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RESUMO

O acidente vascular enceféalico (AVE) é uma das principais causas de morte e incapacidade
em todo o mundo, levando a uma série de impactos clinicos e socioecondmicos. Diferentes
mecanismos estdo envolvidos na patogénese do AVE, como a resposta inflamatoria pos
isquemia, que contribui para a expansdo da lesdo cerebral. O receptor do fator ativador de
plaguetas (PAFR) é constitutivamente expresso do tecido cerebral e participa da regulagdo de
muitos eventos, como inflamagédo e mortre neuronal. Em altas concentraces, o fator ativador
de plaquetas (PAF) ativa exacerbadamente seu receptor, que transduz e amplifica a cascata de
sinalizacdo intracelular, levando a quebra da barreira hematoencefalica, formacdo de edema,
recrutamento de células inflamatérias periféricas e morte neuronal. Por meio da utilizacdo de
camundongos C57/BL6, com 9 a 11 semanas de idade, selvagens (WT) e deficientes para
receptor de PAF (PAFR™), investigou-se a relevancia desse receptor durante a isquemia
cerebral global transitoria por oclusdo bilateral das cardtidas comuns (BCCA0). Os
camundongos foram subdivididos em grupos BCCAo0 e sham, sendo estes Gltimos submetidos
aos mesmos procedimentos que os BCCAo0 a excecdo da ocluséo das carotidas. A deficiéncia
de PAFR promoveu reducdo do déficit neuroldgico associada a diminuicdo da area de leséo
tecidual detectada por cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) e da porcentagem da area de
cavitagdes necroticas e da frequéncia de neurdnios isquémicos por analise histomorfométrica.
Além disso, a deficiéncia de PAFR inibiu a ativacdo de caspase-3 clivada e 0 aumento da
permeabilidade vascular e formacdo de edema. Outro achado foi a reducdo dos niveis
cerebrais das citocinas fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 beta (IL-1 B) e da
quimiocina C-X-C ligante 1 (CXCL1) detectada por ELISA nos animais PAFR”- submetidos
a BCCAo0 comparados aos WT também submetidos a BCCAo. Em conjunto, nossos
resultados sugerem que a ativacdo de PAFR é importante no desenvolvimento dos danos

ocasionados pela isquemia cerebral global seguida de reperfuséo.

Palavras chaves: Encéfalo, Isquemia, Reperfusdo, PAFR, PAF, Apoptose, Inflamacao,

Camundongo



ABSTRACT

Stroke is one of the most frequent causes of death and disability worldwide, and can cause a
significant variety of clinical and socioeconomic burden. Different mechanisms are involved
in the pathogenesis of stroke, for example, the inflammatory response after ischemia that
contributes to the expansion of brain injury. Platelet activating factor receptor (PAFR) is
constitutively expressed in the brain tissue and regulates several events, like inflammation and
neuronal loss. Platelet activating factor (PAF) in high concentrations induces the exacerbated
activation of PAF receptor that amplifies intracellular signaling cascades leading to blood-
brain barrier damage, edema formation, recruitment of leukocytes and neuronal cell death.
Using mice C57/BL6 (with 9 to 11 weeks old) wild type and lacking the PAF receptor
(PAFR™), we investigate the relevance of this receptor during experimental transient global
cerebral ischemia and reperfusion by bilateral common carotids occlusion (BCCA0). The
mice were divided into sham and BCCAo0 groups. The sham being subjected to the same
procedures that BCCAO0, except carotid occlusion. PAFR deficiency improved neurological
deficits associated with reduction of infarcted areas analized by triphenyltetrazolium chloride
(TTC) and of the percentage of necrotic cavities areas and frequency of ischemic neurons by
histometric analysis. In addition, PAFR deficiency prevents cleaved caspase-3 activation and
vascular permeability increase and brain edema. Moreover, decreased brain levels of the
cytokines tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha), interleukin-1beta (IL-1beta) and of the
chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (CXCL1) by ELISA were detected in PAFR” BCCAo0
animals compared with WT group. Taking together, our results suggest that PAFR activation

is important for the development of global brain ischemia and reperfusion injury.

Keywords: Brain, Ischemia, Reperfusion, Inflammation, PAFR, PAF, Apoptosis, Mice
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1. INTRODUCAO

O acidente vascular encefalico (AVE) é definido como uma sindrome neuroldgica com
progressdo répida dos sintomas e sinais de perda de funcéo subita, como altera¢cbes motoras,
visuais e de linguagem, de acordo com a regido do encéfalo na qual ocorreu a interrup¢do do
suprimento sanguineo. O encéfalo é um tecido extremamente sensivel a isquemia, isso é tdo
evidente e critico, que até mesmo breves periodos isquémicos podem iniciar uma complexa
sequéncia de eventos, envolvendo neurotoxicidade e inflamacéo, os quais podem culminar em
morte celular (Feuerstein e Wang, 2000; Smeltzer e Bare, 2005; Woodruff et al., 2011). O
AVE é subdividido em isquémico e hemorragico, sendo o isquémico mais prevalente,
englobando, aproximadamente, 87% dos casos e o alvo da maioria dos estudos com
intervengéo farmacologica (Gilgun-Sherki et al., 2002, Ren et al., 2013).

Com relacédo a epidemiologia, trata-se da doenca do sistema nervoso central (SNC) de maior
prevaléncia, mortalidade e morbidade tanto em paises desenvolvidos como em paises em
desenvolvimento, e a segunda maior causa de ébitos no mundo (6.000.000 de mortes anuais).
No Brasil, os dados de dominio publico de Sistema de Saude (DataSUS) apontam a
notificacdo de 750.376 casos de internacdo e de 174.767 casos de morte (23%) por AVES
(isquémicos e hemorragicos) no periodo de 2010 a 2013. Além da alta mortalidade, a doenca
é a maior responsavel pela incapacitacdo em adultos, sobretudo acima dos 55 anos, gerando
um alto gasto para os sistemas de satde (André et al., 2006; Strong et al., 2007; Woodruff et
al., 2011).

A interrupgéo do fluxo sanguineo cerebral, devido a obstrugcdo de um vaso, inicia uma série de
eventos metabdlicos complexos, denominada cascata isquémica. Nesse quadro, 0s neurdnios
tornam-se incapazes de manter a respiracdo mitocondrial aerdbica, que é substituida pela
anaerdbica, gerando grandes quantidades de acido lactico e provocando reducdo do potencial
hidrogenidnico (pH). Além disso, a respiracdo anaerobica leva os neurbnios a produzirem
quantidade insuficiente de adenosina trifosfato (ATP) para fornecer energia aos processos de
despolarizacdo. Assim, os canais de membrana ATP-dependentes que mantém o equilibrio

eletrolitico comecam a falhar e as células entram em disfuncdo (Smeltzer e Bare, 2005).
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A cascata isquémica promove despolarizagdo da membrana celular, ocorrendo aumento
intracelular de célcio e liberacdo de glutamato. Nessa fase, o dano celular é desencadeado,
principalmente, por excitotoxicidade, distdrbios mitocondriais, producéo de espécies reativas
de oxigénio e apoptose. No entanto, em areas em que o fluxo sanguineo ndo é téo
comprometido, surge uma regido denominada penumbra isquémica, que pode sobreviver
durante varias horas e se recuperar caso 0 aporte sanguineo seja normalizado (Amantea et al.,
2009; Tu et al., 2009; Woodruff et al., 2011; Dstergaard et al., 2013).

Paralelamente aos distlrbios metabdlicos ocasionados pelo AVE, ha ativacdo da resposta
inflamatoria. Sabe-se que mediadores inflamatérios desempenham um papel crucial na
fisiopatologia da isquemia cerebral, exercendo tanto efeitos deletérios nas fases iniciais da
inflamacéo, quanto efeitos benéficos durante a recuperacéo e reparagdo. Poucas horas apds a
isquemia, hd aumento dos niveis de citocinas e quimiocinas, da expressdo de moléculas de
adesdo em celulas endoteliais cerebrais, com facilitacdo da migracdo transendotelial de
neutrofilos e monocitos e producdo de radicais livres. Vale lembrar que a reperfusdo também
desempenha um papel importante na liberacdo de radicais livres e amplificacdo da resposta
inflamatdria. Além disso, ha ativacdo de metaloproteinases e de células residentes, incluindo a
micrdglia e os astrocitos. A ativacdo das metaloproteinases promove 0 rompimento da
barreira hematoencefélica e facilitacdo da transmigracao de leucdcitos periféricos (Amantea et
al., 2009; Tuttolomondo et al., 2009; Woodruff et al., 2011).

A micrdglia contribui para a inflamacdo pds-isquémica pela producdo do fator de necrose
tumoral (TNF), interleucina-1 beta (IL-1pB), espécies reativas de oxigénio (EROS) e outros
mediadores inflamatérios. Entretanto, estas células também participam do processo de reparo
pela producéo de interleucina-10 (IL-10) e fator de transformacao de crescimento beta (TGF-
B). Os neutrofilos, por sua vez, liberam EROS, enzimas proteoliticas e citocinas, que, durante
a reperfusdo, podem desempenhar um papel negativo, contribuindo para a expansdo da leséo
tecidual (Witko-Sarsat et al., 2000). Citocinas pro-inflamatdrias, cuja liberacdo também se
encontra aumentada, contribuem para a intensificacdo do dano tecidual isquémico por
aumentar os niveis de mediadores tromboticos endégenos, como o inibidor do ativador do
plasminogénio tecidual tipo 1, o fator tecidual (tromboplastina) e o fator ativador de plaquetas
(PAF) (Thomas et al., 1993; Pantoni et al., 1998; Barone et al., 1999).
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O PAF desempenha um duplo papel no SNC. Assim, quando presente em niveis fisiologicos,
PAF atua na formacdo da memdria e modula a potencia¢do de longa duragdo, aumentando a
plasticidade neuronal. Entretanto, quando produzido em excesso, torna-se um potente
mediador pré-inflamatdrio (Aspey et al., 1997; Bozlu et al., 2007; Belayev et al., 2008).
Segundo Panetta et al. (1989), os niveis de PAF cerebral em gerbilos aumentaram em resposta
a cinco minutos de oclusdo bilateral das cardtidas em estagios iniciais de reperfusdo, o que
pode ser inibido pelo antagonista de PAF BN52021. Alguns modelos animais de isquemia e
reperfuséo, envolvendo o tratamento com antagonistas do receptor de PAF tém mostrado
resultados promissores. O efeito neuroprotetor de inibidores do PAF foi demonstrado em
lesdo cerebral isquémica em gerbils, ratos e camundongos (Zhang et al., 2007; Kleinig e
Vink, 2009; Belayev et al., 2012).

Terapias convencionais para 0 AVE incluem a prevencdo de hipercoagulacdo e trombose,
além de cirurgia para reparar anomalias vasculares. No momento, s6 existe um tratamento
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o acidente vascular cerebral
isquémico agudo: o trombolitico ativador do plasminogénio tecidual (tPA), cujas limitacdes
quanto ao tempo de administracdo e comorbidades apresentadas pelos pacientes caracterizam
uma baixa abrangéncia da terapia (Armstead et al., 2010; Belayev et al., 2012). Assim, existe
uma necessidade urgente de estratégias terapéuticas para minimizar as sequelas deixadas pela

doenca em questdo, principalmente envolvendo mecanismos de neuroprotecéo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O Acidente Vascular Encefalico

O acidente vascular encefalico (AVE), anteriormente chamado acidente vascular cerebral
(AVC), é caracterizado pela perda subita do aporte sanguineo em uma ou algumas regides do
encéfalo, resultando em perda da funcdo neuroldgica. O tecido cerebral é extremamente
sensivel & isquemia, de tal forma que até breves periodos de interrup¢do do fluxo podem
iniciar uma sequéncia complexa de eventos, culminando em morte celular. Os AVEs podem
ser classificados como hemorragicos ou isquémicos. Apesar dos avancos significativos em
neuroimagem e manejo clinico, ainda € um desafio estabelecer o diagndstico e tomar decisdes
terapéuticas para pacientes com AVE agudo. Nos Gltimos anos, uma grande quantidade de
pesquisas foi direcionada para o entendimento da fisiopatologia e histopatologia de infartos
cerebrais em seres humanos e em modelos animais experimentais (Margaritescu et al., 2009;

Woodruff et al., 2011; Ren et al., 2013).

Atualmente, o AVE é uma das principais causas, a nivel mundial, de morte e incapacitacao de
adultos e esta associado a condi¢des clinicas e socioeconémicas, que impactam no acesso a
terapias eficazes. As intervengdes convencionais em quadros de AVE isquémico (AVEi)
incluem a terapia trombolitica, prevencao de coagulacdo inadequada e de trombose, além de
cirurgia para o reparo de anomalias vasculares. Para o AVEi agudo, até 0 momento, apenas 0
tPA estd aprovado pelo FDA. Entretanto, devido a comorbidades dos pacientes, contra-
indicacdes, risco de hemorragia intracraniana e estreita janela de tempo na qual o tPA pode
ser administrado com seguranca e efetividade, poucos pacientes sdo elegiveis para tratamento
(Armstead et al., 2010; Belayev et al., 2012). Estudos mostram que o tPA deve ser utilizado
dentro de uma janela de trés a quatro horas e meia ap6s o inicio do AVEi e que apenas 3-8,5%
dos pacientes recebem a intervencdo em tempo habil. Assim, ha uma necessidade urgente de
boas estratégias terapéuticas ndo somente destinadas a preservar ou re-estabelecer o fluxo
sanguineo cerebral, mas, sobretudo, a prevenir os mecanismos de morte neuronal e reduzir 0s
déficits neuroldgicos resultantes da isquemia e reperfusdo cerebral (Amantea et al., 2009; Tu
et al., 2009; Fonarrow et al. 2011, Woodruff et al., 2011).
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2.1.1. Classificagdo do AVE

Os AVEs podem ser classificados como hemorragicos ou isquémicos, sendo 87% dos casos
isquémicos e 13%, hemorrdgicos. Como o manejo de cada um desses subtipos é bem
diferente, a distincdo clinica € um dos passos mais importantes e urgentes para uma
intervencdo efetiva. Nesse contexto, a imagiologia cerebral revolucionou o diagnéstico de
acidente encefalico pela introducdo da tomografia computadorizada (TC) e ressonancia
magnética (RM). Embora a TC tenha sido o carro-chefe de diagndstico de AVE durante 0s
altimos 20 anos, a RM € agora tdo Util, se ndo mais que TC (Donnan et al., 2008; Hachinski et
al., 2010). Isso porque as imagens de RM tém maior capacidade de demonstrar diferentes
estruturas no cérebro e alteragdes sutis na maioria das doencgas (Wright et al., 2014).

