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RESUMO

As células microgliais sdo componentes fundamentais do sistema imune inato que
fazem, continuamente, uma varredura completa do parénquima neural em busca de
alteragdes teciduais sutis para a preservagdo da integridade tecidual. Estes
macrofagos residentes do sistema nervoso central (SNC), correspondem a cerca de
20% da populagéo celular encefalica. Em desordens neurais agudas e crénicas,
incluindo lesédo cerebral e da medula espinhal, acidente vascular encefalico
experimental (AVE), doencas de Alzheimer, Parkinson e Huntington, células
microgliais sdo ativadas, o que é refletido em alteracdes morfoldgicas e bioquimicas.
Nestas doencas, acredita-se que a ativagdo microglial contribua tanto para
neuroprotegdo como para a exacerbagdo do processo lesivo. Diversas evidéncias
experimentais sugerem que a ativagdo microglial excessiva pode contribuir para a
exacerbacdo do processo lesivo apds AVE experimental. No entanto, nossos
estudos prévios sugerem que as células microgliais podem liberar fatores tréficos
apés AVE experimental em regides anatomicamente distintas da populagcéo
microglial com fendtipos prejudiciais. Inexistem estudos que tenham descrito os
padrdes de reatividade dos diferentes fenétipos microgliais apds isquemia
experimental. No presente projeto, investigaremos os padrdes de ativagdo de células
microgliais apresentando fenoétipos benéficos e prejudiciais, avaliando que
populagBes microgliais sdo inibidas pela tetraciclina minociclina apds isquemia
cortical focal. Os animais foram submetidos a isquemia focal no cértex motor por
microinjecdes de 80 pMol de endotelina-1 (ET-1). Os mesmos foram sacrificados 7,
14 e 30 dias apo6s a indugdo isquémica. Foi feita a técnica de imuno-histoquimica
para a observacdo da perda neuronal (NeuN+) e imunofluorescéncia dupla para
avaliar a densidade de células microgliais M1 e M2 na éarea lesionada. A analise
estatistica da densidade de células NeuN+ foi feita pelo test t de Student dos grupos
de 07 dias de sobrevida controle e tratado enquanto que a andlise das células
microgliais M1 e M2 foram feitas pela analise de variancia dos grupos de 07, 14 e 30
dias sobrevida controle, adotando em todos os testes o nivel de significancia P<0.05.
Foi comprovada uma preservagdo no numero de neurOnios presentes no
parénquima lesionado dos animais tratados com minociclina. Foi observada uma
diminuicdo no numero de células microgliais M1 nos animais tratados com
minociclina, sugerindo que o farmaco pode apresentar efeitos em vias de expressao
dos fendtipos microgliais M1. Entretanto, quando comparados os animais de 07, 14
e 30 dias controle, ha um aumento do numero desse fenétipo M1 que se estende do
07 dia até o 30 dia de sobrevida. Concluimos que h& um efeito neuroprotetor do
farmaco minociclina relacionada ao acidente vascular encefalico, sugerindo que
esse farmaco pode estar envolvido na modulacdo dos fendtipos microgliais
necessitando de maiores estudos sobre a sua fungéo nas vias de expressao desses
fendtipos.

Palavras-Chave: Fendtipos microgliais, minociclina, isquemia cerebral e

inflamacéao.



ABSTRACT

Microglial cells are fundamental components of the innate immune system that
continually make a complete scan of the neural parenchyma in search of subtle
tissue changes for the preservation of tissue integrity. These resident macrophages
of the central nervous system (CNS) correspond to about 20% of the encephalic cell
population. In acute and chronic neural disorders, including brain and spinal cord
injury, experimental stroke, Alzheimer's, Parkinson's and Huntington's disease,
microglial cells are activated, which is reflected in morphological and biochemical
changes. In these diseases, it is believed that microglial activation contributes to both
neuroprotection and exacerbation of the injury process. Several experimental
evidences suggest that excessive microglial activation may contribute to the increase
of the injury process after experimental stroke. However, our previous studies
suggest that microglial cells may release trophic factors after experimental stroke in
anatomically distinct regions of the microglial population with deleterious phenotypes.
There are no studies that have described the reactivity patterns of the different
microglial phenotypes after experimental ischemia. In the present project, we will
investigate the patterns of activation of microglial cells presenting beneficial and
harmful phenotypes, evaluating which microglial populations are inhibited by
tetracycline minocycline after focal cortical ischemia. The animals were submitted to
focal ischemia in the motor cortex by microinjections of 80 pMol of endothelin-1 (ET-
1). They were sacrificed 7, 14 and 30 days after ischemic induction. The
immunohistochemistry technique for the observation of neuronal loss (NeuN +) and
double immunofluorescence to evaluate the density of M1 and M2 microglial cells in
the lesioned area was used. Statistical analysis of NeuN+ cell density was performed
by the Student's t-test from the 7-day of control and treated groups while the analysis
of the M1 and M2 microglial cells were done by the analysis of variance in the 07, 14
and 30 control groups, adopting in all tests the level of significance P <0.05. A
preservation in the number of neurons in the injured parenchyma of the animals
treated with minocycline was confirmed. A decrease in the number of M1 microglial
cells in minocycline-treated animals was observed, suggesting that the drug may
present effects on expression pathways of M1 microglial phenotypes. However, when
the animals of the control group of 07, 14 and 30 are compared, there is an increase
in the number of this M1 phenotype that extends from day 7 to day 30. We conclude
that there is a neuroprotective effect of the drug minocycline when associated to
stroke, suggesting that this drug may be involved in the modulation of microglial
phenotypes requiring further studies on its function in the pathways of expression of
these phenotypes.

Key words: Microglial phenotypes, minocycline, cerebral ischemia and inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO (AVE)

O acidente vascular encefalico (AVE) é a segunda causa mais comum de
morte no mundo e aproximadamente 1/6 de todos os seres humanos podem sofrer
pelo menos um evento isquémico durante a vida, podendo ocasionar incapacidade
ao acometido que se torna dependente de familiares ou de profissionais de saude
especializados (MURRAY; LOPEZ, 1997; SESHADRI et al., 2006). O alto custo do
tratamento € uma das dificuldades & manutencdo da recuperacdo parcial do
paciente, sendo que atualmente alguns programas de salde se aproximam do
indice de 6% de todo o orgamento destinado aos setores implementadores (WANG;
TANG; YENARI, 2007).

Tem sido relatado que o acidente vascular cerebral isquémico (AVEI)
responde por aproximadamente 80% dos casos, sendo ocasionado por uma ocluséo
trombdética ou embdlica de uma artéria cerebral, na maioria dos casos a artéria
cerebral média ou um dos seus ramos. A variabilidade clinica do AVE,
principalmente em termos de causas, duragao, localizagdo e gravidade da isquemia
tem relagdo com doengas sistémicas que reforcam a necessidade de se ampliar a
atencdo da pesquisa clinica para um grupo maior de pacientes com essa patologia
(DURUKAN; TATLISUMAK, 2007).

A obstrugdo do fluxo sanguineo em um territrio vascular cerebral provoca
eventos moleculares complexos que desencadeiam uma série de alteracdes
fisiopatolégicas, sendo a principal abordagem direcionada ao tratamento do AVEi: a
recanalizagdo e neuroprotegdo. Atualmente, o ativador do plasminogénio tecidual
recombinante (rt-PA) é a Unica terapia aprovada para o AVE isquémico agudo
(NINDS, 1995). Vérias drogas tém sido testadas em modelos experimentais de AVE
em roedores e primatas ndo humanos com excelentes resultados, mas sem muita
eficacia em humanos (KASTE, 2005; LEES et al., 2006).

Atualmente, nos Estados Unidos da América, assim como em outros paises
industrializados, as taxas de AVE registrada por idade diminuiram nos ultimos 30
anos. No entanto, o envelhecimento da populag&o implicard em niumeros maiores de
casos has proximas décadas. Essas modificages acarretardo impacto sobre futuros

ensaios clinicos a respeito da prevengdo do AVE, devido ao maior numero de
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financiamento, por parte dos 6rgdos publicos e privados, destinados aos programas
de avaliagcdo e tratamento para esses pacientes (HONG et al.,, 2011; KUNST,;
AMIRI; JANSSEN, 2011; LLOYD-JONES, D. M. et al., 2010; REDON et al., 2011).

Em aspecto global, esse quadro nédo difere. A continua industrializagdo da
Asia e da Africa provoca mudancas, ndo muito saudaveis, no estilo de vida da
populacdo levando ao aumento de casos de acidente vascular cerebral e outras
doencas cardiovasculares, ocasionando maiores taxas de incapacidade e
mortalidade por AVE (KIM, A. S.; JOHNSTON, 2011). Na Russia e Europa oriental o
curso dessa patologia aumenta rapidamente, situagdo semelhante evidencia-se na
China onde h& elevada populagdo em envelhecimento, mas, a causa singular de
prevaléncia do AVE nessas areas ainda séo: o tabagismo e a hipertensdo (HONG
et al.,, 2011; LLOYD-JONES, D. M. et al., 2010; MORAN et al., 2010; REDON et
al., 2011).

