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RESUMO
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AVALIACAO DE INDICADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO E DA ATIVIDADE
DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE SANGUINEA EM PACIENTES COM
DIAGNOSTICO DE ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL ISQUEMICO

Autora: MAISA DE CARVALHO CORREA
Orientadora: MARIA ROSA SCHETINGER
Co - Orientadora: MARIA ESTER PEREIRA
Data e local de Defesa: Santa Maria, 29 de Setembro de 2006.

No acidente vascular isquémico, o dano ao encéfalo é causado por uma
reducdo ou um bloqueio completo do fluxo sangiineo resultando em liberagéo
deficiente de glicose e oxigénio. E uma das principais causas de mortalidade e
incapacitacdo entre os idosos. Em sua maioria ndo séo fatais e os sobreviventes tém
alto risco de complicacbes vasculares subsequientes. A hipertensdo é o mais
importante fator de risco para o acidente vascular cerebral, presente em 70% de
todos os casos. Acredita-se que o0 estresse oxidativo € um dos mecanismos
associados ao dano neuronal apos o evento isquémico. O papel chave que o
sistema colinérgico desempenha nas fun¢des normais do encéfalo e disturbios de
memoria de varios processos patoldégicos assim como no controle do fluxo
sanguineo cerebral vem sendo bem documentado. Este trabalho investigou o perfil
oxidativo e a atividade da enzima acetilcolinesterase sangliinea em pacientes com
diagnéstico de acidente vascular cerebral isquémico, na fase aguda e cronica assim
como a influéncia da hipertensdo em tal patologia. Determinou-se a atividade da
catalase em sangue total, os niveis de glutationa reduzida em eritrocitos, TBARS e o
contetdo de proteina carbonil em amostras de soro da populacdo estudada. O perfil
oxidativo de lipideos e proteinas, representado pelos niveis de MDA e conteudo de
proteina carbonil mostrou-se aumentado na fase aguda do evento isquémico e no
grupo hipertenso quando comparado com o controle. A atividade da catalase e os
niveis de glutationa reduzida nos pacientes pertencentes ao estagio agudo

encontraram-se aumentadas em relacédo aos grupos hipertenso e controle. Nenhuma



diferenca na atividade da catalase foi encontrada entre pacientes do estagio croénico
da isquemia carebral e aqueles do grupo hipertenso (p<0,05). A atividade da AChE
sangiinea durante a fase aguda do acidente vascular isquémico foi aumentada em
relacdo aquela apresentada pelos grupos controle, hipertenso e crénico (p< 0,05).
Também, nenhuma diferenca foi observada entre o grupo cronico e o controle. O
grupo hipertenso apresentou atividade da AChE significativamente menor que os
outros grupos. Os resultados sugerem que o aumento da defesa antioxidante age
como um mecanismo compensatério como consequéncia da superproducdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) apds o evento isquémico agudo. Este estudo
também demonstrou que a hipertensédo atua como um fator de risco prevalente para
0 acidente vascular isquémico, contribuindo para o dano oxidativo celular. Os
resultados também revelaram que a isquemia exerce efeito modulador na atividade
da AChE em eritrocitos, a fim de manter adequados niveis do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) em resposta as diferentes fases da injaria neurolégica causada
pela isquemia. Conclui-se entdo que o evento isquémico, apesar de ter localizagao
definida, resulta em uma desordem sistémica, induzindo mudancas, as quais podem
ser detectadas pela medida de marcadores periféricos do estresse oxidativo e

atividade da AChE sanginea.

Palavras chave: acidente vascular isquémico; estresse oxidativo; AVCi agudo; AVCi

cronico; acetilcolinesterase.
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In ischemic stroke, damage to the brain is caused by a reduction or complete
blockage of blood flow to parts of the brain, resulting in glucose and oxygen
deficiency. It is a leading cause of mortality and disability particularly in the elderly.
The majority of strokes are not fatal and survivors are at a high risk of subsequent
vascular complications and new vascular accidents. Hypertension is the most
important risk factor in strokes, being that it is present in 70% of all cases. Oxidative
stress is believed to be one of the mechanisms taking part in neuronal damage in
stroke. The key role the cholinergic system plays in normal brain functions and in
memory disturbances of several pathological processes, such as in cerebral blood
flow regulation, has been well documented. This study investigated the oxidative
status and acetylcholinesterase (AChE) activity in whole blood in patients diagnosed
with the acute and chronic stage of ischemia, as well as with hypertension. We
determined the catalase activity in the blood, reduced glutathione (GSH) in
erythrocytes, and TBARS and protein carbonyl content from serum samples. The
oxidative profile of lipids and proteins represented by MDA levels and protein
carbonylation content, respectively, showed increased levels both in the acute
ischemic group and in the hypertensive group, when compared to the control.
Catalase activity and GSH levels in the acute group also were higher than in the
hypertensive and control groups. No difference was found between the catalase
activity of the chronic ischemic group and the hypertensive group (p< 0.05). The

activity of AChE in acute ischemic patients was significantly higher than that



presented by the control, hypertensive and chronic ischemic patients (p<0.05). No
significant difference was observed between the chronic and control groups. The
hypertensive group presented AChE activity significantly lower than the other groups.
The results suggest increased antioxidant defense as a compensatory mechanism in
consequence of the overproduction of reactive oxygen species (ROS) after acute
stroke. This sudy also demonstrated that hypertension, in and of itself, acts as a
prevalent risk factor of stroke, contributing to oxidative cellular damage. Futhermore,
the results revealed that ischemia exerted a modulator effect on AChE activity in
erythrocytes, in an attempt to maintain adequate levels of the neurotransmitter
acetylcholine (ACh), as a response to the differents phases following neurological
injury caused by ischemia. The ischemic event, in spite of having a defined location,
results in a systemic disorder that induces changes, which can be detect by mesuring

the peripheral markers of oxidative stress and AChE activity in erytrocytes.

Keywords: ischemic stroke; oxidative stress; acute ischemic stroke; chronic ischemic

stroke; acetylcholinesterase.
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Apresentacao

Esta dissertacdo estd descrita na seguinte forma: primeiramente sao
apresentados a introducdo, os objetivos e a revisdo bibliografica. A seguir, 0s
resultados sdo apresentados na forma de manuscritos, os quais foram escritos
seguindo-se as normas dos periddicos aos quais os mesmos foram submetidos a
publicacdo. Os itens discussdo e conclusfes, dispostos ap0s 0s manuscritos,
contém interpretacfes e comentarios gerais referentes a ambos os manuscritos. As
referéncias bibliograficas apresentadas no final da dissertacdo referem-se as

citacBes que aparecem nos itens introducéo, revisao de literatura e discussao.
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1. INTRODUCAO

O sistema nervoso central (SNC) tem uma alta taxa de consumo de oxigénio
e pelo seu estreito metabolismo aerdbico da glicose é totalmente dependente de um
adequado fluxo sanguineo (Halliwell, 1992). Quando este € perturbado, mesmo por
um curto periodo de tempo, o resultado é o dano ou a morte celular (Zemke et al.,
2004). Na isquemia, o dano cerebral é causado por uma reducdo ou bloqueio
completo do fluxo sanguineo, resultando em liberacdo deficiente de glicose e
oxigénio (Dirnagl et al., 1999).

Os principais mecanismos envolvidos na morte neuronal pés-infarto
isquémico incluem a falha energética, excitoxicidade, formacéo de espécies reativas
de oxigénio (EROSs), sinalizacéo apoptotica bem como processos inflamatoérios (Lo et
al., 2003).

O encéfalo é vulneravel ao estresse oxidativo devido a grande quantidade de
acidos graxos poliinsaturados e baixa capacidade de mecanismos de defesa de
suas células neuronais (Halliwell, 1992; Margaill et al., 2005).

O acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em niveis citotoxicos no
tecido encefalico concomitante com uma reduzida defesa antioxidante resulta em
uma condicdo conhecida como estresse oxidativo durante a isquemia e a
reperfusdo. O estresse oxidativo vem sendo aceito como um dos principais fatores
envolvidos na patogénese da injuria neuronal associada ao evento vascular
isquémico (Dirnagl et al., 1999). A producdo de EROs sob baixas concentracfes de
oxigénio causa dano a organelas e a membrana plasmatica, resultando na
incapacidade da célula de controlar o fluxo idnico, levando a falha mitocondrial
(Zemke et al., 2004). Dessa forma, o dano oxidativo a macromoléculas celulares
como lipideos, proteinas e acidos nucléicos contribui na degeneracdo e morte
neuronal (Sugawara et al., 2002).

A formacgéo de proteina carbonil parece ser um fendmeno comum durante a
oxidacao protéica, e sua quantificacdo pode ser usada como medida da extensao da
modificacdo oxidativa (Berlett & Stadman, 1997; Beal, 2003 Donne et al., 2003).
Atuando na protecdo contra o acumulo de EROs existem varioS mecanismos

enzimaticos e nao-enzimaticos. Assim, quando o estresse oxidativo ocorre como
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consequUéncia de um evento patolégico, um sistema defensivo promove a regulac

e a expressdo dessas enzimas. O aumento significativo de produtos ua
lipoperoxidagédo ou a diminuigdo de alguns antioxidantes no plasma, séo relatados
em pacientes com doenca cerebrovascular, e a presenca do estresse oxidativo na
injuria vascular cerebral vem sendo detectada por tais indices (Alexandrova &
Bochev, 2005). A catalase atua na detoxificacdo do peréxido de hidrogénio (H20,),
desempenhando um papel importante na resposta adaptativa das células em
condicdes patoldgicas (Matés, 1999).

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor de grande significado na funcao
do cortex cerebral. Este neurotransmissor esta associado com a funcéo cognitiva, o
processamento da informagédo sensorial, a organizacao cortical do movimento e o
controle do fluxo de sangue cerebral (Fibiger, 1991). Estudos prévios focados no
mecanismo patogenético tém revelado que como na Doenca de Alzheimer (DA),
anormalidades colinérgicas estdo associadas com disturbios da func¢édo cognitiva em
pacientes com deméncia vascular (Gottifries et al., 1994) A isquemia cerebral leva a
uma restricao da sintese e disponibilidade de ACh e diminui a concentragéo tecidual
de colina (Ch). Sugere-se que 0 prejuizo na transmissao colinérgica pode levar a
uma progressiva deterioracdo da funcdo deste sistema (Scremin et al., 1996).
Portanto, torna-se aceitavel, que déficits cognitivo e sensoério motor observados
nesta patologia vém, em parte, ser resultado de uma disfungéo colinérgica central e
periférica.

O papel chave que o sistema colinérgico desempenha nas fun¢cdes normais
do encéfalo e nos disturbios de memoria de varias patologias vem sendo bem
documentado (Bartus et al., 1982). Apesar disso, ndo h& consenso quanto a
possiveis alteracbes da enzima colinérgica acetilcolinesterase (AChE) decorrente da
isquemia. A atividade da AChE no liquido céfalo-raquidiano e em diferentes regifes
cerebrais seguidas de isquemia tem sido relatada como diminuida (Malatova &
Marsala, 1993; Malatova et al.,1999), aumentada (Ott et al.,1975; Schetinger et al.,
1999) ou inalterada (Goldberg et al.,, 1985). Deve-se observar que eventos
moleculares que expdem a mudancas na atividade da AChE induzidos pela
isquemia devem ser avaliados pelo modelo experimental usado, oclus&o revertida ou
permanente e pela severidade da isquemia no tecido sob investigacédo. Apesar da
disparidade dos dados, todos os estudos sugerem que a atividade da AChE deve

estar alterada durante e ap0Os injaria isquémica (Saez-Valero et al.,, 2003).
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A principal funcdo da AChE é hidrolisar o neurotransmissor ACh nas
sinapses colinérgicas terminando sua a¢éo (Soreq & Saidman, 2001). Considerando
que a interacdo da ACh com o seu receptor vai depender da eficiéncia catalitica da
AChE, a atividade desta enzima pode ser usada como um indice da funcéo
colinérgica; isto é, mudancas na sua atividade podem indicar alteracbes na
disponibilidade de ACh ao nivel de receptor (Bennedito et al.,1997).

As vias colinérgicas do SNC, as junc¢des neuromusculares e os eritrécitos
contém principalmente AChE, enquanto o plasma apresenta principalmente a forma
de butirilcolinesterase (BuChE) (Massoulié et at., 1993). Embora ndo esteja bem
esclarecido o papel bioquimico da AChE eritrocitaria, esta enzima apresenta
sensibilidade similar aquela do SNC a diversos inibidores, tais como os
organofosforados (Worek et al., 2004). Desta forma, a utilizacdo de sangue, um
material de coleta bioldgica pouco invasivo, poderia ser de fundamental importancia
como dado laboratorial auxiliando em conjunto com os demais testes clinicos no
diagnéstico de um evento isquémico.

