente edema. Ainda, o dano pode ocorrer pela abertura do poro de transi¢cao
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mitocondrial, estimulado por altas concentragbes de Ca?*, radicais livres e pela
atividade da calpaina, o que permite a liberagdo de ions mitocondriais e citocromos
no citoplasma, principalmente o Citocromo C, que pode dar inicio ao processo de
morte celular por meio da ativagdo de caspases, que € um importante sistema
enzimatico apoptotico. A producdo de radicais livres pela mitocéndria € um processo
téxico tanto para a organela quanto para a célula de uma forma geral, principalmente
no momento da reperfusdo (SMITH, 2004).

O glutamato também atua sobre os receptores metabotrépicos que sinalizam
através da ativacdo da proteina G ligada a segundos mensageiros. Desta forma, um
dos efeitos € a ativagao da fosfolipase C para gerar inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) que,
por sua vez, se liga ao receptor de IP3 no reticulo endoplasmatico (RE) causando a
liberagdo do Ca?* de dentro do RE no citosol (BODALIA et al., 2013). Além desse
mecanismo, a proteina G também promove a ativagado da fosfolipase A2 que gera
acido araquiddnico, outro elemento que pode contribuir para a liberagdo do Ca?* do
RE. Na isquemia transitéria de duracao curta a moderada, os niveis de Ca?* citosdlico
ou mitocondrial retornam ao normal tanto nas areas vulneraveis como nas areas mais
resistentes. No entanto, apds uma isquemia mais severa, os niveis de Ca?* intracelular
podem continuar elevados (NEUMAR, 2000).

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas com um ou mais elétrons
que se apresentam de forma impar. Normalmente, os neurénios sdo expostos a um
nivel basal de estresse oxidativo mediado pelos radicais livres tanto de fonte
enddégena quanto de fonte exdgena. Os principais radicais livres liberados durante a
isquemia / repefusdo sao o 6xido nitrico (NO) e o superdxido, que podem reagir com
o DNA, as proteinas e lipidios, causando danos e disfungbes (FLOYD, 1997). O
superoéxido € um radical livre altamente reagente, e precursor da maioria das espécies
reativas de oxigénio (EROs) (FUNAKOSHI et al., 2006). Em situagbes normais, os
radicais livres sdo controlados por mecanismos protetores endégenos como as
enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase) e os
removedores (do inglés scavengers) de radicais livres (glutationa, a-tocoferol, [3-
caroteno) (LOVE, 1999).

O superodxido € produzido na mitocdndria pelo metabolismo do oxigénio, por
meio da cadeia de transporte de elétrons. O superdxido também pode ser gerado pelo
metabolismo do acido araquidénico por meio das vias de ciclooxigenase e

lipooxigenase, que ocorre nos neurdnios apés a isquemia. O superéxido ainda pode
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ser gerado pela xantina oxidase (LO et al., 2003). Os neurénios que contém nNOS
possuem uma vasta arborizagdo e podem produzir NO suficiente para afetar uma
grande populacédo de neurbnios circundantes (NEURMAR, 2000). Além disso, a
membrana plasmatica pode ter um envolvimento na producdo de EROs pelo sistema
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase apos a isquemia. Esta
enzima transporta elétrons através das membranas biolégicas com a finalidade de
reduzir o oxigénio molecular a superoxido (FUNAKOSHI et al., 2006).

Em suma, no contexto da isquemia cerebral existem varias fontes de radicais
livres, incluindo o metabolismo oxidativo da mitocéndria, o metabolismo do acido
araquidénico, a acdo da NADPH oxidase, a agao da NO sintase e ainda a xantina
oxidase (CANDELARIO-JALIL, 2009). Os radicais livres podem causar peroxidagao
lipidica, danos a membrana, desregulagdo de processos celulares e até mutacao no
genoma. Na verdade, as EROs podem danificar qualquer componente celular,
servindo como um importante sinalizador de moléculas que iniciam a inflamacgao e
apoptose (DIMAGL et al., 1999).

A isquemia cerebral desencadeia cascatas inflamatérias no parenquima
cerebral, que podem amplificar o dano tecidual pelos mais diversos mecanismos.
Apo6s alguns minutos do inicio da oclusdo se iniciam mudangas na tensdo e na
producdo de EROs que desencadeiam uma cascata de coagulagédo e a producgao de
mediadores inflamatérios como o fator de ativacdo plaquetaria, o fator de necrose
tumoral a (TNF- a) e a interleucina 1 3 (IL-1B). A liberacao das citocinas inflamatorias
IL-18 e o TNF- a pelos neurénios e células da glia iniciam a producao de moléculas
de adesao (selectinas, integrinas, molécula de adesao intercelular 1) na vasculatura.
A molécula de adesdo selectina P é deslocada até a superficie da membrana de
plaquetas e células endoteliais (YILMAZ e GRANGER, 2010) e rapidamente sao
gerados sinais inflamatérios. Apos a expressao de moléculas de adesdo, os
neutréfilos do sangue comegam a migrar para o parénquima cerebral, seguido por
macrofagos e monocitos. Considerando que a obstrugdo microvascular por
neutroéfilos, fibrinas e plaquetas pode piorar o grau de isquemia, a produgdo de
mediadores toxicos pelas células inflamatérias ativadas e neurénios lesionados (as
citocinas, o 6xido nitrico, o superéxido e prostandides) podem aumentar o dano
tecidual (EMERICH et al., 2002), resultando em rompimento da BHE e a fomacéo de
edema vasogénico (HAN e YENARI, 2003).
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O estresse oxidativo das células endoteliais reduz a biodisponibilidade de éxido
nitrico, que € um potente vasodilatador e um inibidor da agregagao de plaquetas e
adesao leucocitaria (YILMAZ e GRANGER, 2010). Além disso, o estresse oxidativo e
os mediadores inflamatérios também alteram a permeabilidade da BHE. As proteases
sdo expressas e liberadas pelos leucdcitos, enquanto ocorre “downregulation” nas
proteinas de jungcdo que vedam as celulas endoteliais adjacentes, facilitando o
extravasamento de proteinas e células através da via paracelular (ENGELHARDT e
SOROKIN, 2009). No espaco perivascular, a isquemia e reperfusao ativa macréfagos
e mastocitos. A degranulagdo dos mastocitos liberam mediadores vasoativos, como
histaminas, proteases e fator de necrose tumoral, enquanto os macrofagos ativados
liberam citocinas pré-inflamatérias (LINDSBERG ET AL., 2010). Esses mediadores
inflamatdrios contribuem com a expressao endotelial de moléculas de adesao e com
o dano da BHE, que promove a infiltragdo de leucécitos (Fig.5) (neutrofilos, linfocitos
e mondcitos) (KONSMAN ET AL, 2007).
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FIG.5. Eventos vasculares, perivasculares e parenquimais conduzidos pela isquemia e reperfusdo. A
isquemia e reperfusao iniciam a coagulagdo sanguinea dentro do vaso junto a agregagao plaquetaria
e liberagao de citocina IL - 1a. O deslocamento da selectina P na superficie das plaquetas e células
endoteliais iniciam a agregagéo leucocitaria. Os complementos sdo ativados e metabdlitos do 4cido
araquiddnico sao liberados. Na parede vascular, a upregulation da selectina P nas células endoteliais
proporciona uma plataforma de ligagdo com o leucdcito por meio da interagdo com as glicoproteinas

expressadas nos leucocitos como a PSGL-1 (glicoproteina ligante de Pselectina 1). A adesao é obtida
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apos a expressao endotelial de ICAM (molécula de adeséo intercelular-1) interagindo com as integrinas
(LFA-1) do leucdcito. A perda de NO promove vasoconstricdo e aumenta a agregacao plaquetaria e
leucocitaria. A ativacao de metaloproteases pode levar a disfungdo da BHE e protedlise da matriz,
facilitando o extravasamento leucocitario. No espago perivascular ocorrem reacdes que fazem os
mastécitos degranularem e liberarem histaminas e proteases, contribuindo com o rompimento da BHE.
As citocinas (TNF, IL-1B) s&o produzidas pelos mastécitos e macréfagos perivasculares fornecendo
mais sinais para a migracao de leucécitos através da parede do vaso. No parénquina cerebral, as
células lesadas liberam ATP, que atuam como sinais pré-inflamatérios conduzindo a producao de mais
citocinas. Ocorre a disfungao da interacao do neurdno e da microglia € aumento do glutamato (Glu)
extracelular. Adaptado de IADECOLA e ANRATHER, 2011.

Os dois maiores sistemas de proteases que modulam a matriz neurovascular
sdo o ativador de plasminogénio e as metaloproteinases de matriz. O aumento da
secrecao de citocinas e proteases, como as metaloproteinases, leva a ruptura
adicional da matriz extracelular e da BHE, causando hemorragia e les&o tecidual (LO
et al., 2003; DURUKAN e TATLISUMAK, 2007). A BHE tem uma funcgéao tanto fisica
quanto metabdlica essencial a sobrevivéncia, e dependente da interacao endotelial
com os astrécitos e a matriz neurovascular. A interrupcdo desta matriz leva a ruptura

da sinalizagao entre as células que mantém a homeostase neurovascular.

A perturbagao da integridade das vias de transporte da BHE durante a apds a
isquemia pode significar alteragbes na permeabilidade da mesma e
consequentemente a exacerbagdo do edema vasogénico. A permeabilidade é
controlada por complexos de proteinas que possuem jungdes oclusivas (do inglés
“tight junction’), as quais ficam localizadas entre as células endoteliais, atuando para
limitar a difusao paracelular (SANCHEZ-COVARRUBIAS et al., 2014). A producgao de
EROs, e subsequente estresse oxidativo, altera a expressao e organizagdo molecular
das proteinas “tight junction”, levando ao aumento do vazamento do soluto paracelular
(LOCHHEAD et al., 2010).

Em resumo, os danos causados ao endotélio vascular, a toxicidade causada
pelas moléculas inflamatdrias, os radicais livres, e em especial, a destruicdo da lamina
basal pelas metaloproteinases de matriz sdo as potenciais causas de disfuncao da
BHE que iniciam o edema vasogénico, o influxo de substancias toxicas, a inflamagao
e até as complicagdes hemorragicas (DURUKAN e TATLISUMAK, 2007). A resposta
inflamatdria induz a formacéo de cicatriz em torno do tecido lesado, sendo que o

componente fibrético é produzido principalmente por células residentes, em geral
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astrocitos e também por fibroblastos invasores que produzem colageno e fibronectina.
Por um lado, esses agentes também permitem a reparagdo da BHE, porém essa
formacao cicatricial se torna uma barreira fisica da regeneracao tecidual (KAWANO et
al., 2012).