Verifica-se uma alteracdo nos casos de AVE em paises em desenvolvimento,
com declinio do hemorragico em relacdo ao isquémico. A identificagdo dos fatores
de riscos ao AVE séo extremamente importantes a prevengao priméria e secundaria
dessa patologia, sendo o monitoramento da pressao arterial, obesidade, diabetes,
dislipidemia, e outros, os principais alvos de programas de prevengdo (LLOYD-
JONES, D. et al., 2009; ZHAO, D. et al., 2008).

Nesse contexto, nota-se que nos ultimos anos as mudancas no modo de vida
das pessoas, em paises em desenvolvimento, bem como os fatores de risco como a
aterosclerose, hipertensdo e diabetes contribuem para o aumento do numero de
casos de acidente vascular encefalico.

No Brasil o AVE é a principal causa de morte em diversas faixas etéarias,
sendo o quadro de 6bitos mais relacionado a origem isquémica- (20%) dessa
patologia- e, em casos de sobrevivéncia, o paciente fica incapacitado de realizar
atividades cotidianas simples (DE CARVALHO et al., 2011; MANIVA; DE FREITAS,
2012). Os fatores de risco dessa desordem neuronal aguda para a populagéo
brasileira sdo as mesmas de outros paises em desenvolvimento: idade avancgada,
hipertensédo arterial sistémica, diabetes, tabagismo, sedentarismo e dislipidemias
(CASTRO et al., 2009).

Esse quadro é indicativo da adogéo de politicas que visem o atendimento aos
individuos que sofreram o AVE em todas as regides do Brasil, com a meta de

reducdo de Obitos e invalidez dos acometidos. Dados do Ministério da Saude
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relataram o numero de 99.159 Obitos, em 2010, representando a média de 271
mortes/dia. Por conseguinte, o numero de internagfes também é elevado na rede
publica de saude brasileira, sendo direcionada uma maior atengcdo aos grupos de
riscos com acgles preventivas na atencdo basica até a ampliacdo da rede de
servigos para tratamento especializado (BRASIL, 2012).

Duas portarias, em 2012, a de n°664/2012 e a n°665/2012, elaborada pelo
Ministério da Saude Brasileiro aprovaram e estabeleceram critérios no protocolo
clinico, diretrizes terapéuticas e habilitagdo dos estabelecimentos hospitalares como
centros de atendimento de urgéncia aos pacientes com AVE, instituindo a ajuda
financeira e, ainda, aprovando a linha de cuidados com a doenca (BRASUS, 2012;
BRASIL, 2012). O cerne est4 na compreensdo que o atendimento as vitimas deve
ser prestado em condicdes adequadas possibilitando uma linha de cuidados
compativeis a situagdo do paciente com AVE.

Sendo assim, o excelente funcionamento das Redes Bésicas de Saude, do
Servico de Atendimento Movel de Urgéncia (SAMU), das Unidades Hospitalares de
Emergéncia, comportando leitos de reabilitacdo ambulatorial e profissionais de
saude especializados no atendimento a pacientes com AVE, podem minimizar os

danos motores e cognitivos nesses pacientes.

1.2. ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO (AVE)

A organiza¢do mundial de saude (OMS) define Acidente Vascular Encefalico
(AVE) como “um sinal clinico de rapido desenvolvimento de perturbagcédo focal da
funcéo cerebral, de suposta origem vascular e com mais de 24 horas de duragao”.
(MARKUS, 2008).

Apesar de ser classificado como uma patologia de idade avancada o AVE
também ocorre no periodo neonatal e ocasiona disfun¢des neurolégicas que se
estendem por toda vida do acometido. Nessa fase da vida os acidentes vasculares
ocorrem em um percentual que varia de 20% a 30% dos nascidos com menos de 35
semanas de gestacdo, suplantando os casos, em frequéncia, nos individuos com
idade superior a 65 anos (DERUGIN et al., 2000). Nesses dois grupos suscetiveis a
lesdo vascular, observa-se a obstrugcdo parcial ou total do suprimento sanguineo
para regides do sistema nervoso. Na obstrucéo parcial, o AVE isquémico, os dois

subtipos: trombolitico e embolitico, sdo descritos. O trombolitico esta diretamente
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relacionado ao acumulo de placas de ateromas na parede do vaso com posterior
entupimento (CAPLAN; SEARLS; HON, 2009), enquanto o embdlico acorre com o
desprendimento da placa de ateroma e obliteragdo de um vaso subsequente
(CAPLAN et al., 2009; MARKUS, 2008).

Imagens por ressonancia magnética (IRM) de pacientes que sofreram
acidente vascular encefalico tem demonstrado, em alguns casos, 0 extravasamento
de sangue resultante do rompimento da parede vascular intracerebral e
subaracnoide e seu acumulo no parénquima neural e espacgo dural. Geralmente séo
ocasionados por rompimento de aneurismas caracterizando como AVE hemorrégico,
muito frequente em individuos com hipertenséo, traumas, distdrbios hemorragicos,
angiopatia amiloide, com erro de formagéao vascular e que fazem uso de drogas
ilicitas como a anfetamina ou cocaina (DEB; SHARMA; HASSAN, 2010; SEDER;
MAYER, 2009). Entre os fatores de riscos para o AVE, estdo: a hipertenséo,
dislipidemia, obesidade, alcoolismo, tabagismo, diabetes e fatores relacionados a
pré-disposicao genética (MARKUS, 2008; MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010).

Independente da causa que resulta o AVE, o comprometimento vascular
atua como fator primario em 85% a 90% da lesdo isquémica (MARKUS, 2008;
PETTY et al., 1999), podendo ocorrer pela oclusdo de pequenos vasos a grandes
infartos cortico-subcorticais, sendo a oclusdo da artéria carétida interna ou da artéria
cerebral media responsaveis por 10% dos infartos que resultam em edema cerebral
e aumento da presséo intracraniana possibilitando a um estado de coma do paciente
e, consequentemente, a morte (JIEYONG et al., 2006).

Em quadros agudos desta doenca a principal meta da terapia é a interrupgao
da evolucdo da lesdo isquémica com a transformagdo da chamada area de
penumbra em zona de infarto. Os procedimentos visam reduzir as sequelas do
infarto e o restabelecimento da perfusdo da &rea afetada, sendo a recanalizacdo
vascular nas primeiras horas do evento a manobra para melhorar os indices de
recuperacao e reducdo da lesdo (HENNINGER et al., 2006). Nas ultimas décadas, o
emprego de drogas tromboliticas tem avangado no tratamento do AVE juntamente
com outras duas modalidades: a hipotermia e a craniectomia descompressiva
(YANAMOTO et al., 2001), mas, alguns obstaculos permanecem devido ao tempo
de isquemia cerebral tolerado pelo cérebro ser dependente da intensidade do

evento, da concentracdo de oxigénio no tecido encefélico, da reserva metabdlica
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priméria e secundéria, da velocidade de consumo dessa reserva, da temperatura e
da presencga ou ndo de drogas anestésicas (HOSSMANN, 1998).

Varios modelos experimentais de isquemia cerebral em roedores e primatas
ndo humanos séo utilizados em trabalhos cientificos na busca de consistente
avaliacdo e tratamento dessa patologia. Esses modelos procuram uma aproximagéao
do padrdo de leséo, apds isquemia, semelhante as encontradas em humanos que
sdo imprevisiveis e de estudos clinicos de dificil interferéncia (ALKAYED et al., 1998;
HOSSMANN, 1998; VANNUCCI et al., 2001), sendo o modelo mais utilizado o da
ocluséo da artéria cerebral média (OACM) (HOSSMANN, 1998).

Apo6s AVE experimental em roedores, primatas ndo-humanos, bem como em
humanos parte do parénquima cerebral lesionado (ndcleo isquémico) sofre morte
imediata e outra area (penumbra isquémica) que circunda aquela pode ser
parcialmente lesionada, mantendo o potencial de recuperacdo apos a lesédo
isquémica (figura 1). Por conseguinte, a duragao, intensidade e a localizagdo do
evento isquémico tém relacdo direta com a extenséo da area lesionada (BROUNS;
DE DEYN, 2009; KOERNER et al.,, 2008; VANNUCCI et al., 2001; WISE et al.,
2001).

1.3. EVENTOS SUBSEQUENTES AO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO
(AVE) NO PARENQUIMA CEREBRAL

1.3.1. Efeito da Isquemia ao Nivel Celular

Durante a instalacdo do evento isquémico o fluxo sanguineo torna-se
deficiente na area lesionada, ocasionando um déficit de oxigenacao que resulta em
vulnerabilidade do tecido cerebral. Acompanha esse colapso: a queda na
concentracdo de ATP e glicose que faz surgir um desequilibrio em vias bioquimicas
diretamente relacionadas com a sobrevivéncia das células e tecidos (DEB et al.,
2010; DURUKAN; TATLISUMAK, 2007). A diversidade histopatolégica da leséo
cerebral tem relagdo com o tempo de reducdo do fluxo sanguineo e, em modelos
experimentais com roedores e primatas ndo humanos, a diminuicdo do fluxo
sanguineo pela introducdo do fio oclusor, em OACM, possibilita a visualizacdo de
areas distintas, uma central (ndcleo isquémico) e outra periférica (penumbra

isquémica) (figura 1). Entretanto, a evolugdo da les@o difere nessas duas é&reas.