Basedo no exposto acima é de interesse cientifico a avaliacdo da atividade da
acetilcolinesterase sanguinea e dos indicadores do estresse oxidativo em pacientes

com dano neuroldgico isquémico.
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1.1 OBJETIVOS

o Estimar a peroxidacao lipidica pelas dosagens de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico e a oxidagdo de proteinas pela carbonilacdo protéica em
pacientes com diagnostico de acidente vascular cerebral isquémico (AVCi) na fase

aguda e crbnica desta patologia;

o Determinar a capacidade antioxidante plasmatica e eritrocitaria, através da
atividade da enzima catalase e dos niveis de glutationa reduzida, na populacdo

estudada;

o Avaliar a atividade da enzima acetilcolinesterase sanguinea em pacientes

durante a fase aguda e crénica do evento isquémico;

o Investigar a influéncia da hipertensdo no perfil oxidativo e na atividade da
AChE sanguinea na populacao estudada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fluxo sangiineo cerebral

O sistema circulatorio garante a chegada de nutrientes e de oxigénio a todos
os 6rgaos, bem como a remoc¢ao de substancias téxicas decorrente do metabolismo
celular. O encéfalo requer um continuo suprimento de glicose e oxigénio para manter
suas funcbes normais, e depende quase que exclusivamente da fosforilacdo
oxidativa para a producdo energética; assim, um constante fluxo sanguineo é

essencial para a distribuicdo de tais substratos aos neuronios (Dirnagl et al., 1999).

Anlenar cerebral
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Figura 1 - Circulacédo sangiinea cerebral (http://www.besttreatment.co.uk/stroke_arteries)

2.2 Acidente vascular cerebral

O termo acidente vascular cerebral (AVC) refere-se a alteracdo do fluxo

sanguineo que mesmo por um curto periodo de tempo, leva ao dano ou morte
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celular e consequentemente ao comprometimento funcional neurolégico (Zemke e
al., 2004).

Estudos epidemioldgicos apontam a doenga cerebrovascular como sendo a
terceira maior causa de morte nos paises industrializados e uma das maiores causas
de incapacitacdo, apresentando um grande impacto sobre a populacdo saudavel
(Alexandrova & Bochev, 2005). As causas de acidente vascular sdo divididas em
duas principais categorias: hemorrégica e isquémica (Figura 2).

No acidente vascular hemorragico (AVCh) ocorre a ruptura de um vaso
sanguineo dentro da cavidade encefélica, provocando extravasamento de sangue e
como conseqUéncia a injaria neurolégica (Figura 2) (ZemKe et al., 2004). O acidente
vascular cerebral isquémico (AVCi) resulta de uma reducdo transitéria ou
permanente do fluxo sanguineo cerebral. Entre as principais causas naturais da
isquemia pode-se citar: trombose, embolismo e diminuicao sistémica da perfusao
sanguinea (Lo et al., 2003; Zemke et al., 2004).

Hemorrhagic Stroke Ischemic Stroke

A

\(_ L

Hemorrhage/blood leaks Clot stops blood supply
into brain tissue to an area of the brain

Figura 2 — Acidente vascular hemorragico (A) e isquémico (B)

(http:// www. healthgate.partnervs.org/browsing)

Os sobreviventes de AVC tém um alto risco de complicagbes vasculares
subsequentes e de novos AVCs. Este € um problema de importancia social e de
grandes consequéncias econdmicas, ja que, atualmente, existe um elevado numero

de sobreviventes da doenca cerebrovascular (Alexandrova & Bochev, 2005). Nas



Revisdo de Literatura

24

Gltimas décadas, pesquisas estdo sendo realizadas a fim de entender o
mecanismos bioquimicos envolvidos no dano ao encéfalo e com isso desenvolvel

novos tratamentos (Alexandrova & Bochev, 2005).

2.2.1 Acidente vascular cerebral isquémico (AVCi)

A interrupcdo do fluxo sanguineo cerebral (Figura 3) concomitante com a
falha do processo celular normal durante a isquemia desencadeia uma cascata de
eventos moleculares, 0s quais sdo responsaveis pela producdo de substancias
toxicas (Culmsee & Krieglstein, 2005). Os principais mecanismos envolvidos na
morte neuronal pos-infarto isquémico incluem a falha energética, excitotoxicidade,
acumulo de EROs, sinalizacdo apoptética, bem como, processos inflamatorios (Lo et
al., 2003).

Blood clot in
the middle
cerebral artery.

Blockage in
the internal
carotid artery.

Figura 3 - Interrupgéo do fluxo sanguineo pelo evento isquémico

(http:// www.devicelink.com/ivdt)
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A deplecdo de ATP (adenosina trifosfato) altera a funcdo celular po
interromper processos dependentes de ATP, primeiramente a Na'/K® ATPase,
provocando a falha no controle do gradiente idnico através das membranas. Esta
falha causa um aumento na concentracdo extracelular de K™ assim como o influxo de
Na*, ClI e Ca** para dentro das células (Moro et al., 2005). A liberacéo excessiva de
glutamato desempenha um papel essencial na patogénese da injuria cerebral
isquémica, denominado excitotoxicidade (Culmsee & Krieglstein, 2005). O acumulo
citotoxico de calcio intracelular vem sendo bem estabelecido como central na morte
neuronal decorrente do evento isquémico, levando a sobrecarga mitocondrial,
inibicdo da producdo de ATP e a alteracdes de fosfolipideos, proteinas e acidos
nucléicos pela ativacdo de fosfolipases, proteases e endonucleases Ca*'-
dependentes, respectivamente (Moro et al., 2005). O influxo de ions Na®, provoca o
acumulo de agua dentro da célula, levando ao edema (Zemke et al., 2004). Os
radicais livres e outras espécies oxidantes, geradas durante a isquemia cerebral
podem reagir destruindo organelas e a membrana plasmatica, também contribuindo
para a disfuncdo da barreira hemato-encefalica e edema tecidual. A disfuncéo
mitocondrial resulta do estresse oxidativo, da falha energética e da perda da
homeostase celular do célcio, levando a mudancas na permeabilidade mitocondrial
ibnica (Culmsee & Krieglstein, 2005; Moro et al., 2005). Além disso, moléculas
normalmente confinadas a mitocéndria, como o citocromo ¢, séo liberadas no
citoplasma, onde podem ligar-se aos inibidores das caspases, inativando-os;
enzimas que destroem o DNA podem também ser liberadas. Ambos os fatores estao

envolvidos no processo de apoptose, que leva a morte celular (Zemke et al., 2004).

A injuria isquémica esta também associada a resposta inflamatoria, na qual
varios mediadores sao liberados ou ativados, tal como citocinas e moléculas de
adesdao, estimulando a infiltracdo de leucdcitos no parénquima encefalico (Moro et
al., 2005). A morte neuronal que ocorre como consequéncia, vem sendo, portanto,
associada a todos estes eventos em conjunto (Figura 4) (Onteniente et al., 2003).
Inimeros mecanismos de protecdo sado iniciados pelo organismo em resposta aos

processos danosos da isquemia.
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Figura 4 - Mecanismos envolvidos na morte neuronal

apos evento isquémico (adaptado de Lo et al., 2003).

2.2.1.1 Fatores de Risco

Considerando o acidente vascular cerebral um estado de emergéncia, a
identificacdo e tratamento efetivo dos principais fatores de risco podem
desempenhar um importante papel na sua prevencédo. Os fatores de risco para AVC
isquémico sdo multiplos e combinados (Tabela 1), refletindo a heterogeneidade da
doenca.

Dentre os fatores de risco ndo modificaveis, a idade € o mais importante,
acometendo principalmente idosos com idade superior a 65 anos, sendo levemente
mais prevalente em homens. Em relagéo a racga, africanos e americanos tém risco
mais alto de doenca cerebrovascular do que os caucasianos (Cubrilo -Turek, 2004).

Em relacdo aos fatores modificaveis, o Diabete mellitus constitui um
importante risco para o desenvolvimento de doenca cerebrovascular, por interagir
com outros fatores, como hipertensdo e hiperlipidemia, os quais potencializam o

risco.
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Tabela 1: Principais fatores de risco para acidente vascular cerebral.

Nao-modificaveis Modificaveis
Idade Hipertenséo
Sexo Fumo
Etnia/Raca Doencas cardiacas
Historia familiar de AVC/ATI Diabete mellitus

Consumo excessivo de alcool

Estenose assintomatica da carétida

Os mecanismos etiopatogénicos do AVC e do acidente transitério isquémico
(ATI) nos diabéticos, se devem a alteragbes da hemodindmica cerebral, a

hiperglicemia e a outros fatores de risco associados.

O fumo é particularmente importante quando combinado com outros fatores
como hipertensdo e/ou Diabete mellitus, sendo uma causa independente para o
AVC isquémico em ambos os sexos (Chaves, 2000).

Cardiopatias recentes, especialmente a isquémica, e hipertensdo, estao
fortemente associadas com maior risco de fibrilacdo atrial, sendo que esta patologia
aumenta o risco de doenca cerebrovascular de 4 a 5 vezes. E bem estabelecido que
a dislipidemia é um dos principais fatores de risco para doencas vasculares,
principalmente entre os pacientes diabéticos que por sua vez, apresentam alta
incidéncia de hipertensao arterial (Pires et al., 2004). Apesar disso, o papel da
hipercolesterolemia no risco de evento cerebrovascular é ainda incerto. Ao contrario
da doenca coronariana, relacdes diretas entre risco de AVC e colesterol sérico ou
LDL, ou inversas com colesterol HDL nédo estdo ainda bem estabelecidas (Cubrilo-
Turek, 2004; Pires et al., 2004). Segundo Pires et al. (2004) a dislipidemia foi
encontrada em 15, 6 % dos pacientes idosos com AVCi em ambos 0s sexos e em
ambas as faixas etarias estudadas (60 a 70 anos e mais que 71 anos). Dentre todos
os fatores modificaveis, a hipertensao arterial constitui 0 mais importante tanto para
0 acidente cerebrovascular isquémico como para o hemorragico (Cubrilo-Turek,

2004).
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2.2.1.1.1 Hipertensao

A hipertenséao arterial € o maior problema de saude nos paises desenvolvidos,
bem como dagueles em desenvolvimento. Estéa presente em 60 a 70% da populacéo
com idade superior a 60 anos, aumentando o risco de doenca cardiovascular,
cerebrovascular e renal (Cubrilo-Turek, 2004).

No Brasil, a hipertensédo arterial € o fator de risco mais importante para a
doenca cerebrovascular, cuja estimativa de prevaléncia esta em torno de 11 a 20%
acima dos 20 anos, e 35% acima dos 50 anos. Aproximadamente 85% dos
pacientes com diagnostico de AVC séo hipertensos (Chaves, 2000).

Embora se saiba da relacdo entre a hipertensdo e o acidente vascular
isquémico, ainda ndo esta claro se a pressao diastélica elevada ou a hipertenséo
sistdlica isolada apresentam riscos distintos, mas a excessiva valorizacdo da
pressao diastolica para avaliar o risco pode ser inadequada na idade avancada
(Chaves, 2000).

A avaliacao da relacao entre hipertensao sistolica isolada e outros fatores de
risco com subtipos de AVC isquémico e hemorragico em idosos demonstrou
associacao de idade, fumo, diabetes, presséo sistdlica elevada, baixo colesterol HDL
e anormalidades eletrocardiograficas com incidéncia aumentada de doenca
cerebrovascular, ATl ou AVC isquémico (Fuchs et al., 2000).

Entre os sobreviventes ao evento isquémico, o risco de doenca vascular
recorrente € alto, e a terapia antihipertensiva é conhecida por reduzir a mortalidade
apos AVC. Recentes triagens com intervencdo clinica tém demonstrado a
importancia de um controle rigido da pressdo sanguinea na prevencao de isquemia
recorrente (Ohta et al., 2005).

2.3 Estresse oxidativo

Quando o oxigénio é parcialmente reduzido, tanto na fosforilagdo oxidativa
quanto em outras reacdes, ha formacao de radicais livres, que constituem moléculas

com coexisténcia independente (0 que explica o uso do termo “livre”) e que contém
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um ou mais elétrons ndo pareados na camada de valéncia (Figura 5). Este
configuracdo faz dos radicais livres espécies altamente instaveis, de meias-vidas
relativamente curtas e quimicamente muito reativas (Ferreira & Matsubara, 1997).

O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio entre a producdo de
radicais livres, em particular EROs, e a capacidade de defesa do organismo contra

essas espécies, levando a um progressivo dano oxidativo.

e e e e
025; Oy _._ﬁk—‘) HzOszOH + OH'—k.)- 2H,0O
2H" 2H"

Figura 5 — Formacéao de espécies reativas de oxigénio (Nordberg & Arner, 2001).

Mesmo sob condi¢fes fisiolégicas, o metabolismo neuronal e glial produz
EROs. Aproximadamente 2-5% do fluxo de elétrons da cadeia respiratoria em
mitocondrias isoladas de cérebro produz anion superoxido (O,") e peroxido de
hidrogénio (H.O,) (Halliwell, 1992).

Acredita-se que o estresse oxidativo € um dos mecanismos que desempenha
papel central no processo patofisiolégico durante o evento isquémico, e a
degeneracéo neuronal resultante vem sendo associada com o aumento da producao
de radicais livres (Alexandrova and Bochev, 2005). Durante a isquemia cerebral,
iniumeros eventos predispdem o encéfalo a formacdo de EROs, como o rapido
decréscimo nos niveis de ATP, perda da homeostase do Ca**, excitotoxicidade,
metabolismo e liberacdo do acido araquidénico, disfuncdo mitocondrial, acidose e
edema (Cao et al., 1988).

A reperfusdo, apos isquemia cerebral, eleva a formacdo de espécies pro-
oxidantes no tecido encefalico, as quais podem contribuir para a injaria neuronal por
atacar diretamente macromoléculas, incluindo proteinas, lipideos e DNA, ou
indiretamente atingindo os caminhos de sinalizacdo celular e regulacdo da
expressao génica (Figura 6) (Moro et al., 2005).