2.1.1.1.  Hemorragico

O AVE hemorragico pode ser classificado em intracerebral e subaracndideo. A hemorragia
subaracndidea € responsavel por cerca de 5% de todos os derrames e, geralmente, € causada
por ruptura de aneurisma sacular no interior do espaco subaracnoide. Cerca de dois ter¢os dos
pacientes com hemorragia cerebral priméaria tém hipertensdo pre-existente ou recém-
diagnosticada. Nos demais pacientes, podem ser observadas malformacg6es vasculares, como
angiomas cavernosos ou malformacdes arteriovenosas; angiopatia amiloide cerebral; infarto

em que ocorreu uma hemorragia secundaria (Donnan et al., 2008).

2.1.1.2.  Isquémico

A nivel hospitalar, ha algumas classificacdes que auxiliam a equipe de profissionais da satde
na tomada de decisdo com relacdo a conduta para com o paciente que sofreu AVEi. Uma
delas, baseada no sistema Oxford Community Stroke Project (OCSP), pode ser efetuada na
propria sala de emergéncia, fornecendo informacgdes importantes para a determinacdo do
prognostico do paciente. J& a classificacdo baseada no sistema Trial of Org 10172 in Acute
Stroke Treatment (TOAST) identifica o mecanismo que levou a oclusdo do vaso
(cardioembolia, embolia arterial ou de pequenos vasos, doenca in situ), o que pode influenciar
as estratégias adotadas para o tratamentos e prevencdo (Donnan et al., 2008). Dentre essas
causas, a embolia corresponde 75% dos casos, sendo, assim, a causa mais frequente de
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isquemia focal (Mergenthaler et al., 2004). A distingdo entre eventos isquémicos transitorios,
que duram 24 horas ou menos e eventos de maior duracdo (como o AVE), é totalmente
arbitraria e baseada nas caracteristicas clinicas de cada individuo (Donnan et al., 2008).

2.2. Epidemiologia do AVE

O Acidente Vascular Encefalico € a segunda principal causa de mortalidade mundial, sendo
responsavel por uma média de 6 milhdes de Gbitos por ano. Estima-se que o risco de
ocorréncia de AVE ¢é de 8 a 10% e que, em 2030, 23 milhes de pessoas terdo o primeiro caso
da doenca, que podera resultar em 7,8 milhdes de mortes. A prevaléncia do AVE e 0s custos
originados do cuidado requerido pelos pacientes tendem a crescer a medida que o
envelhecimento da populacdo aumenta. A incidéncia também aumenta com a idade,
duplicando a cada década apds os 55 anos. Entre adultos com idades entre 35 a 44 anos, ela
fica em torno de 30 a 120 casos por 100 mil pessoas ao ano e, para a faixa de idade entre 65 e
74 anos, de 670 a 970 por 100 mil. Alem disso, a incidéncia esta aumentando em paises
menos desenvolvidos, nos quais o estilo de vida da populacdo estd mudando rapidamente. Em
2005, esses paises concentravam 87% dos casos de AVE, culminando em morte de mais de
90% dos pacientes acima de 70 anos, contra apenas 6% nos paises desenvolvidos, para a
mesma faixa de idade. Sabe-se que a incidéncia do AVE é subestimada nos paises em
desenvolvimento, carecendo de um maior volume de pesquisas para avalid-la ao longo do
tempo (Strong et al., 2007; Ovbiagele e Nguyen-Huynh, 2011; Woodruff et al., 2011).

Em contrapartida, as taxas de incidéncia diminuiram nas Gltimas décadas em paises como 0s
EUA, Reino Unido e Canadd. Isso pode ser explicado pelo aumento dos tratamentos
preventivos; melhor controle dos fatores de risco vasculares, como hipertenséo,
hiperlipidemia e tabagismo; e melhoria dos padrdes de vida da populacdo. Com relacdo a
letalidade, observa-se uma reducdo mundial. Ainda assim, na Ultima década, a taxa de
mortalidade precoce por AVE em paises em desenvolvimento foi cerca de 25% maior que a
observada em paises desenvolvidos (Donnan et al., 2008; Ovbiagele e Nguyen-Huynh, 2011).
No Brasil, segundo dados do DataSUS, no periodo de 2010 a 2013, dentre a mortalidade por
doencas cerebrovasculares, 44% corresponderam a AVE, ndo especificado se isquémico ou
hemorragico, sem contabilizar morte decorrente de sequelas geradas por esta doenca. Ao
relacionar o nimero de interna¢Ges com a mortalidade por AVE (novamente excluindo morte
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por sequelas), tem-se que a mortalidade corresponde a 23% das internagdes. Vale lembrar
que, como Obitos por AVE ndo tém notificacdo compulséria no Brasil e que nem todos 0s
pacientes passam por internacdo, esses numeros sdo subestimados. Analisando os dados por
regides brasileiras, o nimero absoluto tanto de internagdes quanto de mortes por AVE é maior
no sudeste, sequido do nordeste, entretanto, a taxa de mortalidade de todas as regides séo

muito proximas.

Pouca atencdo tem sido dada a prevaléncia do AVE, ou seja, aos pacientes que sobrevivem
com sequelas, os quais representam cerca de 500 pessoas a cada 100.000 habitantes. Como
mortalidade esta, aparentemente, diminuindo mais rapidamente do que incidéncia de AVE, a
propor¢do de sobreviventes aumentara, impactando na economia dos paises (Donnan et al.,
2008).

2.3. Fatores de risco do AVE

Em 1970, mostrou-se que a hipertensdo é um forte fator de risco para todos os tipos de AVE.
Posteriormente, foram identificados outros fatores e estudos comprovaram gue a maioria
deles pode ser revertidos com mudangas de habito e/ou por meio de intervencdes
farmacoldgicas, contribuindo para a reducéo da incidéncia do AVE. Recentemente, um estudo
de caso-controle com 3.000 pacientes que tiveram AVE e um numero correspondente de
controles mostrou que, aproximadamente, 90% dos AVEs podem ser ocasionados por dez
principais fatores de risco: 1) hipertenséo; 2) diabetes; 3) doencas cardiacas; 4) tabagismo; 5)
obesidade abdominal; 6) hiperlipidemia; 7) sedentarismo; 8) consumo de alcool; 9) dieta e 10)
estresse psicossocial e depressdo (Hachinski et al., 2010; Woodruff et al., 2011; Ovbiagele e
Nguyen-Huynh, 2011).

H& poucos estudos de associacdes entre historico familiar e AVE. Sabe-se que ha muitos
fatores de risco em comum entre essa doenca e o infarto do miocardio, incluindo hipertenséo
arterial, diabetes mellitus e hipercolesterolemia, 0s quais tém componentes genéticos
consideraveis. Fatores geograficos também parecem influenciar, uma vez que estdo ligados a
expressao de fendtipos caracterizados como fatores de risco para AVE (Donnan et al., 2008;
Kennedy et al., 2012).
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2.4. Fisiopatologia do AVE isquémico

Isquemia € a reducdo total ou parcial do fluxo sanguineo, o que pode alterar 0s mecanismos
celulares fisioldgicos. Como o cérebro é altamente sensivel a reducdo do aporte sanguineo,
poucos minutos de isquemia podem engatilhar uma série de eventos patoldgicos, culminando
em disfuncdo e/ou morte celular, que levam a déficits neuroldgicos impactantes na qualidade
de vida dos pacientes (Woodruff et al., 2011). A intensidade e durabilidade do
comprometimento neuroldgico variam de acordo com a duragdo da isquemia, com 0 vaso
afetado e, consequentemente, com a regido cerebral comprometida, podendo gerar lesGes
focais ou globais e déficits transitérios ou permanentes, fatores que impactam diretamente no
gasto com a reabilitacdo do paciente (Flynn et al., 2008; del Zoppo et al., 2011; Wu et al.,
2014).

Simplificadamente, os mecanismos envolvidos sdo excitotoxicidade, apoptose, ativacdo de
células da glia, liberacdo de radicais livres, perda da integridade da barreira hematoencefalica
(BHE) com infiltracdo de leucocitos periféricos no parénquima cerebral e consequente
inflamacdo. Tais mecanismos orquestram uma cascata ciclica, que se inicia e amplifica

rapidamente apos a isquemia (Doyle et al., 2008; Woodruff et al., 2011; Wu et al., 2014).

2.4.1. Neurotoxicidade

O cérebro apresenta alta demanda energética, sendo muito sensivel a interrupcdo do aporte
sanguineo. Assim, 0s mecanismos de neurotoxicidade podem ser desencadeados minutos apos
inicio da isquemia. Em regides com manutencdo inferior a 20-30% do fluxo sanguineo
normal, surge a chamada &rea central da isquemia. RegiGes adjacentes, cujo fluxo seja
mantido em cerca de 30% a 50% do normal, ou seja, em que ndo haja reducéo superior a 70%,
compoem a penumbra isquémica (Amantea et al., 2009; del Zopo et al., 2011; @stergaard et
al., 2013).

Nas areas centrais de isquemia, que sofreram uma interrup¢do abrupta do fornecimento de
oxigénio e glicose, ocorre necrose, devido a ativacdo de uma série de eventos metabdlicos
complexos, compondo a cascata isquémica. Nesse contexto, as células passam a realizar
respiracao anaerobia, havendo reducdo da producdo de ATP e, consequentemente, disfuncédo
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dos transportadores de membrana dependentes de energia, como é o caso da bomba de sddio e
potassio (Na*/K* ATPase) e de calcio (Ca?* ATPase). Assim, o efluxo de calcio na forma
ibnica (Ca?*) torna-se limitado, bem como sua recaptacdo pelo reticulo endoplasmatico,
havendo acimulo desse ion no citoplasma e consequente intumescimento e despolarizacdo
celular e ativagdo de hidrolases (Smeltzer e Bare, 2005; Kalogeris et al., 2012; Kassner e
Merali, 2015). A despolarizacdo celular permite que o glutamato atravesse a membrana
plasméatica por meio de transportadores de glutamato sodio dependentes. Entdo, esse
neurotransmissor acumula-se nas fendas pré e pos-sinaptica, levando a morte neuronal,
fenbmeno denominado excitotoxicidade (Kassner e Merali, 2015). De forma ciclica, o
glutamato extracelular ativa seus receptores exacerbadamente e promove mais influxo de ions
calcio, além de sodio, amplificando a excitotoxicidade (Doyle et al., 2008; Woodruff et al.,
2011). Os receptores de glutamato podem ser divididos em dois grupos, 0s ionotrépicos e 0s
metabotropicos (mGIuR I, 11 e I11). Os receptores ionotropicos N-metil-D-aspartato (NMDA)
e acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA) sdo especificos para
cations Ca®" e Na', respectivamente (Meldrum, 2000). O NMDA esta presente em toda a
extensdo cerebral, entretanto, o cerebro anterior e a regido CAl do hipocampo apresentam
uma maior densidade desse receptor. J& os do tipo AMPA apresentam distribuicdo em todo o

SNC e também séo muito expressos no hipocampo (Bennett et al., 1996; Ozawa et al., 1998).

Além da falha do metabolismo energetico, a respiracdo anaerobia resulta em acidose, haja
vista a producdo de lactato que, com a escassez de oxigénio, passa a ser o aceptor final de
hidrogénio na cadeia respiratoria, formando acido latico e reduzindo o pH cerebral para cerca
de 6 a 6,5. Nesse pH, a dissociacdo de protons promove a ativacéo de canais ibnicos sensiveis
a0 meio &cido, que sdo permeéaveis a Ca?*, fendmeno denominado acidotoxicidade (Simon,
2006; Doyle et al., 2008).

Em um estudo cinético, utilizando oclusdo da artéria cerebral média para induzir isquemia
cerebral em ratos, Wu et al. (2014) ndo observaram alteracbes morfolégicas neuronais
significativas apds 6 horas de reperfusdo. Ja apds 12 horas, os autores relataram alteracoes
necroticas, sendo o pico dessas alteragdes encontrado no periodo de 24 horas de reperfuséo.
Inicialmente, a necrose é caracterizada por intensa condensacdo da cromatina, retracdo do
volume celular e basofilia (picnose); posteriormente, ha ruptura de membrana plasmatica,
organelas e nucleo, havendo liberacdo de fragmentos para o meio extracelular (cariorrexe).
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Mais tardiamente, a cromatina é hidrolisada por &cidos nucleicos, podendo resultar no
desaparecimento nuclear (cariolise) (Majno e Joris, 1995).

Além de necrose, 0s mecanismos de neurotoxicidade podem levar a apoptose, que é
caracterizada por retracdo celular, condensacdo da cromatina, fragmentacédo
internucleossémica do DNA e formacéo dos corpos apoptéticos (Wu et al., 2014), os quais,
por serem envoltos por membrana plasmatica, ndo promovem danos a células vizinhas. Ao
contrério da necrose, € um processo isolado, organizado e dependente de energia (Woodruff et
al., 2011). Nas regides de penumbra, como a isquemia é menos intensa, 0S processos de
neurotoxicidade sdo mais lentos e, geralmente, ocorrem por apoptose e inflamacao. Assim, as
células dessas regibes podem sofrer apoptose somente algumas horas ou até dias ap6s o
comprometimento do fluxo sanguineo. Modelos de isquemia in vivo demonstraram a rapida
ocorréncia de necrose na zona central isquémica, enquanto que, na regido de penumbra, a
morte celular foi mais tardia e desencadeada por apoptose (Irving et al., 2000). Wu et al.
(2014) detectaram, em modelo focal de I/R cerebral em ratos, indicios iniciais de apoptose 4
horas ap0s inicio da reperfusdo, tendo pico em 4 dias e declinio apos 6 dias de reperfuséo.
Portanto, intervencbes rapidas no sentido de restabelecer o fluxo podem recuperar a
funcionalidade da penumbra (Dohmen et al., 2008; del Zoppo et al., 2011; Woodruff et al.,
2011; Dstergaard et al., 2013). O tempo de chegada do paciente ao hospital, as comorbidades
por ele apresentadas e a necessidade de uma rapida diferenciacdo entre AVE isquémico e
hemorragico sdo fatores que limitam a administracdo de trombolitico em tempo habil,
comprometendo a recuperacdo dos neurdnios da penumbra e a contencdo da expansao da area
central de leséo (Yuan, 2009).