23

Evidenciamos morte celular por necrose no nucleo isquémico e um processo de
morte celular programada (apoptose) na periferia da lesdo (DURUKAN;
TATLISUMAK, 2007).

Nesse ambiente isquémico uma série de eventos relacionados ocorre: a
excitotoxicidade, o0 estresse oxidativo e nitrosativo, a ruptura da barreira
hematoencefalica, a resposta inflamatéria e apoptose que culminam na leséo e
morte celular (figura 2) (BROUNS; DE DEYN, 2009; DOYLE, K. P.; SIMON, R. P.;
STENZEL-POORE, M. P., 2008).

Comprometimento da fungdo (Penumbra) |

Nucleo

min

horas

Tempo \

dias e semanas

Figura 1: Progressdo do Acidente Vascular Encefélico (AVE). Janela temporal em minutos, horas,
dias e semanas. Nucleo isquémico (em azul); penumbra isquémica (em verde). Notar o aumento da
area lesionada durante esse periodo. Adaptado de KUNZ et al, 2010.

1.3.2. Excitotoxicidade

A progressdo do acidente vascular encefalico provoca uma queda
bioenergética que compromete a execucdo das tarefas normais de neurdnios e
células gliais que sdo dependentes de glicose e oxigénio para a geracao de energia
em um ambiente celular normal (CHOI, 1988). Quando essas células entram em
colapso, inicia-se o acumulo do neurotransmissor excitatorio, o glutamato, na
membrana pré-sinaptica proporcionando, em pouco tempo, excesso desse

neurotransmissor na fenda sinaptica (HAZELL, 2007).
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Falhas no mecanismo de recaptagédo do glutamato ocasiona extravasamento
para 0 meio extracelular e, por conseguinte, um excessivo processo de
excitabilidade de neurdnios pdés-sinapticos. Ademais, durante a instalacdo desse
processo, ocorrem a entrada de ions sodio, cloreto e calcio que conduzem a
formacdo do edema citotoxico, ativacdo de endonucleases e producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) que s&o eventos relacionados a abertura de receptores
glutamatérgicos AMPA (a-amino-3- hydroxy-5-methyl-4-propionato), kainato e NMDA
(N-methyl-D-aspartato) (DEB et al., 2010; KUNZ; DIRNAGL; MERGENTHALER,
2010).

1.3.3. Extresse Oxidativo e Nitrosativo

Em condi¢cdes normais da rede neuronal ha um mecanismo antioxidante
enddgeno realizado pelos neurdnios na eliminagdo de radicais livres, mas, que se
torna deficiente em condigbes patologicas. No desencadeamento do AVE um
desequilibrio quimico é instalado e radicais livres formados como produtos de
reagOes desencadeiam um ciclo de novas reagdes que afetam o funcionamento da
mitocondria (KNOTT; BOSSY-WETZEL, 2009), resultando em inibicdo de
mecanismos de transporte de elétrons, queda na producdo de ATP, formagéo de
superéxido (02-) com liberacdo para o citoplasma, bem como sintese de peroxido
de hidrogénio (H202) e acumulo de radical hidroxila (OH-). Essas espécies reativas
de oxigénio ativam diversas cascatas enzimaticas danificando macromoléculas na
célula e induzem a liberagdo de moléculas pro-apoptoéticas causando morte celular
(DOYLE, KRISTIAN P.; SIMON, ROGER P.; STENZEL-POORE, MARY P., 2008;
KUNZ et al., 2010).

No mesmo ambiente isquémico contribui ao efeito deletério a célula o oxido
nitrico (NO). Este composto apresenta fungdes deletérias durante AVE, sendo
sintetizado a partir da L-arginase por vérias isoformas da sintese do NO. Neste
ambiente desordenado o oxido nitrico reage com o superédxido (O2-) formando o
peroxinitrito (NOO_) altamente reativo e citotdxico, responsavel por danificar
estruturas celulares (DOYLE, K. P. et al., 2008; KUNZ et al., 2010).
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1.3.4. Ruptura da Barreira Hematoencefalica (BHE)

O NO produzido em condi¢gbes normais pela parede neurovascular tem um
efeito vasodilatador e anti-inflamatério, mas, em condigBes patolégicas como no
AVE, o aumento na concentragdo desse composto promove danos a integridade
celular, compromete a parede endotelial e a permeabilidade vascular por ativar
metaloproteinases da matriz celular (MMPs) (BROUNS; DE DEYN, 2009). As
metaloproteinases agem sobre as fibras coldgenas da lamina basal, degradando-as
e prejudicando a coesédo entre as células endoteliais, resultando em um aumento da
permeabilidade local que favorece o extravasamento do plasma, a transmigracao de
leucocitos e a entrada de hemacias para o parénquima cerebral concomitante a

entrada de agua levando ao edema cerebral (DEL ZOPPO et al., 2000).

1.3.5. Apoptose

As vias moleculares ativadas durante o evento isquémico e que ocasionam a
apoptose ndo sdo necessariamente idénticas no cérebro de machos e fémeas.
Recentes estudos sugerem que esses mecanismos de morte celular sdo mediados
pela ativacdo da oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) e subsequente ativagdo da
poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), em machos (MCCULLOUGH et al., 2005). Em
fémeas, essa condigdo pode ser desencadeada pela enzima citocromo C (Cito C) e
a ativacdo de caspases (LANG; MCCULLOUGH, 2008; MCCULLOUGH et al.,
2005).

Potencializa a instalacdo de morte celular por apoptose: a formagdo e
liberagdo de radicais livres, as alteragbes no DNA mitocondrial e o desequilibrio
idnico e processos desencadeados apds a excitotoxicidade (DOYLE, K. P. et al,,
2008; SUGAWARA et al.,, 2004) O acidente vascular encefalico altera vias
bioquimicas internamente & mitocéndria, sendo a cadeia transportadora de elétrons
uma dessas vias alteradas. Na cadeia respiratéria enzimas que atuam no transporte
de elétrons como a citocromo C sdo exportadas ao citoplasma e reagem com
moléculas pré-apoptoticas especificas, por exemplo, a Apaf-1 que ativa a caspase-9
gue ativa a caspase-3 (DOYLE, K. P. et al., 2008; SUGAWARA et al., 2004).

Caspase-3 ativada no citoplasma atua sobre o citoesqueleto celular e refor¢ca a agao
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das endonucleases sobre o DNA nuclear, consolidando a morte celular (DOYLE, K.
P. et al.,, 2008; SUGAWARA et al., 2004; VILA; PRZEDBORSKI, 2003).

Outro mecanismo ativador do processo de morte celular por apoptose ocorre
por vias bioquimicas dependentes de receptores e seus ligantes (via extrinseca), por
exemplo, receptores de morte, tipos: Fas/CD-95, TNF-R1 e seus ligantes FAS
(FasL). Apés a ligacdo entre receptor e ligante, verifica-se ativacdo da enzima
caspase-8 que pode ativar caspase-3 resultando em mudanga na concentragéo da
enzima PARP e alterando a produgéo de NADP e ATP (DOYLE, K. P. et al., 2008;
SUGAWARA et al., 2004). Durante esses mecanismos bioquimicos de morte celular
pode haver a ativagdo de enzimas desoxirribose nucleases ativadas por caspases
(CAD) que causam danos ao material genético celular (DOYLE, K. P. et al., 2008).

Outra via ativada por caspase-8 envolve a proteina bcl, pré-apoptoética, que
atuando conjuntamente com proteinas Bax e Bak desencadeiam na membrana
mitocondrial o aparecimento de poros e liberagdo de citocromo C que mediara a
morte celular por caspases (DOYLE, K. P. et al., 2008; SUGAWARA et al., 2004).

Ademais, a apoptose fornece um mecanismo para que as células morram
sem afetar adversamente seus vizinhos, diferente da forma néo regulada de morte
celular chamada de necrose em que organelas celulares incham e suas membranas
plasméticas se tornam permedveis, resultando na liberacdo de contetdos celulares

e morte massiva de grupo de células ao longo do tecido (DOYLE, K. P. et al., 2008).

1.3.6. Resposta Inflamatéria no AVE

No parénquima cerebral lesionado a inflamacéo pode permanecer por dias ou
semanas apos o dano, sendo caracterizada por um acumulo de células inflamatorias
e seus mediadores. Células microgliais, astrécitos, leucdcitos (neutrdfilos, linfécitos,
macrofagos) e endopeptidases (metaloproteinases-MMPs) liberadas por esses
leucécitos sao evidenciados neste local (NILUPUL PERERA et al., 2006; SINGHAL
et al., 2005; WANG et al., 2007).