Existem vérias evidéncias a partir de modelos experimentais de formacao

aumentada de radicais livres no encéfalo durante a isquemia/reperfusdo (Homi et al.,
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2002; Danielisova et al., 2005). Estudos clinicos, com medidas diretas verificando ¢
relacdo entre acidente cerebrovascular isquémico e 0 estresse oxidativo sdo ainda
deficientes, principalmente devido as dificuldades morfologicas encontradas na
determinacao de radicais livres no tecido encefalico.

[ L Proteinas

| gar pADEINaTE hond

Figura 6 - Dano oxidativo a macromoléculas biolégicas (Torres, 2003).

As EROs iniciam uma cadeia complexa de reacdes que produz uma
variedade de estruturas moleculares, muitas das quais sdo ainda desconhecidas
(Alexandrova and Bochev, 2005). Assim, substancias biol6gicas que possam ser
possiveis marcadores periféricos no evento isquémico estdo sendo investigadas, ja
gue a medida direta de radicais livres e moléculas oxidadas no encéfalo séo dificeis
em humanos (Cherubine et al., 2005).

O equilibrio entre a geracdo e a neutralizacdo de oxidantes por diferentes
mecanismos de defesa intra e extracelular ajuda a proteger os componentes vitais
da célula (Zimmermann et al., 2004). A atividade enziméatica antioxidante do tecido
afetado pela isquemia/reperfusdo € particularmente importante como defesa
enddgena primaria contra as espécies proé-oxidantes que induzem a injdria (Homi et
al., 2002). Assim, a capacidade antioxidante plasmatica pode ser um importante fator
que fornece protecdo contra o dano neuroldgico causado pelo estresse oxidativo

associado ao evento vascular isquémico (Leinonen et al., 2000).
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Durante a fase recente ap0s isquemial/reperfuséo, os antioxidantes podem se
mobilizados, embora essa capacidade possa ser limitada, em funcdo do tempo, pela
sua baixa disponibilidade ou excessivo estresse oxidativo (Spranger et al., 1997). O
aumento de produtos da lipoperoxidagao, e/ou a diminuicdo de alguns antioxidantes
no plasma, sao relatados em pacientes com doenca cerebrovascular e a presenca
do estresse oxidativo pode ser detectada a partir destes indicadores (Alexandrova &
Bochev, 2005).

Considerando-se 0 exposto acima, o estresse oxidativo pode ser considerado
um alvo importante para o desenvolvimento de farmacos, que ao reduzir o dano
oxidativo, confere protecdo aos componentes celulares. Uma variedade de agentes
com potencial terapéutico para reduzir o dano oxidativo vem sendo estudado na fase
aguda do evento isquémico, baseado em diferencas conceituais e farmacolégicas. A
complexidade da doenca pode explicar como compostos com diferentes modos de
acdo asseguram protecao celular. A terapia antioxidante mostra bons resultados em
modelos experimentais de acidente vascular, mas sua eficacia ainda ndo tem sido

confirmada em estudos clinicos mais amplos (Alexandrova & Bochev, 2005).

2.4 Indicadores pré-oxidantes

2.4.1 Lipoperoxidacao

O dano aos lipideos induz o fenébmeno conhecido como lipoperoxidagcao
(Figura 7). Um dos bem conhecidos produtos da lipoperoxidacédo € o malondialdeido
(MDA) (Alexandrova & Bochev, 2005; Cherubini et al., 2005), o qual € o produto final
da degradacdo ndo enzimatica de &cidos graxos poliinsaturados; altos niveis de
MDA elevam a formacéao de lipoperoxidos e indicam um aumento da lipoperoxidacao
(Kashyap et al., 2005).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo de EROs, porém a
membrana plasmatica € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagao
lipidica, o que provoca alteracfes na estrutura e na permeabilidade das membranas

celulares
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Figura 7 — Dano a membranas celulares por lipoperéxidos (adaptado deTorres, 2003).

Com isso, ha perda da seletividade na troca idbnica e da liberacdo do
contetdo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e a formacao
de produtos citotdxicos, culminando com a morte celular. A lipoperoxidagdo também
pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de cancer e a
exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos (Ferreira & Matsubara, 1997). O radical
hidroxila (OH’) é freqlentemente reconhecido como a espécie iniciadora e a mais
importante da lipoperoxidagdo. Entretanto, estudos indicam que o ferro também
desempenha papel determinante na iniciacdo deste processo, sendo necessaria
uma relacdo equimolar Fe*": Fe?* no meio (Ferreira & Matsubara 1997).

Varios estudos demonstram niveis elevados de MDA séricos em pacientes
com diagndstico de acidente vascular cerebral agudo (Demirkaya et al., 2001;
Polidori et al., 2002; Bolokadse et al., 2004). Tais estudos foram realizados na fase
aguda do acidente isquémico, imediatamente apds o evento.

A hipertensao arterial esta ligada diretamente a formacgéo de radicais livres.
Estudos relatam o aumento dos niveis plasmaticos de MDA em pacientes
hipertensos quando comparados a populacdo normotensa (Russo et al., 1998;
Kashyap et al., 2005). Desde que existe uma estreita relacdo entre produtos da
lipoperoxidacao e hipertensdo, Diabete mellitus, dislipidemia ou aterosclerose, que
estdo freqientemente presentes em pacientes isquémicos, altos niveis de MDA
séricos detectados nesses pacientes podem ser independentes do evento isquémico
(Bir et al., 2006).

Estudos monitorando mudancas em indicadores do estresse oxidativo durante
a fase crbnica apés doenca cerebrovascular sdo escassos. Dentre aqueles que
medem produtos da peroxidacdo lipidica no estagio crénico da doenca
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cerebrovascular isquémica, os resultados sao conflitantes (Wher et al., 2000
Alexandrova et al., 2003). De acordo com Bir et al. (2006), niveis elevados de MDA
séricos foram detectados em pacientes com AVC isquémico seis meses apds o
evento agudo, em ambos os tipos de infarto, lacunar e aterotrombdético. Os autores
também assumem que os fatores de risco hipertensdo, Diabete mellitus ou
dislipidemia ndo podem isoladamente ser responsaveis por altos niveis séricos de
MDA.

2.4.2 Oxidacao protéica

As EROs podem danificar todos os tipos de moléculas biolégicas, sendo as
proteinas alvos imediatos para a modificacdo oxidativa. O dano a estrutura protéica
pode alterar sua atividade bioldgica, sendo que no caso de enzimas, poderia resultar
em modificacdo de sua atividade catalitica. Além disso, estas alteracdes ainda
poderiam causar prejuizo no transporte ativo através das membranas celulares e
citolise (Dean et al., 1997). A formacé&o da proteina carbonil parece ser um fenémeno
comum durante a oxidagdo, e sua quantificacdo pode se usada para medir a
extensdo do dano oxidativo (Berlett & Stadman, 1997; Beal, 2003; Donne et al.,
2003).

Os grupos carbonil (CO), (aldeidos e cetonas) sdo produzidos pela oxidagéo
da cadeia lateral de aminoacidos suscetiveis, especialmente: prolina (Pro), arginina
(Arg), lisina (Lis) e treonina (Tre). Estes também podem ser gerados através da
clivagem oxidativa das proteinas, tanto por o amidacdo quanto por oxidacdo das
cadeias laterais de glutamato, levando a formagdo de um peptideo no qual o
aminoacido N-terminal esta bloqueado por um derivado o-cetoacil. Também, os
grupos carbonil (CO) podem ser introduzidos nas proteinas por uma reacao
secundaria das cadeias laterais nucleofilicas de Cis (cisteina), His (histidina) e Lis
com aldeidos produzidos durante a peroxidacdo lipidica (como o malondialdeido
entre outros). Além disso, derivados carbonil reativos (cetoaminas, cetoaldeidos)
gerados como uma consequéncia da reacdo de acgUcares redutores, ou Sseus

produtos de oxidacdo com residuos de Lis das proteinas (reacdes de glicacdo ou
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glicooxidacao) com a eventual formacdo de produtos finais de glicacao-lipoxidacéac
avancados, podem levar a formacédo de grupos carbonil (Donne et al., 2003).

As proteinas modificadas oxidativamente sdo produtos quimicamente
estaveis, sendo um fator importante para a sua deteccdo e armazenamento
(Rutkowska et al., 2005). O conteudo de proteina carbonil é atualmente o marcador
de oxidacdo protéica mais usado e observa-se o aumento em varias doencas
humanas como: Doenca de Alzheimer (DA), Diabete mellitus, processos
inflamatorios e artrite reumatéide. E importante citar que niveis elevados de proteina
carbonil séo indicadores ndo somente de estresse oxidativo, mas também de
doencas derivadas do metabolismo protéico (Donne et al., 2003).

De acordo com Chang et al. (1998), em estudo envolvendo pacientes com
déficit neurolégico em decorréncia de acidente isquémico agudo, o conteudo de
proteina carbonil plasmatica nao foi alterado nas 24 horas ap0s o inicio do evento
isquémico.

Oliver et al. (1990) em um modelo de isquemia/reperfusdo em cortex cerebral
de roedores, encontraram um aumento no conteddo de proteina carbonil apés 10
minutos de oclusdo seguidos por diferentes tempos de reperfusdo. O conteudo de
proteina carbonil aumentou progressivamente em funcdo do tempo de reperfuséo
exibindo maxima mudanca em 2 horas. Ap0s esse tempo, 0s niveis diminuiram
significantemente, mas ainda permaneceram levemente mais altos que aqueles
encontrados para o controle até 24 horas apoés reperfusédo, indicando que o evento

isquémico tem influéncia significativa no processo de injuria protéica.

2.5 Mecanismos antioxidantes

O equilibrio entre a geracdo e a neutralizacdo de oxidantes por diferentes
mecanismos de defesa intra e extracelular € responsavel pela manutencdo dos
componentes celulares vitais (Zimmermann et al., 2004). A defesa enzimatica
envolve a acao cooperativa de trés principais enzimas intracelulares antioxidantes:
superoxido dismutase (SOD) que é encontrada no citosol (Cu/Zn-SOD) e na
mitocondria (Mn-SOD), glutationa peroxidase (GSHPXx) e catalase (CAT) que estao

presentes no citosol e peroxissomos, respectivamente (Figura 8) (Nordberg & Arner,
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2001). Ja os antioxidantes ndo-enzimaticos incluem: acido ascérbico (vitamina C), a

tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), B caroteno e vitamina A (Matés et al., 1999).
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Figura 8- Mecanismo enzimatico antioxidante (Nordberg & Arner, 2001).

2.5.1 Catalase (CAT)

A catalase (EC 1.11.1.6; CAT) € uma enzima tetramérica, consistindo de
quatro subunidades idénticas de 60 KDa, que contém um dnico grupo
ferroprotoporfirina por unidade, e tem uma massa molecular de aproximadamente
240 KDa. A catalase reage eficientemente com o H,O, para formar H,O e O, (Matés
et al.,, 1999). A enzima é encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, rim e
figado e sua atividade € dependente de NADPH (Ferreira & Matsubara, 1997).

Apesar de nao ser um radical livre, pela auséncia de elétrons
desemparelhados na ultima camada, o H,O, é um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério, porque participa da reacdo que produz o radical hidroxila
(OH). O H,0, tem vida longa, é capaz de atravessar camadas lipidicas, pode reagir
com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe?* (Ferreira &
Matsubara, 1997). Apesar da CAT néo ser essencial para alguns tipos celulares sob
condi¢cbes normais, ela desempenha um papel importante na aquisicdo de tolerancia
ao estresse oxidativo e na resposta adaptativa das células (Matés et al., 1999).

Danielisova et al. (2005), avaliaram o papel da SOD e da CAT no tecido
encefalico em um modelo experimental de isquemia em ratos, induzido pela oclusao
dos quatro vasos. A atividade das enzimas antioxidantes foi medida no coértex,

hipocampo e estriado apds 5 minutos de isquemia com diferentes tempos de
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reperfusdo (5 horas, 1 e 2 dias). As atividades da SOD e da CAT apresentaram-se
aumentadas, sendo que a CAT alcancou seu pico 24 horas apos a reperfusdo. Para
melhor entender o mecanismo que levou a maior atividade das enzimas
antioxidantes avaliadas, o trabalho investigou a influéncia da ciclohexamida, um
inibidor da sintese protéica; os autores sugerem que este aumento foi causado pela
sintese das enzimas durante as primeiras horas ap0s o0 evento isquémico que
apesar de estar aumentada, nao foi suficiente para proteger neurénios das regioes
mais vulneraveis principalmente o hipocampo.

Homi et al. (2002) também utilizaram um modelo experimental para avaliar a
atividade antioxidante apés 15 minutos de isquemia, seguidos por 3 horas de
reperfusdo. As atividades da SOD e da CAT mostraram-se reduzidas principalmente
no hipocampo e estriado cerebral. Os autores sugerem que na fase recente apés a
isquemia/reperfusdo a reducdo nas atividades de tais enzimas deve estar
relacionada com a alta suscetibilidade do hipocampo e estriado ao dano oxidativo.