2.2.2 O Sistema Glutamatérgico

O acido glutamico é um aminoacido nao essencial, ou seja, 0 metabolismo é
capaz de produzi-lo a partir de outros metabdlitos, podendo ser sintetizado a partir da
glutamina ou do a-cetoglutarato por transaminacdo (SCHOUSBOE e
WAAGEPETERSEN, 2005). Os anions carboxilato e os sais de acido glutdmico séo
conhecidos como glutamato (NENG-WEI et al., 2012), um dos principais
neurotransmissores excitatérios no sistema nervoso central (SNC) que controla varias
funcdes sinapticas e celulares, aprendizagem e memoria (WANG e QIN, 2010). O
nivel de glutamato no encéfalo dos mamiferos € 1000 vezes maior que outros
importantes neurotransmissores, como a dopamina ou serotonina (KOSTANDY,
2012). A maioria das células do encéfalo utiliza o glutamato como neurotransmissor
para realizar as sinapses podendo este também servir de fonte energética na auséncia
de glicose (OKUBO et al., 2010). Embora o glutamato tenha fungdes fisioldgicas
importantes no SNC, sugere-se que também faga parte do processos fisiopatoldgicos
de varias doencgas, tais como a epilepsia, as desordens neurodegenerativas e nos
processos de morte neuronal por isquemia no AVC (KHANNA, 2015).

Apenas as células que possuem o receptor de glutamato em sua superficie séo
sensiveis a agado deste neurotransmissor, que liga-se as proteinas receptoras, e ativa-
as para exercer sua funcdo sinalizadora (NENG-WEI et al., 2012). Os receptores de
glutamato estdo expressos na membrana plasmatica de uma ampla variedade de
neurénios e células gliais. Em condigdes fisiologicas, a liberacdo e a absor¢ao do
neurotransmissor glutamato ocorre de uma maneira fortemente controlada dentro dos
limites de uma sinapse tripartite que € composta pelo neurénio pré-sinaptico, neurdnio
pos-sinaptico e astrécitos (KHANNA, 2015).
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FIG.6. Representagcado esquematica da principal via de reciclgem glutamato-glutamina que ocorre no
neurénio e no astrécito. A glutamina é transportada até o neurénio e convertida em glutamato pela
glutaminase, o glutamato ao ser liberado é recaptado pelo astrécito e convertido em glutamina pela
glutamina sintetase. Adaptado de KOSTANDY, 2012.

Ap0s ser liberado pelas terminagdes pré-sinapticas, o glutamato é transportado
aos astrécitos, onde é convertido em glutamina por meio da acdo da glutamina
sintetase. A glutamina é entdo estocada nas células gliais (em sua forma inativa) até
gue seja requisitada pelos neurénios glutamatérgicos. Ela €, entéo, transformada em
glutamato, no neurénio pré-sinaptico, por meio da agcéo da glutaminase (uma enzima
mitocondrial) (Fig.6) (OKUBO et al., 2010).

A liberacdo de glutamato pelas vesiculas pré-sinpaticas do neurdnio
glutamatérgico ocorre por exocitose através dos canais de Ca?*+ voltagem-
dependente, ou seja, € desencadeada uma despolarizagdo das sinaptossomas, 0s
canais de Ca?'se abrem e com a entrada de ion Ca?* ocorre a estimulagdo da
liberagcao vesicular, langando o glutamato na fenda sinaptica (NICHOLLS e ATTWELL
1990). Depois da atuagao do neurotrasmissor sobre os receptores dos neurdnios pos-
sinapticos, o glutamato restante na fenda sinaptica € removido da fenda por uma
familia de transportadores de aminoacidos excitatérios (EAATs). Os EAAT1, EAAT2
sdo transportadores presentes nas membranas das células gliais e os EAAT3, EAAT4
e EAATS5 nos neurénios (Fig.7). O EAAT2 é amplamente reconhecido como o principal
transportador, capaz de remover até 90% do glutamato residual da fenda (DAMBOLT,

2001).
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FIG.7. Representacao esquematica das sinapses tri-partite (terminais pré-sinapticos e pds-sinapticos
dos neurdnios glutamatérgicos e astrécito circundante). A despolarizagao faz com que o terminal pré-
sinaptico libere as vesiculas contendo glutamato na fenda sinaptica para ser captado pelos receptores
de glutamato ionotrépicos (AMPA, NMDA) e metabotropicos nos neurdnios pds-sinapticos (mGIuR1 e
mGIuR5) e nos astrécitos (MGIuR3), a fim de dar continuidade a neurotransmissdo. O glutamato
restante é captado pelos transportadores de aminoacidos excitatérios do astrocito (EAAT2 e EAAT1) e
dos neurénios (EAAT3) e estocado para sua reutilizagao. Adaptado de KHANNA, 2015.

2.2.3 Excitotoxicidade Glutamatérgica

Em condigbes fisioldgicas, os neurénios sao expostos a quantidades pequenas
e transitérias de glutamato, que é reciclado pelos eficientes mecanismos de
recapitacdo. Durante a isquemia os neurdnios pos-sinapticos sao submetidos a
estimulacédo glutamatérgica excessiva devido a elevagdo do glutamato no espaco
extracelular, ocorrendo a superestimulagao dos seus receptores (NISHIZAWA, 2001).
Os principais receptores responsaveis pela entrada de Ca?* na célula sdo os NMDA
(CHOI, 1987). Ainda, a expressao dos transportadores de glutamato EAAT1 e EAAT2
nos astrécitos é rapidamente reduzida, iniciando um acumulo de substrato no espaco
extracelular (KETHEESWARANATHAN et al., 2011).

As condigbes isquémicas, somadas a falta de ATP, desencadeiam o colapso
do gradiente eletroquimico de Na+/K+, e como resultado, os transportadores de
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glutamato operardo em uma diregéo inversa, sendo este o processo sugerido como o
principal mecanismo responsavel pelo acumulo de glutamato (ROSSI et al., 2000).
Como consequéncia, ocorre a estimulacao excitotoxica dos receptores de glutamato
(Fig.8) resultando em despolarizagbes crénicas e manutencao continuada do influxo
de Ca?* (KHANNA, 2015). A este conjunto de agdes que levam ao dano e até mesmo
a morte celular chamamos de excitotoxicidade, ocorrendo princialmente como
consequéncia de uma forte e prolongada ativacéo de receptores pds-sinapticos de
glutamato (MELDRUM et al., 1985).
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FIG.8. Representagcdo esquematica da fisiopatologia da excitotoxidade glutamatérgica. A disfungéo
energética inicia a falha dos mecanismos dos transportadores de glutamato na fenda sinaptica,
resultando em acumulo de glutamato, despolarizagées consecutivas, influxo de Ca%* e morte celular.
Adaptado de KHANNA, 2015.

O glutamato age por duas principais classes de receptores, os receptores de
glutamato ionotropicos (iGluRs) e os metabotrépicos( mGIuRs). Os iGluRs
compreendem os receptores NMDA, AMPA e KA, ja os mGlurs sdo compostos por 8
subtipos (MEHTHA et al., 2013; LAU e TYMIANSKI, 2010). Os mGIluRs sdo moléculas
ligadas a sistemas de segundos mensageiros por meio da proteina G, modulando
diversas atividades celulares. Atualmente, se conhece oito diferentes tipos de mGIuR,
que vao de mGIluR1-8, sendo classificados em trés grupos (grupos I, Il e lll) com base
na homologia e os seus efeitos intracelulares (LAU e TYMIANSKI, 2010). O Grupo |
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compreende os mGIuR1 e mGIuRS5 e estao ligados a ativag&o de fosfolipase C, cujos
efeitos incluem a produgdo de trifosfato de inositol e posterior mobilizagdo de Ca?*
intracelular. No Grupo Il tém-se os mGIuR2 e mGIuR3 que modulam a atividade da
sinalizacido da adenilato ciclase, uma vez que a reducdo desta pode acarretar na
inibico dos canais de Ca?" voltagem-dependentes. Esses receptores sdo
encontrados tanto nos terminais pré e pds-sinapticos quanto nas células gliais. No
Grupo lll estdo os mGIuR4, mGIluR6, mGIuR7 e mGIuR8, que possuem funcdes
similares ao Grupo Il (OZAWA et al., 1998).

Os iGluRs s&o canais ibnicos transmembranares constituidos por um complexo
de diferentes subunidades que, em diferentes combinacdes, ao serem ativados, se
tornam permeaveis aos ions Na*, Ca?* e K*. Os receptores NMDA tem uma vasta
participagdo em varios processos como a aprendizagem e memoaria e sao formados
pela combinagdo de trés subunidades diferentes que sdo NR1, NR2 e NR3. Os
receptores NMDA s3o altamente permeaveis ao Ca?* e ao serem ativados permitem
grande influxo deste ion para a célula. A despolarizagdo da membrana faz com que o
receptor NMDA libere o magnésio que bloqueia o canal quando estd em potencial de
repouso, permitindo a passagem do Ca?* através do poro (SPANDOU et al., 2007).

Os receptores KA sao compostos de subunidades GluR5-7 (baixa afinidade) e
KA1-2 (alta afinidade) e suas propriedades sdo semelhantes as do receptor AMPA,
que permite o fluxo dos ions diretamente apds a liberacdo do glutamato, embora
sejam, em sua maioria, impermeaveis ao Ca?* (LAU e TYMIANSKI, 2010). Os
receptores AMPA tem menor afinidade pelo glutamato e participam da
neurotransmissao rapida na maioria das sinapses excitatérias no SNC, sendo mais
permeaveis ao sodio e potassio que ao Ca?* (OZAWA et al., 1998). Estes receptores
sao constituidos por uma combinagdo de quatro subunidades conhecidas como
GluR1-4 derivados de um Unico gene, porém com diferentes permeabilidades ao Ca?*.

Cada subunidade de GIuR ocorre em duas isoformas distintas que sao a “flip”
e a “flop”, variando em sua distribuicdo pelas regides do encéfalo. A forma “flip”
predomina na area C3 do hipocampo enquanto a “flop” € mais expressada na area
CA1 do hipocampo e no neocortex (SOMMER et al., 1990). Os receptores que
expressam as subunidades GIuR1 e GIuR3 conduzem melhor o Ca?*, ja o GIuR2 é
completamente impermeavel (Fig. 9), fazendo com que a sua presenga no receptor
module o influxo de Ca?* e Zn?* (PELLEGRINI-GIAMPIETRO, 2003). Isto se deve ao

fato da subunidade GIuR2 possuir uma arginina (R) no dominio transmembrana 2 em
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vez de uma glutamina (Q) (BURNASHEV et al, 1992). Os principais neurbnios
excitatorios como as células piramidais do hipocampo e neocortex e as células
granulosas do giro denteado expressam mRNA para GIuR2 em abundéancia e
demonstram baixa permeabilidade ao Ca?* (TANAKA et al, 2000).

Receptor AMPA permeavel a Receptor AMPA impermeavel a
calcio calcio

FIG.9. Permeabilidade ao calcio dependente da composicédo das subunidades relativa aos receptores
AMPA. A auséncia da subunidade GIuR2 permite a permeabilidade ao calcio (a), contanto, a presenga
do GIuR2 no receptor o limita o influxo de calcio e zinco (b). Adaptado de LIU e ZUKIN, 2007.