Ao desencadeamento do processo inflamatério sdo associados a produgéo
de radicais livres e de 6xido nitrico, bem como a excitotoxicidade e o processo de
morte celular programada (apoptose) (EMSLEY; TYRRELL, 2002). Estudos recentes
demonstraram que hormoénios sexuais influenciam esses mecanismos,

principalmente, por suprimir a atividade dos mediadores inflamatérios limitando o
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dano celular e provocando mudangas temporais na sinalizacdo celular, na
transducéo de sinal, no metabolismo, na regulagéo e expresséo dos genes (GIBSON
et al.,, 2005; OSPINA et al., 2004; RAZMARA; KRAUSE; DUCKLES, 2005;
TANASESCU et al., 2009; WEN et al., 2004).

Genes pro-inflamatorios sdo expressos apdés AVE e codificam fatores de
transcrigdo, citocinas, quimiocinas e moléculas de adesédo. Citocinas sdo altamente
expressas apos danos no SNC. Durante o AVE a interleucina-1 (IL- 1) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) exacerbam a les&o cerebral, mas, interleucina-6 (IL-6),
interleucina-10 (IL-10) e o fator de crescimento tumoral beta (TGF- B) tem efeitos
neuroprotetores (WANG et al., 2007).

As citocinas sinalizam para inflamacéo, ativagcado imunoldgica, diferenciagdo
e morte celular. Na circulacdo sistémica sdo produzidas por macrofagos ativados,
mondcitos, linfocitos, células endoteliais e por outros tipos celulares, mas, no
sistema nervoso central (SNC) sdo as microglias ativadas as responséaveis por essa
expressdo (ADIBHATLA; HATCHER, 2008; EMSLEY; TYRRELL, 2002;
TANASESCU et al., 2009). Em pacientes que sofrem AVE os niveis de IL-1, nos
primeiros dias apds lesdo, sdo elevados e as expressdes desses compostos
ocorrem em areas adjacentes a lesdo isquémica (ADIBHATLA; HATCHER, 2008;
ELKIND et al., 2002; WANG et al., 2007).

O fator de crescimento tumoral beta (TGF-B), interleucina anti-inflamatoria,
desempenha importante papel no desencadeamento da lesédo, neste caso, como
substancia de potencial efeito neuroprotetor igualmente as interleucinas IL-10 e IL 8,
que apresentam niveis elevados no plasma de pacientes com AVE. Estudos
sugerem que essas citocinas estao envolvidas no recrutamento de neutrdéfilos para
area de leséo nos primeiros instantes do AVE (KRUPINSKI et al., 1996; LIMA et al.,
2008; LOSY; ZAREMBA, 2001; SKINNER et al., 2009; SOUZA-RODRIGUES et al.,
2008). Neutrdfilos fagocitam e removem corpos estranhos na area de leséo,
chegando ao pico maximo de células em torno de 24 horas. Essas células liberam
citocinas inflamatodrias, enzimas proteoliticas e radicais livres prejudiciais ao
ambiente isquémico no tecido neural e na medula espinhal. Enzimas proteoliticas
agem degradando componentes da matriz extracelular e da jungdo neurovascular
aumentando a permeabilidade dos vasos sanguineos no ambiente isquémico.
(GOMES-LEAL; CORKILL; PICANCO-DINIZ, 2005; LIMA et al., 2008). Outra

condicdo ocasionada pelo recrutamento de neutréfilos é a obstrucdo do fluxo
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sanguineo que juntamente com a ativagdo plaquetéria amplia a extensdo da leséo
por ocasionar mais hipoxia tecidual concomitante a liberacdo de radicais livres
prejudiciais ao parénquima tecidual (AKOPOV; SIMONIAN; GRIGORIAN, 1996;
DOYLE, K. P. et al., 2008; STOWE et al., 2009).

Verifica-se o recrutamento de Mondcitos e macréfagos ao ambiente
isquémico, tendo relagédo direta com o aumento de MCP-1 (Proteina quimioatrativa
de mondcitos) bem como a CCL-5 (Citosinas quimioatrativa de leucécitos) medeia
através de seu receptor CCR5 a ativacdo e a migragdo de leucécitos ao tecido
lesionado concomitante a expressdo normal de células T (CANOUI-POITRINE et al.,
2011; KIM, J. Y.; KAWABORI; YENARI, 2014; NILUPUL PERERA et al., 2006;
SINGHAL et al., 2005; WANG et al., 2007). Outro tipo de leucdcito que atua durante
0 processo isquémico sdo os linfocitos (YILMAZ et al., 2006). Linfécitos entram em
atividade e ocasionam uma resposta celular que envolve a produgéo de citocinas,
aumento da expressdo de receptores de citocinas e proliferagdo celular. Em
situagBes patoldgicas do sistema nervoso central essas células exercem acdes na
resposta inflamatéria, liberando citocinas pro-inflamatérias e promovendo a
quimiotaxia a outros leucécitos (MUKHTAR et al., 2005; SCHWAB et al., 2001;
YILMAZ et al., 2006). Linferi e colaboradores, em 2009, relataram possiveis efeitos
protetores dos linfocitos, sendo dependente do tipo de célula T ativada e da
gravidade da lesdo. Esses achados foram evidentes em um modelo experimental de
esclerose lateral amiotréfica e de encefalite autoimune (CHIU et al, 2008; MOALEM
et al, 1999).

Em areas proximas e distantes do sitio da lesdo, células microgliais séo
ativadas em resposta aos processos inflamatérios instalados. Essa ativagao precede
e predomina sobre o infiltrado de macréfagos e, em um estudo in vivo, a ativagéo
dessas células pareceu ser influenciada por tratamento com horménios (WU et al.,
2005) (CLARK et al., 1993; VAGNEROVA; KOERNER; HURN, 2008). Microglia em
ambientes ndo patologicos do SNC apresenta morfologia ramificada, mas quando
ocorrem mudangas fisiologicas no meio, passam a ter formato diferente que
caracteriza um estado ativado. Isso € bem observado em situacfes de estresse,
quando neurdnios produzem compostos que disparam mecanismos que irao
sinalizar os receptores de membrana destas células e a tornam ativadas (DAVALOS
et al., 2005; HAWLISCH; KOHL, 2006; KREUTZBERG, 1996; PERRY, 2007,
PERRY; ANDERSSON; GORDON, 1993; RANSOHOFF; PERRY, 2009). Nessa
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condigdo, prolongamentos curtos e grossos que auxiliam na fungdo fagocitaria de
macrofagos ativados sdo observados e essas células passam a um formato
ameboide. No momento em que estéo ativadas, as microglias sintetizam substancias
e aumentam a expressao de moléculas de membrana da familia MHC classes | e |I,
receptores CD, e CDg e receptores do complemento (PERRY et al., 1993; STOLL;
JANDER, 1999; STREIT; GRAEBER, 1993). Em algumas situacfes de doencas
neurodegenerativas agudas e cronicas, essas células desempenham papel
neurotdxico que contribui para a morte neuronal, podendo dificultar a neurogénese
endogena nas doencas neurodegenerativas (BLOCK; HONG, 2005; EKDAHL;
KOKAIA; LINDVALL, 2009; GOMES-LEAL et al., 2004).

Ademais, ativagdo microglial concentra-se no centro e na area de penumbra
da lesdo isquémica, e, dependendo do estimulo, contribui ao aumento ou ndo da
lesdo. Em um experimento in vivo a fungdo deletéria dessas células foi ativada por
LPS e B amiloides que induzem a expressdo do fator TNF-a (BUTOVSKY et al.,
2005; HAYAKAWA et al., 2008). Uma funcdo benéfica da microglia pode ser
atribuida ao secretar GDNF- fator neurotréfico derivado de células gliais que
desempenha funcdo benéfica & sobrevivéncia de neurbnios (BATCHELOR et al.,
2000).

A resposta astrocitédria durante o evento isquémico funciona como um
marcador de resposta celular, sendo a passagem ao estado ativado dessas células
associado a forte expressdo de GFAP (PEKNY; NILSSON, 2005). Essas células s&o
evidenciadas ao redor da area de lesdo e sua condicdo de reatividade por
marcadores difere com o género. O pico da resposta astrocitaria ocorre no periodo
de 24 a 72 horas ap0s AVE. Alguns estudos sugerem que a ativagdo astrocitaria
pode ser intensa em fémeas, sendo que essas células, quanto ativadas, possuem
forte correlagdo com a morte neuronal em machos (HERRMANN; EHRENREICH,
2003; WENG,; KRIZ, 2007; ZHU; PFAFF, 1995).

No parénquima cerebral afetado pelo AVE, metabolitos do &cido araquidénico
contribuem a instalacdo do processo inflamatorio, sendo que a diminuigdo do fluxo
sanguineo no local da lesdo associado ao decréscimo de energia (ATP)
desencadeia 0 aumento na concentragdo de calcio intracelular possibilitando a
ativacdo de fosfolipases e a liberacdo do &cido araquiddnico (AA) por hidrolise de
glicerofosfolipidios. O AA ativa vias COX (ciclooxigenase) e 5-LOX (lipooxigenase)

que agem na conversao do AA em prostaglandina que participardo da
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metabolizagdo de eicosanoides (prostaciclina (PGI2); tromboxano A2 (TXA2);
prostaglandina E2 e D2) que exercem efeitos na regulagdo da permeabilidade da
BHE e na microvasculatura do parénquima cerebral. Outra via de atuagdo do AA no
decorrer do processo inflamatorio € ativagdo de precursores de leucotrienos,
moléculas que potencializam a produgcdo do edema e a permeabilidade no
parénquima cerebral (WANG et al., 2007).