Em humanos, Casado et al. (2004) em estudo com 45 pacientes
diagnosticados com infarto isquémico agudo, avaliaram a atividade de enzimas
antioxidantes relacionando-as com o grau de déficit neurolégico. As amostras foram
coletadas apos 1, 3, 6 e 15 dias; a atividade da CAT apresentou-se elevada no
grupo isquémico, sendo que os pacientes classificados com maior dano neurol6gico
apresentaram ainda maior atividade da CAT.

Pesquisas envolvendo pacientes hipertensos mostram resultados conflitantes
em relacdo a atividade antioxidante (Redon et al., 2003; Kornatowska et al., 2004).
Redon e colaboradores (2003) encontraram redugcdo na atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px em pacientes hipertensos. Segundo
Kornatowska et al. (2004) nao foi encontrada diferenca significativa na atividade da
CAT e GSH-Px em relacdo a atividade dessas enzimas na populacdo idosa

normotensa.

2.5.2 Glutationa reduzida (GSH)

A GSH, o mais abundante composto tiol presente em todos os tecidos dos

mamiferos € um tripeptideo formado pelos residuos de glicina, glutamato e cisteina.
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O primeiro passo na sua sintese € a condensacéao do grupo y-carboxila do glutamatc
com o grupo a-amino da cisteina. O grupo carboxila é ativado primeiro por ATP para
formar o intermediéario acil-fosfato, o qual € atacado pelo grupo amina da cisteina. O
segundo passo é similar, com o grupo a-carboxila da cisteina ativado, formando um
acil-fosfato que permite a condensacdo com a glicina (Gul et al., 2000). A GSH esta
envolvida em varias funcdes fisioldégicas: mantém os grupos SH das proteinas no
estado reduzido, participa no transporte de aminoacidos e detoxificagdo de toxinas,
atua enzimaticamente degradando peréxidos enddgenos, forma moléculas bioativas
e atua como coenzima em varias reacdes enzimaticas (Stamler & Slivka, 1996).

A GSH participa na decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H20,),
potencialmente toxico, que é convertido em H,O em reacao catalisada pela GSHPXx,
as custas da glutationa reduzida; a glutationa oxidada resultante é reciclada a forma
reduzida pela glutationa redutase e NADPH (Figura 9) (Gul et al., 2000). O NADPH é
regenerado pela via das pentoses fosfato, em reacdo catalisada pela glicose 6-
fosfato desidrogenase, a qual € particularmente importante nos eritrocitos. Dessa
forma, este processo de reciclagem e a manutencdo de niveis adequados de GSH
podem prevenir o dano celular causado pelo estresse oxidativo (Stamler & Slivka,
1996).

Niveis diminuidos de GSH vém sendo encontrados em inumeras doencgas
neurodegenerativas, em condicdo de estresse oxidativo, assim como no processo

normal do envelhecimento (Zimmermann et al., 2004).

Reduced Glutathione
(2 GSH)

NADP*.

GI:Jfathone reduclase Gl -r!aihrana perorrdase

Rlboﬂa\rln
(FAD) ) Suhn ium

. J
NADPHsH* '/ /\b 26

(GSSG)
Oxidized Glutathione

Figura 9- Papel da GSHPx e GSH na decomposicao do perdxido de hidrogénio

(http:// www. Ipi.oregonstate.edu/selenium/gsh)
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Shimizu et al. (2004) investigaram a relacdo entre os niveis de GSF
plasmaticos e os tipos clinicos de doenca vascular, incluindo AVC e doencas
cardiovasculares; de forma geral os niveis de GSH na populagdo com diagnostico de
doenca vascular foram menores quando comparados com o grupo controle.

Zimmermann et al. (2004) compararam a capacidade antioxidante de
pacientes durante a fase aguda do AVCi com a de um grupo no estagio
convalescente da doenca, considerados pacientes com risco potencial para doenca
cerebrovascular recorrente. Os resultados mostraram niveis de GSH elevados
durante as primeiras horas apés evento isquémico agudo, e niveis baixos de GSH
em dois tercos dos pacientes em estagio convalescente. Os autores sugerem que,
no primeiro grupo, o aumento de GSH provavelmente faga parte de um mecanismo
contra 0 dano oxidativo, através da neuroprotecdo contra a excitotoxicidade em
decorréncia do acidente vascular. No segundo caso, a reducao nos niveis de GSH

poderia estar associada ao aumento do estresse oxidativo e arterosclerose.

2.6 Déficit cognitivo versus acidente vascular cerebral

A deméncia é uma doenca crbnica caracterizada pela progressiva
deterioracéo da funcéo cognitiva, afetando a memoaria, o aprendizado, a capacidade
de julgamento e organizacdo dentro do tempo e espaco. Com o passar do tempo,
esse déficit cognitivo tem maior impacto na habilidade dos pacientes em realizar
atividades rotineiras, 0s quais passam a depender de assisténcia para executar tais
funcdes e mais tarde para os proprios cuidados pessoais. Na maioria dos pacientes,
a deméncia desenvolve-se lentamente, tornando-se mais prevalente na populacdo
com idade superior a 60 anos. Entretanto, ela pode ter ocorréncia repentina
seguindo a injuria cerebral ou o infarto cardiaco (Grantham & Geerts, 2002).

A deméncia vascular € a segunda forma mais comum de deméncia, depois
da DA, representando 15-20% de todos os casos. A deméncia vascular resulta de
um acidente cerebrovascular hemorragico ou isquémico, assim como injdria cerebral
isquémica decorrente da reducdo do fluxo sanguineo, resultando de desordens
cardiovasculares e circulatorias. O aumento natural da incidéncia de doenca

isquémica cardiaca e de acidente vascular cerebral com o envelhecimento da
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populacdo e o reconhecimento da importante contribuicio da doenc:
cerebrovascular na patologia da DA, resultara em um aumento da importancia da
deméncia vascular como causa primaria da deméncia e como um coadjuvante critico
nas deméncias degenerativas (Roman, 2005). Além disso, estudos neuropatolégicos
tém demonstrado que a ocorréncia da DA com concomitante doenca
cerebrovascular, podem estar presente em um numero superior a 30% de todas o0s
casos de deméncia (Kalaria & Ballard, 1999).

Apesar de estar bem estabelecida a relacao entre injdria vascular isquémica e
o desenvolvimento de deméncia, a falta de consenso na definicdo da deméncia
vascular e no estabelecimento de apropriados critérios diagnésticos para estudos
neuroepidemioldgicos levou Hachinski (1994) a propor o termo prejuizo cognitivo
vascular. Este termo abrange caracteristicas amplas para substituir a deméncia
vascular, incluindo todas as formas de perda cognitiva secundaria a doenca
cerebrovascular, estendendo-se de déficit moderado a deméncia.

As possiveis manifestacdes clinicas relacionadas ao prejuizo cognitivo
vascular incluem a perda da memoria, a confusdo mental, a disfuncdo executiva
também atinge funcdes especializadas como linguagem (afasia - perda da
capacidade de compreensdo e de expressdao pela palavra escrita ou pela
sinalizacdo, assim como pela fala), apraxia (perda da capacidade de executar
movimentos voluntarios) ou agnosia (falta de capacidade de captar estimulos
recebidos através dos sentidos), entre outros que podem resultar do acidente
vascular cerebral (Roman, 2005).

De acordo com Rockwood (2002), embora os critérios diagnosticos nao
estejam inteiramente definidos, a identificagdo de pacientes com prejuizo cognitivo
vascular antes do desenvolvimento de deméncia, possibilita a intervencéo através de
tratamentos para modificar o avanco da doenca.

Existem evidéncias crescentes que sugerem o envolvimento do sistema
colinérgico na deméncia vascular (Grantham & Geerts, 2002). A disfuncdo
colinérgica é bem documentada em estudos com modelos animais de deméncia
vascular isquémica, incluindo ratos espontaneamente hipertensos propensos ao
acidente vascular cerebral (spontaneously hypertensive stroke-prone rats- SHspR).
Neste modelo experimental, os animais exibem sintomas caracteristicos de
pacientes com deméncia vascular, como o déficit cognitivo e a mudanca

comportamental e demonstram funcao colinérgica reduzida em nivel central (Saito et
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al., 1995). Além disso, Togashi et al (1994) encontraram niveis reduzidos de
acetilcolina (ACh) e colina no cortex, hipocampo e liquido cefalorraquidiano de ratos
SHspR.

Déficits em marcadores colinérgicos sdo também encontrados em pacientes
com deméncia vascular, independente da presenca concomitante da doenca de
Alzheimer. Esses consistem na diminuicdo dos niveis de ACh no liquido
cefalorraquidiano, e reducé@o na atividade da ChAT no encéfalo de pacientes com
diagnéstico de deméncia vascular, conforme revisado por Roméan (2005). Existe uma
correlacéo positiva entre a diminuigcdo nos niveis de ChAT e o niumero de receptores
nicotinicos colinérgicos (NAChR), sugerindo que existe uma degeneracdo da
neurotransmissao colinérgica como um todo (Grantham & Geerts 2002). Ainda tem
sido demonstrado que o sistema colinérgico desempenha um papel importante na
funcdo cognitiva, especialmente no campo da atencdo, memdéria e emocgao, assim
como no controle do fluxo sanguineo cerebral. O prejuizo cognitivo nha deméncia
vascular pode aparecer diretamente a partir perda dos neurbnios colinérgicos
causada pela isquemia (Roman & Kalaria, 2005). O sistema colinérgico e o fluxo
sanguineo cerebral mostram-se ligados de forma reciproca, de maneira que,
mudancas no fluxo sanguineo cerebral podem afetar neurdnios colinérgicos,
enquanto que a funcao colinérgica sem qualquer distarbio € necessaria para regular
o fluxo sanguineo cerebral (Roman & Kalaria, 2005).

O sistema vasodilatador colinérgico atua através da ativacdo dos receptores
colinérgicos nicotinicos e muscarinicos, e considerando que esta resposta decai com
a idade, a capacidade de modular o fluxo sanguineo cerebral estad diminuida na
populacdo idosa (Roman 2005). Assim, a perda da funcéo colinérgica em pacientes
com deméncia vascular esta associada com a reducdo do fluxo sanguineo cerebral
(Roman, 2005). As estratégias terapéuticas focam os fatores de risco e a prevencao
de futuros acidente vascular isquémico a fim de evitar o avanco da deméncia
vascular ou para reduzir o risco do desenvolvimento de tal patologia
neurodegenerativa. Os inibidores de colinesterases (IChE) s&o atualmente
aprovados para o tratamento da DA e vém demonstrando efeitos benéficos nos
sintomas cognitivos e comportamentais desta deméncia em triagens clinicas, como
revisado por Roman & Kalaria (2005).

As evidéncias sugerindo a ocorréncia de uma disfuncdo colinérgica em

pacientes com deméncia vascular ddo suporte aos testes experimentais usando 0s



Revisdo de Literatura

mesmos farmacos com o objetivo de aumentar a concentracdo da ACh pela inibicac
da enzima acetilcolinesterase sinaptica. Na literatura observa-se que este uso ten
se mostrado como uma abordagem terapéutica promissora (Lojkowskaet al., 2003;
Erkinjuntti et al., 2004).

2.7 Sistema colinérgico

A ACh (Figura 10) € o neurotransmissor enddégeno das sinapses e juncdes
neuroefetoras colinérgicas dos sistemas nervoso central e periférico. E sintetizada
na juncdo neuroefetora e ganglionar a partir do Acetii CoA, um produto do
metabolismo celular, e da colina, um importante produto do metabolismo dos
lipideos da dieta, pela acdo da enzima colina acetiltransferase (ChAT; EC 2.3.1.6)
(Soreq & Seidman, 2001; Prado et al., 2002). A colina pode ser transportada pelo
sangue sob a forma de fosfolipideo do figado para as células nervosas sendo
liberada pela fosfolipase. A colina é entdo captada nos terminais nervosos
colinérgicos por um sistema de alta afinidade dependente de Na**. Outra fonte de
colina é a hidrélise da propria ACh, liberada na fenda sinptica, da qual 35-50 %
podera ser reutilizada (Parsons et al., 1993).

CH; 0
| |

.
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CHs
Acetylchaoline

2-(acetyloxy)-M M MN-trimethylethan aminium

Figura 10- Estrutura quimica do neurotransmissor acetilcolina

(http:// www.facultystaff.vwc.edu/acetylcholine.gif)

A sintese da ACh é finamente regulada e, esta € acondicionada em vesiculas
que protegem o neurotransmissor da hidrélise pela acdo de colinesterases

intracelulares. Dois principais mecanismos contribuem na regulacdo dos niveis de
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ACh nas células: inibicdo da ChAT por retroalimentacdo induzida por ACh e pel:
disponibilidade dos seus precursores, Acetil CoA e colina (Prado et al., 2002).

A propagacao do potencial de agdo no terminal nervoso desencadeia a
liberacdo do neurotransmissor por exocitose num mecanismo Ca?‘-dependente
(Prado et al., 2002). A ACh é amplamente distribuida no SNC, onde seus efeitos sao
principalmente excitatérios, efetivados pela ativacdo de receptores especificos,
designados como receptores colinérgicos e, subdivididos em dois grandes grupos:
nicotinicos e muscarinicos, que transmitem o0s sinais por mecanismos diferentes
(Rang et al., 2004).