2.2.4 Implicagoes da expressao proteica do GIuR2 — “The GIuR2 Hypothesis”

No SNC, cerca de 100% do RNA mensageiro que codifica o GluR2 é editado
no local Q / R correspondente ao residuo 607, onde o codon para glutamina (Q607) é
convertido no cédon de arginina (R) (JONAS e BURNASHEV et al., 1995). As
subunidades de GIuR2 editadas formam canais impermeaveis ao Ca?*, enquanto que
as subunidades que ainda nao foram editadas permitem a entrada do ion (GEIGER et
al., 1995). O mRNA do GIuR2 é expresso de forma abundante nos principais neurénio
excitatérios hipocampais, neocorticais, nas células piramidais e nas células granulares
do giro denteado, apresentando baixa permeabilidade ao Ca?* nos receptores AMPA.
Desta forma, qualquer ateracdo na expressédo de GIuR2 pode gerar consequéncias
fisiologicas significativas (TANAKA et al., 2000).

A “upregulation” ou “downregulation” do GluR2 contribui para a fisiopatologia
da isquemia de diferentes formas. Por exemplo: apds a isquemia, ocorre a diminuigao
da expressédo da subunidade GIuR2 impermeavel ao Ca?* nos receptores AMPA,
tornando este receptor permeavel ao ion e provocando o influxo de Ca?* e possiveis
efeitos deletérios (PELLEGRINI-GIAMPIETRO et al., 1992). A presenga do GIuR2
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reduz a permemabilidade do Ca?* nos canais AMPA, as alteragdes nas propriedades
funcionais deste receptor parecem ser uma consequéncia direta da alteracdo na
expressao do gene. A supressdao do mRNA do GluR2 é detectavel nos neurdnios
vulneraveis 12 horas apds a isquemia e continua diminuindo em 30% dos niveis
controles nas 24 horas seguintes, indicando que a “downregulation” do mRNA do
GIuR2 esta diretamente relacionada ao dano neuronal (TANAKA, et al 2000). Um
estudo mostra que isquemia transitoria reduz os niveis de mRNA para GluR2 nos
neurénios da area CA1 do hipocampo, sugerindo a “Hip6tese do GIuR2”. Esta
hipotese afirma que a expressao reduzida de GIuR2 permite a entrada de Ca?* através
dos canais do receptor AMPA, induzindo a morte dos neurdnios piramidais da area
CA1, e relaciona diretamente a lesdo celular provocada pela isquemia com a
diminuicao da expressao de GIuR2 (GORTER et al, 1997). Os receptores AMPA que
possuem GIuR2 também s3o impermeaveis ao Zn?*. Na auséncia do GIuR2, o Zn?*
passa para o meio intraceular, contribuindo na degeneragdo. Existem evidéncias de
que o influxo de Zn?* pode ser um componente nos processos que levam a morte

celular apés a iquemia cerebral transitéria (KOH et al, 1996).

2.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE ISQUEMIA CEREBRAL

Os modelos experimentais aplicados em animais foram desenvolvidos a fim de
simular a condigdo patolégica que ocorre nos seres humanos podendo assim, os
pesquisadores, desenvolverem seus estudos sobre os mecanismos causadores da
lesdo cerebral, conseguindo lesbes homogéneas e reprodutiveis, com variabilidade
minima a fim de maximizar a confiabilidade dos dados, e assim, raciocinar sobre novas
abordagens de prevengao, tratamento e neuroprotecdo cerebral (ALONSO DE
LECINANA et al., 2005). Ainda que os estudos iniciais sobre o AVC tenham utilizado
outras espécies mais complexas, atualmente, o panorama cientifico da maioria das
experiéncias se realiza em animais pequenos, tais como o rato e o camundongo, por
serem animais de baixo custo e maior aceitagdo do ponto de vista ético, em
comparagao aos animais de maior porte. Além do mais, os roedores possuem sua
anatomia e fisiologia vascular cerebral semelhante a dos humanos, tornando esses
animais os mais comumente usados nos estudos sobre isquemia (MHAIRI MACRAE,
1992).
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Tendo em vista que os modelos animais de isquemia sao fundamentais para a
compreensao dos mecanismos que implicam na les&o cerebral (BACIGALUPPI et al.,
2010), foram desenvolvidos varios deles ao longo do tempo, reproduzindo tanto a
isquemia transitéria como a permanente, podendo ser esta focal ou global (GROTTA,
1995). E possivel ainda, desta forma, variar os mecanismos fisiopatolégicos
desencadeados, bem como o tamanho da lesdo isquémica e suas repercussoes. Os
modelos de isquemia permanente possibilitam estudar a lesao cerebral sem o efeito
da reperfusao. Ja, nos modelos de isquemia transitéria, que € o que ocorre na maioria
dos seres humanos que sofreram um AVC, € permitido avaliar o efeito da reperfuséo
no territério cerebral afetado (GURSOY-OZDEMIR et al., 2004). Nao existe uma
modelo de isquemia considerado ideal, pois até mesmo as condi¢cbes do ser humano
que sofre o AVC séao variaveis. O primeiro aspecto a se considerar para a eleicdo do
modelo experimental empregado em uma pesquisa deve responder ao seguinte
guestionamento sobre o quanto este modelo é relevante na investigagdo do problema
clinico em questao (LI e FISHER, 2001).

Dentre os modelos existentes, pode-se citar a oclusdo de quatro vasos (4VO),
que combina a oclusdo permanente das artérias vertebrais por eletrocauterizagdo com
a oclusao reversivel das artérias carotidas, ocasionando isquemia bilateral com
reperfusdo vascular (PULSINELLI e BRIERLEY, 1979). Esse procedimento deve
resultar em perda completa do reflexo de endireitamento do animal, apresentando

uma taxa de sucesso de aproximadamente de 50% a 75%.

A isquemia global pode ser induzida também pelo modelo de ocluséo bilateral
das artérias carétidas comuns, chamado de modelo de oclusdo de 2 vasos (2VO)
(SHIBATA et al., 2004; YOSHIZAKI et al., 2008), pode ser permanente ocasionando
a hipoperfusdo ou transitorio, caracterizando o periodo de reperfusdo. Este modelo
ocasiona a diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral, e €& uma alternativa
frequentemente utilizada ao modelo de 4VO (JIWA et al.,, 2010). A hipoperfusao
cerebral resulta em processos neurodegenerativos € comprometimento cognitivo
(CECHETTI et al., 2010; CECHETTI et al., 2012) podendo se observar uma les&o
seletiva na regido CA1 do hipocampo, caudado, putamen e neocortex (SMITH et al.,
1984), mas sem ocasionar dano encefalico severo, tampouco comprometimento motor

subsequente. O modelo convencional de 2VO, no qual a oclusdo permanente das
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carotidas é realizada ao mesmo tempo (FARKAS et al., 2007), apresenta uma abrupta
reducao do fluxo sanguineo cerebral, ocasionando uma taxa de mortalidade em torno
de 50% (FARKAS et al., 2005) dos animais, quando comparado a outros métodos de
lesao isquémica frequentemente utilizados. Neste sentido, a utilizacdo do modelo de
2V O modificado se faz necessario, visto que neste procedimento realiza-se a oclusao
das artérias carotidas com um intervalo de uma semana entre cada artéria,
promovendo-se a hipoperfusdo de forma gradual. O déficit cognitivo € semelhante ao
encontrado no protocolo original, entretanto, a taxa de sobrevivéncia é
significativamente superior, em torno de 92% (CECHETTI et al., 2010; CECHETTI et
al., 2012).

2.4 AVALIAGAO DA MEMORIA E APRENDIZADO EM ANIMAIS

A memoria se constitui da aquisicao, formacgao, conservagado e evocacgao de
informacgdes e, de acordo com a fungao, pode se conceituar alguns tipos de memoarias
que sdo a memoria de trabalho e a de curta duracdo que sao breves, e a memoria de
longo prazo, responsavel pela retengdo de informagdes. Desta forma, se explica a
importancia da memaria no processo de aprendizagem (IZQUIERDO, 2002). A nivel
neurofisiolégico, as memdrias se concretizam por meio da liberagdo de
neurotransmissores entre os neurdnios em determinadas regides do encéfalo
(IZQUIERDO, 2003), produzindo alteragdes estruturais no sistema nervoso a partir do
aprendizado de novas informagdes e o seu armazenamento (DALMAZ e NETTO,
2004).

O hipocampo € uma estrutura relacionada com a aprendizagem e memoaria
espacial e altamente suscetivel a isquemia, logo, uma semana apos a indugéo da
isquemia pelo modelo 2VO, é possivel observar os danos cognitivos caracteristicos a
neurodegeneracao (OHTAKI et al., 2006). A integridade do hipocampo € necessaria
para aquisicdo e recuperacao de informacbdes espaciais, bem como para a
consolidagdo e armazenamento destas e, em conjunto as areas do cortex com as
quais se conecta, é capaz de consolidar as memorias de curta e longa duragao
(UNSWORTH e ENGLE, 2007). A memoria de trabalho é uma memdria imediata,
classificada também como de curto prazo, responsavel por absorver as informacgdes

de acordo como estas vao surgindo (IZQUIERDO, 2006). A informacao é mantida por
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apenas alguns segundos ou minutos, logo, nao é retida. A memoria de trabalho regula
informagdes pelo cortex frontal e suas conexdes com outras estruturas. De certa
forma, ndo é uma memoria propriamente dita, pois a informagdo € mantida por um
determinado tempo, até que seja Util e entdo é descartada (IZQUIERDO, 2002). E um
sistema capaz de regular e manipular as informagdes temporariamente durante a
execugao de tarefas cognitivas complexas (ALLOWAY, 2006), logo, a disfuncéo desta
memoria esta relacionada a dificuldades especificas na aprendizagem (MAEHLER e
SCHUCHARDT, 2009)

A memoria de curta duracdo € desenvolvida no hipocampo e no cértex
entorrinal perdurando por no maximo seis horas, podendo ou ndo se tornar
permanente (IZQUIERDO et al., 1998). Caracteriza-se pela transi¢do da informacgao
mantendo-a disponivel enquanto for necessaria até que possa se formar a meméria
de longa duragéo, que pode durar meses ou anos. Ambas as memarias necessitam
das mesmas estruturas, mas agem por meios de mecanismos diferentes (MONCADA
e VIOLA, 2007).

A memoria de referéncia € uma memoaria de longa duragao e esta relacionada
com a atividade cerebral responsavel por relembrar informagdes ja consolidadas como
lugares e posigdes espaciais (CECHETTI et al., 2010). As associa¢des aprendidas
neste contexto podem ser utilizadas a qualquer momento e independem dos aspectos
temporais (OLTON, 1990).

Os danos ao hipocampo causam déficit na aprendizagem espacial que diz
respeito a memoria para localizagao e as relagdes espaciais (BLUE et al., 2013). Um
dos testes amplamente aceitos para avaliar a habilidade de aprendizagem espacial
relacionada ao hipocampo é o Labirinto Aquatico de Morris (MORRIS, 1984), sendo
este composto por pistas viso-espaciais e motivagao aversiva pelo fato da tarefa ser
realizada na agua. A integridade hipocampal esta intimamente atrelada com o
desempenho dos roedores nesta tarefa (JIWA, et al., 2010). A fungdo do hipocampo
na aprendizagem espacial parece depender de suas ligagbes com o cortices entorrinal
e perirrinal e a lesdo nessas areas mostra dificuldade na performance no Labirinto
Aquatico de Morris (LIU e BILKEY, 1998; ROOF et al., 1993). O prejuizo da aquisi¢ao
de habilidades parece estar relacionado com a lesdo no cortex pré-frontal de roedores
(MORGENSEN et al., 1995). Ainda, parece haver a participagdo do hipocampo, do
cortex frontal e medial na formacdo da memdria espacial e de trabalho. Varias

evidéncias apontam o déficit de memdria de referéncia e de trabalho em ratos apos
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isquemia, conforme avaliados pelo Labirinto Aquatico de Morris (ANASTACIO et al.,
2014; CECHETTI et al., 2012).