Associado aos processos que desencadeiam a resposta inflamatoria esté a sintese
de oxido nitrico (NO), molécula que desempenha funcéo sinalizadora em varios
processos fisiologicos além de participar, no encéfalo de mamiferos, como
vasodilatador e importante composto na via de comunicagdo ente neurdnios.
Durante o acidente vascular encefalico a oxido nitrico sintase (NOS) é relevante na
sintese do oxido nitrico (NO) que promove dano celular, danifica a parede endotelial
e compromete a permeabilidade vascular por ativar metaloproteinase de matriz
extracelular (BROUNS; DE DEYN, 2009). Sendo restritas as células que estdo
envolvidas na resposta inflamatéria no cérebro isquémico o NO pode causar danos

ao DNA através da formacao de peroxinitrito (WANG et al., 2007).

ESTRESSE OXIDATIVO E

EXCITOTOXICIDADE NITROSATIVO
Acumulo de glutamato na Espécies de oxigénio reativas {ERO}:
fenda sinaptica Superdxido {02-)
Edema citotéxico Peréxido de hidrogénio (H202)
Espécies de oxigénio reativo Hidroxila {OH-)
{ERO) Oxido nitrico (NO)
INFLAMACAO

Entrada de células pro-
inflamatérias no parénquima

cerebral
APOPTOSE RUPTURA DA BARREIRA
HEMATOENCEFALICA (BHE)
Alteragéo de vias bioquimicas Ativaco de metaloproteinases da
na mitocondria matriz celular {(MMPs)
Vias: intrinseca e extrinseca Edema citotéxico

Figura 2: Esquema demostrando os eventos quimicos e celulares subsequentes de um acidente
vascular encefalico que acometem o parénquima cerebral.
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1.4. ASPECTOS MORFOLOGICOS RELACIONADOS A ATIVACAO MICROGLIAL
APOS DESORDENS NEURAIS AGUDAS

1.4.1. Microglia: Origem e Desenvolvimento

As primeiras pesquisas relevantes sobre as células microgliais comegaram
com Georg Kreutzberg, em 1841, que identificou células fagocitarias de origem
mesodermal de um cérebro lesionado. Nos anos subsequentes, outros
pesquisadores sugeriram diversas funcdes a estas células no SNC. Cajal, em 1913,
reconheceu a mesoglia como o "terceiro elemento” do sistema nervoso central,
enquanto Alzheimer acreditava que estas células gliais se tornavam amebdides e
serviam para combater certas infec¢cdes agudas (KETTENMANN et al., 2011; ROCK
et al., 2004).

Pio del Rio- Hortega, pesquisador espanhol, acrescentou a esse estudo que a
mesoglia era um componente da microglia com origem no mesoderma e que elas
diferiam de astrécitos e oligodendrocitos (KETTENMANN et al., 2011; KIM, S. U,;
DE VELLIS, 2005; ROCK et al., 2004). Em 1932, essas células foram reconhecidas
como componentes do Sistema Nervoso Central (KETTENMANN et al., 2011).

As microglias séo originarias do mesoderma e se desenvolvem a partir de
percussores mieloides primitivos localizados no saco vitelinico embrionéario, surgindo
antes do oitavo dia embrionario. Essas células se infiltram no cérebro durante a
embriogénese e o0 inicio do desenvolvimento poés-natal, mantendo-se
independentemente de seus progenitores hematopoiético embrionario (EGGEN et
al., 2013; GOMES-LEAL, 2012; HARRY; KRAFT, 2012; NEIVA; MALVA; VALERO,
2014).

O termo “microglia” se referi a célula que reside no parénquima cerebral em
estado quiescente e nao ativado, com morfologia ramificada e que apresenta
propriedades semelhantes aquelas realizadas por macr6fagos em outros sistemas.
Constituem 15 a 20% do total de células da populacdo cerebral, sendo mais
numerosa na substancia branca em relacéo a cinzenta (EGGEN et al., 2013; PATEL
et al., 2013).

Morfologicamente, essas células séo classificadas em: microglias ativadas ou
ndo ativadas. No estado ndo ativo apresentam um soma alongado e muitas

ramificagbes que auxiliam no inspecionamento do microambiente ao redor
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(CARTIER et al., 2014), participando do controle de sinapses evitando o acumulo de
detritos no tecido cerebral, bem como remodelando circuitos neurais através da
limpeza, por fagocitose, de neurbnios apoptoticos recém-nascidos (CATALIN et al.,
2013; NEIVA et al., 2014; WAKE; MOORHOUSE; NABEKURA, 2011).

Na condicdo de ativada a célula microglial executa fungdes fagociticas
englobando microrganismos e fragmentos celulares ap0s desordens agudas e
crbnicas no SNC. Nessa condigdo, expressam um grande numero de tipos de
receptores que sinalizam cascatas bioquimicas originando substancias responsaveis
pela defesa ou dano ao cérebro lesionado (BARRON, 1995; CATALIN et al., 2013;
KIM, S. U.; DE VELLIS, 2005; ROCK et al., 2004).

1.4.2. Resposta Microglial apds Acidente Vascular Encefalico (AVE).

Apos Acidente Vascular Encefalico (AVE) as células microgliais alteram sua
morfologia e expressam fendtipos distintos que ativam vias bioquimicas importantes
ao processo de exacerbagéo ou diminuigdo da leséo no parénquima cerebral (XIA et
al., 2015).

No AVE, a producdo de espécies reativas de oxigénio, expressdo de
citosinas, aumento da concentragdo do glutamato, ativagdo de receptores (CD14,
TRL4) e o aumento da expressdo de receptores P2 (P2x4; P2x7) sinalizam a
ativagdo microglial, sua migragcéo e atuagdo para area cerebral afetada (KIM, J. Y. et
al., 2014; WAKE et al., 2011; XIA et al., 2015).

No centro e periferia da lesdo isquémica células microglias sdo evidenciadas
em grande numero, mas, a acdo benéfica ou prejudicial executada no ambiente
lesionado depende do fendtipo que essas células irdo expressar. Ha dois tipos de
fenotipos microgliais bastante investigados durante desordens do sistema nervoso
central: O fenotipo microglial M1 e M2. A expressdo de M1 é identificada por
marcadores pro-inflamatérios iINOS, CD 11b, CD 16, CD 32, IL- 1B que conferem a
esse fendtipo uma acdo lesiva ao parénquima cerebral (XIA et al.,, 2015). A
expressdo a M1 nédo altera as fungdes fagocitarias e citotoxicas prejudiciais ao SNC
e, estende-se até o 14° dia (KIM, J. Y. et al., 2014; XIA et al., 2015).

Entretanto, a expressdo do fen6tipo M2 representado pelos marcadores CD
206, Arg-1, Ym1/2, IL-10 e TGF-B confere maior integridade ao tecido lesionado

proporcionando uma possivel reocupagc@o nessa area. O reparo e a regeneracao
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parecem ter relacdo com a elevada expressdo de agentes anti-inflamatorios durante
a expressdo de M2(a) e M2(b/c), possibilitando a recuperacdo neural apos uma
lesdo isquémica (FRANCO; FERNANDEZ-SUAREZ, 2015; XIA et al., 2015).

Na area de penumbra isquémica a expressédo de fendtipo microglial M2 tem
sido verificada por marcadores de receptores Yml presentes nas membranas
dessas células. Essa expressdo de M2 estende-se por sete 7 dias, diminuindo nos
dias subsequentes em decorréncia de menor expressao de RNAm de marcadores
CD 206, Arg-1, Ym1/2, IL-10 e TGF-f desse fenotipo (HU et al., 2012; KIM, J. Y. et
al., 2014; XlA et al., 2015).

1.4.3. Mecanismo de Transi¢do dos Fenotipos Microgliais

Apos acidente vascular encefalico (AVE) ocorre mudanca no microambiente
lesionado e ativagcdo de células microgliais. Alguns estudos relatam que diferentes
vias intracelulares regulam e determinam a expressao fenotipica da célula microglial
(XIA et al., 2015).

A via NF-kB (fator nuclear- Kappa Beta) tem importancia nesse processo por
potencializar a expressdo de mediadores pré-inflamatérios IL-1, IL-2, IL-6, TNF-q,
INOS e COX-2 e ativar metaloproteinases de matriz que tornam a barreira
hematoencefalica suscetivel a lesdo, agravando o quadro inflamatoério. Este
ambiente com elevada concentracdo de citocinas contribui & expressdo de RNAm
para marcadores de fenétipo microglial M1, destacam-se: IL- 18, TNF-a; IFN-y, IL-6.
A via NF-kB por acdo de homodimeros NF-kB p50 potencializa a expressdo do
fenotipo microglial M2 através de mediadores Arg-1, Yml e Fizz 1 suprimindo a
atividade de STAT1 e a transcricdo do gene M1, indicando que a atividade de
transcricdo do NF-kB é essencial para modelar a expressédo do fenétipo prejudicial
M1(figura 3) (PORTA et al., 2009).