Os receptores muscarinicos estdo em sua maioria acoplados a proteina G e
promovem a ativacéo de canais idbnicos e uma variedade de segundos mensageiros,
resultando na despolarizagéo ou hiperpolarizacdo dependendo do tipo de canal que
estiver associado a este receptor. Muitos dos efeitos comportamentais associados
as vias colinérgicas parecem ser produzidos pela acdo da ACh sobre estes
receptores (Soreq & Seidman, 2001; Rang et al., 2004). Os receptores nicotinicos
sao compostos por cinco subunidades designadas: a, 3, y € 3. As subunidades a s&o
expressas em duas formas o, e oy, € sdo necessarias duas moléculas de ACh para
estimular o receptor, que ao se ligarem produzem mudancas conformacionais
permitindo a entrada de céations. Esses receptores atuam também ao facilitar a
liberacdo de outros transmissores, como a dopamina (Ungless & Cragg, 2006).

Apés exercer sua acdo, a ACh sofre hidrélise pelas colinesterases com a
liberacdo de &cido acético e colina; esta €, em parte recaptada para o terminal pré-
sinaptico, através de um mecanismo de recaptacdo de alta afinidade (Soreq &
Seidman, 2001).

2.7.1 Colinesterases

As colinesterases sdo enzimas que desempenham papéis importantes na
neurotransmissao colinérgica central e periférica, além de funcbes como a hidrélise e
detoxificacdo de xenobidticos (Klaassen et al., 1996). Estas enzimas mostram um
polimorfismo das estruturas quaternarias, de atividade catalitica similar, mas

diferindo nos seus parametros hidrodinamicos e nas interacbes idnicas ou
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hidrofobicas (Taylor & Radic, 1994). Estas sao classificadas de acordo com as suas
propriedades cataliticas e especificidade a substratos, sensibilidade a inibidores e
distribuicdo tecidual (Massoulié et al., 1993). A acetilcolinesterase (AChE; EC
3.1.1.7) hidrolisa preferencialmente ésteres com grupamento acetil (como a
acetilcolina) e a butirilcolinesterase ou pseudocolinesterase (BuChE; EC 3.1.1.8)
hidrolisa, preferencialmente, outros tipos de ésteres como a butirilcolina. Ambas as
colinesterases sao distribuidas amplamente por todo o corpo (Taylor & Brown,
1999).

A concentracdo do substrato pode influenciar a atividade enzimatica,
dependendo da colinesterase considerada, uma vez que a AChE inibida por excesso
de substrato enquanto a BuChE nao apresenta tal efeito (Nunes-Tavares et al.,
2002).

Apesar da funcéo fisioldgica da BUChE néo estar totalmente elucidada, sabe-
se que esta enzima hidrolisa uma variedade de xenobiéticos como aspirina,

succinilcolina, heroina e cocaina (Klaassen et al., 1996).

2.7.2 Acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7; AChE)

A AChE é uma enzima regulatoria importante que controla a transmissao do
impulso nervoso através da sinapse colinérgica pela hidrélise e inativagcdo da ACh
(Appleyard, 1992; Soreq & Seidman, 2001) modulando a concentragdo deste
transmissor na sinapse. O término da acdo € normalmente dependente da
dissociacao da acetilcolina do receptor e sua subsequente difusao e hidrélise, exceto
em doencas em que os niveis de ACh séo limitados ou sob inibicdo da AChE (Soreq
& Seidman, 2001). As mudancas nos niveis e propriedades da AChE estédo
associadas com respostas a inUmeros estimulos externos (Soreq & Seidman, 2001).

A AChE é uma das enzimas de maior eficiéncia catalitica que se conhece,
com a capacidade de hidrolisar até 6x10°> moléculas de ACh por molécula de
enzima por minuto, o que significa um tempo de renovagédo de 150 microsegundos
(Silman & Sussman, 2005).

No entanto, o papel biologico da AChE n&o esta limitado a transmissao

colinérgica, jA que essa proteina € encontrada em niveis elevados em outros
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tecidos. Uma evidéncia adicional para o papel ndo-colinérgico dessa proteina, foi ¢
comparacdo dos niveis de AChE e ChAT em neurbnios nao-colinérgicos que
continham somente AChE (Appleyard, 1992).

Atualmente, existe o interesse no meio cientifico pelo papel nao-catalitico
dessa proteina, e alguns trabalhos tém demonstrado que variantes estruturais da
AChE estdo amplamente distribuidas pelos tecidos humanos participando de
funcdbes no crescimento e adesdo celular, neurogénese, sinaptogénese,
hematopoiese, osteogénese; além de processos patoldgicos associados ao estresse
e deterioracdo de neurbnios colinérgicos (Soreq & Seidman, 2001; Bartolini et al.,
2002).

2.7.3 Estrutura da AChE

A AChE existe como duas classes gerais de formas moleculares: oligdmeros
homomeéricos simples de subunidades cataliticas e associacdes heteroméricas de
subunidades cataliticas com subunidades estruturais (Figura 11) (Massoulié et al.,
1993; Taylor & Radic, 1994).

Uma classe de formas moleculares apresenta-se como uma montagem
homomeérica de subunidades cataliticas que aparecem como mondmeros, dimeros
ou tetrameros dando origem as formas globulares (G): G, G, e G,4. Essas também
diferem quanto ao grau de de hidrofobicidade e suas caracteristicas anfifilicas,
consequentes a adicdo poés-transducional de um glicofosfolipideo no aminoacido
carboxi-terminal (Taylor & Brown, 1999).

As formas homoméricas sdo encontradas como espécies soluveis na célula,
presumivelmente com o intuito de exportagcdo ou associadas a membrana externa da
célula por meio de uma sequiéncia de aminoacidos hidrofébicos intrinsecos ou do
glicofosfolipideo acoplado (Taylor & Brown, 1999). A forma globular solivel da
enzima também foi identificada no cérebro. Em certos neurbnios dopaminérgicos, a
AChE na forma soluvel é co-liberada com a dopamina durante estimulacdo nervosa;
no entanto o motivo da sua liberag@o nao é conhecido (Taylor & Brown, 1999).

A outra classe de AChE se apresenta como uma montagem heteromérica das

subunidades estrutural e catalitica, onde a ligacdo através de pontes dissulfeto de
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uma molécula triplice helicoidal de colageno a um, dois ou trés tetrameros cataliticos
resulta nas formas estruturais assimétricas A4, Ag € A1, (Massoulié et al., 1993). As
formas assimétricas sdo encontradas associadas com a lamina basal externa na
sinapse e sdo particularmente abundantes nas areas juncionais da musculatura
esquelética (Taylor & Brown, 1999). Essas formas sao freqientemente denominadas
assimétricas, uma vez que a subunidade de “cauda” confere uma consideravel
assimetria dimensional a molécula. As diferencas nos arranjos das subunidades
levam a uma localizacao distinta da AChE sobre a superficie da célula, mas parece
nao afetar as atividades cataliticas intrinsecas das formas individuais (Massoulié et
al., 1996). A maior parte da AChE encontrada no tecido nervoso € do tipo globular,
principalmente G4, ligada a membrana (Massoulié et al., 1993). A forma A;, da
enzima é principalmente encontrada na juncdo neuromuscular de muitos mamiferos,
embora esta nao seja especifica da placa motora terminal (Aldunate et al., 2004).

O padrédo de formas moleculares para as células sanguineas mostra que tanto
os eritrocitos, linfécitos como as plaquetas contém a forma globular dimérica (G,),
tetramérica (G,) a assimétrica (Ai2). Entretanto, nenhuma forma globular
monomerica (G;) foi encontrada nas células sanguineas humanas (Rakonezay et al.,
2005). Os eritrécitos mostram um predominio da forma globular dimérica (G,),
encontrada em até 98% das células como foi demonstrado por Rakonezay et al.
(2005). Em ambos, linfécitos e plaquetas, a principal forma encontrada é a G;
(aproximadamente 80%) e as formas G4 e A;2 mostram-se igualmente distribuidas.

As funcbes fisiolégicas da AChE eritrocitaria ainda ndo sdo bem
estabelecidas. Estudos vém sendo realizados a fim de determinar se alteragdes na
atividade da AChE sanglinea podem ser usadas para predizer alteracdes na
atividade da enzima cerebral ou efeitos comportamentais (Nigg & Knaak, 2000), uma
vez que a AChE eritrocitaria apresenta estrutura e propriedades mecanisticas similar
aquela da sinapse neuronal (Thierman et al., 1997).

Padilha et al. (1996, apud Nigg & Knaak, 2000) demonstraram que a inibicéo
da AChE sanguinea pelo clorpirifés foi um bom indicador da inibicdo da enzima
cerebral e de mudancas na atividade motora. Worek et al. (2004) investigaram a
interacdo entre a AChE sanguinea, oximas e uma variedade de agentes nervosos e
organofosforados. O estudo determinou a base cinética para a avaliagdo da
eficiéncia das oximas e para estimar as concentracdes efetivas destes reativadores

da inibicdo da AChE sanguinea em humanos.
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Figura 11- Isoformas da enzima AChE (http://www.chemistry.emory.edu/ach_inactivation.htm)

2.7.4 Mecanismo catalitico

As propriedades bioquimicas e a importancia fisiolégica da AChE fizeram
desta enzima um alvo interessante para a analise detalhada da sua funcao
estrutural. A codificacdo da seqiéncia de aminoacidos da AChE foi clonada,
abrangendo progressivamente diversas espécies de invertebrados e vertebrados
incluindo varios mamiferos, entre eles o homem. A sequéncia de dados foi seguida
pelo primeiro modelo de estrutura cristalina da AChE dimérica de Torpedo
Califérnia, a qual vem sendo historicamente uma das principais fontes da enzima
colinérgica para a pesquisa. Mais tarde, a estrutura cristalina da AChE a partir de
outras fontes, incluindo o homem foi obtida e mostraram-se essencialmente
semelhantes (Soreq & Seidman, 2001).

A estrutura tridimensional da AChE demonstra que o sitio ativo é quase
centroassimétrico a cada unidade e reside na base de um gargalo estreito com uma
profundidade de 20 A (Sussman et al., 1991). A enzima é classificada como uma
serina hidrolase. Na base do gargalo situam-se os residuos da triade catalitica: Ser-

203, His-447 e Glu-334. O mecanismo catalitico assemelha-se ao de outras
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hidrolases, onde o grupamento hidroxila da serina torna-se altamente nucleofilicc
por um sistema de reposicdo de carga que envolve o grupamento carboxila do
glutamato, o imidazol da histidina e a hidroxila da serina (Taylor, 1996). Durante o
ataque enziméatico sobre o éster, € formado um intermediario tetraédrico entre a
enzima e o éster que se rompe e forma um conjugado acil-enzima com a liberacéo

concomitante da colina (Figura 12).

ESTER BINDING REGION

Serine

Tyrosine

Figura 12- Interacao do substrato (ACh) com o sitio esterasico da AChE
(adaptado de Patrick, 2001)

A acetil enzima é passivel de hidrolise e essa resulta na formacdo do acetato

e na regeneracéo da enzima ativa (Figura 13) (Soreq & Seidman, 2001).

o Ser-AChE
0 i AChE 0
ﬂ\ CHg U\
P o N*
Acetylcholine Acetate
CHg
o ~CHs OH~
S TN e -
HO™ ™ CH, o)
Choline J\ .
. _ Ser-AChE
= 0
Acetyl-AChE

Figura 13- Hidrélise da ACh pela enzima AChE (adaptado de Soreq & Seidman, 2001).
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A visdo tradicional do sitio ativo da AChE foi considerada como tendo dois
subsitios; um sitio carregado negativamente ou “aniénico” ao qual a cadeia de
nitrogénio quaternario [-N+(CHs)3] da acetilcolina carregada positivamente se liga, e
um sitio esterasico contendo os verdadeiros residuos cataliticos, que aloja o
grupamento éster e carbonila da ACh (Figura 14) (Taylor & Brown, 1999). Um
segundo sitio “aniénico” que se tornou conhecido como sitio anibnico periférico
(peripheral anionic site - PAS) foi proposto com base na ligacdo de compostos bis
quaternarios. Sugere-se que este sitio periférico possa estar envolvido na acédo de
determinados inibidores da enzima ou na inibicdo por excesso de substrato (Nunes-
Tavares et al., 2002; Silman & Sussman, 2005). A ocupacao do sitio periférico afeta
a conformacdo do centro ativo e também a configuracdo ou a afinidade dos
compostos ligados ao centro ativo.

Estudos a partir de mutagénese dirigidas a sitios especificos tém descrito
muitas das caracteristicas da ligacdo da acetilcolina a enzima AChE, principalmente
em relagcdo ao sitio periférico, que parece ser fundamental para algumas das
funcBes ndo-classicas da enzima (Soreq & Seidman, 2001).