2.5 NEUROPROTEGAO FARMACOLOGICA: FITOESTROGENOS E
COUMESTROL

As intervengdes neuroprotetoras, em casos de AVC, tem o propdsito de agir
nos mecanismos intracelulares da cascata isquémica, visando a restauragao da zona
de penumbra (MARKUS et al.,, 2004). Ao longo dos anos varias formas de
neuroprotegcado farmacologica vém sendo pesquisadas, com o intuito de evitar ou
diminuir a extensdo do dano provocado no processo isquémico no encéfalo. Nesta
perspectiva, temos agentes antitrombéticos, antiplaquetarios, bloqueadores dos
canais de Ca?*, quelantes de Ca?*, removedores de radicais livres, antioxidantes,
antagonistas GABA, antagonistas competitivos e n&o competitivos NMDA,
antagonistas AMPA, antagonistas locais de glicina, antagonistas locais de poliaminas,
fatores de crescimento, bloqueadores de inflamacéao, bloqueadores de canais de sédio
e potassio, inibidores de oxido nitrico, antagonistas seratominérgicos, antagonista de
opidides, sulfato de magnésio, acido urico, dapsona, cromoglicato, estatinas,
ciclosporina A, (AURIEL e BORNSTEIN, 2010; KAUR et al., 2013) terapia hormonal
estrogénica (ALKAYED et al., 2000; DUBAL et al.,, 1998), terapia fitoestrogénica
(CASTRO et al., 2012; WANG ET AL., 2013; ANASTACIO et al., 2014; CASTRO et

al., 2014;), entre outros.

De acordo com os estudos pré-clinicos, mais de 100 agentes neuroprotetores
tem demonstrado efeitos positivos para o tratamento da isquemia focal, mas nenhum
tem provado ser benéfico para os estudos clinicos, sugerindo que as pesquisas na
area devem continuar, pois estas contribuem para a formacao de uma base sélida
para fins de compreensdo dos mecanismos biolégicos fundamentais da lesao
isquémica (DURUKAN e TATLISUMAK, 2007).

Os estrogenos sdo horménios que possuem varios efeitos no metabolismo e
manutengao das fungdes reprodutoras, regulam processos fisiologicos e patolégicos
do corpo e também influenciam no sistema imune bem como no SNC (WARNER e
GUSTAFSSON, 2014). O estradiol tem sido particularmente bem estudado numa
variedade de modelos animais e in vitro de lesdo. Seus efeitos tem sido demonstrados
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como neuroprotetores, promovendo sobrevivéncia as ceélulas que passam pelo
processo isquémico (ALKAYED et al., 2000; DUBAL et al., 1998), e reduzindo os
danos de memoria associados a isquemia global (WAPPLER et al., 2010). Além disso,
€ responsavel por aumentar a densidade dos espinhos dendriticos e o numero de
sinapses (SATO et al., 2007) e sustentar a conectividade sinaptica pela ativagdo do
receptor NMDA (SRIVASTAVA et al., 2008). O estrogénio e seus agonistas modulam
as vias de sinalizagao celular por meio da ligagao com os receptores de estrogénio
(Fig. 10), conhecidos com ERa e ERB (CHAKRABARTI et al., 2014). Cada isoforma
do receptor de estrogénio regula um conjunto especifico de efeitos fisioldgicos ou
comportamentais uma vez que se encontram distribuidos no encéfalo em diferentes
regides (SHUGHRUE et al., 1997). A neuroprotecao pelo estradiol envolve interagdes
com os ER associados a membrana e com os ERs intracelulares para ativar as vias

de sinalizag&o celular e promover a sobrevivéncia neuronal (LEBESGUE et al., 2009).
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FIG. 10. Resumo dos mecanismos que envolvem a neuroprotecdo pelo estrogénio. As agbes do
estrogénio na mitocondria sdo mediados, em parte, pelo aumento na transcricdo nuclear
do fator de transcricdo mitocondrial A (TFAM) e dos fatores respiratérios nucleares (NRF). BDNF: fator
neurotréfico derivado do cérebro; GDNF: fator neurotéfico derivado da linhagem de células gliais; IGF:
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1; ATP: trifosfato de adenosina; PI3K/Akt:
fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina quinase; ERK: quinase regulada por sinal extracelular; PKA:
protéina quinase A; JNK-cJun: quinase c-Jun N-terminal; NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato; EROs: espécies reativas de oxigénio; Era: receptor de estrogénio a; Erf3: receptor de estrogénio
B. Adaptado de SCHREIHOFER e MA, 2013.
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Varios estudos demonstraram que o estradiol, bem como outros hormdnios
esterdides pode, em minutos ou segundos, influenciar a fisiologia celular em varios
tipos de células de tecidos reprodutivos ou néo reprodutivos, por meio da ativagao de
uma diversificada gama de mecanismos de sinalizagao intracelular (FALKENSTEIN et
al., 2000), que envolvem (1) a sinalizagdo gendmica, (2) a sinalizagado ndo- genémica,
(3) acbes antioxidantes e (4) de regulagao bioenergética mitocondrial (SCOTT et al.,
2012). Em relacao a sinalizagdo genbmica, o estradiol € uma molécula lipofilica que
se difunde através da membrana da célula e liga-se ao ER no citosol. E entéo, ocorre
0 deslocamento do complexo Estradiol-ER para o nucleo, a fim de regular a
transcrigcdo dos genes (FIOCCHETTI et al., 2012), induzindo a expressao de genes
neuroprotetores como as proteinas anti-apoptoticas que atuam na inibicdo das
caspases, regulam o deslocamento do citocromo C, previnem a fragmentagao do DNA
e aumentam a secrec¢ao de fatores neurotréficos como fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), fator neurotéfico derivado da linhagem de células gliais (GDNF) e os
receptores de fatores de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) (CHOI et
al., 2004; RAU et al., 2003; AMANTEA et al., 2005).

A neuroprotegcdo também pode ser mediada por meio da sinalizagdo néo
genbmica. Os receptores de estrogénio presentes em estruturas extranucleares
desenvolvem fungbes mediando rapidos efeitos de sinalizagdo do estrogénio em
neurdnios pela regulagdo das vias de sinalizagao das quinases, da sinalizagédo do Ca?*
e da ativacdo / inativacado de proteinas celulares importantes (WU e CHEN, 2011). A
sinalizagado ndo-genémica pelo estradiol pode também envolver o nucleo, exercendo
uma regulagcdo gendmica. Os mecanismos que direcionam os receptores de
estrogénio para a membrana e/ ou outras regides extranucleares nao sao inteiramente
elucidados (SCOTT et al.,, 2012). Uma das vias ndo genbmicas mais estudadas
implica no funcionamento do estradiol que ao se ligar no receptor de estrogénio
extranuclear rapidamente promove ativagao e fosforilagdo das quinases reguladas por
sinal extracelular (ERK) e a via fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K) — Akt nos neurénios
(SANTEN et al., 2010). Uma vez ativada, a ERK pode fosforilar/regular mais de 100
alvos, incluindo a transcricdo de fatores, proteinas do citoesqueleto e quinases
nucleares (RAMOS, 2008). A ativacao da ERK esta relacionada com a regulagao de
varias funcdes celulares importantes como a sobrevivéncia, o metabolismo e a

proliferacdo. A Akt, que também pode ser reconhecida como quinase B, € uma
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proteina que promove a sobrevivéncia celular inibindo a via de sinalizacdo pré-
apoptética JNK-cjun (RAMOS, 2008; WANG, 2006). A via JNK é conhecida por
fosforilar varias proteinas celulares sendo muito relacionada a apoptose, podendo se
deslocar até o nucleo para ativar c-jun, iniciando uma “upregulation” dos genes pré-
morte (DHANDAPANI et al., 2005).

Muitos compostos com estruturas moleculares diversas podem se ligar ao ERs,
nao apenas compostos sintéticos, mas também poluentes ambientais, tais como
hidrocarbonetos aromaticos polinucleares, ésteres de ftalato, xenormdnios e muitos
pesticidas (BOLGER et al., 1998), bem como os fitoestrégenos que possuem estrutura
semelhante ao E2 (Fig.11) (BELCHER e ZSARNOVSZKY , 2001). Os fitoestrogenos
sdo compostos derivados de plantas que possuem propriedades estrogénicas quando
utilizados por seres humanos e animais (OOSTENBRINK et al., 2000). Podem ser
divididos em trés classes que sao as isoflavonas, os coumestans e as lignanas, sendo
todos compostos difendlicos com semelhancgas estruturais com o estrogénio e os anti-
estrogénios naturais e artificiais. Em graus variados, os fitoestrégenos atuam como
agonistas ou antagonistas das agdes normais do estradiol, a isoflavona de soja, por
exemplo, é amplamente aceita como um componente alimentar seguro e benéfico,
sendo ainda uma alternativa natural as terapias de reposicao hormonal a base de
estrogénio (BELCHER e ZSARNOVSZKY , 2001).
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FIG.11. Representacao das semelhancgas estruturais do estrogénio com outros compostos, coumestrol,
genistein e daidzein. Adaptado de BELCHER e ZSARNOVSZKY, 2001.
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A ligacédo de certos fitoestrogenos com os ERs pode prover beneficios
terapéuticos nas mais diversas doengas neurodegenerativas, tendo um papel
essencial na melhora da meméria e cognigcao (DONG et al., 2013; WANG et al., 2013).
Além da sua ligacéo ao ER, eles exercem também uma potente atividade antioxidante.
Com o envelhecimento, altos niveis de oxidacédo e inflamacédo contribuem para o
declinio da plasticidade sinaptica (BODHINATHAN et al., 2010), podendo estes
fatores serem combatidos pelas caracteristica antioxidante capaz de promover a
funcao cognitiva. Doses fisiologicamente atingiveis de isoflavonas podem mimetizar
alguns dos efeitos neuroprotetores de estrogénios (STAHL et al., 1998). Ainda, o uso
do resveratrol, por exemplo, € capaz de promover a redu¢ao da morte neuronal
hipocampal e prevencao dos déficits de memaria espacial causado por hipoperfusao
sanguinea em ratos, evitando prejuizo cognitivo e promovendo neuroprotegcéo
cerebral (ANASTACIO et al., 2014).