Outros fatores de transcricdo participam na expresséo do fenétipo microglial
por influenciar a atividade da via NF-kB. Em resposta ao LPS, a via NOTCH ativada
sinaliza a producgé&o de interferon gama (IFN-y) através do co-recrutamento de p50 e
cREL, bem como prolonga a ativagdo de NF-kB mantendo o processo inflamatério e
ampliando a neurotoxicidade induzida pela microglia (ARUMUGAM et al., 2011;
SHIN et al., 2006). NOTCH e NF-kB ocasionam a inibicdo da expresséao do receptor



34

ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR-Y) essencial na inducdo do fenotipo
microglial M2 (figura 3) (ZHAO, Y. et al., 2006).

Igualmente, o transdutor de sinal e ativador de transcricdo STAT1 e STAT3
estdo envolvidos na expressdo do fenétipo microglial M1 apés AVE por elevar a
expressdo de NF-kB/p65 (figura 3). A supressédo da atividade de STAT1 e STAT3
impossibilita a resposta inflamatoria, diminui o volume do infarto e do edema ap6s a
isquemia cerebral (LENTSCH et al., 2001; Yl et al., 2007).

A expressdo do fenotipo microglial M2, no ambiente isquémico, pode ser
regulada pela via CREB através da transducéo de sinal dependente da ativacdo da
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), um nucleotideo que funciona como
modulador em varios processos fisiol6gicos. Associados a essas vias, estdo 0s
fatores de transcricdo de genes da familia C/EBP que irdo promover a expressdo de
moléculas de IL-10 e arg-1 marcadores do fenétipo M2 (84). A C/EBP pode
desencadear a expressao de M1, dependendo de qual via se ligue: a CREB ou NF-
kB (figura 3) (STEIN; COGSWELL; BALDWIN, 1993).

Ap6s AVE ocorre a ativagcdo das vias sinalizadoras intracelulares TLRs,
PI3K/Akt importantes na modulagdo dos fenotipos microglias por ativarem o fator
regulatorio de interferon- 3 (IRF-3) que se transloca ao nudcleo celular interagindo
com o CBP, proteina ligada a CREB, que sinaliza a expresséo do fenétipo M2 (80-
90). A interacao entre IRF-3 e CREB nao estd bem estabelecida, entretanto, a via
CREB compete, por mesmos coativadores C/EBP e CBP, com a via NF-kB para
regular a expressdo dos fenotipos microgliais M1 e M2 (figura 3) (GUO et al., 2014;
RIDDER; SCHWANINGER, 2009).

Pelo exposto, a agédo conjunta das vias CREB e NF-kB sdo essenciais na
modulacdo da expressdo dos fendtipos microglias dentro no ambiente isquémico

instalado apds acidente vascular encefélico.
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Vias envolvidas na expressao de fendtipos microgliais

Coativadores

C/EBP
CBP

Figura 3: Diagrama mostrando as vias envolvidas na expressio dos fenétipos microgliais M1 e M2. A
esquerda: NF-kB; NOTCH; STAT1/ STAT3 vias que modulam a expressdo do fenétipo M1; A direita:
CREB (cAMP); TLRs e PI3K/Akt (IRF-3) vias que modulam a expressao do fenotipo M2; Ao centro:
C/EBP e CBP coativadores as duas vias de expressdo microglial M1 e M2.

1.5. MINOCICLINA: ESTRUTURA E ASPECTOS CLINICOS

As tetraciclinas foram descobertas em 1948 como produto natural de
fermentacé@o da bactéria do solo, a streptomyces aureofaciens, com um alto poder
antibiético e bacteriostatico (SAPADIN; FLEISCHMAJER, 2006). Esses compostos
possuem um mecanismo de bloqueio da sintese de proteinas por ligamento do seu
sitio de afinidade ao correspondente na bactéria (subunidade 30S ribossomal)
inibindo alostericamente a ligacdo do aminoécido acyl-tRNA neste sitio. Isso conferiu
a esta familia uma extensa acado contra bactérias aerébicas e anaerdbicas Gram-
positivas e Gram-negativas (GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GALVEZ, 2013;
GRIFFIN et al., 2010; KIM, H. S.; SUH, 2009).
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Tetraciclina

Minociclina

Figura 4: Estrutura quimica da tetraciclina e minociclina. Adaptado de KIM e SUH, 2009.

Alteracdes na estrutura quimica das tetraciclinas possibilitou a formulacéo de
novos componentes pertencentes a familia das tetraciclinas como a doxiciclina e a
minociclina (figura 4) (GARRIDO-MESA et al., 2013; GRIFFIN et al., 2010).

A minociclina é identificada como uma molécula semissintética, de segunda
geracdo, com peso molecular de 495 KDa e altamente lipofilica. Em sua estrutura
quimica ha um grupo di-metil-amino no carbono 7 do anel D, diferenciando-a da
molécula de tetraciclina que possui um grupo funcional no carbono seis do anel C
(figura 4). Essa conformacdo facilita, em ratos, a passagem pela barreira
hematoencefalica (KIM, H. S.; SUH, 2009; YONG et al., 2004).

A acdo neuroprotetora desse farmaco foi bem estabelecida em 1998 e 1999
quando Juha Yrjanheikk e colaboradores relataram o efeito neuroprotetor desse
farmaco no cortex e hipocampo de ratos lesionados apos isquemia global e focal.
Nesses estudos foi nitida a preservacao de células neuronais e a diminuicao de

substancias toxica ao parénquima cerebral. Posteriormente, foi verificada a agéo
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desse composto sobre vias bioquimicas relacionadas a processos que
desencadeiam a inflamacéo e a morte celular programada, conferindo a minociclina
efeitos anti-inflamatérios e anti-apoptéticos (KIM, H. S.; SUH, 2009; PLANE et al.,
2010).

Essa funcionalidade da minociclina estende-se a outras vias de sinalizagéao
envolvidas no processo de inflamacdo apdés desordens no SNC. E singular a ag&o
sobre a inibicdo de iINOS, Prostaglandina, metaloproteinases, modulacdo de células
do sistema imune inato, linfocitos T, inativacdo de caspases 1 e 2, bem como a
inibicdo da citocromo C e a reducdo da fosforilacdo de proteinas P38 (MAPKS)
(FAGAN; CRONIC; HESS, 2011; GRIFFIN et al., 2010; PLANE et al., 2010;
STIRLING et al., 2005).

A farmacocinética da molécula caracteriza-se por uma rapida absorcao,
qguando administrada oralmente, pelo trato intestinal durante profilaxia de patologias
em pacientes de diferentes faixas etarias. Em tratamentos prolongados o espectro
de tolerancia foi aceitavel mesmo em doses acima de 200mg/dia. Entretanto, em
pacientes com hipersensibilidade ao farmaco foi relatado: desordens digestivas e
vestibulares, mudancas da coloracdo dentaria, hipertensdo, llpus e hepatite
autoimune (BLUM et al., 2004; GARRIDO-MESA et al., 2013).

A Medicines e Health care Products Regulatory Agency e a Food and Drug
Administration (FDA) protocolou excelentes resultados com uso da minociclina em
tratamentos de condigbes crobnicas, tais como: acne vulgares (100-200mg/dia),
rosdcea e algumas doencas sexualmente transmissiveis (BLUM et al., 2004;
GARRIDO-MESA et al., 2013; GOOD; HUSSEY, 2003). A acdo benéfica em
periodontites, artrite reumatoide e esclerodermia conduziram a utilizacdo desse
farmaco como estratégia terapéutica em modelos experimentais de doengas
neurodegenerativas: acidente vascular encefélico (AVE), lesdo da medula espinhal
(LAME), trauma cranio encefélico (TCE), esclerose lateral amiotrofica (ELA),
esclerose multipla (EM), Doenca de Parkinson (DP), doenca de Huntington (DH) e
doenca de Alzheimer (DA) (KIM, H. S.; SUH, 2009; YONG et al., 2004).

Garrido-Mesa, Zarzuelo e colaboradores relatam a utilizacdo da minociclina
em modelos experimentais de doencas inflamatérias e/ou correlacionadas ao
sistema imune com objetivo de investigar se a resposta farmacocinética apresenta
resultados semelhantes aos encontrados em desordens do sistema nervoso central
(GARRIDO-MESA et al., 2013).
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1.6. HIPOTESE EXPERIMENTAL

Sabe-se que o AVE é a segunda causa, mais comum, de morte no mundo e
gue aproximadamente 1/6 de todos os seres humanos podem sofrer pelo menos um
evento isquémico durante a vida, causando incapacidade ao individuo que se torna
dependente de seus familiares ou até mesmo de profissionais de saude
especializados (MURRAY; LOPEZ, 1997; SESHADRI et al., 2006).