Peripheral
binding site

Choline
binding
Active site
oo

Active site

Figura 14- Sitio esterasico contendo a triade catalitica, externamente o sitio periférico
anibnico (PAS) (adaptado de Soreq & Seidman, 2001)
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2.7.5 Sistema colinégico versus endotélio

Um fato bem documentado € o de que a ACh atua como mediador de
efeitos no endotélio vascular, como por exemplo na geracdo do fator de
relaxamento derivado do endotélio. Kirkpatrick et al. (2001) com base em
experimentos com células endoteliais em cultura de tecido, demonstraram a
existéncia de elementos essenciais do sitema colinérgico: ChAT, ACh e VAChT
(vesicula transportadora de acetilcolina) no endotélio humano. A capacidade de o
endotélio responder a ACh depende da expressédo dos receptores colinérgicos
(AChR), os quais podem ser muscarinicos (mMAChR) ou nicotinicos (nAChR). O
trabalho pioneiro de Furchgott & Zawadzki (1980, apud Kirkpatrick et al., 2001)
demonstrou que a interacdo da ACh com o mAChR leva a producdo de um
vasodilatodor pelo endotélio, atualmente aceito como 6xido nitrico. A liberacédo da
ACh a partir das células endoteliais pode ter efeito protetor contra a hipoxia,
através da atividade vasodilatadora da ACh, conforme sugerido por Parnavelas et
al. (1985, apud Kirkpatrick et al., 2001).
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Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de manuscritos, 0s quais se encontram aqui organizados. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas,
encontram-se nos proprios manuscritos. As apresentacbes estdo baseadas na
versdao submetida a publicacdo na revista European Journal of Neurology
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Abstract

Ischemic stroke is a leading cause of mortality and disability particularly in the
elderly. We investigated changes in oxidative status in patients diagnosed with the
acute and chronic stage of ischemia as well as hypertension. We determined the
catalase activity in blood, reduced glutathione (GSH) in erythrocytes, TBARS and
protein carbonyl content from serum samples of the patients. The oxidative profile of
lipids and proteins represented by MDA content and protein carbonylation,
respectively, showed increased levels in the acute phase of ischemic stroke as well
as in the hypertensive group, when compared to the control. Catalase activity and
GSH levels in acute patients also were higher than in the hypertensive and control
groups. No difference was found in the catalase activity in patients from the chronic
stage of stroke and hypertensive groups (p< 0.05). The results suggest increased
antioxidant defense as a compensatory mechanism in consequence of the
overproduction of reactive oxygen species (ROS) after acute stroke. We also
demonstrated that hypertension itself, acts like a prevalent risk factor of stroke,

contributing to oxidative cellular damage.

Abbreviations

ATP, adenosine triphosfate; CAT, catalase; CNS, central nervous system; CT,
Computed Tomography; DM, diabete melittus; GSH, reduced gluthatione; GSHPX,
glutathione peroxidase; HT, hypertension; MDA, malondialdehyde; ROS, reactive

oxygen species; SOD, superoxide dismutase.
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1. Introduction

The central nervous system (CNS) has a high rate of oxygen metabolism and,
because of its strict aerobic glucose metabolism, is totally dependent on an adequate
arterial blood flow (1). If this flow is disrupted for even a short period of time the result
is cell damage or death (2). There are many causes for this disruption and these are
collectively referred to as stroke (3). Stroke has been classified as hemorrhagic or
ischemic form based on the pathology of the underlying focal brain injury (3). The
latter form is one of leading causes of death worldwide, representing a huge public
health concern (4). The damage is caused by a reduction or complete blockage of
blood flow to parts of the brain tissue (1).

Risk factors for ischemic strokes are multiple and combined: age,
hypertension (HT), cigarette smoking, atrial fibrilation, hyperlipidemia and diabete
melittus (DM) (4). In recent years, the identification of molecules contributing to
neuronal death, particulary apoptosis, has thrown light on the pathogenesis of brain
damage after ischemic stroke (1, 5). Oxidative stress is believed to be one of the
mechanisms taking part in neuronal damage in stroke (6). This situation results from
an imbalance between the free radicals production, in particular reactive oxygen
species (ROS), and the ability of the organism to defend against them, leading to
progressive damage (5). These species lead to the oxidative damage of cellular
macromolecules, such as lipids, proteins and nucleic acids (7).

During cerebral ischemia, a number of events predispose the brain to form
ROS, such as decrease in adenosine triphosfate (ATP) levels, loss of Ca*
homeostasis, excitotoxicity, alteration of arachidonic acid metabolism, mitochondrial
dysfunction, acidosis and edema (1,8). In the course of reperfusion, events

associated with the blood reflow also result in an overproduction of ROS (6). Thus,
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the antioxidant enzymatic activity of the tissue, affected by ischemia-reperfusion, i
particularly important as the primary endogenous defense against free radicals
induced injury (9).

Some biological substances that might be potential peripheral markers in stroke have
been investigated, since it is difficult to directly measure free radical and oxidized
molecules in the human brain (10). Significant increases in lipoperoxidation products
or decreases of some antioxidants in plasma have been reported in stroke patients,
and the presence of oxidative stress in stroke has been judged by these indices (5).
One of the well known lipoperoxidation products is malondialdehyde (MDA) (5). In
several studies, higher serum MDA levels were shown in acute stroke patients (11-
13).

Proteins are considered to be the most susceptible target for oxidative
modification. Because of the role of such molecules as enzymatic catalysts, their
damage may impair their activity (14). Free radicals induce damage to the
susceptible side chain of amino acids, which leads to the creation of aldehyde or keto
residues, defined as CO products (15). Protein carbonyl content is currently the most
general indicator and commonly used marker of protein oxidation (16).

A sensitive balance between the generation and neutralization of oxidants by
different intra and extracellular defense mechanisms helps to protect vital cell
components (17-18). Circulating scavenging antioxidants with a high redox potential,
such as reduced glutathione (GSH) as well as intracellular antioxidant enzymes, such
as glutathione peroxidase (GSHPx), superoxide dismutase (SOD) and catalase
maintain this equilibrium (19). The antioxidant activity of plasma and erythrocytes
may be an important factor providing protection against neurological damage caused

by stroke-associated oxidative stress (20).
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According to Casado and colleagues (21) in an early publication, catalase
activity was increased in the acute phase of stroke and there was also a relationship
found between the activity of this antioxidant enzyme and the degree of neurological
deficit.

Therefore, our study aimed to verify lipid peroxidation, using the thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) content determination; protein oxidative profile,
using protein carbonyl assay; and antioxidant defense, using catalase and reduced
glutathione levels as parameters. The study was carried out with patients who had
been diagnosed with cerebrovascular ischemic accident, both acute and chronic, as
well as another group composed of hypertensive subjects. It is important to note that
we judged the combined analysis of the groups mentioned above to be essential, as
hypertension is the most important risk factor in strokes, being that it is present in

70% of all the strokes.

Patient and Methods
Patient selection

The chronic stroke group was constituted of 18 out-patients from the
Neurology Out-patient Center of the Federal University of Santa Maria Hospital with a
history of stroke of more than six months earlier and that presented mainly motor
damage.

The acute group consisted of 9 patients with clinical symptoms of ischemia,
admitted to the emergency room of the above mentioned hospital within a few hours
after the onset of neurological deficit. On admission, all patients underwent full

physical and neurological examinations. The Computed Tomography (CT) scan of
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the brain was performed to exclude the possibility of intracranial hemorrhage. Blooc
samples were taken up to seven days after the diagnosis.

Vascular risk factors, including hypertension, diabetes and smoking habits
were recorded for each patient. Some of the individuals in the acute and
convalescent phase of ischemic stroke were also using antihypertensive drugs,
and/or insulin, and/or statins.

The third group was composed of 18 hypertensive subjects, selected from the
Assistance Program for Hypertensive Patients, who had been previously diagnosed
with moderate hypertension and were using antihypertensive drugs. The patients
included in this study were of both sexes and with similar ages.

The control group included 20 healthy individuals (age range 38-60 years)
that were of similar ages. None of the subjects in the control group were taking any
pharmacological therapy or were suffering from any inflammatory process or
malignant disease. The study was approved by the Human Ethical Committee of the
Federal University of Santa Maria, protocol number 96/05, Brazil. All the participants
signed free consent before the blood was collected. The patient’s general

characteristics are shown on Table 1.

Sample collection

The blood was collected in vaccuntainer tubes without anticoagulant system,
centrifuged at 5000 rpm for 10 min, the precipitated was discarded and the serum
was used to make the TBARS and the protein carbonyl analysis. For the catalase
activity, the blood was collected in citrated vaccuntainer tubes and the total blood
was diluted 1:10 in saline solution to make the determination. For reduced

glutathione determination, we collected the blood using EDTA as anticoagulant, the
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sample was centrifuged (5.000 rpm for 10 min) and the erythrocytes were used tc

execute the determination.

Determination of Lipid peroxidation

The lipid peroxidation was estimated by the measurement of thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) in serum samples by modifications of the method of
Jentzsch et al. (22). In short, 0.2 mL of serum was added to the reaction mixture
containing 1 mL of 1% orto-phosphoric acid, 0.25 mL alcaline solution of
thiobarbituric acid —TBA (0.1 mol/L) (final volume 2.0 mL) followed by 45 min heating
at 95°C.

After cooling, samples and standards of malondialdehyde were read at 532
nm against the blank of the standard curve. The results were expressed as nmol

MDA/mL. The biochemical data are expressed as mean + SD.

Carbonilation of serum protein

The carbonylation of serum proteins was determined by modifications of the
Levine’s method (23). Firstly, from 1 mL of serum, the proteins were precipitated
using 0.5 mL of 10% trichloracetic acid (TCA) and centrifuged at 5000 rpm for 5 min
discarding the supernatant. One half milliliter of 10 mmol/L 2,4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH) in 2 mol/L HCI was added to this precipitated protein and incubated at room
temperature for 30 min. During the incubation time the samples were mixed
vigorously every 15 min. After the incubation time, one half milliliter of 10 % TCA was
added to the protein precipitated and centrifuged at 5000 rpm for 5 min. After
discarding the supernatant, precipitates were washed twice with 1 mL of

ethanol/ethilacetate (1:1), each time centrifuging out the supernatant in order to
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remove the free DNPH. The precipitate was dissolved in 1.5 mL of protein dissolving
solution (2g SDS and 50 mg EDTA in 100 mL 80 mmol/L phosphate buffer, pH 8.0)
and incubated at 37°C water bath for 10 min. The color intensity of the supernatant
was measured using spectrophotometer at 370 nm against 2 mol/L HCI. Carbonyl
content was calculated by using molar extinction coefficient (21X10° /mol™ cm™) and

results were expressed as nmol/mg protein.

Catalase activity

The determination of catalase activity was done by maodifications in the
method of Nelson and Kiesow (1972) (24). This assay involves the change in
absorbance at 240 nm due to the catalase dependent decomposition of hydrogen
peroxide (H20;). Aliquot (0.02 mL) of blood was homogenized in potassium
phosphate buffer, pH 7.0. The spectrophotometric determination was started by the
addition of 0.07 mL of aqueous solution of hydrogen peroxide 0.3 M. The change in
absorbance at 240 nm was measured for 2 min. The catalase activity was calculated
using molar extinction coefficient (0,0436 cm? /umole) and the results were

expressed as pmoles/mg protein.

Reduced glutathione levels

GSH was determined by the method of Ellman (1959) (25) in erythrocytes (0.3
mL) hemolyzed by 10% Triton X-100 (0.1 mL) and, after 10 min, precipitated with 0.2
mL of 20% TCA. After centrifugation at 5,000 rpm for 10 min, the supernatant
aliquots were reacted to 50 uL of 10 mM of 5-5-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)

(DTNB) and the reaction product was read at 412 nm. The curve was done to
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calculate the factor using cystein as standard. GSH content was expressed a:

umol/mL of erythrocyte.

Protein determination
Protein was determinated by the method of Bradford (1976) (26) using bovine

serum albumin as standart.

Statistics
The results comparisons were analyzed by one-way ANOVA followed by

Duncan’s multiple range test. Effects were considered significant when p<0.05.

Results
Lipid peroxidation

The hypertensive group demonstrated increased MDA content when
compared to the control, however, it was statistically lower when compared with
acute or chronic ischemia groups (p<0.05) (Figure 1). No significant difference was

found between the acute and chronic patients.

Protein Carbonyl content

Protein oxidation, determined by protein carbonyl content in serum samples, is
shown in Figure 2. The hypertensive group presented increased protein carbonyl
content when compared to the control and chronic ischemic groups, in spite of the
fact that the majority of the subjects in the chronic stage had been hypertensive
beforehand. Patients diagnosed with acute stroke showed higher levels of oxidatively

modified proteins than the control, hypertensive or chronic ischemia groups (p<0.05)



Antioxidant Catalase Activity

The catalase activity in acute ischemia was increased when compared to the control,
hypertensive and chronic stroke patients (p<0.05). No significant difference was
observed between the hypertensive and chronic patients and the other two groups

(Figure 3).

Levels of Reduced Glutathione (GSH)
Patients in the acute and chronic groups showed GSH levels higher than the

control and hypertensive groups (p<0.05) (Figure 4).

Discussion

The brain is vulnerable to oxidative stress due to its high amount of
polysaturated fatty acids, low repair mechanism capacity and non-replicating nature
of its neuronal cells. It has been demonstrated that almost 2-5% of the electron flow
of the respiratory chain in isolated brain mitochondria produces superoxide anion and
hydrogen peroxide (H203) (2). It is assumed that oxidative stress contributes to the
initiation and development of stroke through different mechanisms: excitotoxicity,
resulting in cellular enzyme activation and ROS generation (5).

Critical ischemia leads to the production free radicals at high concentrations,
exceeding the antioxidant capacity of the human body, which in turn leads to the
death of ischemic tissues (27). ROS may contribute to brain injury by directly
attacking macromolecules, including proteins, lipids and DNA or indirectly by

affecting cellular signaling pathways and genes (28).
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Lipid damage induces the phenomenon known as lipoperoxidation, whict
culminates in MDA formation. There are several studies demonstrating high serum
MDA levels in the acute phase of stroke (11-13), but there are only a few studies
addressing the level of lipoperoxidation products in the chronic stage of stroke with
conflicting results (29, 30).