No contexto da isquemia e reperfuséo (I/R) cerebral, a apoptose pode ocorrer por ativacdo dos
mecanismos da via intrinseca (mitocondrial) e extrinseca (citoplasmatica), os quais
convergem em uma via final comum (Broughton et al., 2009). A hipdxia induz a expressao de
p53 e, consequentemente, de genes pro-apoptoticos da familia das proteinas Bcl-2, como o
Bax. A translocacdo de Bax para a mitocdndria promove alteracdo de sua membrana e
liberacdo de citocromo c para o citosol, onde ele ativa caspase-9, formando o complexo
apoptossomo e, posteriormente, ativa caspase-3, via fator ativador de proteases apoptéticas
(Apaf-1) (Jiang et al., 2015). Tais mecanismos correspondem a via intrinseca. No caso da via
extrinseca, ocorre ativacdo dos dominios de morte, presentes em receptores pertencentes a
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familia do receptor do fator de necrose tumoral (TNFR), sendo os mais comuns o TNFR1 e
first apoptotic signal (Fas). Com isso, a caspase 8 (iniciadora) e posteriormente a caspase 3
(efetora) sdo ativadas (Namura et al., 1998). A caspase-8 também é capaz de clivar e ativar
uma das proteinas da familia Bcl-2, a Bid, que aumenta a permeabilidade mitocondrial e a
liberacdo de citocromo c, iniciando a via intrinseca da apoptose (Sugawara et al., 2003).
Outro possivel mecanismo de apoptose na isquemia cerebral é pela via de sinalizagcdo do
reticulo endoplasmatico, iniciada pela caspase-12. Essa via pode ser ativada pelo acimulo de
proteinas mal enoveladas no reticulo, devido a privagdo de glicose, alteracdes da homeostase
do calcio e estresse oxidativo (Fan et al., 2005; Guo et al., 2011).

As caspases pertencem a familia das proteases com um sitio de cisteina ativo capaz de clivar
substratos intracelulares que contenham residuo de aspartato. As caspases sdo sintetizadas
como precursores inativos (zimogénios) e, apos estimulo fisiolégico ou patologico, ativam e
amplificam a cascata apoptotica, ou seja, elas garantem a organizacdo e programacdo da
morte celular (Hengartner, 2000; Guo et al., 2011). Existem dois grupos de caspases, as
iniciadoras (8, 9 e 12) e as efetoras (3, 6 e 7). As iniciadoras funcionam como o gatilho da
cascata proteolitica ao ativar as caspases efetoras, as quais sdo responsaveis pela clivagem de

substratos (Denault e Salvesen, 2002; Boatright e Salvesen, 2003).

A caspase-3 € uma protease importante para iniciar a apoptose e sua ativacdo ocorre apés
proteolise do zimogénio, originando a caspase-3 clivada. Uma vez que tanto a via intrinseca
guanto a extrinseca podem convergir na forma clivada dessa protease e que ela atua no final
da cascata apoptotica, a caspase-3 clivada funciona como um marcador bem especifico e,
portanto, sua deteccdo pode ser diretamente relacionada com a ocorréncia de apoptose em
diversas condicGes (Fox e Aubert, 2008; Broughton et al., 2009; Tu et al., 2009). Estudos em
modelo murino ja mostraram que tanto o bloqueio genético da expressao de caspase-3 quanto
a administracdo de substancias anti-apoptoticas, como a melatonina, reduziram o volume de
lesdo cerebral (Le et al., 2002; Kilic et al., 2004). Além disso, em seres humanos, ja foi
encontrada correlacdo positiva entre caspase-3 em plasma sanguineo e expansdo da lesao
cerebral, o que indica que essa protease, bem como sua forma clivada, podem ser um
importante biomarcador para se estimar danos neuronais e efetividade de terapias

neuroprotetoras (Rosell et al., 2008).
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Em suma, a neurotoxicidade pode ocorrer de forma rapida, na zona central da lesdo, por
ativacdo da cascata isquémica e decorrente necrose; ou ap0s horas ou dias, nas regides
periféricas, como na penumbra isquémica, por apoptose. Obviamente, essas subdivistes
retratam a predominancia do mecanismo de morte celular de acordo com a intensidade, regido
acometida e duracgdo da isquemia, mas esses processos estdo totalmente interligados (Figura
1). Wu et al. (2014) mostraram em modelo de I/R cerebral por oclusdo da artéria cerebral
média em ratos que a expansdo da apoptose ocorre posteriormente ao inicio da resposta

inflamatoria, a qual estimula a cascata de morte celular programada.
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-
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calpainas, expressdo de genes, etc
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Figura 1. Mecanismos envolvidos no processo de neurotoxicidade. Os mecanismos de necrose e apoptose

associam-se, exercendo efeito sinérgico para 0 aumento dos danos neuronais.
Fonte: Silva, B.C., 2014 (adaptado).

2.4.2. Resposta inflamatoria

A 1/R cerebral é marcada por uma importante resposta inflamatoria, caracterizada pela

inducdo da expressdo de citocinas, quimiocinas, metaloproteinases e moléculas de adeséo;
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pela quebra da BHE e pela infiltracdo de leucocitos periféricos. Em um primeiro momento, a
populacdo de células residentes (endoteliais, microglia, astrocitos e neurbnios) sao
responsaveis pelo aumento da producéo de mediadores inflamatérios. Horas apés reducdo do
aporte sanguineo, a migracdo leucocitaria, sobretudo de neutrofilos, ja é bastante intensa e,
juntamente com a apoptose, a resposta inflamatdria, apesar de essencial ao processo de reparo
em condi¢bes controladas, leva a expansdo da area central da lesdo em uma resposta
exacerbada (Amantea et al., 2009; Kleinig e Vink, 2009; Tuttolomondo et al., 2009; Jickling
etal., 2012).

2.4.2.1. Micrdglia e astrdcitos na I/R cerebral

A microglia é uma linhagem de células mieloides residente do SNC, que corresponde a cerca
de 20% do total de células da glia. Em situacbes fisiologicas, a microglia apresenta
morfologia ramificada e estado quiescente, mantendo a homeostase, vigilancia imunologica,
desativacdo de neurotransmissores e producdo de fatores de crescimento. Entretanto, apds
disfuncdes do SNC, como € o caso da I/R cerebral, essa forma quiescente, a primeira célula
residente responsiva a isquemia, € ativada e assume morfologia ameboide, apresentando
atividade fagocitica. Essa ativacao parece ser diretamente proporcional a duragéo da isquemia,
entretanto, apesar da micrdglia ser mais resistente a hipoxia que neurénios e oligodendrdcitos,
0 aumento da durabilidade da hipoxia intensifica a vulnerabilidade e leva a uma diminuicao

da populacdo microglial (Ronaldson e Davis et al., 2012; Ritzel et al. 2015).

Minutos ap0s o inicio da isquemia, a micréglia produz diretamente e induz o aumento dos
niveis de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio, de citocinas, quimiocinas e
metaloproteinases. Assim, apesar de promover remocdo dos debris e facilitar a plasticidade
neuronal, a microglia leva a expansdo da lesdo tecidual, devido a sua atividade pro-
inflamatdria (Amantea et al., 2009; Summers et al., 2009; Wu et al., 2014). Inclusive, estudos
ja mostraram que a minociclina e 0 SB203580, ao inibirem a ativacdo microglial, reduziram
morte neuronal (Yrjanheikki, 1999; Piao et al., 2003) e endotelial (Yenari et al., 2006). Alem
disso, a ativacdo de micrdglia contribui para a quebra da BHE, por comprometer as juncées
oclusivas, aumentando a permeabilidade paracelular e por ativar a via da ciclo-oxigenase 2
(COX-2), produzindo mediadores inflamatdrios que promovem o aumento da permeabilidade
vascular, como Oxido nitrico, peroxido de hidrogénio e fator de necrose tumoral (TNF)
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(Ronaldson e Davis, 2012). Com isso, a infiltragdo de leucdcitos circulantes é facilitada e a

resposta inflamatoria, amplificada (Yenari et al., 2006, Pun et al., 2009).

O astrdcito é o tipo de célula mais abundante do SNC, sendo essencial a sustentacdo do tecido
nervoso e a transferéncia de nutrientes do sangue para 0s neurdnios. 1sso porque ele se associa
anatomicamente as células endoteliais, funcionando como uma ponte entre elas e 0s corpos
neuronais. Além disso, o astrocito é importante para remocdo de quantidades criticas de
glutamato na fenda sinéptica, prevenindo a excitotoxicidade (Ronaldson et al., 2012). No
entanto, assim como a microglia, assume um estado de reatividade apés isquemia cerebral,
contribuindo para a manutencdo de um ambiente pré-inflamatorio. Yasuda et al. (2004)
mostraram, em modelo murino de isquemia cerebral focal, uma correlagdo positiva entre a
expressao de proteina glial fibrilar &cida (GFAP), um marcador de reatividade astrocitaria, e 0
aumento da expressdo de Oxido nitrico sintase induzida (iNOS). Além disso, Endoh et al.
(1994) encontraram aumento da expressdo de iINOS em astrOcitos reativos presentes no

hipocampo poucos minutos apos inicio de isquemia global.

Considerando a intima relacdo entre astrocitos e células endoteliais e que eles participam da
regulacdo da permeabilidade microvascular cerebral, a reatividade astrocitaria leva ao
comprometimento da integridade da BHE, ao romper as juncdes oclusivas (Ronaldson e
Davis, 2012) e promover a secre¢cdo de citocinas e quimiocinas pro-infamatorias, além de
substancias vasodilatadoras e moléculas de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e vascular-
1 (VCAM-1) (Chen e Swanson, 2003).

2.4.2.2. Permeabilidade da barreira hematoencefalica

A BHE é constituida por células endoteliais, que, agrupadas, formam os capilares cerebrais.
As células endoteliais do cérebro diferem das demais, devido a presenca de jungoes oclusivas,
perda de fenestracdes e minimizacao da atividade pinocitica (Abbott, 2005). Além disso, elas
apresentam maior volume mitocondrial, o que propicia alta capacidade de influxo e efluxo de
solventes, satisfazendo a alta demanda energética e contribuindo para a manutencdo da
homeostase do SNC (Oldendorf et al., 1977).
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Para garantir sua funcionalidade, a barreira requer suporte de varios tipos celulares, como
astrocitos, microglia, neurdnios e pericitos e da matriz extracelular. Ou seja, hd comunicagdo
e sinalizagdo entre endotélio e células adjacentes, quebrando o conceito de isolamento e
rigidez da BHE (Ronaldson e Davis, 2012). Assim, ap6s AVEi, o endotélio torna-se mais
responsivo aos estimulos das células adjacentes e circulantes (por exemplo, plaquetas e
leucécitos), processo que, associado a degradacdo da lamina basal, resulta em um perfil
vascular pro-trombotico e pré-inflamatoério, culminando no comprometimento da integridade
da BHE (Woodruff et al., 2011).

Conforme discutido anteriormente, a ativagdo de astrocitos e micrdglia p6s I/R cerebral
contribui para 0 aumento da permeabilidade vascular. No entanto, outras células, como 0s
pericitos, tambem apresentam papel relevante. Em condicdes fisioldgicas, essas células,
indiferenciadas e contrateis, distribuem-se ao longo dos capilares e induzem a expressdo de
ocludinas, garantindo a manutencdo das jungdes oclusivas (Ronaldson e Davis, 2012).
Hayashi et al. (2004) mostraram que a co-cultura de células endotelias e pericitos reduziu a
permeabilidade da monocamada endotelial submetida a hipoxia. Todavia, ja foi demonstrado,
em ratos, que o0s pericitos afastam-se do endotélio apds AVEi agudo, o que leva ao aumento

da permeabilidade da microvasculatura cerebral (Duz et al., 2007).

Além disso, as metaloproteinases da matriz (MMPs), cujo aumento da producédo € induzido
por mediadores inflamatorios, contribuem para a instabilidade da matriz extracelular e
degradacdo de proteinas da juncdo oclusiva (claudina-5 e ocludinas). Especificamente, MMP-
2 e MMP-9 tém sido fortemente correlacionadas com a I/R cerebral tanto em modelos animais
guanto em pacientes que sofreram AVEi (Amantea et al., 2009; Ronaldson e Davis, 2012).
Todas essas alterac@es, associadas ao aumento da expressdo de proteinas de adesdo ICAM-1 e
VCAM-1, devido ao elevado nivel tecidual de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias,
promovem o aumento da transmigracdo de leucdcitos e plaquetas para o cérebro e, portanto, a

intensificacdo dos danos neuronais (Woodruff et al., 2011).

Uma maneira simples de avaliar a permeabilidade da BHE é pelo extravasamento de corantes
para 0 parénquima cerebral, como € o caso do Azul de Evans (AE). Ao se ligar
irreversivelmente a albumina, o AE permite uma analise indireta do extravasamento dessa
proteina plasmatica para o cérebro, condicdo que s6 ocorrera caso a permeabilidade vascular
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cerebral esteja aumentada, haja vista que a massa molar da albumina é 65 kDa (Nagaraja et
al., 2008; Kassner e Merali, 2015).

O rompimento da BHE é determinante para o progndstico do paciente, uma vez que esta
intimamente relacionado com a infiltracdo de leucdcitos periféricos, amplificacdo da resposta
inflamatoria e expansdo da lesdo tecidual e com complicacfes clinicas recorrentes, como
edema cerebral e transformacdo hemorragica (Nagaraja et al., 2008; Kleinig e Vink, 2009;
Kassner e Merali, 2015).

2.4.2.3. Reperfusdo e o papel do neutréfilo

A reperfusdo € uma condicdo necessaria ao reparo tecidual, constituindo o protocolo
terapéutico padrdo empregado em casos de pacientes que sofreram AVEI. Sabe-se que, dentro
de um limite de 3 a 4,5 horas apds o inicio da isquemia, a promogéo da reperfusdo é muito
eficiente na recuperacdo das regibes de penumbra isquémica e reducdo das sequelas
neurologicas (Dohmen et al., 2008; del Zoppo et al., 2011; Jickling et al. 2012; @stergaard et
al., 2013). Entretanto, o re-estabelecimento do fluxo sanguineo também intensifica o processo
de neurotoxicidade e neuroinflamacdo ja iniciados por disturbios metabdlicos e células
residentes. Isso ocorre devido a infiltragdo leucocitaria, principalmente de polimorfonucleares
(PMNs) na fase aguda, e consequente estresse oxidativo promovidos pela reperfusdo (Witko-
Sarsat et al., 2000; Beray-Berthat et al., 2003, Weston et al., 2007).