A expectativa de vida no mundo tem aumentado e especialistas e
pesquisadores, em salde publica, estimam mais casos de AVE. A variabilidade
clinica do AVE, principalmente em termos de causas, duracdo, localizagdo e
gravidade da isquemia tem relacdo com doengas sistémicas que reforcam a
necessidade de se ampliar a atencdo da pesquisa clinica para um grupo maior de
pacientes com essa patologia (DURUKAN; TATLISUMAK, 2007; WANG et al.,
2007).

Nesse contexto, as mudancgas no modo de vida das pessoas, em paises em
desenvolvimento, bem como os fatores de risco como a aterosclerose, hipertenséo,
diabetes, e outros, contribuem para o aumento do nimero de casos de acidente
vascular cerebral (AVE). No Brasil o AVE € a principal causa de morte em diversas
faixas etérias, sendo o quadro de Gbitos mais relacionado a origem isquémica (20%)
dessa patologia e, em casos de sobrevivéncia, o paciente fica incapacitado de
realizar atividades cotidianas simples (DE CARVALHO et al., 2011; MANIVA; DE
FREITAS, 2012).

Vérias drogas tém sido testadas em modelos experimentais de AVE em
roedores e primatas ndo humanos com excelentes resultados, mas sem muita
efichcia em humanos (KASTE, 2005; LEES et al., 2006). Atualmente, o (Rt-PA) -
ativador do plasminogénio tecidual recombinante — € a Unica terapia aprovada para
AVE isquémico agudo (NINDS, 1995). Um farmaco derivado da familia das
tetraciclinas, a minociclina, vem sendo utilizado em ensaios clinicos para o
tratamento do AVE e em outras doencas crbnicas devido a acdo anti-inflamatdéria e
neuroprotetora.

Essa funcionalidade desse farmaco, estende-se a outras vias de sinalizacéo
envolvidas no processo de inflamacdo apos desordens no SNC, sendo singular a
acdo sobre a inibicdo de compostos diretamente envolvidos em vias bioquimicas

que sinalizam para ativacdo de células gliais no parénquima cerebral lesionado
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(FAGAN et al., 2011; GRIFFIN et al., 2010; PLANE et al., 2010; STIRLING et al.,
2005). Essas modificacdes em vias especificas a ativagdo dos mecanismos que
acarretam a modulagdo microglial no ambiente isquémico de forma benéfica e/ou
prejudicial ratifica o uso de tratamento com farmacos que interfiram nas vias que
potencializam a expressao de células prejudicais ao parénquima lesionado.

Portanto, investigar se a minociclina atua sobre as vias de inibicdo microglial,
configura-se como um estudo direcionado ao papel neuroprotetor desse farmaco
apés AVE, sendo possivel que o efeito benéfico da minociclina ocorra pela
modulacdo dos fendtipos microgliais, ou seja, maximizando os efeitos do fenotipo
M2 e minimizando os do fen6tipo M1 apos isquemia focal do cortex motor de ratos

adultos, hipétese a ser investigada nessa dissertagéo.
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1.7. OBJETIVOS

1.7.1. Objetivos Gerais

Investigar se o tratamento com minociclina modula os fenétipos microgliais
M1 e M2, maximizando os efeitos do fen6tipo M2 e minimizando a expressdo do
fenotipo M1 em diferentes tempos de sobrevida apés isquemia focal do cortex motor

de ratos.

1.7.2. Objetivos Especificos

a. Descrever a distribuicdo do infiltrado celular e a perda tecidual em toda
extensdo da lesdo, bem como a neuroinflamacdo apoés isquemia focal

induzida no cértex motor por microinjecdes de ET-1,;

b. Descrever qualitativamente e quantitativamente a preservacdo de corpos
neuronais ocasionados pelo tratamento com minociclina apds leséo

isquémica induzida no modelo experimental proposto.

c. Descrever qualitativamente e quantitativamente a densidade de células
microgliais que expressam os fenétipos M1 e M2 em diferentes tempos de

sobrevida ap6s isquemia focal do cértex motor.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Aspectos Eticos

Para a realizacdo desse estudo todos os procedimentos experimentais,
incluindo a manipulagdo de animais foram realizados de acordo com as normas
sugeridas pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacdo da
Universidade Federal do Pard (CEPAE - UFPA) -BIO- 0911.

2.2. Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos adultos da raga Wistar do sexo masculino com peso
entre 250 & 300g. Os grupos experimentais foram subdivididos em procedimentos

experimentais adequados a cada tempo de sobrevida, conforme descrito abaixo:

2.2.1. Grupo Controle e Tratado Com Tempo de Sobrevida de 07 dias

Foram selecionados 10 animais (controle, N=05; tratado, N=05) com peso
adequado a realizagdo do procedimento cirargico ao estabelecimento da lesdo
isquémica no cortex motor por microinjecdo de endotelina-1. Apds a constatacdo da
lesdo, os animais destinados ao grupo controle receberam o tratamento por via
intraperitoneal com solugdo salina estéril (PBS) e os do grupo tratado a solucdo

contendo a quantidade em massa (mg/kg) do farmaco minociclina pela mesma via.

2.2.2. . Grupo Controle com Tempo de Sobrevida de 14 dias e 30 dias

Foram selecionados 10 animais (controle 14 dias, N=05; controle 30 dias,
N=05) com peso adequado & realizagdo do procedimento cirdrgico ao
estabelecimento da leséo isquémica no cértex motor por microinje¢éo de endotelina-
1. Apé6s a constatagcédo da lesdo, os animais destinados aos grupos de 14 e 30 dias
de sobrevida receberam o tratamento por via intraperitoneal com solugcdo salina
estéril (PBS).
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2.3. Procedimentos Cirurgicos e Indugé@o de Isquemia Focal por Microinje¢bes de

Endotelina- 1

Antes dos procedimentos cirargicos os animais foram anestesiados com
uma mistura de cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, Kéning. 72 mg/Kg) e cloridrato
de xilazina (Kensol®, Koning. 9 mg/Kg). Verificada a auséncia dos reflexos de
retirada de pata e corneano, os animais foram colocados sobre um aparelho
estereotéxico (Insight® EFF-336), sob a protecdo de uma manta térmica.

As coordenadas adotadas a partir do bregma foram: +2,3 mm, anterior; +1,2
mm, médio-lateral; e -0,5 mm, dorso-ventral, a partir da superficie cortical (figura 5).
Uma incisdo longitudinal foi feita com bisturi, para exposi¢céo da caixa craniana e no
ponto especificado pelas coordenadas estereotaxicas, foi realizada craniotomia com
auxilio de broca cirargica odontolégica de baixa rotagdo para exposicdo da
superficie cortical.

A concentracdo de endotelina-1 foi injetada com auxilio de uma micropipeta
de vidro graduada (Sigma-Aldrich, Hirschmann) na concentragdo de 80 pMols,
diluida em 1 pl de corante azul colanil, de modo a permitir a localizacdo da area de
injecdo. A micropipeta permanecera fixa por cinco minutos no parénquima neural
visando evitar possiveis refluxos.

ApOs os procedimentos cirargicos os ratos foram observados, em intervalos
regulares, visando o monitoramento da recuperagdo e da evolugdo dos sintomas
causados pelo dano isquémico e deverdao ser mantidos em gaiolas-padréo

individuais durante o tempo de sobrevida de sete, quatorze e trinta dias.
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Figura 5: Em “A” local de referéncia (bregma) para retirada das coordenadas esteriotaxicas a
microinjecdo de endotelina-1; em “B” desenho esquemaético da regido cortical do hemisfério esquerdo
(drea motora M1) de um encéfalo de rato; box: figura em corte coronal mostrando a extenséo
lateralmente e em profundidade da area motora no cértex. Adaptado de (PAXINOS; WATSON,;

EMSON, 1980).
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2.4, Tratamento com Tetraciclina: Minociclina e Solugao Estéril (PBS)

Os animais isquémicos receberam o tratamento por via intraperitoneal com a
minociclina apés 2 horas do estabelecimento da lesdo isquémica por injecdo de
endotelina-1 e, em dia subsequente, no intervalo de 12 em 12 horas. Entretanto, a
partir do terceiro dia foi injetada somente a metade da dose inicial até o sétimo dia.
As concentragbes utilizadas durante o tratamento foram 50mg/kg de minociclina
(Sigma Aldrich) no estabelecimento da lesédo e 25mg/kg, no intervalo de 12 horas,
duas vezes ao dia e a partir do terceiro dia de tratamento (YRJANHEIKK et al; 1998)
(figura 6). Os animais isquémicos controles receberam injecdes de solugéo estéril
(PBS) por via intraperitoneal obedecendo ao mesmo cronograma de tratamento para

injecdo de minociclina.