Prevalent risk factors of stroke contribute to oxidative cellular and tissue
damage (5). Since there is a close relation between lipoperoxidation products and
HT, DM, dyslipidemia and atherosclerosis, which are frequently present in stroke
patients, high serum MDA levels detected in these individuals could be present
regardless of stroke (31).

Our results showed increased MDA levels in the hypertensive group,
demonstrating that hypertension in and of itself was responsible for this increase.
However, patients during acute stroke and the convalescent (chronic) stage of
ischemia revealed higher MDA levels than those for the hypertensive group and
control subjects. Thus, we demonstrated that ischemia itself may be responsible for
causing elevated serum MDA levels as well as hypertension and that this increase
may not be caused only by hypertension as the greater risk factor for this disease.
Our findings in the chronic phase of stroke are in accordance with the study of
Alexandrova et al. (2003) (30), and we agree with the interpretations of the authors
when they say that the observed contradiction might be a result of stroke
heterogeneity, risk factors and methodology used in the studies.

Proteins are possibly the most immediate vehicle for inflicting oxidative
damage on cells. The importance of the oxidative modification of proteins and the
formation of carbonyl groups in their side chains of amino acids has been widely

studied during the last few years (15). The formation of protein carbonyl seems to be
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a common phenomenon during oxidation, and their quantification may be used tc
measure the extent of oxidative damage (16). Oxidatively modified proteins are
chemically stable products, a fact that is very important for their detection and for
storage of the samples (16).

Our findings confirm results from the literature indicating that ischemia has a

significant influence on the process of oxidative damage to proteins (32). Our study
revealed significant increased protein carbonyl content both in hypertensive and
acute ischemic group and this latter presented higher level of the protein oxidation
than the hypertensive patients.
According to Chang and colleagues (33), no significant difference in protein
carbonylation concentration was found in ischemic stroke patients 24 hours before
and after the clinical event. Differently from these authors (33), we verified an
increased protein carbonylation content in the acute event. Unexpected lower protein
carbonyl content was found in patients in the convalescent (chronic) stage when
compared to the hypertensive group.

Circulating scavenging antioxidants with a high redox potential, as well as
intracellular antioxidant enzymes, are part of the protection mechanisms that
overcome oxidative stress (17). The role of endogenous defense mechanisms,
including antioxidant enzymes in stroke, is controversial (34). On the other hand, the
amount of oxidative stress and the acute changes of the antioxidant capacity may
influence the prognosis of cerebral ischemia (35). Enhanced antioxidant capacity
after acute stroke, therefore, may protect against the adverse effects of free radical
production during ischemia and reperfusion (36).

According to Alexandrova et al. (37), blood antioxidant defense was altered in

stroke patients, where an increased activity of two enzymes, catalase (CAT) and
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glutathione peroxidase (GSHPXx), was registered during the entire acute phase o
stroke, regardless of its severity. The results also showed that patients who had
taken antihypertensive drugs for a long time had a lower catalase activity level.

Our results are in accordance with the study cited above, showing an
increased activity of catalase in the blood in the acute phase of the pathology. We
agree that catalase plays an important role in the acquisition of tolerance to oxidative
stress in the adaptive response of cells (38). Hypertensive patients and those in the
chronic stage of stroke showed that catalase activity remained unchanged in
comparison with the control group. We consider that the established increase in
catalase activity in the acute clinical event probably is not be due to the use of
antihypertensive drugs, since their effect is an opposite one. Moreover, patients both
in the hypertensive and chronic groups make use of similar drugs, but demonstrate
primary endogenous defense against oxygen free radicals.

GSH is a free radical scavenger and a proton donor for GHSPx and known to
play a neuroprotective role (39). Reduced GSH levels have been found in a number
of neurodegenerative diseases with states of oxidative stress, as well as in the
process of normal aging (39). Zimmermann et al. (17) showed elevated GSH levels
during the first hours after acute stroke, and also reported that more than half of the
age-and-risk-matched patients with a history of stoke in the 12 months previous to
the study showed GSH levels below the normal range. Our study revealed increased
GSH levels in acute and chronic ischemic groups when compared to hypertensive
patients, who showed significantly lower GSH levels than ischemic subjects. These
results demonstrated that even after a ischemic event the organism increase the

GSH levels as a tentative of antioxidant defense.
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In conclusion, the oxidative profile of lipids and proteins, represented by MD/
content and protein carbonylation, respectively, were increased in both the acute
ischemic stroke and in the hypertensive group when compared to the controls.

This study suggests that in the acute phase, free radicals and ROS are directly
involved in biological cell damage. However, the high serum MDA levels detected in
patients with chronic stroke is probably independent of the CNS lesions, and could
be related with risk factors of stroke itself, as was demonstrated by the hypertensive
group results.

Antioxidant defense, estimated by catalase activity and GSH levels,
demonstrated a significant increase in acute ischemic patients. We believe that these
plasmatic and erythrocyte antioxidant changes play a role as neuroprotective agents
in stroke, since there is evidence supporting the occurrence of oxidative stress during
ischemia.

The elevated GSH levels in the convalescent stage of stroke may have
marked protective effects against oxidative damage by means of its direct antioxidant
effects. Thus, our study demonstrated a compensatory mechanism in acute and
chronic ischemic stroke patients.

Finally, we demonstrated that hypertension acts as a prevalent risk factor of
stroke, contributing to oxidative cellular damage.

The most important relevance of this study was in that it included patients of
both acute and convalescent stages of ischemic stroke, revealing the oxidative profile
in different phases of cerebrovascular accident and the influence of the major risk

factor, hypertension, in this pathology.
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Characteristic Control Hypertensive Acute Stroke Chronic Stroke
(N=20) (N=18) (N=9) (N=18)
Age range (years) 38-60 46-77 49-76 43-75
Smoking 3 4 4 8
Hypertension 0 18 6 14
Diabetes mellitus 0 3 3 4

" N, number of patients. All determinations were done in samples obtained

from all patients included in each groups.
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Legends

Fig 1. MDA levels in hypertensive and acute and chronic ischemia groups. Each
column represents mean + S.E. Duncan’s multilple range test. groups that show

different letters are statistically different.

Fig 2. Protein carbonylation content in hypertensive and acute and chronic ischemia
groups. Each column represents mean = S.E. Duncan’s multilple range test: groups

that show different letters are statistically different.

Fig 3. Catalase activity in hypertensive and acute and chronic ischemia groups.
Each column represents mean + S.E. Duncan’s multilple range test: groups that

show different letters are statistically different.

Fig 4. GSH levels in hypertensive and acute and chronic ischemia groups. Each
column represents mean + S.E. Duncan’s multilple range test: groups that show

different letters are statistically different.

18. Lapenna D, Gioia S, Ciofani G et al. Antioxidant properties of ticlopine on human

low density lipoprotein oxidation. FEBS Letters 1998; 436: 357-360.
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Brain tissue has a relatively high consumption of oxygen and glucose, anc
depends almost exclusively on oxidative phosphorylation for energy production.
Focal impairment of cerebral blood flow restricts the delivery of substrates and
impairs the energy required to maintain ionic gradients (Martin et al. 1994). There are
many causes for this disruption and these are collectively referred to as stroke
(Zemke et al. 2004). Ischemic stroke results from a transitory or permanent reduction
of the cerebral blood flow that is restricted to the major brain artery (Lo et al. 2003;

Zemke et al. 2004).

Risk factors for ischemic strokes are multiple and combined: age,
hypertension, cigarette smoking, atrial fibrilation, hyperlipidemia and diabetes
(Cubrilo-Turek 2004). Ischemic stroke is the leading cause of death and long-term
disability in industrialized countries. The majority are not fatal and survivors are at a
high risk of subsequent vascular complications and new vascular accidents
(Alexandrova & Bochev 2005).

Dementia has become a major public health issue due to the increase of
elderly people in the population. Apart from Alzheimer’s disease (AD), vascular
dementia (VaD) is the second largest cause of dementia in the elderly, representing
15-20% of all cases worldwide (Roman 2003). VaD is a common clinical syndrome of
intellectual decline and results from ischemic or hemorrhagic cerebrovascular
disease (CVD), as well as from hypoperfusive ischemic cerebral injury resulting from
cardiovascular and circulatory disorders (Roman 2004).

Patients with VaD often show changes in mood and personality, apathy and
lack of activity, depressive features, crying spells, perplexity and confusion when
doing simple chores. Cognitive impairment in VaD usually has an abrupt onset and

cognitive abilities decline over time, generally in a stepwise or fluctuating manner that
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may relate to recurrent strokes (Roman 2005). There is growing evidence that the
cholinergic system is involved in VaD (Grantham & Geerts 2002). In fact, deficits in
cholinergic markers have been documented in human cases of VaD, regardless of
any concomitant AD pathology (Grantham & Geerts 2002; Roman 2005).

Cholinergic mechanisms play a role in the modulation of regional cerebral
blood flow (Sato et al. 2001). Moreover, Kirkpatrick and colleagues (2005)
demonstrated the existence of essential cholinergic elements such as ChAT (choline
acetyltransferase), VAChT (vesicular acetylcholine transporter) and ACh in the
human endothelium.

The literature data have demonstrated that one of the main mechanisms
responsible for appropriate cholinergic function is performed by the
acetylcholinesterase (AChE) enzyme (Appleyard 1992). It plays an established role in
cholinergic transmission by hydrolyzing, and thus terminating the action of the
transmitter acetylcholine (ACh) (Schetinger et al. 1996; Soreq & Setman 2001).
Furthermore, high levels of AChE activity are found in non-neuronal tissues such as
erythrocytes, platelets and lymphocytes (Rakonezay et al. 2005).

Red blood cell acetylcholinesterase (RBC— AChE) is easily obtained from
humans and presents a structure and mechanistic property similar to brain synapse
AChE (Thiermann et al. 1997; Worek et al. 1997). Therefore, it is possible that AChE
activity is related to both the mechanisms involved in the response to hypertension
and ischemic stroke and those involved in their adaptive and compensatory effects.

As hypertension is present in 70% of all the strokes (Cubrilo-Turek 2004), we
considered the analysis of the influence of hypertension to be of extreme importance.

Therefore, our study aimed to evaluate the activity of AChE in red blood cells in
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patients diagnosed with ischemic stroke, both acute and chronic, as well as subjec
diagnosed with hypertension alone.

For this study, we selected 22 patients from the Neurology Out-patient Center
of the Federal University of Santa Maria Hospital to form the chronic group. The
acute group consisted of 9 patients with clinical symptoms of ischemia, admitted to
the emergency room of the above mentioned hospital within a few hours after the
onset of the neurological deficit. The Computed Tomography (CT) scan of the brain
was performed to exclude the possibility of intracranial hemorrhage. The third group
was composed of 18 hypertensive subjects, selected from the Assistance Program
for Hypertensive Patients, who had been previously diagnosed and were using
antihypertensive drugs. The control group included 20 healthy individuals whose
ages (38-60 years) were similar to patients in other groups. The study was approved
by the Human Ethical Committee of the Federal University of Santa Maria, protocol
number 96/05, Brazil. All the participants signed free consent before the blood was
collected. Vascular risk factors, including hypertension (HT), diabetes mellitus (DM)
and smoking habits were recorded for each patient. Some of the individuals in the
acute and convalescent phase of ischemic stroke were also using antihypertensive
drugs, and/or insulin, and/or statins. The patient’s general characteristics are shown
in Table 1.

The blood was collected in vaccuntainer tubes using EDTA as anticoagulant.
The samples were hemolized with phosphate buffer 0.1M, pH 7.4 containing Triton X
-100 (0.03%) and stored at -20 °C for one week.

Erythrocyte AChE activity was determined by the method of Elmann et al.

(1961) modified by Worek et al. (1999). The specific activity of erythrocyte AChE was



calculated from the quotient between AChE activity and hemoglobin content and the
results are expressed as mU/u mol Hb.

According to Table 1, the main risk factors for ischemic stroke, HT, DM and
smoking, are present in all groups of this study. AChE activities are shown in figure 1.
One-way ANOVA revealed a significant effect of these pathologies on enzyme
activity [F(3,65)=28.607; p<0.001]. Duncan’s post hoc comparisons showed that the
activity of erythrocyte AChE from acute ischemic patients was significantly higher
than that presented by the control, hypertensive and chronic stroke patients (p<0.05).
No significant difference was observed between the chronic and control groups. The
hypertensive group presented AChE activity significantly lower than the other groups.

Stroke is a complex disease originating and developing around the
background of genetic predisposition and the interaction between different risk
factors that chronically damage blood vessels (Alexandrova & Bochev 2005). It is a
problem of social significance and economic consequence since nowadays there are
over 50 million stroke survivors in the world (Alexandrova & Bochev 2005).

There is strong evidence from both animal studies and patients with VaD to
suggest that impairment of cholinergic function may underlie the symptoms of VaD
(Roméan 2005). Our study revealed higher activity of erythrocyte AChE in patients
with acute ischemia in comparison to the other patients. ACh has been shown to
have prominent effects on cerebral blood flow (CBF) (Sato et al. 2001). On the other
hand, the synthesis of this transmitter is limited by the availability of its precursors,
choline (Ch) and acetylCoA, both of which are influenced by the rate of CBF. A
certain level of basal ACh release may be necessary to maintain normal levels of
CBF, as evidenced by Scremin and Jenden (1996). In pathological conditions such

as cerebral ischemia, in which the activity of phospholipase is accelerated, the
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enhanced free tissue Ch concentration may further decrease cerebrovascula
resistance and preserve CBF levels by promoting the synthesis and release of ACh.
Thus, a decline in cholinergic function may help explain the greater morbidity of
cerebral ischemia in aging (Scremin & Jenden 1996).