O estresse oxidativo estimula o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e a proteina
ativadora-1, além de comprometer o funcionamento de mitocéndrias e reticulos
endoplasmaticos. Assim, as EROs intensificam o acimulo de ions Ca?* no citoplasma celular,
levando a necrose ou modulando as vias intrinseca e extrinseca da apoptose (Hayashi et al.,
2005; Malhotra et al., 2007). Um intenso estresse oxidativo pode causar morte celular por
necrose, enquanto que, em grau moderado, induz mecanismos de apoptose, sobretudo na
regido de penumbra isquémica (Chen et al., 2011; Ritzel et al., 2015). Na tentativa de conter
esse processo, a glutationa, um potente anti-oxidante hidrossolivel, é produzida em altas
quantidades, sendo um importante marcador de estresse oxidativo (Beray-Berthat et al.,
2003).
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Os mecanismos supracitados ocorrem com a chegada de oxigénio nas regides isquémicas, 0
que ativa as oxidases citoplasmaticas e levam a uma intensa formacao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (Ritzel et al., 2015). Tais substancias formam os radicais livres, que,
por serem moléculas avidas por prétons reagem espontaneamente com acidos nucleicos,
lipideos e proteinas. Os exemplos mais comuns sdo perdxido, superédxido, radicais contendo o
grupamento hidroxila e o 6xido nitrico (Woodruff et al., 2011; Fann et al., 2013). A primeira
fonte de radicais livres sdo as mitocéndrias de células residentes, sobretudo da micréglia, por
meio do transporte de elétrons na cadeia respiratoria. Além disso, o metabolismo do &cido
araquidonico, pela ativacdo das vias da cicloxigenase e lipoxigenase e a infiltragdo de
leuctcitos periféricos sdo outras importantes causas do estresse oxidativo pds I/R cerebral
(Woodruff et al., 2011).

Estudos cinéticos mostram que, dentro de horas a dias apos a leséo inicial, os neutréfilos sdo
0s primeiros a chegarem ao parénquima cerebral, seguido por macréfagos e células natural
killers. Os linfocitos T e B sdo detectados mais tardiamente (Kleinig et al., 2009; Fu et al.,
2015). Assim, dentro de um processo agudo, o neutrofilo apresenta um papel de destaque. A
transmigracdo desse PMN depende de sua ativacdo, bem como da ativacdo endotelial, além da
adesd@o neutrofilo-endotélio, condigdes que séo favorecidas pelo comprometimento da BHE e
pelo aumento da expressdo de moléculas de adesdo (selectinas) na superficie de células
endoteliais e de integrinas CD11b/CD18 na superficie de neutrofilos (Garcia et al., 1994;
Amantea et al., 2009; Kenne et al., 2012). A adesdo dos neutréfilos ao endotélio pode obstruir
a microvasculatura cerebral, fendmeno conhecido como no-reflow. Aliado a esse processo, a
agregacao plaquetaria contribui para o aumento da viscosidade e alteracdo das propriedades

reologicas do sangue, dificultando seu fluxo (Aspey et al., 1989; Matsuo et al., 1994).

Outro mecanismo envolvido no agravamento das lesdes isquémicas pelos neutréfilos é a
liberacdo de radicais livres devido a atividade da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzido (NADPH) oxidase e mieloperoxidase (MPQO). Além dessas enzimas, 0s granulos
neutrofilicos contém elastase, gelatinase B (MMT-9) e catepsina G, que degradam colageno e
elastina da matriz extracelular e contribuem para o comprometimento da intregridade da BHE,
facilitando a transmigracdo de mais leucocitos e infiltracdo no parénquima cerebral (Witko-
Sarsat et al., 2000; Beray-Berthat et al., 2003). Os neutréfilos apresentam varios receptores
acoplados a proteina G, 0s quais promovem quimiotaxia, adesdo e degranulacdo. Tais
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receptores s@o ativados por quimiocinas e citocinas, sistema do complemento, leucotrienos e
PAF (Yokomizo et al., 1997). Dentre eles, destacam-se CXCR1 e CXCR2, que, ao serem
ativados pelas quimiocinas CXCL1, CXCL2 e CXCLS8, garantem ativagdo e recrutamento de
neutrofilos (Richardson et al., 2003; Nasser et al., 2009; Pan et al., 2009). Além disso,
neutrofilos podem produzir proteina inflamatoria de macrofagos, MIP-1a e MIP-1B, e

proteina quimiotatica de mondcitos (Cassatella, 1999).

Varios trabalhos mostraram que a infiltracdo de neutroéfilos no parénquima cerebral leva a
uma expansdo do infarto cerebral e que a deplecdo de infiltracdo de neutrdfilos promove
reducdo da lesdo (Barone e Feuerstein, 1999; Garcia et al., 1994; Tu et al., 2009). Entretanto,
esses trabalhos ndo comprovam, cineticamente, se hd aumento significativo da lesdo apés a
infiltracdo de neutrdfilos ou se essas células chegam ao parénquima cerebral como uma
resposta e ndo como um fator determinante do apice dos eventos de neurotoxicidade em um
processo agudo de I/R (Hayward et al., 1996; Emerich et al., 2002; Easton, 2013).

2.4.2.4. Mediadores inflamatérios

Os mediadores inflamatorios exercem efeitos deletérios importantes na progressao da
fisiopatologia do AVE, mas também sdo essenciais ao reparo da lesdo. Assim, algumas
citocinas, como IL-1pB, IL-6 e TNF, atuam exacerbando danos neuronais, enquanto outras
promovem neuroprotecdo, por exemplo, a IL-10 e o TGF-f (Amantea et al., 2009; Fann et al.,
2013).

Sabe-se que a regulagdo positiva de citocinas e quimiocinas pré-inflamatdrias, bem como a
producdo de moléculas de adesdo e a infiltracdo neutrofilica sdo eventos que marcam a fase
aguda da I/R cerebral (Tuttolomondo et al., 2009). Nesse contexto, a microglia ativada
destaca-se pela alta producdo de IL-1p ¢ TNF, o que leva a disfuncGes e morte celular,
sobretudo na regido de penumbra. Os astrécitos reativos também participam do quadro pro-
inflamatdrio desenvolvido horas ap6s o inicio da isquemia cerebral (Summers et al., 2009;
Woodruff at al., 2011; Ritzel et al., 2015). A manutencdo de altos niveis dos mediadores
inflamatdrios € garantida também pela infiltracdo de leucocitos periféricos, principalmente de
neutrofilos na fase aguda, devido ao aumento da permeabilidade da BHE (Tuttolomondo et
al., 2009; Ronaldson e Davis, 2012).
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Citocinas sdo glicoproteinas que agem como mensageiros intercelulares, capazes de induzir a
producdo de outros mediadores e de direcionar o recrutamento de células com perfil pr6 ou
anti-inflamatorio (Allan e Rothwell, 2001). No AVEi, as citocinas mais estudadas e,
aparentemente, mais atuantes na fisiopatologia da doenca séo IL-1p, TNF, IL-6, IL-10 e TGF-
B (Han e Yenari, 2003). Além das células imunoldgicas e da glia, neurbnios, células
endoteliais e plaquetas também produzem essas glicoproteinas (Sairanen et al., 2001).

A IL-1B, rapidamente liberada por células cerebrais, exerce efeitos autdcrinos e parécrinos ao
ligar-se a receptores especificos, desencadeando assim uma cascata de sinalizacdo, que resulta
na ativacdo das vias de proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs) e NF-kB (Fann et
al., 2013). Dessa forma, a expressdo génica de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias e de
moléculas de ades@o é aumentada, contribuindo para a leséo de reperfusdo (Allan et al., 2005;
Denes et al., 2011). Esse processo € agravado, ciclicamente, com a chegada de leucocitos
circulantes, que, ao serem recrutados e ativados, liberam mais IL-1p. Além disso, proteases
derivadas de neutrofilos e macrofagos estéo relacionadas com a clivagem da pro-IL-1p a IL-

1B, forma ativada da citocina (Amantea et al., 2014).

O TNF também esta envolvido no desenvolvimento de lesdes cerebrais isquémicas e €
rapidamente expresso apos inicio da isquemia, pelas células residentes. Assim como a IL-1p,
TNF também ativa as vias MAPK e NF-kB e promove deterioracdo da BHE, bem como a
morte celular neuronal (Tuttolomondo et al., 2009), estando relacionado com apoptose
neuronal (Robertson et al., 2001). A via da fosfolipase A (PLA2) € induzida pelo TNF
(Ronaldson e Davis 2012), resultando no metabolismo do acido araquidénico (gerando
prostaglantinas e leucotrienos) e da liso-glicerilfosforilcolina (responsavel pela producéo de
PAF). Wu et al. (2014) descreveram uma correlacao positiva entre o aumento de IL-1p ¢ TNF

na isquemia cerebral focal, associando-a a danos neuroldgicos.

O papel da IL-6 na I/R cerebral ainda é controverso (Amantea et al., 2009). Apesar de seus
niveis estarem aumentados no periodo em que ha formacao e extensdo da lesdo e de exercer,
juntamente com IL-1p e TNF, hiper-regulagdo do processo inflamatorio, estudos em ratos
demonstram um perfil anti-inflamatorio dessa citocina, promovendo neuroprotecdo (Loddick
et al., 1998; Yamashita et al., 2005).
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A IL-10 e 0 TGF-B sdo citocinas com perfil anti-inflamatorio, sendo importantes no reparo da
lesdo e neuroprotecdo. 1L-10 é uma citocina pleiotrépica produzida, predominantemente, pela
microglia. Estudos in vitro indicam que essa citocina exerce efeito direto de protecdo neuronal
enddgena contra excitotoxicidade (Sharma et al., 2011). Em humanos, baixos niveis de IL- 10
estdo relacionados a maior risco de desenvolver AVE (van Exel et al., 2002). J4 o TGF-f ¢
um peptideo relacionado a modulagdo do ciclo e diferenciacdo celular e formacdo de matriz
extracelular, sendo importante na remodelacdo tecidual apds isquemia cerebral (Wang et al.,
1995).

Quimiocinas sdo peptideos regulatérios responsaveis pelo recrutamento de leucocitos para o
local da lesdo e pela comunicacdo intercelular (Amantea et al., 2009). Elas podem ser
divididas em duas subfamilias: CC e CXC, sendo a primeira, predominantemente, mas ndo
exclusivamente, responsavel pela quimiotaxia de mondcitos; e a segunda, pela de neutrofilos
(Stanimirovic e Satoh, 2000). Conforme mencionado anteriormente, as citocinas pro-
inflamatédrias IL-1B e TNF promovem a supra-regulacdo dessas quimiocinas apds isquemia e
reperfusdo cerebral, as quais, ao atrair leucdcitos, levam ao aumento da concentracdo das
referidas citocinas, 0 que caracteriza uma cascata ciclica de amplificacdo da resposta
inflamatédria (Tuttolomondo et al., 2009). Alguns trabalhos tém mostrado que as quimiocinas
CCL2, CCL3 e CCL5 desempenham um papel importante na inflamacdo do SNC (Banisor et
al., 2005; Chui e Dorovini-Zis, 2010). A fractalcina (CX3CL1) é superexpressa por neurénios
e células endoteliais cerebrais e parece estar envolvida na sinalizagdo neurénio-micréglia,
sendo importante na ativacdo de células microgliais. Outras quimiocinas importantes,
sobretudo na fase aguda da I/R cerebral, sdo a CXCL1 e CXCL2, que, por meio da ativacao

do receptor CXCR2 induzem uma potente quimioatracao de neutréfilos (Brait et al., 2011).

2.5. Fator ativador de plaquetas e AVE

O PAF (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) € um mediador fosfolipidico liberado
por muitos tipos celulares, tais como plaquetas, micrdglia, mondcitos/macréfagos, neutréfilos
e células endoteliais, que contribui para a patogénese da inflamacdo, choque endotdxico e
lesdo tecidual induzida por lipopolissacarideo. O PAF desempenha um duplo papel no SNC.
Quando presente no tecido nervoso em niveis fisioldgicos, modula a potenciacdo de longa
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duracdo, aumentando a plasticidade neuronal e atua na formacdo da memoria. Entretanto,
quando produzido em excesso, torna-se um potente mediador pré-inflamatoério (Braquet et al.,
1987; Aspey et al., 1997; Bozlu et al., 2007; Belayev et al., 2008). Segundo Panetta et al.
(1989), os niveis de PAF cerebral em gerbilos aumentam em resposta a cinco minutos de
oclusdo bilateral das carotidas em estagios iniciais de reperfusdo. Essa variacdo de
concentracdo para determinar um perfil pro-inflamatorio é bastante sutil, haja vista que apenas
0,1 nM de PAF ja sdo o suficiente para obtencdo de efeito fisiolégico (Kumar et al., 1988).
Além da baixa biossintese, a curta meia-vida de PAF, devido a rapida metabolizacdo pela
enzima PAF acetilhidrolase (PAF-AH), mantém o nivel basal desse fosfolipideo bem abaixo

do encontrado em condic@es patoldgicas (Karasawa et al., 2003).

A biossintese do PAF pode ocorrer por duas vias, a “de novo”, fisiologica, e a de
remodelacdo, predominante em situacfes patologicas. A via “de novo” produz quantidades
muito baixas de PAF, partindo de um glicerofosfato e, apos trés etapas, incluindo adicdo dos
grupos colina e acetil, forma o PAF. A via de remodelacdo é concluida em duas etapas, nas
quais glicerofosfocolinas de membrana, por acdo da PLA2, sdo convertidas em liso-PAF, que
é acetilado, formando PAF. Em ambas as vias, a enzima acetiltransferase é essencial
(Maclennan et al., 1996; Sato e Ebina, 2013). Isso porque a molécula de PAF tem sua
atividade bioldgica garantida devido a presenca do grupamento acetil na posicdo sn-2 do
glicerol (Figura 2). Assim, a metabolizacdo desse fosfolipideo envolve a enzima PAF
acetilhidrolase, que, como o proprio nome diz, remove esse grupamento acetil, formando,
predominantemente, o liso-PAF (Figura 2). A PAF-AH estd presente tanto no ambiente

intracelular quanto no plasma (Arai et al., 2002).
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Figura 2. Biossintese e metabolismo do PAF pela via de remodelacdo. Em azul, o grupo acetil, inserido pela
liso-PAF acetiltransferase, ocupando a posicdo 2 e garantindo a atividade biol6gica da molécula de PAF. Em
uma reacdo inversa, observa-se a remocao desse grupo pela acetilhidrolase, convertendo PAF a liso-PAF. A via
de remodelacéo inicia-se com a ativagdo de fosfolipase A, devido aos disturbios metabdlicos promovidos pela
isquemia cerebral.

Fonte: Goodman e Gilman, 2012.

2.5.1. Papel do PAF na fisiopatologia do AVEi

Minutos apos o inicio da isquemia cerebral, ocorre rapida liberacdo de acidos graxos
essenciais ndo esterificados (acidos araquidonico e docosahexaendico), bem como de
lisofosfolipideos, pela acdo da fosfolipase A.. O acido araquidonico é metabolizado em
leucotrienos (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4) e prostaglandinas; enquanto lisofosfolipidos séo
convertidos em PAF, cuja concentracdo, durante a I/R cerebral e em outras condicGes
patologicas envolvendo estresse oxidativo, aumenta excessivamente (He e Bazan, 2006; Cui

et al., 2007; Belayev et al., 2012), conforme ja discutido.