O coumestrol € um coumestano encontrado em altas concentragdes nos brotos
de alfafa e algumas variedades de trevos, mas também esta presente em
concentragbes mais baixas em sementes de girassol, sementes de feijdo lima,
sementes de feijdo pinto, em ervilhas redondas e na soja (FRANKE et al., 1995;
PRICE e FENWICK, 1985). Conhecido também por ser um potente isoflavonédide que
possui forte afinidade por ambos ERa e ERB quando comparado com o 173-estradiol
(WHITTEN et al., 2002). Em concentragdes que variam de 10 a 1000 nM, o coumestrol
possui maior afinidade pelo Erf3 do que pelo Era (KUIPER ET AL., 1998). Estudos
posteriores mostraram que a reagéo do coumestrol com o ERp é sete vezes mais forte
em relacdo ao Era (BENASSAYAG et al., 2002). A estrutura quimica do coumestrol
(Fig.12) é semelhante a do estradiol em relagdo aos dois grupos hidroxi (OH)
presentes nos compostos (KURZER e XU, 1997), o que, a principio, encorajou
pesquisadores a desenvolverem estudos com a hipbétese sobre os seus possiveis
efeitos neuroprotetores.

A ingesta de coumestrol por ratas ovarectomizadas resultou em aumento dos
niveis de mMRNA para ERB no encéfalo quando comparado a exposicdo apenas do
estradiol e, desde entdo, tém-se sugerido que o coumestrol pode atuar como um
antagonista utilizando o ERB (PATISAUL et al., 1999), promovendo inclusive a inibicao
da inflamacgao causada pela microglia a partir de mecanismos desencadeados pela

ligagdo do complexo coumestrol-Erp. Este mesmo mecanismo néo foi observado pelo
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uso do estradiol, sugerindo que, mesmo que estes compostos sejam semelhantes,
possuem diferengas estruturais e quimicas relevantes que influenciam a resposta com
seus ligantes (SAIJO et al., 2011). O estradiol possui um anel D saturado com cinco
atomos de carbono e uma 17B-hidroxila, enquanto no coumestrol, o anel
correspondente € insaturado possuindo seis carbonos e uma hidroxila substituinte.
Ainda, entre esses dois compostos, existem diferengas entre os aneis B e C (Fig.12).
Mesmo assim, os dois possuem afinidade pela ligagdo com o mesmo receptor
(CHANDSAWANGBHUWANA e BAKER, 2014).

Os efeitos do coumestrol in vitro em astrocitos de camundongos recém-
nascidos sugerem sua acgado na inibicdo da inflamagdo causada por niveis
neurotdxicos de peptideo B-amiloide e lipopolisacarideo, reconhecendo-o como um
agente neuroprotetor seguro em dosagens determinadas (10-°M) (LIU et al., 2011).
Além da sua atividade estrogénica, o coumestrol atua como um agente antioxidante
devido a sua capacidade de doagao de elétrons dos grupos hidroxila presentes nos
anéis A e B, removendo assim os radicais livres e prevenindo os danos oxidativos. Os
coumestans podem inibir as reac¢des de peroxidacdo dezesseis vezes mais que o a-
tocoferol, um antioxidante natural presente nas membranas (MITCHELL et al., 1998).
Ainda, esta atividade antioxidante também foi demonstrada a partir do conteudo de
coumestrol presente no extrato de trevo vermelho (Trifolium pratense L) (GEORGETTI
et al., 2003).
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FIG. 12. Diferengas quimicas e estruturais entre as moléculas de coumestrol e estradiol. Adaptado de
CHANDSAWANGBHUWANA e BAKER, 2014.

A aplicagdo de coumestrol logo apos a isquemia € capaz de proteger os
neurdnios na area CA1 do hipocampo de ratos, indicando que este composto pode
agir em algum mecanismo da cascata de eventos isquémicos que iniciam a morte
celular (CASTRO et al., 2012). A utilizagdo do coumestrol quando comparado ao

estradiol, junto a um antagonista do receptor de estrogénio, mostra que o estradiol
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teve a acado neuroprotetora completamente anulada. Em contrapartida, a acao
neuroprotetora do coumestrol foi parcialmente bloqueada, demonstando que a ligagao
parcial do coumestrol ao receptor sugere uma via alternativa de neuroprotecao nas
células da regiao CA1. Porém, os mecanismos utilizados pelo coumestrol na
efetivacdo da neuroprotecdo permanecem nao elucidados, podendo estes estar
ocorrendo tanto pela ligagao classica do composto com o receptor quanto por agdes
que néo utilizam o receptor (CASTRO et al., 2012). A aplicagdo de coumestrol apds a
isquemia revela o efeito neuroprotetor contra a diminuicdo da atividade da enzima
Na+/K+-ATPase em hipocampo de ratos, mostrando que a administracdo do
coumestrol é capaz de resgatar o efeito deletério durante a reperfusdo. A Na+/K+-
ATPase é responsavel por estabelecer o gradiente eletroquimico dos ions Na+ e K+
através da membrana plasmatica de varios tipos de células. Esta € a primeira
evidéncia de um efeito neuroprotetor do coumestrol contra a inibicdo de atividade da
Na+/K+- ATPase em um modelo de isquemia cerebral. De acordo com estas
informacgdes, sugere-se um possivel envolvimento do coumestrol na preservagao da
integridade da atividade da Na+/K+-ATPase a partir dos seus mecanismos
antioxidantes (CASTRO et al., 2014).

O estrogénio é um importante modulador das fung¢des cerebrais, atuando na
diferenciacao celular durante o desenvolvimento (SIMPKINS et al., 1994). Além de
influenciar na manutengao da funcao reprodutiva feminina, também € responsavel por
diversos processos fisiologicos e patoldgicos em uma variedade de tecidos e sistemas
como o cardiovascular, imunitario e nervoso (GUSTAFSSON, 2003). Os horménios
sexuais femininos também sao sugeridos pela sua importancia em exercer um efeito
benéfico em varias doengas como a esquizofrenia, a depressao, a sindrome pré-
menstrual, a depressao pos-parto, a sindrome de Tourette (CYR et al., 2000a; CYR et
al., 2000b; DI PAOLO, 1994) e a doenga de Alzheimer (HENDERSON, 1997; LIU et
al., 2013). O declinio dos niveis de estrogénio em mulheres apds a menopausa tem
sido proposto como uma possivel explicacdo para o aumento do risco de AVC, uma
vez que a probabilidade de ocorréncia da doenga cardiovascular € maior apds este
periodo (KANNEL, 1976).

Em razéo de este tema ser alvo de pesquisas recentes e, de existir poucas
contribuigdes na literatura, pouco se sabe sobre as vias de agao utilizadas pelo
coumestrol capazes de promover a neuroprotecdo e atenuar e/ou evitar os processos

envolvidos na cascata isquémica. Da mesma forma, este estudo € o primeiro a
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explorar a sua relagdo com o sistema glutamateérgico e a influéncia sobre a expressao
da subunidade GluR2 dos receptores AMPA em neurdnios do hipocampo. Evidencia-
se que a disfungdo da atividade do GIuR2 parece estar associada com disturbios
neurolégicos como a isquemia cerebral, a esclerose lateral amiotréfica, a epilepsia e
a dor (CULL-CANDY et al., 2006). Alguns relatos mostram que a presenca do estradiol
nao € capaz de promover o aumento da expressado de GluR2 em células de varias
regides do encéfalo (DIANO et al., 1997; GU et al., 1999; JOVER et al., 2002). Por
outro lado, € bem conhecida a agdo moduladora do estrogénio na actividades do
sistema glutamatérgico nas células hipocampais (CYR et al., 2000b) podendo
influenciar a expressao dos receptores AMPA através de mecanismos gendmicos
sugerindo uma relagao causal entre 0 horménio e o receptor glutamatérgico (LE SAUX
et al., 2006). Desta forma, sugere-se que o coumestrol seja um potencial agente
neuroprotetor a ser estudado no contexto da isquemia cerebral em razdo da sua
caracteristica antioxidante e da similaridade ao estrogénio, podendo ou n&o agir pelos
mesmos receptores, desencadeando efeitos semelhantes. A partir do que foi exposto,
o presente estudo foi realizado para examinar o possivel papel da coumestrol na
influéncia dos niveis de expressdo GIluR2 no hipocampo de ratos machos contra
danos neuronais induzidos pela isquemia cerebral global. Ainda, se objetivou a
comparacao dos efeitos da administracdo de coumestrol nos niveis de proteina GIuR2
em diferentes tempos de reperfusdo. Além disso, investigamos se a administragao
coumestrol poderia prevenir os défices de memoria induzidos pela isquemia cerebral

global.
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Abstract

Transient global cerebral ischemia leads to a selective, delayed death of pyramidal
neurons in the hippocampal CA1 area. Excessive glutamate release triggers
excitotoxicity and subsequent neuronal death. Regulation of the glutamatergic a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor (AMPAR) GIuR2
subunit content plays a role on these processes. Cerebral global ischemia induces
down-regulation of GIluR2 mRNA and increases AMPA-induced Ca+2 influx in the
hippocampus. Here, we investigated the neuroprotective mechanisms of the
phytoestrogen coumestrol against ischemia-like induced excitotoxicity in male mice,
as well as on memory deficits induced by global ischemia. Global ischemia was
induced in swiss male mice by 20 min of bilateral common carotid artery occlusion,
and resulted in a significant decrease of GIluR2 mRNA expression in the hippocampus
at 12, 24, and 48 h after reperfusion. Administration of either coumestrol or estradiol
abolished this effect. In addition, coumestrol prevented spatial memory deficits
promoted by the ischemic insult. Together, these findings suggest a role for coumestrol
as a neuroprotective agent against neuronal damage and cognitive impairment

associated with ischemia.

Keywords: Brain Ischemia, Phytoestrogens, Hippocampus, AMPA Receptors,

Memory.



Highlights

We compared the coumestrol effects in the mice hippocampus post ischemia.

We examined the GluR2 levels content in AMPA receptors.
We assessed the mice cognitive behavior with the Morris Water Maze.
The coumestrol showed effective maintenance of GIuR2 levels.

The coumestrol appears to improve performance in the water maze task.
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1. Introduction

Stroke is the fourth most common cause of death and leading disability in world
[1]. Approximately 80 % strokes result in an occlusion by thrombus or embolus in a
cerebral artery causing ischemia [2]. Transient bilateral carotid common artery
occlusion can reproduce the ischemia and reperfusion mimics the stroke pathological
condition [3]. Energetic failure causes membrane cell depolarization, excitotoxicity,
Ca?* influx and neuronal death [4]. Global cerebral ischemia induces selective
neuronal loss especially CA1 pyramidal neurons in dorsal hippocampus and cortical
projection neurons in layer 3 [5, 6, 7]. Glutamate, the major excitatory neurotransmitter
in the brain known to be a major player in the pathophysiology of neuronal injury [8, 9].
Excitotoxicity occurs by the excessive glutamate release, which has a prominent role
in many disorders of the nervous system, including trauma and ischemia [10].

The glutamatergic AMPA receptors are made up of combinations of four
subunits, GIluR1-4 [11], and implicated in glutamate excitotoxicity [12, 13, 14]. The
GluR2 mRNA is expressed abundantly in hippocampal excitatory neuron, providing
low permeability to Ca?*in AMPA receptors. Thus, any alteration in GIuR2 expression
can produce significant physiological effects [15]. Several recent reports have
demonstrated that cerebral global ischemia reduces GIluR2 mRNA and protein levels
in CA1 hippocampal neurons [16, 17]. This observation led to the “GluR2 hypothesis”,
which postulates that reduced GIuR2 expression allows Ca?* entry through AMPARs
channels, which, in turn, induces CA1 pyramidal cell death [13, 15, 18].