We suggest that the disruption of blood flow that occurs in acute event may be
a consequence of the decrease in ACh levels in blood vessels and endothelium cells
due to enhanced AChE activity.

Moreover, cholinesterase inhibitors (ChE-l) are widely approved for the
symptomatic treatment of patients with mild to moderate AD. The application of ChE-I
is based on the cholinergic hypothesis of AD, which claims that AD leads to the
deterioration of cholinergic neurotransmission in the cerebral cortex (Lojkowska et al.
2003). There is also increasing evidence to suggest that patients with VaD exhibit
cholinergic deficits as well, and that they may benefit from cholinergic replacement
therapy (Kumar et al. 2000). It is probable that the increased levels of ACh in the
brain after ChE-l treatment may aid in the cholinergic regulation of CBF, resulting in
its increase (Lojkowska et al. 2003).

We demonstrated that AChE activity in erythrocyte in the chronic ischemic
group was similar to that found in the control subjects. This suggests a probable
adaptive mechanism in AChE activity in red blood cells in order to maintain adequate
levels of ACh in blood vessels. ACh plays an important role in the modulation of
regional blood flow in the brain and thus may be a factor in the improvement of
energy metabolism in ischemic regions.

Hypertension is one the most important risk factors for stroke and coronary
heart disease, and it is an important risk factor for vascular dementia (Breteler 2000).

Our study showed a decrease in erythrocyte AChE activity in the hypertensive group.
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We believe that hypertensive vascular pathology may trigger off a compensatc
mechanism, increasing the concentration of the neurotransmitter ACh in the blood,
since cognition and cerebral blood flow control are intrinsically linked to the
functioning of the central cholinergic system (Roman & Kalaria 2005). There is
relatively little research into the pathoneurochemical changes that occur between the
acute and chronic phases of ischemia.

In conclusion this study showed that ischemia, despite being located in the
brain, can alter peripheral markers such as erythrocytes, as observed in this study by
measuring RBC-AChE. This work also revealed that ischemia had a modulator effect
on AChE activity in erythrocytes, in an attempt to maintain adequate levels of the
neurotransmitter ACh. Furthermore, this effect was shown to differ for the acute and

chronic stages of ischemia.
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General characteristics of patients
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Characteristic Control Hypertensive Acute Stroke Chronic Stroke
(N=20) (N=18) (N=9) (N=22)

Age range (years) 38-60 46-77 49-76 43-75

Smoking 3 4 4 8

Hypertension 0 18 6 14

Diabetes mellitus 0 3 3 4

"N, number of patients.
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Legends

Fig 1. Erythrocyte AChE activity in hypertensive and acute and chronic ischemic
groups. Each column represents mean = S.E. Duncan’s multiple range test: groups

that show different letters are statistically different.
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4. DISCUSSAO

O acidente vascular cerebral € uma patologia complexa desenvolvida a partir
de antecedentes de predisposicdo genética e interacdo entre diferentes fatores de
risco que cronicamente causam dano aos vasos sanguineos (Alexandrova &
Bochev, 2005).

Esta bem estabelecido, que mesmo sob condig¢des fisioldgicas, o0 metabolismo
neuronal e glial produz EROs (Halliwell, 1992). O encéfalo mostra-se particularmente
vulneravel ao estresse oxidativo; devido ao fato de conter altas concentracdes de
ferro, o qual participa na catélise de radicais livres, ser rico em lipideos com acidos
graxos insaturados e possuir baixo sistema protetor antioxidante (Margaill et al.,
2005). Apds o evento isquémico e particularmente durante a reperfusao tecidual, a
excessiva producdo de radicais livres, superando a capacidade antioxidante, esta
diretamente associada ao dano neuronal (Margaill et al., 2005). As EROs podem
contribuir para a morte neuronal atacando macromoléculas como lipideos, proteinas
e acidos nucléicos (Sugawara et al., 2002).

A medida do MDA, um dos bem conhecidos produtos da lipoperoxidacao
(Alexandrova & Bochev, 2005; Cherubini et al., 2005) vem sendo usada como
marcador da condigcdo oxidativa. Existem varios estudos demonstrando niveis
elevados de MDA sérico em pacientes durante a fase aguda do AVCi quando
comparados com controles saudaveis (Demirkaya et al., 2001; Polidori et al., 2002;
Bolokadse et al., 2004). No entanto h& poucos trabalhos monitorando o nivel de
produtos da lipoperoxidacdo no estagio convalescente desta patologia (Wher et al.,
2000; Alexandrova et al., 2003).

O presente estudo mostrou niveis de MDA sérico aumentados no grupo
hipertenso, demonstrando que este fator de risco per se foi responsavel por tal
aumento, contribuindo para o dano oxidativo celular e tecidual. Entretanto, pacientes
durante a fase aguda, assim como no estagio convalescente do evento isquémico,
revelaram niveis mais altos de MDA sérico do que aqueles encontrados no grupo
hipertenso e no controle. Assim, estes resultados demonstraram que niveis elevados
de MDA sérico foram independentes da elevagdo pelo tradicional fator de risco,
hipertensdo. Os achados na fase cronica do AVCi estdo de acordo com o estudo de
Alexandrova et al. (2003) e concorda com as interpretacdes dos autores quando

sugerem que as contradicdes observadas em estudos prévios podem ser resultado
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da heterogeneidade do acidente vascular, de fatores de risco e da metodologi:
usada.

Diferentes tipos de modificacdo oxidativa de proteinas podem ser induzidas
diretamente por EROs ou indiretamente por reacdes de produtos secundéarios do
estresse oxidativo (Donne et al., 2003). A importancia da modificacdo oxidativa de
proteinas e a formacdo de grupos carbonil (CO) na cadeia lateral de aminoacidos
suscetiveis vém sendo largamente estudados. A formacdo da proteina carbonil
parece ser um fendmeno comum durante a oxidagdo e sua quantificacdo pode ser
usada como um biomarcador do dano protéico (Donne et al., 2003).

Este estudo confirma os resultados encontrados na literatura, indicando que
a modificacdo oxidativa de enzimas e proteinas estruturais desempenha um papel
importante na etiologia e/ou avanco de varias doengcas humanas como revisado por
Donne et al. (2003). Ainda, verificou-se aumento no conteudo de proteina carbonil
no grupo hipertenso e nos pacientes pertencentes a fase aguda da patologia
cerebrovascular isquémica, quando comparados com 0 grupo isquémico crbnico e
controle. Diferentemente dos resultados demonstrados por Chan et al. (1998) este
estudo revelou um aumento no conteudo de proteina carbonil no grupo isquémico
agudo, o qual apresentou niveis mais altos de oxidacdo protéica também em relacao
aos pacientes hipertensos. Inesperadamente, o contetdo de proteina carbonil
encontrado em pacientes durante o estagio convalescente do AVCi foi menor que o
do grupo hipertenso, apesar da maioria dos pacientes apresentar hipertensao prévia.

Os antioxidantes com alto potencial redutor, assim como as enzimas
antioxidantes intracelulares sao parte do mecanismo de prote¢ao do organismo a fim
de superar a formacdo de espécies pro-oxidantes durante a isquemia/reperfusao
(Zimmermann et al., 2004). Acredita-se que a capacidade antioxidante do plasma e
dos eritrocitos pode desempenhar um papel importante contra o dano neurolégico
causado pelo estresse oxidativo associado ao AVCi (Leinonen et al., 2000).

De acordo com Alexandrova et al. (2004), a capacidade antioxidante
sanguinea foi modificada na fase aguda do acidente cerebrovascular isquémico,
verificada pelo aumento da atividade das enzimas CAT e GSHPX, independente da
severidade do infarto. Os resultados também mostraram que pacientes que fazem
uso de farmacos antihipertensivos por longo periodo de tempo apresentaram menor
atividade da enzima CAT. Os resultados deste estudo estdo de acordo com o0s

citados acima, revelando um aumento na atividade da CAT em sangue total de
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pacientes na fase aguda da patologia cerebral isquémica. No grupo hipertenso e nos
pacientes pertencendo ao estagio crénico, a atividade da CAT permaneceu
inalterada quando comparada ao grupo controle. Acredita-se que o0 aumento da
atividade da CAT durante o evento agudo atua como defesa enddgena primaria
contra a producéo de EROs pela isquemia/reperfusao.

A GSH é um antioxidante ndo-enzimatico e atua como um doador de prétons
na reacao catalisada pela GSHPx (Gul et al., 2000). Sabe-se que niveis diminuidos
de GSH vém sendo encontrados em inumeras doengas neurodegenerativas em
estado de estresse oxidativo assim como no processo normal do envelhecimento
(Zimmermann et al., 2004). Este estudo revelou um aumento nos niveis da GSH em
ambos 0s grupos isquémicos, agudo e crénico, quando comparados aos pacientes
hipertensos e ao grupo controle, demonstrando o efeito protetor contra o dano
oxidativo causado pela isquemia.

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor de grande significado na funcao
do sistema nervoso central e periférico. Este neurotransmissor esta associado com a
fungéo cognitiva, processamento da informagédo sensorial, organizagéo cortical do
movimento e controle do fluxo de sangue cerebral (Fibiger, 1991). Existem
evidéncias crescentes a partir de estudos em modelos animais assim como em
pacientes com deméncia vascular, sugerindo que o prejuizo da funcao colinérgica
esta relacionado com alguns sintomas da deméncia vascular. Este estudo revelou
um aumento da atividade da AChE eritrocitaria na fase aguda do AVCi quando
comparada com o grupo hipertenso, crénico e individuos controle. A sintese da ACh
é limitada pela disponibilidade de seus precursores, colina (Ch) e acetil CoA, os
quais sao influenciados pela velocidade do fluxo sanguineo. Como evidenciado por
Scremin & Jenden (1996), a presenca de niveis basais de ACh pode ser necessaria
para manter niveis normais do fluxo sanguineo cerebral. Dessa forma, o declinio da
funcéo colinérgica pode contribuir para a maior morbidade da isquemia cerebral na
idade avancada (Scremin & Jenden 1996). Sugere-se que o aumento da atividade
da AChE eritrocitaria, levando ao decréscimo dos niveis da ACh nos vasos
sanguineos e células endoteliais, pode ser uma das possiveis causas que contribui
para a interrupcdo do fluxo sanguineo que ocorre no evento isquémico agudo.

O presente estudo demonstrou que a atividade da AChE em eritrécitos no

grupo croénico foi similar aquela encontrada no controle. Isto sugere um provavel
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mecanismo adaptativo da enzima a fim de manter adequados niveis de ACh nos
vasos sanguineos.

A hipertensdo é um dos principais fatores de risco para o acidente vascular e
doencas coronarianas, bem como para a deméncia vascular (Breteler, 2000). Este
estudo mostrou uma menor atividade da AChE no grupo hipertenso, sugerindo que a
patologia vascular hipertensiva pode desencadear um mecanismo compensatorio,
aumentando a concentracdo da ACh, desde que o sistema colinérgico desempenha
um importante papel na modulacdo do fluxo sanguineo cerebral e na cogni¢cédo
(Roman & Kalaria, 2005).

Em resumo, pode-se concluir que apesar de ter localizacédo definida, o evento
isquémico resulta em uma desordem sistémica que provoca altera¢des bioquimicas,
as quais podem ser detectadas perifericamente pela medida de indicadores do

estresse oxidativo e pela atividade da enzima AChE sanguinea.
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5. CONCLUSOES

o O perfil oxidativo de lipideos e proteinas, representados pelos niveis de
MDA e conteudo de proteina carbonil, respectivamente, sugere o aumento da
formacéo de EROs, as quais estao associadas ao dano biolégico celular presente na
fase aguda do acidente vascular isquémico e na hipertensao; suportando a idéia que
esta Ultima atue como um prevalente fator de risco, contribuindo para o dano

oxidativo;

o O aumento dos indicadores de defesa antioxidante, estimado pela
atividade da CAT e pelos niveis de GSH sustentam a ocorréncia do estresse
oxidativo nos pacientes com diagnéstico agudo em conseqiéncia da
isquemia/reperfuséo; acredita-se que o perfil oxidativo observado em pacientes com
diagnéstico de AVCi cronico, verificado pelo aumento dos niveis de MDA sérico e

GSH, esteja relacionado com a presenca dos fatores de risco;

o A atividade da AChE sanguinea apresentou-se inalterada no estagio
convalescente do AVCIi, enquanto que na fase aguda desta patologia, os pacientes
apresentaram maior atividade desta enzima, sugerindo que o acidente vascular
isquémico exerce efeito modulador sobre a AChE eritrocitaria; a menor atividade da
AChE eritrocitaria apresentada pelos pacientes hipertensos, sem AVCIi, sugere que

esta patologia também causa disfunc¢éo do sistema colinérgico em nivel periférico;

o O evento isquémico resulta em uma desordem sistémica que provoca
alteracdes bioquimicas, as quais podem ser detectadas perifericamente pela medida

de indicadores do estresse oxidativo e pela atividade da enzima AChE sanguinea.
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