O PAF, em altas concentracGes, promove aumento da liberacdo ndo especifica de glutamato,
principalmente no hipocampo, bem como a inibicdo de sua recaptacdo. Acredita-se que 0
aumento da ativacdo do receptor de glutamato NMDA, devido as disfuncbes metabolicas

promovidas pelo déficit de oxigénio, estimula a liberacdo de 6xido nitrico e PAF, os quais,
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por sua vez, amplificam a expresséo e atividade de NMDA, aumentando o influxo celular de
calcio. Portanto, o PAF esta diretamente envolvido na intensificacdo da excitotoxicidade e
consequente formagédo da zona central de lesdo (Maclennan et al., 1996; Boetkjaer et al.,
2007).

O aumento da concentragio de Ca?* microglial promovido pelo PAF é significativo, devido a
alta expressdo de receptor de PAFR por essas células. Com isso, PAF contribui para a
ativacdo de microglia e para o consequente aumento dos niveis de IL-1p, TNF e EROs no
cérebro. Como a microglia é capaz de produzir PAF e os astrdcitos e células endoteliais
possuem receptor para este mediador, ele exerce um efeito autdcrino e paracrino, que
amplifica a neuroinflamacdo promovida pelas células residentes (Mori et al., 1996; Amantea
et al., 2009, Wu et al., 2014). Além disso, PAF induz apoptose cerebral e hipocampal
(Umemura et al., 2007); aumento da expressdo de COX-2 (Boetkjaer et al., 2007);
comprometimento da BHE, devido ao aumento da producdo de MMP-2 e MMP-9 e de
moléculas de adesdo (Kumar et al., 1988; Fang et al., 2011; Lacerda-Queiroz et al., 2012;
Fang et al., 2014); aumento da quimiotaxia e infiltracdo de leucocitos no parénquima cerebral
(Uhl et al., 1999), os quais produzem mais PAF. Estudos mostraram uma relacéo direta entre
aumento da liberacdo de PAF, acumulo de neutrofilo no cérebro e indugdo da producédo de
EROs por esse PMN, apds I/R cerebral (Matsuo et al. 1994).

Assim, a reperfusdo, ao manter um ambiente de estresse oxidativo e permitir a transmigragéo
leucocitaria para o cérebro é importante para a manutencdo de altas concentracdes de PAF
durante algumas horas, culminando no aumento na expansdo da area central isquémica por
mecanismos tardios de apoptose e inflamacdo induzidos pela ativacdo de PAFR,

principalmente na regido de penumbra.

2.5.2. Receptor de PAF

O PAF liga-se a um receptor Unico, que é expresso tanto na superficie da membrana
plasmatica quanto na membrana nuclear (Mori et al., 1996; Ishii e Shimizu, 2000). O PAFR
possui sete dominios transmembrana e fica acoplado a proteina G (Maclennan et al., 1996;
Shimizu, 2009; Balestrieri et al., 2010). Assim, ao ser estimulado, cascatas intracelulares de
sinalizacdo sdo ativadas via fosfolipase C (aumentando a concentracao intracelular de célcio e
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ativando tirosina cinases), fosfolipase A> (culminando na producdo de eicosanoides) e
fosfolipase D (produzindo &cido fosfatidico, precursor de glicerofosfatos). Dessa forma, o
PAF exerce potente efeito pré-inflamatério quando em altas concentracdes (Maclennan et al.
1996).

As diferencgas estruturais entre o0 PAF e seus precursores garante efetiva interagdo com 0s
sitios ligantes do receptor. Ja foi demonstrado que alteraces nas posi¢des 1 (grupo éter), 2
(grupo acetil) e 3 (grupo colina) da molécula de PAF promovem intensa reducdo ou até
mesmo eliminam a afinidade entre esse fosfolipideo e seu receptor. Portanto, o equilibrio
entre biossintese e metabolizacdo de PAF é essencial a regulacao fisiolégica do PAFR (Chao
e Olson, 1993). Nesse contexto, a supressdo da expressdo ou antagonismo do receptor de PAF
é um alvo terapéutico interessante para a reducdo das sequelas do AVEi.

2.5.3. Modelos animais envolvendo inibicdo de PAF ou de seu receptor

Atualmente, muitos mecanismos envolvendo neuroprotecdo tém sido estudados em modelos
de AVE. Conceitualmente, a neuroprotecdo € uma consequéncia do emprego de estratégia ou
conjunto de estratégias que visam a inibi¢do de eventos bioquimicos e moleculares capazes de
levar a danos neuronais irreversiveis (Ginsberg, 2008). Apesar de todas as limitagcbes que
dificultam a extrapolacdo dos achados pré-clinicos para aplicagdo clinica em humanos,
estudos experimentais in vitro e, sobretudo, os envolvendo modelos animais de I/R cerebral
fornecem dados importantes, reprodutiveis e comprovam que a neuroprotecdo € um caminho
viavel e promissor na melhora do prognéstico pos AVE (Ginsberg, 2008; Casals et al., 2011;
Fluri et al., 2015).

Nesse sentido, alguns modelos j& demonstraram o papel do PAF e de seu receptor na
fisiopatologia do AVEi. Umemura et al. (2007) avaliaram o efeito da superexpressdo da
enzima PAF-AH humana em camundongos transgénicos, que foram submetidos a isquemia
focal transitdria. Nesse estudo foi encontrada, apds 24 horas de reperfusdo, reducdo de déficits
neuroldgicos, associada a diminui¢do do volume de lesdo tecidual, do edema e da apoptose no
cortex e hipocampo dos animais transgénicos quando comparados aos selvagens.
Posteriormente, Wu et al. (2014), por meio da administracdo de PAF-AH recombinante em
camundongos submetidos a I/R focal, mostraram que o metabolismo de PAF a seu precursor
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inativo promove neuroprotecdo, devido a reducdo da expressdo de metaloproteinases e

aumento da expressdo de fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF).

O bloqueio farmacoldogico de PAFR também tem sido bastante estudado, apresentando
resultados positivos. Atualmente, ja existe uma série de antagonistas desse receptor, que
podem ser classificados, quanto a obtencdo, em substancias naturais, semi-sintéticas ou
sintéticas (Maclennan et al., 1996). O ginkgolideo B é uma terpeno lactona, naturalmente
encontrada no Ginkgo biloba, que funciona como antagonista seletivo de PAFR (Smith et al.,
1996; Akiba et al., 1998). Yang et al. (2011) mostraram que o0 pré-tratamento com essa
substancia, resultou em reducdo de excitotoxicidade em modelo focal de I/R cerebral em
ratos. O WEB 2086, um benzodiazepinico sintético que funciona como antagonista seletivo
de PAFR, reduziu o volume de leséo cortical tanto ao ser administrado previamente a oclusédo
permanente da artéria cerebral média quanto posteriormente (Bielenberg et al., 1992).
Similarmente, Belayev et al. (2008, 2012) encontraram uma melhora significativa dos

parametros comportamentais, associada a neuroprotecdo, em ratos submetidos a I/R focal e

tratados duas horas apdés inicio da reperfusdo com LAU-0901, outro antagonista de PAFR.

Dentre os modelos animais de AVE, os principais sao isquemias focal (reducao focal do fluxo
sanguineo encefalico), global (reducdo global do fluxo sanguineo encefalico) e hipdxica, que
podem ser permanentes ou transitdrias, neste ultimo caso, havendo reperfusdo (Woodruff et
al., 2011). O modelo de isquemia cerebral global transitéria € menos invasivo que o focal
(Tajiri et al., 2003) e € representativo do quadro de pacientes que sofreram AVE apds parada

cardiaca, choque ou cirurgias cardiacas complexas (Murkin, 1999).

Considerando o intenso aumento de PAF na resposta inflamatéria aguda e os resultados
promissores da inibicdo desse fosfolipideo e de seu receptor na reducdo das sequelas
neuroldgicas e promocdo de neuroprotecdo, no presente trabalho, avaliou-se o efeito da
deficiéncia de PAFR em camundongos C57BL/6 submetidos a I/R global transitoria por

oclusdo bilateral das carétidas comuns, ap6s 24 horas de reperfusao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar o efeito do PAFR nas alteracfes histopatologicas e nos parametros inflamatérios e
apoptpresentes no SNC de camundongos submetidos a isquemia e reperfusdo cerebral por

oclusdo bilateral transitéria das carétidas comuns.

Para tanto, os animais serdo subdivididos nos seguintes grupos:
Sham: selvagem (WT) e deficientes para receptor de PAF (PAFR™).
Submetidos a ocluséo bilateral das carétidas comuns (BCCAo0): WT e PAFR™",

3.2. Objetivos especificos

1. Avaliar o deficit neurologico nos camundongos BCCAo.

2.  Comparar as areas acometidas e mensurar a frequéncia de alteracbes patoldgicas, bem
como a extensdo das lesées nos camundongos BCCAo.

3. Quantificar os niveis teciduais de TNF, IL1-p ¢ CXCL1 nos camundongos sham e
BCCAo.

4.  Avaliar apoptose no cérebro, por meio da quantificacdo da expressdo da proteina
caspase-3 clivada, no cérebro dos camundongos sham e BCCAo.

5.  Avaliar a permeabilidade da barreira hematoencefalica no encéfalo dos camundongos
sham e BCCAGo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos, entre nove e onze semanas de idade, da linhagem
C57BL/6 (WT), obtidos no Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-ICB-UFMG) e PAFR’ com background
genético de C57BL/6, cedidos pelo Dr. Takao Shimizu (Universidade de Tokyo, Japdo). Os
animais foram mantidos sob condigdes controladas de temperatura (24°C) e luminosidade
(ciclo claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a agua e racdo. Os camundongos foram
divididos em quatro grupos, segundo o delineamento experimental ilustrado pela figura 3.
Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da UFMG, sob o namero de protocolo 232/2014.

e Selvagem
sham

. ©

e Selvagem

BCCAo

™~ e PAFR"-

\\ sham
4 ) < PARRY
N BCCAo

Figura 3. Delineamento experimental. Subdivisdo dos animais selvagens em sham (1) e submetidos a oclusdo
bilateral das carétidas comuns (BCCAO0) (2); subdivisdo dos animais PAFR” em sham (3) e BCCAo (4).

4.2. Inducéo da isquemia e reperfusdo

Para inducdo da I/R, os camundongos foram previamente anestesiados, via intraperitoneal,
com uma mistura de 100 mg/kg de cloridrato de cetamina 10% (Syntec) e 10 mg/kg de
cloridrato de xilazina 2% (Syntec), sendo a dose administrada individualizada por peso,
considerando a proporc¢do de 0,1 mL de anestésico/10 g de massa do animal. Apés tricotomia

e antissepsia da regido cervical com digluconato de clorexidina 10 mg/mL (Asseptcare, Neo
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Quimica), foi realizada incisdo cervical mediana longitudinal, seguida de dissecacéao
subcutanea e afastamento dos musculos até o plano vascular e exposicao das artérias carétidas
comuns. Entdo, estas foram, cuidadosamente, separadas do nervo vago e ocluidas. A ocluséo
foi feita isolando-se e clampeando as artérias carétidas comuns, com clipes cirlrgicos ndo
traumaticos durante 25 minutos (Figura 4 A e B). Apés esse periodo, os clipes foram
removidos e a sutura da inciséo, feita com fio mononylon 5.0. A circulagéo foi restabelecida e
mantida por 24 horas, conforme Costa et al. (2015), ou seja, 0s animais foram submetidos a
uma isquemia global transitéria. Procedimentos similares, com excecdo do clampeamento das
artérias, foram realizados nos animais WT sham e PAFR” sham. O procedimento cirtrgico
foi realizado com auxilio de uma lupa estereoscopica (Quimis, Sdo Paulo, Brasil) com
aumento de 4 vezes. Ao final da cirurgia, os animais foram alocados em gaiolas e
permaneceram nas mesmas por 24 horas. Apos esse periodo, anestésico com concentragdo
trés vezes superior a administrada para sedacdo foi aplicado, via intraperitoneal, a fim de

garantir a morte dos animais antes da coleta dos encéfalos.

Figura 4. Anatomia vascular cerebral de camundongos (vista ventral) e representacdo da oclusdo das
carGtidas comuns. Fonte: adaptado de Engel et al., 2011 (A). Incisdo cervical mediana, mostrando o
clampeamento bilateral das artérias cardtidas comuns (B).
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4.3. Analise do Déficit Neuroldgico

O déficit neuroldgico dos quatro grupos foi avaliado 24 horas ap6s inicio da reperfusdo. Cada
camundongo foi avaliado, visualmente, em relacdo a suas condi¢cdes motoras e sinais clinicos.
O método de avaliagdo foi adaptado de Adhami et al. (2006), de forma que 0s animais
receberam escore de 0 a 5 como segue: 0: auséncia de déficit neuroldgico; 1: ataxia e/ou
ptose; 2: andar em circulos; 3: ataxia, ptose e andar em circulos; 4: imobilidade; 5: morte apds
recuperacdo da anestesia. Durante a reperfuséo, os camundongos foram mantidos nas caixas,

com agua e racdo disponiveis.

4.4. TTC e histologia

Os camundongos foram mortos ap6s 24 horas de reperfusdo e os encéfalos, retirados e
colocados em salina gelada até o momento de efetuar as sec¢des. Os encéfalos foram cortados
no plano coronal com, aproximadamente, 2 mm de espessura e, em seguida, imersos em
solugdo TTC 2%. As fatias permaneceram incubadas em temperatura de 37°C por um periodo
de vinte minutos, técnica adaptada de Bederson et al. (1986). O TTC, incolor na forma
oxidada, ao ser reduzido pela succinato desidrogenase mitocondrial € convertido em
formazana (coloracdo avermelhada). Assim, as células mortas (com enzimas inativas),

permanecem esbranquicgadas, correspondendo a area de infarto (Tu et al., 2009).

Em seguida, os cortes permaneceram em formol tamponado a 10% (p/v), durante 24 horas.
Apos esse periodo, as seccdes foram fotografadas com camera digital da marca Samsung com
resolucdo de 12.2 Megapixels, utilizando o aumento de quatro vezes da lupa estereoscopica.
Por meio das fotografias obtidas, mensurou-se a razéo entre a area de infarto e a area total da
seccao, em porcentagem. Como a lesdo isquémica é detectada pela coloracdo negativa, apos
imersdo em TTC, a mensuracdo da area de infarto foi realizada por meio da contagem de
“pixels” brancos, binarizando-se a imagem, utilizando o software ImageJ (Figura 5). Os dados

obtidos foram expressos como porcentagem da area de infarto em relacédo a area total.