Generally, treatment with drugs aimed to find out neuroprotective agents
capable for restoring the resulting penumbra of an ischemic event [19]. Estradiol,
derived from endogenous or exogenous sources, displays enhancing effects on
neuronal plasticity and behavior related to cognition and mood [20, 21]. In addition,
estradiol is widely reported by neuroprotective actions in models of ischemic brain
injury, neurodegeneration, and aging [22, 23, 24]. In hippocampal neurons, estradiol
acts as a neuroprotective agent in vitro [24, 25] and in vivo [26, 27], and estrogen
receptors activation (ERs — a and B) with estradiol or specific agonists has been
implicated in learning and memory [28, 29]. Phytoestrogens are estrogen-like
molecules found in many plants binding ERs. Some phytoestrogens exhibit estrogen

agonist-like activities [30, 31], and the ER binding can provide therapeutic benefits in
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several neurodegenerative diseases, constituting an essential role in improved
memory and cognition [33, 27, 32].

Recently, the coumestan phytoestrogen coumestrol has gained place because
its binding affinities for both ER-o. and ER-B that are comparable to those of 17-3-
estradiol [27, 34]. Recent studies from our laboratory revealed the neuroprotective
actions of coumestrol in female and male rats, suggesting that this compound could
be a tangible therapeutic strategy against global ischemia injury interacting the activity
of Na/ K-ATPase [27,35], but there are not reports about the coumestrol interaction

with glutamate receptors.

The present study was undertaken to examine the possible role of coumestrol
at the level of GIuR2 expression in hippocampus of male mice against neuronal
damage induced by global ischemia. We compared the effects of coumestrol
administration in different times of reperfusion on the GIuR2 protein levels at the same
time points. Also, we investigated if coumestrol administration could prevent the
memory deficits induced by global ischemia. Our hypothesis was that coumestrol could
be neuroprotective against excitotoxic-related brain damage processes such those

associated with global ischemia
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2. Materials and methods

2.1. Animals

All procedures using mice followed the National Institutes of Health Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals and the guidelines of the Committee
on Care and use of Experimental Animal Resources, and were approved by the
committee of Federal University of Health Sciences of Porto Alegre (UFCSPA),
Porto Alegre, RS, Brazil. All efforts were made to minimize animal suffering and

to reduce the number of animals used in each experiment.

For all experiments, we obtained 8-12 weeks old swiss male mice from the
Central Animal House of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil. Animals were maintained
on a 12;12h light/dark cycle in an air-conditioned constant temperature (22 £ 1°C)
colony room with food and water ad libitum, and kept in standard cages (48 x 26

cm?) with five animals per cage.
2.2. Experimental design and drug treatments

Two different groups of animals were used (n = 86) one for biochemistry
(4 per group) and another for behavioral assessments (9-11 per group). Animals
were randomly assigned to four different experimental groups: sham DMSO,
ischemia DMSO, sham coumestrol and ischemia coumestrol. One hour before
surgery, mice received intraperitoneal injections of 20 mg/kg of coumestrol
(Sigma) (diluted in 100% dimethylsufoxide, DMSO; Sigma) or vehicle (100%
DMSO). The dose of 20 mg/kg was selected on the basis of previous reports,
which demonstrated similar proprieties and actions of estradiol and coumestrol in
the central nervous system [32]. Transient global ischemia was induced as
described below. Sham animals underwent to the same surgical procedures,
except for the carotid occlusion. Four days after surgery, mice underwent
behavioral assessment (Fig.1). Taking into account, this is the required time for

producing cell death in global ischemia models [5,6].
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2.3. Surgical procedure

For the transient cerebral ischemia procedure, swiss male mice weighing
between 20 and 28 g were used. The animals were anesthetized with halothane
(2-3% for induction, 1-1.5% for maintenance). Transient global cerebral ischemia
was induced by performing bilateral common carotid artery occlusion (BCCAQ)
using a curved bulldog artery clamp, for 20 minutes, and followed by reperfusion.
Mice were kept on 37.5°C pad until they recovered from anesthesia. The incision
was sutured using a silk 5-0 suture (Ethicon,USA). Following complete recovery
from anesthesia, animals were returned to their cages and were housed. At 12,
24, and 48 h following BCCAO, mice for all experimental groups were sacrificed
under decapitation and brain tissue was collected for biochemical analysis. The

entire surgical procedure was performed except BCCAO in sham-operated mice.
2.4. Whole tissue extracts

At each time point (12, 24 or 48 hours after BCCAQ), mice were quickly
decapitated, and hippocampi were immediately dissected out and homogenized
for 30 s in buffer containing 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, and 1X protease inhibitor cocktail (Roche, Indianapolis, IN). Protein
concentrations were determined by the BCA assay (Pierce, Rockford, IL). Protein
samples were then resuspended in loading buffer (2% SDS, 62.5 mM Tris-HCI
pH 6.8, 10% glycerol, 0.003% bromophenol blue, and 5% 2-mercaptoethanol),
incubated 15 min at 65°C, resolved on a SDS-PAGE gel, and subjected to
western blot analysis.

2.5. SDS-PAGE and Western blot analysis

Protein extracts were size-separated through denaturing polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE). For all blots, equal amounts of protein for each
sample (50 pg) were loaded onto 10% polyacrylamide gels and run at 100 V using
a Hoeffer model SE 600 electrophoresis unit. The proteins were then electro-
transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad) in tris-glycine-methanol buffer
for 2 hours at 0.3 A. The membrane was blocked for 1 hr at room temperature in
PBS-T pH 7.5 (PBS 0.1% Tween-20) containing 5% nonfat dry milk. The
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membrane was then incubated overnight at 4 C with different primary antibodies
in blocking solution: mouse anti-GLUR-2 1:1000 (NeuroMab, Davis, CA) and
mouse anti—f-actin 1:5000 (Sigma). The membrane was washed with blocking
buffer 3 x 10 min and incubated for 1 hr at room temperature with the secondary
goat anti-mouse 1:10000 (NeuroMab, Davis, CA). After that, membranes were
washed 3 x 10 min with PBS-T, and then processed for chemiluminescence
analysis using the Super Signal West Pico detection kit (Pierce). The films were
scanned and band intensity was analyzed using Image J software (developed at
the US National Institutes of Health and available on the Internet at

http://rsb.info.nih.gov/nih-image.

2.6. Reference memory protocol - Morris Water Maze

The effect of coumestrol on spatial learning and memory in mice was
determined using the Morris Water Maze test [36] 4 days later ischemia or sham
procedures. The reference memory task was done in a circular pool (110 cm
diameter) in a water temperature of 21°C £ 1°C. Sham and ischemic mice were
trained daily in a 4 trial water maze task for 3 consecutive days. Each trial last up
to 60 s and was followed by 15 s of rest in a hidden black platform. During training,
mice learned to escape from the water by finding a hidden platform submerged
about 1cm bellow the water surface in a predetermined location. If the animal
failed to find the platform in 60 s, it was manually placed on the platform and
allowed to rest for 15 s. Each trial was separated by at least 12 min to avoid
hypothermia and facilitate memory acquisition. The room where the maze
apparatus was situated was supplied with visual stimuli hanging on the walls in
order to provide spatial cues. A probe test without the platform was performed on
the fourth day. Latency to find the platform during probe trial was measured as

an indicator of learning.
2.9. Statistics

Data are presented as meanzstandard error of the mean (SEM). Behavioral
results and data from Western blot experiments were analyzed with two-way
ANOVAs followed by Duncan post-hoc tests. All comparisons were performed
using the SPSS software. In all cases, differences were considered significant if
p < 0.05.
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3. Results
3.1 Coumestrol affords neuroprotection against global cerebral ischemia-induced

decreased GIluR2 content in hippocampus

We first investigated the expression of the AMPA receptor subunit GIuR2
content in mice treated with coumestrol that underwent ischemia. Results are
shown in Fig. 2. Male mice received an acute intraperitoneal injection of
coumestrol 1 h before induction of BCAAO, and hippocampi were removed after
12 h, 24 h and 48 h of reperfusion for further western blot analysis. Two-way
ANOVA did not show differences between sham DMSO and sham coumestrol
groups, but revealed a significant effect of ischemia on hippocampal levels of
GluR2 at all times of reperfusion when compared to sham animals: 12h,
F(5,23)=65.23; 24h, F(5,23)=2.93; 48h, F(5,23)=41.47 (all ps < 0.05). Further
post hoc analysis revealed a significant difference between ischemia DMSO and
ischemia coumestrol group at all-time intervals (p < 0.05). There was also a
significant difference between sham control groups and ischemia coumestrol
group at 48 h after ischemia (p < 0.05). These results indicate that coumestrol
prevented the subsequent reduction in expression of GIuR2 in hippocampus,

suggesting a protective effect against GIluR2 reduction associated with ischemia.
3.2 Coumestrol ameliorates memory deficits associated with ischemia

In order to verify whether coumestrol could prevent memory deficits
induced by global ischemia, a maze task was used to evaluate spatial memory
retention. Briefly, male mice were treated 1 hour before ischemia with a single
dose of 20 mg/kg of coumestrol, and 4 days later were submitted to the Morris
Water Maze (MWM) task. There was a significant difference between the sham
and ischemia groups given DMSO, indicating that the memory retention on the
probe day was impaired in the ischemic animals in comparison with control values
F(1,34)=20.84 (p < 0.05) (Fig 3). No differences were observed between the
sham groups. Coumestrol was effective in preventing memory impairment
induced by global ischemia F(1,34)=19.71 (p < 0.05), indicating a possible
involvement of coumestrol in improving spatial learning and memory in mice

subjected to global ischemia.
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4. Discussion

Transient global cerebral ischemia occurs in humans as a cardiac arrest
consequence and, also could be induce experimentally in animals [37]. The
reduced blood flow causes important energetic failure [38] leading to biochemical
and molecular changes causing subsequently neurological disabilities [39] as
attention deficit, memory and language impairment [40] related to the gradual
hippocampus damage [41]. Animal models allow to study about the
pathophysiology conditions which occur in humans in order to develop
prevention, treatment and protection approaches [42].

Estradiol functions are widely discussed particularly by the neuroprotector
potential. It is known to promote the neuronal survival after ischemia [43] and
prevent the memory deficit associated [37]. Studies have been conducted with
estrogen antagonist molecules, such as phytoestrogens, in order to examine its
ability to attenuate neuronal death and cognitive impairment after brain injury
[32,35,44]. There is structural similarity between estradiol and coumestrol
compounds [45] furthermore, coumestrol has been demonstrated as a potent
isoflavonoid with a strong affinity for both ERa and ER3 when compared with 173
— estradiol [34].