Posteriormente, as amostras foram processadas para a obtencdo de laminas histologicas e
coradas em H&E, para posterior analise descritiva e morfométrica. Para tanto, as seccdes
foram desidratadas em soluc@es alcodlicas de concebtracdo crescente, diafanizadas em xilol e
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incluidas em parafina. Os blocos foram cortados e processados em microtomo para obter-se

seccoes de 5 um de espessura em intervalos de 10 pm.
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Figura 5. Analise morfométrica da macroscopia. Etapas para mensuracdo da area de infarto em relagdo a area
total, utilizando o software ImageJ.
Fonte: SILVA, 2014.

Para analise histomorfométrica, foram selecionadas duas sec¢des por animal, incluindo areas
das regides proximas aos bregmas -0.82 mm e -1.64 mm do encéfalo (Mouse Brain Atlas),
abrangendo cdrtex cerebral proximo ao diencéfalo e hipocampo. Utilizando o sistema de
captura com microcamera SPOT Basic® 3.4.5 adaptada em um microscépio Olympus (BX-
40) na ocular de 20 vezes, capturou-se, aleatoriamente, 20 imagens de cada seccéo,
totalizando 40 imagens por animal. A area tecidual total e de cavitacbes necroticas foram
mensuradas por meio do software ImageJ, a fim de se calcular a razéo entre area de cavitacao
necrotica e area tecidual total (Figura 6 A). Esse procedimento foi realizado para cada
imagem e, ao final, os resultados foram expressos em porcentagem de area de lesdo por
animal. Além disso, quantificou-se a frequéncia de neurénios isquémicos e espongiose nas 40
imagens histologicas, com identificacdo de 25 pontos equidistantes por imagem, segundo
Pereira et al., 2013. A contagem de pontos foi feita, separadamente, para cada um dos
parametros. Ao final da analise, considerou-se os mil pontos analisados (40 imagens com 25
pontos cada uma) como 100% para calcular a frequéncia de areas de neurdnios isquémicos e
espongiose, em porcentagem, por animal. As imagens foram analisadas com utilizacdo do

software Corel Draw® versao 7.468 (Figura 6 B).
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Figura 6. Andlise histomorfométrica. Etapas para mensuracao das areas de cavitagdo necrética em relacao a area
tecidual total, pelo software ImagelJ (A). Sobreposicdo da graticula de 25 pontos equidistantes a imagem
histoldgica, a fim de estimar a frequéncia de areas de neurdnios isquémicos e/ou espongiose (B).

4.5. Determinacdo das concentracbes de citocinas/quimiocinas  (ensaio

imunoenzimatico - ELISA)

Concentracbes das citocinas TNF e IL1-B e da quimiocina CXCL1 foram mensuradas no
hemisfério esquerdo do cérebro por ensaio imunoenzimatico ELISA, utilizando-se anticorpos
R&D Systems (Minneapolis, EUA) de acordo com protocolo recomendado pelo fabricante.
Os hemisférios cerebrais esquerdos dos camundongos foram coletados e armazenados em
freezer a -80°C até o processamento. Para esta etapa, as amostras foram pesadas
(padronizando um intervalo entre 99,6 e 100,4 mg de tecido cerebral) e submersas em 1mL de
solucdo inibidora de proteases (NaCl 0,4M; Tween 20 0,05%, albumina sérica bovina (BSA)
0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF) 0,1 mM; cloreto de benzetonio 0,1 mM; EDTA
10 mM; 20 Ul de aprotinina), a qual foi previamente diluida em solucéo tampao fosfato-salino

(PBS) 1x. As amostras foram maceradas por um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125,
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Fisher Scientific) a uma velocidade média e a solucdo resultante, centrifugada a 4 °C e 10.000
RPM, durante 10 minutos. O sobrenadante do homogenato cerebral foi recolhido, aliquotado
e estocado em congelador a -20°C até utilizagdo para 0 ensaio imunoenzimatico.
Resumidamente, anticorpos de captura especificos (diluido em solucdo de PBS 1x e BSA
0,1%) foram adicionados as placas de 96 pocos (Maxisorb) e incubados por 18 horas a 4°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05% Tween-20 e
bloqueadas por 2 horas com solucdo de PBS 1x e BSA 1% a temperatura ambiente. As
amostras e o padrao para citocinas foram diluidos (em PBS 1x e BSA 0,1%) e incubados por
18 horas a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas trés vezes (com PBS contendo
Tween-20). Entéo, a placa foi incubada com anticorpos biotinilados (de detecgdo) durante
duas horas. Adicionou-se uma solucdo contendo streptavidina ligada a peroxidase
(Pharmingen), mantendo o sistema em repouso por 20 minutos. Feito isso, as placas foram
novamente lavadas e adicionou-se tampdo contendo ortofenildiamina (OPD, Sigma) e
perdxido de hidrogénio (Merck). A reacéo foi interrompida adicionando-se acido sufarico 1N
(Merck). A densidade optica foi quantificada com o uso do espectrofotdometro (Status -
labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) no comprimento de onda de 490 nm. Todos

0s passos de incubacdo (exceto overnight) foram feitos a temperatura ambiente.

4.6. Avaliacéo da expressdo de caspase-3 clivada no cérebro por Western Blotting

4.6.1. Obtencdo dos extratos proteicos

Apos coleta, o hemisfério direito do cérebro foi lisado pela adi¢cdo de 700 pL de solucdo de
lise (0,5% p/v de NP-40, 100 mM de Tris/HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM de EDTA, 1
mM de NaVOs, 1 mM de DTT, 1 mM de PMSF, 200 mM de NaCl, 25 mM de NaF,
leupeptina e aprotinina) e deixado em banho de gelo por 15 minutos. Posteriormente, o lisado
foi centrifugado a 10.000 RPM por 15 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante aliquotado e

mantido a -20 °C até o momento de uso.
4.6.2. Quantificacdo de proteinas dos extratos proteicos
Foi utilizado o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) baseado no método do

corante Bradford para dosagem das proteinas totais obtidas das células do experimento in
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vivo. Estes ensaios foram feitos em placas de 96 pocos especificas para testes colorimétricos.
Para tal, foram adicionados 2 uL de cada amostra a 200 pL do corante (diluido cinco vezes
em agua destilada), em duplicata. Paralelamente, foram construidas curvas padrdo por meio
da diluicdo de uma solugdo padrdo de BSA. Apds 5 minutos de incubacdo, a leitura foi feita
em espectrofotdmetro (Spectra Max 190, Molecular Devices) no comprimento de onda de 595
nm. Os valores das absorbancias das amostras foram interceptados na curva padréo para o

célculo da concentragdo proteica, expressa em mg/mL.

4.6.3. Western Blot para analise da expressao de caspase-3 clivada

Apos a quantificacdo das amostras, 0s extratos proteicos totais (60 g para caspase-3 clivada)
foram desnaturados em banho seco (LGC biotecnology), apds a mistura da amostra com
tampdo LB 5x (10% SDS, 10% 2-mercaptanol, 40% glicerol, 0,05% azul de bromofenol,
0,250M Tris/HCL pH 6.8) a 100°C por 5 minutos. Em seguida, os extratos foram fracionados
em gel de 15% de poliacrilamida/SDS e submetidos a eletroforese a uma tenséo de 100 V. Ao
final da corrida, os extratos proteicos foram transferidos para membrana de nitrocelulose
(Hybond ECL, GE healthcare) previamente equilibrada em tampdo de transferéncia.
Posteriormente a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com PBS-Tween 0,1%
contendo 5% de leite em p6 desnatado, lavadas com PBS-Tween, e incubadas com o
anticorpo de interesse a 4°C por uma noite. Os anticorpos utilizados foram anti caspase-3
clivada (1:1000) (Cell Signaling Technology) e anti B-actina (1:5000) (Sigma - Aldrich) e
anticorpos secundarios conjugados a peroxidase (1:3000) (Santa Cruz Biotechnology). Apds
nova lavagem com PBS/Tween e incubacdo durante 1 hora a temperatura ambiente com o
respectivo anticorpo secundario ligado a peroxidase, as membranas foram incubadas em
solugdo reveladora “ECL-Plus” (GE Healthcare), expostas contra filme de raio X (Hyperfilm
ECL) e reveladas utilizando-se revelador e fixador (Kodak), seguindo as recomendacdes do

fabricante.

4.6.4. Avaliacdo da permeabilidade da BHE pelo método de Azul de Evans

Para a avaliacdo da permeabilidade da BHE, o corante azul de Evans foi utilizado como um
marcador do extravasamento de albumina para o parénquima cerebral, como descrito
previamente por Belayev et al. (1996). Esse corante, quando ndo conjugado a proteinas
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plasmaéticas, &€ uma molécula relativamente pequena e de baixo peso molecular. Entretanto, in
vivo, liga-se a albumina, formando um complexo de alta massa molecular, que s6 é capaz de
permear a BHE quando a integridade da mesma estiver comprometida. Assim, a técnica €
uma forma indireta de quantificar o extravasamento de albumina sérica (Nagaraja et al.,
2008). Animais controle e BCCAo foram anestesiados, com uma mistura de 100 mg/kg de
cloridrato de cetamina 10% (Syntec) e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina 2% (Syntec), sendo
a dose administrada individualizada por peso, considerando a proporcdo de 0,1 mL de
anestésico/10 g de massa do animal e, em seguida, foram canulados na veia caudal. Assim,
0,2 mL de Azul de Evans a 1% foi administrado intravenosamente e ao final de uma hora, os
animais foram eutanasiados e perfundidos com salina fisiolégica. O encéfalo foi coletado,
pesado e 1 ml de formamida, acrescentado ao tecido. O tecido permaneceu na formamida por
24 horas para extragdo do corante. O azul de Evans extraido pela formamida foi quantificado
em leitor de ELISA em 650 nm (Molecular Devices, USA) e sua concentracdo, determinada,
por meio de uma curva padrdo com concentracdo inicial de 20 pg/mL de Azul de Evans. O
resultado da leitura espectofotometrica foi normalizado e expresso em pg de Azul de Evans

por 100 mg de tecido encefalico.

4.7. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de outiliers e de normalidade D’Agostino-
Pearson e Shapiro-Wilk. Quando paramétricos, foram analisados estatisticamente por analise
de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de comparaces multiplas de Tukey e nas
avaliacGes entre dois grupos, o teste t de Student foi utilizado. Para dados ndo paramétricos,
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparagdes multiplas Dunn’s ou
0 teste Mann-Whitney (nas avaliacbes de apenas dois grupos). O teste exato de Fisher foi
utilizado para avaliar variaveis independentes que s6 admitissem como resposta “sim” ou
“ndo”. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas se p<0,05 e 0s
resultados, apresentados como media + erro padrao da média (EPM). As analises estatisticas e
os gréaficos foram elaborados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
software Inc San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. Déficit neuroldgico

O déficit neuroldgico dos animais dos grupos WT sham, PAFR” sham, WT BCCAo e
PAFR’ BCCAo foi avaliado pelo escore adaptado de Adhami et al. (2006). Os grupos sham
ndo apresentaram alteragdes neuroldgicas (n=10, por grupo). No grupo WT BCCAo0 (n=15),
86,7% dos animais apresentaram alteracGes como ptose, ataxia, andar em circulos grandes e
pequenos, gerando um escore com média 2. Ja no grupo PAFR” BCCAo (n=11), essa
porcentagem caiu para 27,3% e 0s sinais observados foram ptose, andar em circulos e
imobilidade, distribuidos com igual frequéncia, nesse caso, a media do escore foi 1. Por meio
do teste exato de Fisher, foi possivel comprovar a diferenga significativa (p<0,01) na

frequéncia desses sinais neurologicos entre os grupos (Figura 7).

Além de terem apresentado diminuicdo da frequéncia de sinais de déficit neurolégico, nos
animais do grupo PAFR” BCCAo foi observada reducio34 significativa na intensidade do
escore de déficit neuroldgico quando comparados aos animais do grupo WT BCCAo (Figura
8).
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Figura 7. Avaliacdo do déficit neuroldgico ap6s BCCAo. Os animais do grupo WT BCCAo (n=15)
apresentaram uma maior frequéncia de sinais neurolégicos quando comparados aos do grupo PAFR” BCCAo0
(n=11) (p<0,01). Os dados foram submetidos ao teste exato de Fisher. **versus WT BCCAo0
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Figura 8. Efeito do PAF sobre o déficit neuroldgico em um escore de 0 a 5. O grupo PAFR” BCCAo apresentou
reducdo significativa na intensidade de déficit neurologico comparado ao grupo WT BCCAo (p < 0,05). Os
resultados representam a média = EPM, em uma analise nao pareada, utilizando o teste Mann Whitney *versus
WT BCCAOo.

5.2. Avaliacao da isquemia pela coloragdo com TTC

Para avaliar a area de infarto, utilizou-se o reagente TTC que, apés ser reduzido por enzimas
de células viaveis, corou as areas normais de vermelho e as &reas de tecido morto
permaneceram esbranquicadas, ndo coradas. Os grupos sham apresentaram toda a extensao
das seccdes coronais coradas em vermelho. Ja os grupos BCCAo (WT e PAFR7),
apresentaram areas de infarto (esbranquicadas) nos hemisférios direito e esquerdo. Os
camundongos do grupo PAFR”- BCCAo apresentaram lesdes mais focais no cortex cerebral,
enquanto os do grupo WT BCCAO, lesbes atingindo o cortex e estriado (Figura 9). Observou-
se reducdo significativa (p<0,01) da area de infarto no grupo PAFR”" BCCAo em relagio ao
grupo WT BCCAO0 (Figura 10).
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Figura 9. Efeito do PAF sobre a area de infarto cerebral apos I/R. As seccGes representativas coradas com TTC
apresentam os grupos WT Sham (A), PAFR” Sham (B), WT BCCAo (C) e PAFR”BCCAo0 (D) (n=6 por grupo)
apos 24 horas de reperfusdo. As areas palidas representam a area de infarto e as regides em vermelho mostram o
tecido sadio. Coloragdo com cloreto de trifeniltetrazilio (TTC) 2%.
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Figura 10. Efeito do PAF sobre a area de infarto cerebral. O grupo PAFR”- BCCAo apresentou porcentagem de
area de infarto significativamente menor que o grupo WT BCCAo0. Os resultados representam a média + EPM (n
= 6, por grupo) em uma analise ndo pareada, utilizando o teste t de Student ** versus WT BCCAo0 (p<0,01).
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5.3. Avaliacdo Histopatologica

5.3.1. Auvaliacédo descritiva

Os animais WT sham e PAFR” sham ndo apresentaram alteraces histopatoldgicas nos
encéfalos analisados. Ja os animais dos grupos BCCAo (WT e PAFR™"), mostraram alteragdes
teciduais na regido do cortex cerebral, tronco encefalico e hipocampo, caracterizadas por
areas de necrose, com formacdo de cavitacdes parcialmente preenchidas por sangue;
neurbnios hipercromaticos e retraidos (isquémicos); e, em alguns animais, espongiose. Com
relacdo as areas necréticas, varios neurdnios isquémicos foram visualizados circundando-as.
Os animais do grupo PAFR”- BCCAo apresentaram focos de necrose menos extensos que 0s
do WT BCCAo (Figura 11). Observou-se também perda neuronal em toda a extensédo do
estrato piramidal do hipocampo (regido CAl a CA4) e espongiose no neurdpilo. Em uma
analise qualitativa, essa perda de neurdnios hipocampais foi mais intensa nos animais do
grupo WT BCCAO0 que a apresentaram e mais leve nos PAFR” BCCAo, nos quais foram
visualizados grupamentos predominantemente focais de neurdnios isquémicos, sobretudo na

regido CA1 e pouca ou ausente vacuolizacao hipocampal.