The present study investigated the potencial coumestrol effect to prevent
neuronal loss and memory deficits in male mice promoting neuroprotection
against excitotoxic-related brain damage processes associated with global
cerebral ischemia. We report that 20 min of transient global ischemia induced a
marked decrease of GIluR2 protein content in the mouse hippocampus, and
pretreatment 1 hour before surgery with coumestrol attenuated this effect. Also,
coumestrol prevented ischemia-induced loss of spatial memory assessed by
water maze analysis.

For over two decades, it has been known that excessive glutamate release
activates ionotropic glutamate receptors, causing calcium entry, excitotoxicity,
and neuronal death in selective brain [46, 47, 48]. In addition, it has not been
clarified why neurons in some regions of the brain, including hippocampal CA1
pyramidal neurons, are particularly vulnerable to glutamate-mediated
excitotoxicity [13, 48, 49]. Experimental cerebral ischemia triggers suppression

of GIuR2 gene expression and subunit abundance, and enhances AMPAR-
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mediated Ca*?influx in vulnerable CA1 pyramidal neurons before cell death [15,
50, 51]. Thus, because AMPARs lacking the GIuR2 subunit contribute to delayed
CA1 pyramidal cell death after ischemia, the identification of therapeutic agents

capable of regulating GIuR2 levels is required.

Our results are in agreement with previous reports showing that induction
of global cerebral ischemia reduced hippocampal GluR2 protein levels leading to
expression of Ca?* -permeable AMPA receptors, Ca?* influx, and excitotoxicity at
CA1 synapses [15, 52, 53, 54]. The coumestrol actions reported here provide
some possible mechanistic basis for neuroprotective effects against glutamate-
mediated excitotoxicity in cerebral ischemia because prevented the subsequent
reduction of GIuR2 expression in hippocampus all times of reperfusion. Its well
known the estrogen modulates the glutamatergic system activities in
hippocampal cells [55] may influence the expression of AMPA receptors by
genomic mechanisms suggesting a causal relationship between the hormone
and the glutamatergic receptor [56].

The modulation of glutamatergic activity by estrogens may have functional
implications related to neuroprotection and neurodegeneration. Hence, it is
possible that one of the mechanisms involved in the neuroprotective actions of
estradiol involves the modulation of AMPAR activity by rescuing the reduction in
GluR2 expression after ischemia, thus modulating Ca?* permeability.
Phytoestrogen genistein can protect hippocampus CA1 region from delayed
neuronal death after ischemia by antioxidant mechanisms promoting increase
phosphorylation of oxide nitric endotelial synthase (e- NOS) enzyme involved in
the neuroprotective mechanisms [44]. Then, its suggested coumestrol is capable
for eliciting neuroprotection using estrogenic pathways because this similarity
may be through ER, antioxidant pathways, growth factors release or another
possibilities.

The ERa and ERB are found both in nucleus and cytoplasm or cell
membrane and are responsible for conducting nuclear and extranuclear signaling
pathways [57], acting as nuclear transcription factors estrogen dependent
regulating the expression of many genes such as growth factors and apoptotic
and anti-apoptotic mediators [58]. The ERa has an important role in provide

neuroprotection by estrogens and similar compounds after brain ischemia [59,
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60], however some phytoestrogens have greater ER[ affinity suggesting that
protective effects may be mediated by this pathway [61]. Previous research in our
laboratory have shown that acute coumestrol administration is effective to reduce
neuronal death in hippocampus after ischemia in ovarectomized female rats
explained by the estrogen receptor partial activation, antioxidant activity and
GPR30 (transmembrane estrogen receptor) activation [27] which in turn may
stimulate the cAMP production, mobilize the intracellular calcium and activate
growth factors pathways [62].

First evidence about the neuroprotective coumestrol action reports the
effect against the Na+/K+-ATPase activity inhibition post ischemia, suggesting a
possible treatment for ischemic injuries leads by excitotoxicity [35]. The GIuR2
subunit expression may be influenced by estrogen or no estrogen compounds
and also the mechanism could be regulated by neurotrophic factors, like GDNF and
BDNF [63]. However, there are few studies about coumestrol effects in cerebral
ischemia, and this is the first study to explore glutamatergic system relationship
with coumestrol influence on AMPA receptors and GluR2 expression in
hippocampal neurons post ischemia, because that, coumestrol action in
maintenance GIuR2 expression levels remains unclear, more studies are

necessary to clarify the signaling pathway in this process.

The phytoestrogens actions are particularly relevant considering the
location of ER in hippocampus [64] and prefrontal cortex [65], brain areas that
play an important role in the development of learning, memory and cognitive
functions and also highly vulnerable to the decline related to aging [41]. Transient
global ischemia induces selective, delayed cell death of pyramidal neurons in the
CA1 hippocampus [22, 66] and causes functional deficits in learning and memory
in rats [67]. Spatial memory tasks are dependent on the hippocampal integrity
and the Morris Water Maze task is the most extensively behavioral test of
hippocampus-dependent memory [68]. Because coumestrol demonstrated to be
neuroprotective in vivo and considering its parallel activity with estradiol [27] we
hypothesized that coumestrol could protect from memory impairments usually
detected after ischemia. As expected, ischemia caused memory impairment in
the spatial maze assessment accompanied by marked death of CA1 pyramidal

neuron, suggested by reduction of GluR2 levels, and a single dose of coumestrol
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given 1 h before ischemia prevented the memory impairment. This result is
extremely important, since functional dependence is a major concern of a stroke
survivor.

Estradiol effects improving spatial memory are widely reported, and the
decreased estrogen levels during menopause or even premature ovaries removal
can lead to memory impairment in rodents [33]. Studies suggest that
phytoestrogens administration can promote positive results in learning and
spatial memory performance in Morris Water Maze [33, 44], corroborating the
results found here. Consistent evidence supports a role for estradiol in long-
term potentiation (LTP) enhancement, leading to increased actin polymerization
and increased numbers of AMPA receptors [69,70] thereby ameliorating memory
deficits after ischemia [71,72]. Considering that coumestrol might share similar
mechanisms with estrogens when preserving memory, it is possible that
coumestrol could use the estradiol intracellular signaling to preserve memory
impairment. In addition, its neuroprotective effects might have contribute to
partially preserve neuronal death from the global cerebral ischemia, which may
collaborate on memory retain.

In summary, here we provide new data that coumestrol provides protection
against global ischemia in mice using alterations in the GluR2 receptor as a
biomarker and protection against memory impairment due to global ischemia that
may be in part due to a combination of protective actions as well as actions on
LTP. Together, our findings suggest a potential role of coumestrol as a
neuroprotective and cognitive-enhancing agent. A limitation of this study was not
to apply another complementary memory assessment. However, in future, our
perspective is to compare coumestrol and estradiol effects on glutamate

receptors in order to investigate the neuroprotection mechanisms post ischemia.
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Figure legends

Fig.1 Time line of Experimental Procedures. Experiment 1. Transient global
ischemia or sham surgery was induced. Four animals from each experimental
group were sacrificed at 12, 24 and 48 hours after surgery and hippocampi were
collected for biochemical analysis. Experiment 2: Transient global ischemia or
sham surgery was induced. Nine-eleven animals from each experimental group
were performed Morris Water Maze and were sacrificed after probe. BCCAOQO:
Bilateral Common Carotid Artery Occlusion. T#1: Trial 1. T#2: Trial 2. T#3: Trial
3.

Fig. 2. Effect of coumestrol treatment on hippocampal protein levels of the AMPA
GluR2 in different times after BCCAO. (A) Representatives Western Blots images
from each groups (sham DMSO; ischemia DMSO; sham coumestrol; ischemia
coumestrol). (B) GluR2 levels measured in the hippocampi from ischemic and
sham groups at all-times of reperfusion (a p< 0.05 ischemia DMSO group versus
sham DMSO group; Duncan b p< 0.05 ischemia DMSO group versus ischemia
coumestrol group; a,b p< 0.05 sham control groups versus ischemia coumestrol
group at 48 hr; n=4). Uniformity gel loading was confirmed with b-actin as the
standard. Bars represent the mean+S.E.M. Two-way ANOVA with Duncan post

hoc test.

Fig. 3. Reference memory task performance on the Morris Water Maze four days
post ischemia. (a p<0.05 ischemia DMSO group versus sham groups; a,b p<0.05
ischemia coumestrol group versus ischemia DMSO group, n= 9-11). Each line

represents meantS.E.M. Two-way ANOVA with Duncan post hoc test.
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5. CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS

Este estudo visou desenvolver novas contribuicbes para a literatura no
campo da Neurociéncias, no que diz respeito aos mecanismos envolvidos na
isquemia cerebral bem como as abordagens capazes de promover a
neuroprote¢cdo no tecido e prevenir o dano neuronal e subsequente prejuizo
cognitivo. Nossos interesses foram voltados em obter maior entendimento do
potencial efeito do composto Coumestrol nas células do hipocampo que
expressam os receptores AMPA constituidos pela subunidade GIluR2,
responsavel por modular a permeabilidade do Ca?* na célula. Foi observado a
significante reducdo da expressdo dos niveis de GIuR2 no hipocampo de
camundos apos a isquemia cerebral. Esta reducao nao ocorreu em animais que
fizeram uso do coumestrol, sugerindo o potencial neuroprotetor deste composto
nas células. Este achado bioquimico corrobora os resultados dos testes
comportamentais que indicam que os animais cujo o coumestrol foi aplicado
obtiveram menor dano cognitivo observado pelo protocolo de memodria de
referéncia do Labirinto Aquatico de Morris. Sendo assim, o coumestrol foi capaz

de agir como um agente neuroprotetor no processo isquémico.

Este foi o primeiro estudo a avaliar os efeitos do coumestrol nos
niveis de expressao de GIuR2 em camundongos machos apds a isquemia. Os
objetivos deste estudo foram atingidos, uma vez que foi identificado o potencial
neuroprotetor do composto coumestrol atuando na preveng¢ao da morte neuronal
causada pelos processos isquémicos. Tendo em vista que o AVC é uma das
maiores causas de morte no mundo e que até o presente momento o Unico
farmaco viavel no tratamento é a Alteplase, a relevancia clinica deste achado
constitui uma possivel alternativa no tratamento imediato e/ou prevencao das
sequelas cognitivas causadas pela lesao cerebral isquémica em seres humanos.
Para que esta seja uma solugdo confiavel e aplicavel, se faz necessaria a
reprodugao de mais estudos sobre o tema que tragam um maior entendimento
sobre o mecanismo das vias de sinalizagdo do coumestrol sobre a expressao de
GIluR2 dos receptores AMPA glutamatérgicos. Nesta perspectiva, € interessante
desenvolver, em uma proxima etapa, a comparacido dos compostos coumestrol
e estradiol e implementar agentes que auxiliem a visualizagao das vias de agao

como os fatores de crescimento ou a quantificacdo de enzimas implicadas nos
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processos antioxidantes a fim de estabelecer um mecanismo de sinalizagao,
bem como a aplicagdo de outras avaliagbes comportamentais que auxiliem a

determinar o dano cognitivo.
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ANEXO A — Comprovante de aprovagao do projeto pelo Comissdo de Etica no
Uso de Animais

m= COMISSAC CENTIFICA £ COMISSAC DE PESQUISA £ ETICA EM SAUDE

COMSSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS < CEUA
UFCSPA

A Comissao de E5ca no use de Animais, analscu o Projeso:
Projeto: 13-127 Versdo do Projeto: Versho do TCLE:

Pesquisadores:

ALINE DE SOUZA PAGMUSSAT
CARLOS ALEXANCRE NETO
ANA PALILA NAITTING
FERNANDA CECHETI
ANGELA WYESE

Titule: POTENCIAL NEUROPROTETOR DA TERAPIA COM COUMESTROL EM MODELO
ANEMAL DE HIPOPERFUSAC CEREBRAL CRONICA

£5% projeto 0l Uprovado em Seus ASpecios 4UCOS @ MElOCOINGCos. Todo @ QUEuer Aleragao do projeto,
assim com eventos advenscs graves, deverdo ser COMUNCACos 3 esta CEUA

Porto A , 18 de cutubro de 2013
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ANEXO B - Normas de formatag¢ao do periédico Neuroscience Letters
GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Neuroscience Letters is devoted to the rapid publication of short, high-quality papers of
interest to the broad community of neuroscientists. Only papers which will make a significant
addition to the literature in the field will be published. Papers in all areas of neuroscience -
molecular, cellular, developmental, systems, behavioral and cognitive, as well as computational
- will be considered for publication. Submission of laboratory investigations that shed light on
disease mechanisms is encouraged. Clinical studies will also be published if they provide new
information about organization or actions of the nervous system, or provide new insights into the
neurobiology of disease. Papers that are primarily devoted to psychological or philosophical
questions, that use unvalidated methodology, or that fall outside of the realm of neuroscience, will
not be published.