5.3.2. Auvaliacdo morfométrica

Ao mensurar a area de cavitagdes necrdticas presentes na microscopia e necessariamente
circundadas por neur6nios isquémicos, observou-se que os animais PAFR” BCCAo
apresentaram menor porcentagem da razdo entre a area de cavitagdo e a area tecidual normal,
quando comparados aos animais WT BCCAo (p<0,05), conforme ilustrado pela figura 12.
Esse resultado comprova o achado previamente apontado pela analise histologica descritiva e
pela macroscopia. Além disso, a frequéncia de neurbnios isquémicos foi reduzida nos
camundongos PAFR” BCCAo. Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica para

espongiose entre 0s grupos submetidos a isquemia e reperfusao (Figura 13).
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Figura 11. Fotomicroscopia do cérebro de camundongos: sham WT (A), sham PAFR’- (D, G), WT BCCAo (B,
E, H) e PAFR” BCCAo0 (C, F, 1), corados por H&E. Cortex cerebral com aspecto histolégico normal (A).
Cortex cerebral apresentando extensa lesdo cavitdria (necrose) e varios neurbnios isquémicos ao redor
(asteriscos) (B). Cortex cerebral com foco necr6tico menor, preenchido por sangue e circundado por neurdnios
isquémicos (asteriscos) (C). Regido CA do hipocampo com aspecto histolégico normal, mostrando neurénios
sadios (D). Hipocampo apresentando varios neurénios isquémicos (asteriscos) ao longo de todo o estrato
piramidal (E). Hipocampo contendo neurdnios hipercromaticos e condensados (asteriscos) concentrados na
regido CAl (F). Neurdpilo da regido cerebral com aspecto histoldgico normal (G). Cérebro mostrando &rea de
espongiose intensa (H). Parénquima cerebral mostrando espongiose moderada (I). Aumento da objetiva: A-C:

20x; D-1: 40x.
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Figura 12. Efeito do PAF sobre a porcentagem da éarea de cavitagGes necrdticas cerebrais. O grupo PAFR”
BCCAo (n=7) apresentou porcentagem da area de infarto significativamente menor que o grupo WT BCCAo0
(n=7) (p < 0,05). Os resultados representam a média + EPM em uma andlise ndo pareada, utilizando o teste t de
Student. *versus WT BCCAGo.
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Figura 13. Avaliacdo morfométrica da frequéncia de neurbnios isquémicos e espongiose em camundongos
submetidos & BCCAo0. Para o pardmetro de neurdnios isquémicos, foi observada diferenga estaticamente
significativa entre os grupos WT BCCAo0 (n=7) e PAFR’ BCCAo0 (n=7) (p<0,05). Para espongiose, a diferenca
ndo foi significativa (p>0,05). Os resultados representam a média + EPM em uma andlise ndo pareada, utilizando
o teste t de student. *versus WT BCCAOo.

5.4. Analise da expressao das citocinas e quimiocina por ELISA

Os niveis dos mediadores inflamatérios (TNF, IL1-B e CXCL1) foram avaliados no encéfalo,
apos 24 horas de reperfusdo (Figura 14). As concentracdes das citocinas e da quimiocina
estudadas foram similares entre os grupos WT sham e PAFR” sham. Niveis
significativamente superiores desses mediadores inflamatorios foram detectados no grupo WT
BCCAO0, quando comparados ao grupo WT sham. Ja no grupo PAFR”BCCA0, o doseamento
de TNF, IL1-p e CXCLI1 nao apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo ao do

grupo PAFR™ sham. A deficiéncia do receptor de PAF promoveu reducéo significativa dos
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niveis de TNF, IL1-B ¢ CXCL1 (p<0,05) nos animais PAFR”" submetidos a BCCAo,

comparado aos animais WT BCCA0.
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Figura 14. Avaliacdo de citocinas e quimicocina por ELISA no cérebro dos camundongos submetidos a
isquemia por 25 minutos e reperfusdo por 24 horas. Os resultados representam a média + EPM (n = 8, por grupo)
em uma analise ndo pareada, utilizando o teste ANOVA e anélise de comparagBes multiplas de Tukey. *WT
BCCAO0 versus WT sham (p< 0,05); ** WT BCCAo versus WT sham (p< 0,01); ¥ PAFR’- BCCAo0 versus WT
BCCAO0 (p< 0,05); #*# PAFR” BCCAo0 versus WT BCCAo0 (p< 0,01).

5.5. Analise da expressdo de caspase 3-clivada no cérebro por western blotting

A fim de se avaliar a apoptose no cdrtex cerebral, regido na qual as lesdes cavitarias
circundadas por penumbra isquémica (contendo neur6nios necréticos e apoptoticos) sdo mais
frequentes, apds 24 de reperfusdo, a expressdo da proteina caspase 3-clivada (massa molar de
17/19 kDa) foi quantificada por Western Blotting. A normalizacéo por B-actina (massa molar
de 42 kDa) permitiu o controle de carregamento das amostras aplicadas (Figura 15 A). Ao
analisar a exposicdo das amostras ap0s revelacdo, observou-se aumento da expressdo de
caspase 3-clivada no grupo WT BCCAo, comparado ao WT sham. Além disso, a reducéo da
intensidade de marcacdo dessa proteina nos animais PAFR” BCCAo foi nitida quando
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comparada a dos camundongos WT BCCAo0. Por meio da densitometria, quantificou-se e
comprovou-se a diferenca acentuada entre esses grupos, além de se constatar que ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos WT sham e PAFR” sham e nem entre este Gltimo e o
PAFR” BCCAo (Figura 15 B).
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Figura 15. Reducéo da expressdo de caspase-3 clivada em cerebro de camundongos selvagens e deficientes para
receptor de PAF ap6s isquemia seguida de 24 horas de reperfuséo, avaliada por Western blotting. Exposicéo da
expressdo da proteina caspase — 3 clivada apos transferéncia para membrana de nitrocelulose e revelagdo em
filme de raio X. O anticorpo anti B-actina foi utilizado, a fim de marcar a proteina constitutiva p-actina, que
funcionou como um normalizador do western blotting (A). A analise densitométrica das membranas de
transferéncia, pelo software ImageJ, permitiu comparacdo estatistica entre os grupos. Os dados estdo
apresentados em unidades arbitréarias de medida (B). Os resultados foram expressos como média + EPM (n = 4,
por grupo) em uma analise ndo pareada, utilizando o teste ANOVA e anélise de comparagGes multiplas de
Tukey. *WT BCCAo versus WT sham (p< 0,05); * PAFR” BCCA0 versus WT BCCAo (p< 0,01).

5.6. Avaliacao da permeabilidade a BHE por Azul de Evans

Como o PAF esta associado ao aumento da permeabilidade vascular e consequente
exacerbacdo da neuroinflamacdo, a integridade da BHE foi avaliada pela capacidade de
extravasamento do corante Azul de Evans para o parénquima encefalico. Apos extracdo desse
corante pela formamida, foi possivel quantificar, por espectrofotometria, a concentracdo que
permeou a BHE em cada grupo. Obervou-se, entdo, um aumento do extravasamento do Azul

de Evans nos encéfalos dos camundongos WT BCCAo quando comparados aos WT sham. Ja
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0 grupo PAFR” BCCAo ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao PAFR”" sham.
Constatou-se, ainda, que a deficiéncia do receptor de PAF promoveu inibicdo da quebra da
BHE em camundongos submetidos a BCCAo transitoria, ja que a concentracdo do Azul de
Evans foi significativamente mais elevada no parénquima encefalico dos aninais WT também
submetidos a BCCAo (Figura 16).
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Figura 16. Avaliacdo da permeabilidade da BHE, por meio de andlise espectrofotométrica da concentracdo do
corante Azul de Evans no encéfalo dos camundongos submetidos a isquemia por 25 minutos e reperfuséo por 24
horas. Os resultados representam a média + EPM em uma analise ndo pareada (grupos sham com n=3 e grupos
BCCAo0 com n=4), utilizando o teste ANOVA e analise de compara¢des multiplas de Tukey. ***WT BCCAo0
versus WT sham (p< 0,001); # PAFR” versus WT BCCAo (p< 0,01).
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6. DISCUSSAO

Dentro da complexa fisiopatologia da isquemia e reperfusdo e da consequente cascata
isquémica, a inflamacéo é um importante gatilho para expansao da lesdo cerebral (Harukuni e
Bhardwaj, 2006). Nesse sentido, a biossintese do PAF, um fosfolipideo com pronunciado
carater pré-inflamatorio quando produzido em excesso, é facilitada pela isquemia e reperfusdo
cerebral, ativando PAFR e contribuindo para o agravamento dos danos neuronais e suas
consequéncias (Umemura et al., 2007; Belayev et al 2012). Este trabalho mostrou a influéncia
da deficiéncia do receptor de PAF na extensdo da lesdo cerebral, neuroinflamacdo, integridade
da BHE e morte celular p6s AVEi, como um fator de neuroprotecao.

Ao avaliar parametros clinicos, observou-se que os animais do grupo PAFR”’ BCCAo
apresentaram uma menor frequéncia de déficit neurologico (27,3%) quando comparados aos
do grupo WT BCCA0 (86,7%). Além disso, foi constatado que a deficiéncia de PAFR
promoveu reducdo da intensidade do escore de déficit neurologico. Esse achado aponta para a
contribuicdo desse receptor nas sequelas neuroldgicas pés AVEi agudo. Estudos anteriores
mostraram a reducdo de deficit em animais submetidos a I/R cerebral e bloqueio
farmacoldgico do receptor de PAF (Belayev et al., 2012) e em animais transgénicos que
superexpressavam a enzima PAF-acetilhidrolase (Umemura et al., 2007) e tratados com PAF-
AH recombinante (Wu et al., 2014). Embora 0 modelo adotado tenha sido a oclusdo bilateral
das carotidas comuns, os sinais clinicos pos isquemia e reperfusdo observados foram
semelhantes aos relatados por Berdenson et al. (1986) e Tolvanen et al. (2013) em modelo de
oclusdo da artéria cerebral média e por Adhami et al. (2006) em ocluséo unilateral da carotida

comum direita.

Com relacdo as lesGes cerebrais, a analise macroscopica, por meio do corante TTC, revelou
uma reducio da éarea de infarto nos animais do grupo PAFR” BCCAo em relacdo aos do
grupo WT BCCAo. Outra observacio interessante foi que, nos animais PAFR” BCCAo as
lesbes foram mais focais, concentrando-se nas extremidades do cortex. O método
colorimétrico TTC permitiu a visualizacdo e quantificacdo das regides de infarto (com
enzimas inativas), pois permaneceram esbranquicadas, enquanto que as saudaveis foram

coradas em vermelho. Esses achados no modelo adotado (isquemia global transitoria em
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camundongos selvagens e deficientes para receptor de PAF) concordam com os de estudos
prévios que utilizaram modelo de isquemia focal associados a um antagonista de PAFR (Yang
et al., 2011) e ao tratamento com PAF-AH (Wu et al., 2014).

As alteragdes macroscépicas detectadas pelo TTC foram confirmadas e detalhadas pela
histopatologia. Na regido cortical dos animais submetidos a BCCAo transitoria, foram
observadas diversas cavitacdes necréticas parcialmente preenchidas por heméacias. Ao entorno
dessas cavitacOes, foi encontrada uma ampla faixa de neurdnios isquémicos. Tais alteracoes
sdo tipicas dos denominados neurdnios isquémicos, que constituem a regido de penumbra. Em
muitos casos, quando o fluxo sanguineo esta reduzido, mas permanece entre, no minimo, 12 a
20 ml /100 g x min™ (20 a 30% do fluxo normal), a necrose néo ocorre diretamente, surgindo
antes a penumbra isquémica, que pode ser revertida se o fluxo sanguineo for recuperado nas
primeiras horas pds AVEI, ou seja, a penumbra € uma condicao prévia a morte celular e esta
diretamente ligada aos disturbios metabdlicos decorrentes da condicéo isquémica (del Zoppo
et al., 2011; @stergaard et al., 2013).

No presente estudo, foi detectada, por histomorfometria, uma reducdo da porcentagem da area
de cavitagdes necrdticas circundadas por neurénios isquémicos nos camundongos do grupo
PAFR” BCCAOo, confirmando o achado da morfometria macroscopica. Além disso, observou-
se diminuicdo na frequéncia de neurdnios isquémicos que circundam essas cavitacfes, ou
seja, da penumbra isquémica (em comparacdo ao grupo WT BCCA0). Logo, o resultado
encontrado indica a participacdo da ativacdo de PAFR na morte celular (por necrose e
apoptose) pds I/R encefalica e, consequentemente, na maior frequéncia e intensidade dos
sinais de déficit neuroldgico observados nos camundongos WT BCCAo0. Outra alteracédo
presente nos animais submetidos a I/R foi a presenca de espongiose, que corresponde a
vacuolizacdo no neurdpilo e expansao de espaco perivascular, sendo um indicativo de edema
cerebral (Jayakumar et al., 2011; Craggs et al., 2014). Na histomorfometria, ndo foi
encontrada diferenca estatistica da frequéncia de regifes de vacuolizacdo comparando 0s
grupos WT BCCAo0 e PAFR” BCCAo, talvez pelo fato dessa alteracio ndo ter apresentado

uniformidade entre os animais.

Sabe-se que o modelo de BCCAo seguido de reperfusdo é marcado pela apoptose neuronal
intensa na regido CAL do hipocampo (Mehrjerdi et al., 2013), assim, a perda de neurdnios
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hipocampais em toda a extensdo do estrato piramidal foi um achado relevante. Em uma
analise qualitativa, essa perda apresentou-se menos intensa nos PAFR”- BCCAo. Umemura e
colaboradores (2007) obtiveram resultados semelhantes em andlise histopatologica do
hipocampo de camundongos modificados para superexpressar PAF-AH. Esse resultado
também pode ser relacionado a reducdo da intensidade e frequéncia dos déficits neurolégicos
observados nos camundongos deficientes em PAFR.