The Neuroscience Peer Review Consortium

Neuroscience Letters is a member of the Neuroscience Peer Review Consortium
(NPRC). The NPRC has been formed to reduce the time expended and, in particular, the
duplication of effort by, and associated burden on reviewers involved in the peer review of original
neuroscience research papers. It is an alliance of neuroscience journals that have agreed to
accept manuscript reviews from other Consortium journals. By reducing the number of times that
a manuscript is reviewed, the Consortium will reduce the load on reviewers and Editors, and
speed the publication of research results. If a manuscript has been rejected by another journal in
the Consortium, authors can submit the manuscript to Neuroscience Letters and indicate that the
referees’ reports from the first journal will be made available to the Editors of Neuroscience
Letters.

It is the authors' decision as to whether or not to indicate that a set of referee's reports
should be forwarded from the first journal to Neuroscience Letters. If an author does not wish for
this to happen, the manuscript can be submitted to Neuroscience Letters without reference to the
previous submission. No information will be exchanged between journals except at the request
of authors. However, if the original referees' reports suggested that the paper is of high quality,
but not suitable for the first journal, then it will often be to an author's advantage to indicate that
referees' reports should be made available. Authors should revise the original submission in
accordance with the first journal's set of referee reports, reformat the paper to Neuroscience
Letters' specification and submit the paper to Neuroscience Letters with a covering letter
describing the changes that have been made, and informing the Editors that the authors will ask
for the referees' reports to be forwarded from the first Consortium journal. The authors then must
contact the first journal, and ask that reviews be forwarded, indicating they have submitted to
Neuroscience Letters, and providing the new manuscript ID number.

The Editors of Neuroscience Letters will use forwarded referees' reports at their
discretion. The Editors may use the reports directly to make a decision, or they may request
further reviews if they feel such are necessary. Visit http://nprc.incf.org for a list of Consortium
journals, as well as further information on the scheme.

Data in Brief

Data in Brief: Authors have the option of converting any or all parts of their supplementary
data into one or multiple Data in Brief articles, a new kind of article that houses and describes
their data. Data in Brief articles ensure that your data, which is normally buried in supplementary
material, is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly available to
all upon publication. Data in Brief may be submitted directly to the Journal of Proteomics alongside
a research article. Authors are encouraged to convert their supplementary data into a Data in
Brief article when they submit a revised version of their manuscript to the Journal of Proteomics.
If your research article is accepted, your Data in Brief article will also be published in the new,
open access journal, Data in Brief. The Open Access fee for Data in Brief in 2015 is $250. Please
directly contact the publisher to request any need-based waivers or discounts. Please use the
following template to write your Data in Brief.

BEFORE YOU BEGIN
Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics.
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Policy and ethics

The work described in your article must have been carried out in accordance with The
Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments
involving humans http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; EC Directive
86/609/EEC for animal experiments
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm; Uniform
Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals http://www.icmje.org. This must
be stated at an appropriate point in the article. For other policy issues, authors are referred to the
policy  guidelines of the Society for Neuroscience (see their website
http://www.jneurosci.org/misc/itoa.shtml).

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including
any financial, personal or other relationships with other people or organizations within three years
of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence,
their work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest. Further information and an
example of a Conflict of Interest form can be found at:
http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis
or as an electronic preprint, see http://www.elsevier.com/sharingpolicy), that it is not under
consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly
or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted,
it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other language, including
electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your article
may be checked by the originality detection service CrossCheck
http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

Contributors

Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all
authors must have materially participated in the research and/or article preparation, so roles for
all authors should be described. The statement that all authors have approved the final article
should be true and included in the disclosure.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the

authorship of accepted manuscripts:
Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an
author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the
corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name
should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-
mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In
the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from the author being added
or removed. Requests that are not sent by the corresponding author will be forwarded by the
Journal Manager to the corresponding author, who must follow the procedure as described above.
Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2)
publication of the accepted manuscript in an online issue is suspended until authorship has been
agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete,
or rearrange author names in an article published in an online issue will follow the same policies
as noted above and result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (for more information on this and copyright, see http://www.elsevier.com/copyright).
An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together
with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.
Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or
distribution outside the institution and for all other derivative works, including compilations and
translations (please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other
copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright
owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in
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these cases: please consult http://www.elsevier.com/permissions. For open access articles: Upon
acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License Agreement' (for
more information see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted third party reuse
of open access articles is determined by the author's choice of user license (see
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
For more information see http://www.elsevier.com/copyright.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any,
in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors
to comply with their funder's open access policies. Some authors may also be reimbursed for
associated publication fees. To learn more about existing agreements please Vvisit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.
Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:
Open access
* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse
» An open access publication fee is payable by authors or on their behalf e.g. by their research
funder or institution
Subscription
* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups
through our universal access programs (http://www.elsevier.com/access).
* No open access publication fee payable by authors.
Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards. For open access articles, permitted third party (re)use is
defined by the following Creative Commons user licenses:
Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised
versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a
collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial
purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their
adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's
honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include
in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they
do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 1800, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.
Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may
wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file
used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your
article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and
requests for revision, is sent by e-mail.

Submit your article
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Please submit your article via http://ees.elsevier.com/nsl/ For submission queries, please
contact the Editorial Office (NSL@elsevier.com).
Referees

Authors must send the names, addresses and email addresses for 8-10 potential referees
that meet the following criteria: potential referees must be experts or active workers in the field,
must not be current or prior mentors or collaborators, and must have institutional email addresses
(e.9., xx.yy@zz.edu) and not generic email addresses (e.g., xx.yy@163.com or
xx.yy@gmail.com). Although the journal does not guarantee these reviewers will be used, the
Editors take these suggestions under consideration. These recommendations help the journal
speed the editorial process.
Ad(ditional information

Length of manuscripts will in no case be more than 6 printed pages (5000 words) of the
journal. As an approximate guide to authors for judging the length of their paper, the following
estimation may be used: heading + abstract = 0.5-0.6 pages; 3 type-written (double-spaced)
pages = 1 printed page; (when using a word processor) 850 words or 5300 characters = 1 printed
page; 3 single-column wide or 2 double-column wide figures plus legends = 1 printed page; 3
single-column wide or 2 doublecolumn wide tables = 1 printed page; 17 references = 0.5 printed

page.

PREPARATION
Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use
the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face,
italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only
one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not
spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of
conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and text
graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section
on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-
check' and 'grammar-check’ functions of your word processor.
Article structure
Subdivision

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading.
Each heading should appear on its own separate line. Subsections should be used as much as
possible when cross referencing text: refer to the subsection by heading as opposed to simply "
the text" .
Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.
Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.
Results

Results should be clear and concise.
Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is in very occasional cases appropriate, although in
general, Results and Discussion should be presented as distinct sections of the manuscript. Avoid
extensive citations and discussion of published literature.
Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Essential title page information
* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.
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» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lowercase superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.
» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.
* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for
such footnotes.
Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should
be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself.
Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention
to the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts
should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please
provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image
should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred
file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for
examples.
Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: lllustration
Service.
Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in
the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet
points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.
Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These
keywords will be used for indexing purposes.
Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined
at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.
Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing
language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).
Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in Sl.
Artwork
Electronic artwork
General points
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» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
* Embed the used fonts if the application provides that option.
» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol,
or use fonts that look similar.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.
* Use a logical naming convention for your artwork files.
* Provide captions to illustrations separately.
* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format. Regardless of the application
used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please 'Save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS (or PDF): Vector drawings,
embed all used fonts. TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a
minimum of 300 dpi. TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep
to a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or
grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.
Please do not:
» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have
a low number of pixels and limited set of colors;
* Supply files that are too low in resolution;
» Submit graphics that are disproportionately large for the content.
Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article,
you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these
figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or
not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in
print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online only. For further
information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical complications
that can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt
for color in print) please submit in addition usable black and white versions of all the color
illustrations.
Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and
abbreviations used.
Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next
to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively
in accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body.
Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.
References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results
and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned
in the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with either
'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that
the item has been accepted for publication.
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Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.
References in a special issue. Please ensure that the words 'this issue' are added to any
references in the list (and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.
Reference management software

Most Elsevier journals have a standard template available in key reference management
packages. This covers packages using the Citation Style Language, such as Mendeley
(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and also others like EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to word processing packages which are
available from the above sites, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article and the list of references and citations to these will be formatted according
to the journal style as described in this Guide. The process of including templates in these
packages is constantly ongoing. If the journal you are looking for does not have a template
available yet, please see the list of sample references and citations provided in this Guide to help
you format these according to the journal style.

If you manage your research with Mendeley Desktop, you can easily install the reference
style for this journal by clicking the link below: http://open.mendeley.com/use-citation-
style/neuroscience-letters. When preparing your manuscript, you will then be able to select this
style using the Mendeley plugins for Microsoft Word or LibreOffice. For more information about
the Citation Style Language, visit http://citationstyles.org.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ....'

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they
appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci.
Commun. 163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[21 W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones,
R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281—
304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwal/.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their
article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be
done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting
in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that
they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation
material is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 150 MB. Video and animation files supplied will be published online
in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from
the video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons
and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our
video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and
animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.
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AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the
online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
their own words and to help readers understand what the paper is about. More information and
examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will
automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance
of their paper.
Supplementary material

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, highresolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary
files supplied will be published online alongside the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that
your submitted material is directly usable, please provide the data in one of our recommended
file formats. Authors should submit the material in electronic format together with the article and
supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit
our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers
access to relevant databases that help to build a better understanding of the described research.
Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database:
XXXX (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported
databases.
Submission checklist
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