O tecido cerebral é muito sensivel a isquemia e algumas regides sdo mais vulneraveis que
outras, como é o caso do hipocampo (Woodruff et al., 2011). Os préprios neurbnios
hipocampais apresentam diferente sensibilidade a curtos periodos de isquemia, dependendo de
sua localizacdo no estrato piramidal. J& é bem relatado na literatura que os neurbnios da
regido CA1 sdo mais susceptiveis e 0s do giro denteado, mais resistentes a morte celular
(Schmidt-Kastner e Freund, 1991). Wang e colaboradores (2015), relataram que, dentro da
propria regido CA1, hd uma vulnerabilidade seletiva entre 0s neurdnios piramidais. As causas
ainda ndo foram determinadas, mas acredita-se que diferencas na biossintese ou dobramento
de proteinas pode ser a razdo dessa seletividade. Outra explicacdo € que os neurdnios podem,
individualmente, ativar diferentes vias de estresse, levando a uma resposta mais ou menos
intensa e, consequentemente, a diferentes niveis de danos neuronais. Li et al. (2010)
observaram que a BCCAo0 em ratos promove alteracdes leves na regido CA1 do hipocampo
seis horas ap6s isquemia e um pico de perda de neurénios piramidais 24 horas pos isquemia,
ou seja, 0 presente estudo contemplou o periodo de pico dessa morte neuronal. Vale ressaltar
que os achados histopatoldgicos observados sdo semelhantes aos encontrados em casos de
AVEI agudo em humanos, apesar de, nestes, as alteracfes aparecem mais tardiamente
(Margaritescu et al., 2009).

A importancia do PAF na plasticidade sinaptica hipocampal e formacdo de memoria foi
demonstrada quando em concentrac@es fisiologicas (Chen e Bazan, 2005). Entretanto, apos
isquemia cerebral, a biossintese desse fosfolipideo aumenta e seu acimulo promove a
liberacdo de glutamato no hipocampo e rapida ativacdo da via da COX-2 (Cui et al., 2007; He
e Bazan, 2006). Assim, a reducdo de nperda neuronal do estrato piramidal do hipocampo
encontrada nos animais PAFR”- submetidos & BCCAo0 e reperfusdo, quando comparados aos
selvagens, demonstra esse papel deletério do PAF ao ativar seu receptor, enquanto mediador
inflamatério pés AVEi.
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A resposta inflamatoria estd intimamente ligada a todos os danos neuronais discutidos
anteriormente. A maior concentragdo tecidual de IL-1B, TNF e CXCL-1 no grupo WT
BCCAo0 comparado ao WT sham, que foi encontrada neste trabalho, evidencia a importancia
das citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias na etiopatogénese das lesdes cerebrais
decorrentes do AVEi agudo, apds 24 horas de reperfusdo. Como as células residentes do
cérebro produzem TNF rapidamente ap6s dano local, ha um aumento na concentracdo dessa
citocina logo nas primeiras horas apos inicio da isquemia, ou seja, ela € um mediador
determinante no desenvolvimento das lesdes cerebrais (Liu et al., 1993; Yamasaki et al.,
1995; Clausen et al., 2008). Recentemente, Wu et al. (2014), por meio de estudos cinéticos,
mostraram que essa producdo rapida e intensa de TNF é o gatilho mais importante para a
iniciacdo da inflamacdo, processo que, logo em seguida, parece ser desenvolvido e
exacerbado pela IL-1pB. Inclusive, ja foi relatada correlagdo positiva entre as concentracdes
dessas citocinas. Além disso, TNF induz a produgdo de CXCL1, quimiocina importante na
quimiotaxia de neutrofilos (Pan et al., 2009).

A IL-1B tem sua producdo induzida pelo TNF (Summers et al., 2009; Wu et al., 2014). A
elevacdo da concentracdo dessa interleucina promove aumento da permeabilidade da BHE,
propiciando a migracdo de leucdcitos periféricos para o parénquima encefalico. Estudos
mostraram que a inoculacdo de IL1-B no estriado de ratos promoveu o aumento da liberacéo
de CXCL1 (Anthony et al., 1997; Easton, 2013). Segundo Sousa et al. (2013), o bloqueio dos
receptores CXCR1 e CXCR2 reduz os niveis de IL1-B e o recrutamento de neutrofilos,
diminuindo também os danos neuronais. Apesar do papel controverso do neutrofilo na
cinética do AVEi agudo (Hayward et al., 1996; Emerich et al., 2002; Easton, 2013), sabe-se
que ele é o primeiro leucocito periférico a chegar ao encéfalo e que contribui para a expanséao
da lesdo (Weston et al., 2007), por meio do fenbmeno de no-reflow (obstruindo vasos)
(Schmid-Schonbein, 1986), aumento do edema (Kenne et al., 2012) e exacerbacdo da
producdo de mediadores inflamatérios, inclusive do PAF, que, por sua vez, aumenta a
guimiotaxia de neutrofilos intensificando a cascata isquémica. Considerando que as citocinas
e quimiocina supracitadas e o préprio PAF tém producdo interligada e precoce, a escolha de
um periodo de 24 horas de reperfusdo foi interessante para avaliacdo desses mediadores

inflamatorios.
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A reperfusdo, apesar de necessaria a recupera¢do dos danos promovidos pela hipoxia,
restaurando os niveis de oxigénio e removendo metabolitos toxicos, € um processo que
contribui para 0 aumento da lesdo cerebral, principalmente pela geracdo de EROs e promogéo
da infiltracdo de células inflamatdrias (Sugawara et al., 2003; Kalogeris et al., 2012). Nesse
ambiente oxidativo e com pH reduzido, a biossintese de liso-PAF e conversdo desse
fosfolipideo em PAF, que é uma reacdo quimica de esterificacdo, torna-se favoravel. Em altas
concentracdes no encéfalo, o0 PAF induz a ativacdo da via COX-2, com consequente producao
de TNF (Boetkjaer et al., 2007), ou seja, atua como um potente mediador pro-inflamatério,
aumentando a permeabilidade da BHE (Deng et al., 2009; Fang et al., 2011), a quimiotaxia de
leucécitos e, consequentemente, a liberagdo de mais EROs. Portanto, o PAF, bem como a
ativacdo de PAFR, contribui para a intensificacdo da cascata isquémica que, por sua vez,
facilita a biossintese de PAF (Bazan, 2005). Nesse contexto, 0 modelo de isquemia e
reperfusdo que foi utilizado é bastante interessante, pois, além de propiciar um aumento
pontual da producéo de PAF pela isquemia, o ambiente da reperfusdo favorece a manutencéo
de concentracdes elevadas durante algumas horas. Por meio deste trabalho, observou-se que
os animais do grupo PAFR” BCCAo, comparados aos do grupo WT BCCAO0, apresentaram
uma reducdo na concentracdo de TNF, IL1-B e CXCL1 apds 24 horas de reperfuséo, alem
disso, ndo houve diferenca estatistica significativa entre PAFR”- BCCAO0 e 0s niveis basais

dos camundongos PAFR™ sham.

O comprometimento da integridade da BHE encontrado no grupo WT BCCAo0, quando
comparado ao grupo WT sham, intensifica a neuroinflamacéo e expanséao da leséo tecidual no
AVEi agudo. Como o aumento da permeabilidade vascular esta associado a producdo aguda
de mediadores inflamatdrios pela micréglia ativada, como a IL-1p e o TNF (Rosenberg et al.,
1998; Britschgi e Wyss-Coray, 2007), esse resultado corrobora com o aumento dessas
citocinas detectado por ELISA. Pan et al. (2009) mostraram que o TNF induz rapida alteracéo
na regulacdo de IL-15 e seus receptores da BHE, bem como a producdo das moléculas de
adesdo ICAM-1 e VCAM-1, levando aumento da permeabilidade da microvasculatura
cerebral. Além disso, a perda da integridade da BHE, por si sd, ja é um fator facilitador do
aumento da secrecdo de quimicinas e citocinas pré-inflamatérias e da transmigracdo de
células inflamatdrias periféricas para o parénquima cerebral, sendo o neutréfilo uma célula
recrutada em grandes guantidades no processo agudo de isquemia e reperfusdo (Woodruff et
al., 2011). Assim, o aumento dos niveis de CXCL1 detectado por ELISA também esta
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relacionado ao aumento da permeabilidade vascular observada nos camundongos WT
BCCAOo. Segundo Strbian et al. (2008), o aumento da permeabilidade da barreira ja pode ser
detectado 25 minutos apos reperfusdo e se mantém superior o dos controles por até cinco
semanas. Além disso, em modelo de isquemia focal transitéria, Wu et al. (2014) mostraram
que o pico da ruptura da barreira ocorre apds 24 horas de reperfusdo, tempo adotado também
pelo presente trabalho. Em pacientes submetidos a terapia trombolitica p6s AVE isquémico,
observou-se que a ruptura da barreira estd associada a complica¢des neuroldgicas, como a
ocorréncia de AVE hemorragico e aumento da mortalidade (Zlokovic, 2008; Desilles et al.,
2013).

Com relagdo ao grupo PAFR”" BCCAo, foi observada manutencio da integridade da BHE,
uma vez que a concentracdo do corante Azul de Evans ndo apresentou diferenca significativa
da concentracdo quantificada no encéfalo dos camundongos PAFR™ sham, a qual, por sua
vez, foi similar a do grupo WT sham (p>0,05). Dessa forma, pode-se concluir que a
deficiéncia de PAFR promoveu a manutencdo da integridade da BHE apds I/R cerebral
murina, 0 que pode ser relacionado a reducdo da producéo de IL-1p e TNF anteriormente
relatada e a auséncia do efeito de inducdo do aumento da permeabilidade endotelial exercida
diretamente pelo PAF, por aumento da ativacdo de MMP-2, por exemplo (Kumar, 1988;
Axelrad et al., 2004). Tal processo, ao inibir a quimiotaxia de neutrdfilos, relaciona-se a
reducido da producdo de CXCL1 encontrada no grupo PAFR”- BCCAo, comparado ao WT
BCCAo.

Ja foi relatado que a incubacdo de células endoteliais da microvasculatura cerebral com
PAF promove aumento da expressdo de ICAM-1, o qual pode ser revertido pelo XQ-1H,
um antagonista do PAFR derivado do ginkgolideo (Deng et al., 2009; Fang et al., 2011). A
inducdo das vias de TNF e COX-2, que levam ao aumento da permeabilidade vascular, foi
observada ap0s exposicdo de células neurais primarias ao PAF, efeito que foi revertido por
antagonistas do receptor desse fosfolipideo (Boetkjaer et al., 2007). Além disso, Wu et al.
(2014) mostraram reducdo da expressdo de MMP-2 e MMP-9 e aumento de VEGF em
camundongos pré-tratados com PAF-AH 15 minutos antes da oclusdo da artéria cerebral
média. Ou seja, 0 bloqueio do PAFR inibiu o seguinte ciclo: aumento da biossintese de
PAF — ativacdo de PAFR - intensificacdo da cascata isquémica — manutencdo de altos
niveis de PAF apds isquemia e reperfusdo cerebral. Por conseguinte, a BHE foi preservada,
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0 que reduziu a quimiotaxia de leucdcitos e geracdo de radicais livres, bem como a

expansdo da area central de lesdo isquémica.

Semelhantemente ao encontrado para as citocinas e quimiocina estudadas, a expressao de
caspase-3 clivada no cortex foi reduzida com a deficiéncia de PAFR e ndo foi encontrada
diferenca entre a expressdo dessa proteina nos camundongos PAFR” BCCAo e o nivel
basal dos PAFR” sham. Como a producio de TNF esta ligada & apoptose apds isquemia
cerebral (Robertson et al., 2001) e os niveis dessa citocina foram reduzidos no grupo
PAFR’ BCCAo comparado ao WT BCCAo0, a diminui¢do da expressdo de caspase 3-
clivada complementa os resultados obtidos pelo ELISA. Lu et al. (2004) observaram que o
PAF induz ativacdo de caspase-3 em células epiteliais intestinais. Posteriormente, Claud et
al. (2008) mostraram que essa ativacéo e facilitada em meio &cido apds isquemia intestinal.
Sabe-se que a cascata isquémica consequente da I/R cerebral produz acidose, devido a
geracdo de lactato pela respiracdo anaerobia, o que, considerando os achados supracitados,
poderia aumentar a inducdo de apoptose pelo PAF. Em modelo de isquemia focal por
oclusdo da artéria cerebral media, foi observada expressao de caspase-3 clivada ao longo
do hemisfério cerebral afetado (Wagner et al., 2011). Além disso, ha estudos que mostram
a relacdo entre o antagonismo de PAFR e a reducdo de apoptose neuronal em ratos
neonatos submetidos a oclusdo da carotida comum direita (Bozlu et al., 2007) e em
camundongos geneticamente modificados para superexpressar PAF-AH submetidos a
oclusdo da artéria cerebral média (Umemura et al., 2007). Pulliam et al. (1998) observaram
envolvimento do TNF e PAF com apoptose de neurénios, astrdcitos e oligodendrécitos em
cultura de células do SNC. Em seres humanos, ja foi encontrada correlagcdo positiva entre
caspase-3 em plasma sanguineo e expansao da lesdo cerebral detectada por ressonancia
magnética (Rosell et al., 2008). Dessa forma, com a diminui¢do de morte celular tanto por
necrose (comprovada pela reducdo da area de cavitagdes necroticas na microscopia e areas
de infarto na macroscopia) quanto por apoptose (apontada pela reducdo de caspase-3
clivada no cortex cerebral), fica clara a neuroprotecdo promovida pela deficiéncia de

PAFR em modelo murino de I/R cerebral aguda.

Atualmente, apenas farmacos cujo mecanismo de acdo € voltado para o tratamento dos
disturbios da coagulacdo sdo aprovados e utilizados efetivamente na clinica para pacientes

que sofreram AVEi. Assim, é de suma importancia estudar outros potenciais alvos
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terapéuticos. Nesse contexto, a neuroprotecdo, sem ddvida, representa uma perspectiva
eficaz para minimizacdo das sequelas decorrentes dessa doenca, que corresponde a

um problema mundial de satde publica.
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7. CONCLUSAO

A deficiéncia do receptor de PAF promoveu reducdo da frequéncia e intensidade do déficit
neuroldgico associada a reducdo das alteracBes histopatoldgicas, do processo inflamatério e
da apoptose no encéfalo de camundongos submetidos & BCCAo transitoria. Portanto, a
deficiéncia do PAFR ¢é um fator de neuroprotecdo na isquemia e reperfusdo cerebral aguda.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar o efeito da deficiéncia desse receptor
em um processo cronico.
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