Dose Inicial
50mg/ks

25mgrk
12112 horas
l 25m;!k; ]
Dose tnica
[ 25m;ik; ]
l Dose tnica l
25mgrikg
Dose Gnica
25mgikg

N° de doses

Tempo de tratamento

1°dia 2°dia 3°dia 4°dia 5°dia  6°dia 7° dia
Indug@o da
lesdo cortical

— = - - CE I ] R ] w w-w owm w Bowe v e ¥ W

P8BS

Figura 6: Cronograma do tratamento com minociclina e PBS. Linha horizontal: tempo de tratamento
em dias; linhas verticais: dose diaria intraperitoneal em mg/kg nos animais tratados; linha pontilhada:
solucéo salina estéril (PBS) volume/massa (V/M) injetado intraperitoneal (i.p) nos animais controles.
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2.5. Perfuséo e Processamento Histolégico

Ao término do periodo de sobrevida de cada grupo experimental, os animais
foram anestesiados com cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, Konig 72mg/kg) e
cloridrato de xilazina (Kensol®, Kénig. 9mg/kg). Abolidos os reflexos de retirada da
pata e corneano, os mesmos foram perfundidos na regido do ventriculo esquerdo do
coragdo com 300-400 ml de tampéo fosfato salina (PBS 0,1M; 0,9%; ph 7,2 — 7,4)
heparinizada, seguido de 300-400 ml de paraformaldeido a 4% em tampé&o fosfato
(PB 0,1M; pH 7,2 — 7,4).

Os encéfalos foram retirados e pos-fixados por 24 h em paraformaldeido 4%
tamponado e crioprotegidos em solugbes com concentracbes crescentes de
sacarose em 25%, 50%, 100% diluidos em mistura de glicerina com tampao fosfato
(0,05 M- pH 7,2 — 7,4). Ap6s a crioprotecdo foram incluidos em Tissue-Tek®
(Sakura) para congelamento a -35°C em camara de criostato (Microm HE 505E) e,
posteriormente, seccionados por navalhas INOX fixados em criostato para obtencéo
de seccbes a 40um que foram armazenadas em recipientes contendo solucdo de
etilenoglicol (anti-freezer) e conservadas em um freezer a -20°C para uso posterior

em protocolos de histoquimica, imuno-histoquimica e imunofluorescéncia dupla.
2.6. Analise Histopatoldgica, Imuno-histoquimica e Imunofluorescéncia
2.6.1. Andlise Histopatoldgica Geral

A analise histopatolégica foi realizada pela coloragdo de Nissl-Violeta de
cresil, que permitird a visualizacdo de corpos celulares e a perda dos mesmos em
situagBes patoldgicas (DOS SANTOS et al., 2007; LIMA et al., 2008; GUIMARAES et
al., 2009).

Para identificar o local exato da leséo isquémica foram utilizadas secc¢des
coradas em diferentes pontos, anteriores e posteriores a &area de injecdo de
endotelina-1. As secg¢bes mais proximas do centro da lesdo foram escolhidas para

andlise histopatologica.
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2.6.2. Imuno-histoquimica

Corpos neuronais foram marcados com o anticorpo anti-NeuN (1:100,
Chemicon-Millipore), que marcardo um epitopo especifico no nucleo de neurdnios
maduros (MULLEN; BUCK; SMITH, 1992) obedecendo o seguinte protocolo:

As secgOes foram retiradas da solucdo anti-freezer e aderidas as laminas
microscopicas. Em seguida, foram colocadas na estufa (Brasdonto, BrClave) a 40 °C
por 20 minutos para depois serem delimitadas com Pap-PEN (Invitrogen), de modo a
concentrar por mais tempo as gotas de solugbes que por cima delas foram
despejadas. Em seguida, foram lavadas em PBS por 5 minutos para remogao do
excesso de tissue-tek e imersas em tampdo borato (0,2M; ph 9,0; Nuclear) a
temperatura constante de 65°C, por 25 minutos. Apés esta fase, as secgfes foram
secas por 20 minutos a temperatura ambiente e lavada em PBS por 5 minutos para
que fossem submetidas ao tratamento com solucdo de metanol (QEEL) — peroxido
de hidrogénio (H2O,, Merck) (1ml de H,O, para cada 100 ml de metanol absoluto)
sob agitagdo constante. Passada essa fase, elas foram lavadas por 3 vezes (5
minutos cada) em solucdo PBS/Tween (Sigma-Aldrich®) e incubadas por 1h em soro
normal de cavalo a 10% em cdmara Umida. Passada esta hora, o anticorpo primério
NeuN é incubado durante 24 horas. Apos a incubagdo em anticorpo primario, as
seccdes foram lavadas por trés vezes (5 minutos cada) na solugdo de PBS/Tween®
e incubadas por 2h no anticorpo secundério biotinilado anti-camundongo feito em
cavalo (1:200, NeuN). Apds esse periodo, trés lavagens foram realizadas (5 minutos
cada) em PBS/Tween® para que as seccdes fossem incubadas no complexo
Avidina-Biotina Peroxidade (Vector®, kit ABC Vectastain®) por 2h. Finalizando, as
secc¢Oes foram lavadas 4 vezes (4 tempos de 5 minutos cada) antes da revelagéo
utilizando diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich). Apds lavagem as seccdes foram
incubadas em uma solucdo contendo 250ml de PB 0,1M (pH 7,2-7,4), juntamente
com 125mg de DAB e 130ul de H;O, e, posteriormente, monitoradas em
microscopio Optico até que a intensidade da reacéo seja adequada. Apds o término
da revelacéo as seccgdes foram lavadas em PB 0,1M (pH 7,2—7,4) e desidratadas em

gradientes de alcool /xileno para a montagem com laminulas e Entellan (Merck).
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2.6.3. Imunofluorescéncia Dupla

A identificagdo dos diferentes fenotipos microgliais foi realizada por
imunofluorescéncia dupla, com o anticorpo ED-1 (1: 500) usado como marcador de
micréglia/ macréfagos ativados e os anticorpos Arginase- | (1: 200) como marcador
de microglia do tipo M2 e o anticorpo iINOS (1: 100) como marcador para o fendtipo
M1.

A marcacdo em vermelho pelo cy3 conjugado Donkey anti-rabbit (1: 200)
identifica as células microgliais ativadas e a marcacéo verde obtida pelo Alexa 488
(1:200) marca os fenotipos microgliais M1 e M2.

Inicialmente, as secgbes de animais isquémicos foram lavadas em solugéo
salina tamponada (PBS) e, posteriormente, colocadas em &lcool metilico a 100% por
30 minutos. Em seguida, foram incubadas em uma mistura de soro de jumento e
cavalo a 5% por 1 hora. Por conseguinte, as secgdes foram incubadas em
anticorpos priméarios ED-1/ INOS e ED-1/ ARG- 1 e ficaram em camara fria até o
outro dia. Ap6s o periodo de incubacdo no anticorpo primario as secc¢fes foram
lavadas na mistura de soro de jumento e cavalo a 5% e incubadas com anticorpo
secundario fluorescente contendo estrepitavidina e o biotinilado ndo fluorescente por
2 horas e 30 minutos.

Finalizando, as secg¢bes foram lavadas em solucéo salina tamponada (PBS) e
incubadas com o componente fluorescente Alexa 488 por um periodo de tempo de 2
horas e, em seguida, foram lavadas em solu¢cdo salina tamponada (PBS) e

montadas em laminas gelatinizadas.
2.7. Andlise Qualitativa e Quantitativa

As sec¢les de todos os grupos experimentais, marcadas pelos métodos
imuno-histoquimicos, histoquimicos e por imunofluorescéncia foram analisadas em
sistemas de microscopia Optica. Para as secc¢fes coradas e marcadas por métodos
histoquimicos ou imuno-histoquimicos a verificagdo foi feita em microscépio
Binocular (Modelo Eclipse- E200MV R) e as imagens dos campos representativos
foram obtidas com auxilio de uma camera digital (Moticam®-5500- 5M npixels)

acoplada ao microscépio 6ptico (Nikon®, ECLIPSE 50i).
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As marcagOes por imunofluorescéncia foram verificadas por um sistema de
microscopia de fluorescéncia (BioRad Microscience) e as imagens foram capturadas
com auxilio de uma camera fotografica (Moticam® — 5500 — 5 M Pixels) acoplada ao
microscopio.

Para a verificagdo quantitativa foram feitas contagens das células microgliais
no ambiente isquémico duplamente marcadas, utilizando-se uma gradicula de
dimensbdes (comprimento C= 29,5 cm; largura L= 21,0 cm) com quatro quadrantes
de mesma area 133,0 cm2 acoplado a tela do computador contendo o software de

reproducéo de imagens Adobe Photoshop C S6.

2.8. Andlise Estatistica

As avaliagBes dos dados numéricos foram feitas por estatistica descritiva, em
que os valores de média e erro padréo foram obtidos. As comparagfes entre 0s
diferentes tempos de sobrevida foram feitas por andlise de variancia, e nivel de
significancia P<0.05. O teste t de Student foi utilizado para os animais controle e
tratados para amostras ndo pareadas (nivel de significAncia P<0.05). A andlise

estatistica foi realizada com auxilio do programa Graph Pad (Prism 5.0).
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3. RESULTADOS

3.1. Andlise Histopatoldgica da Lesé&o Isquémica no Cortex de Ratos Machos, apés

Microinje¢cdes de endotelina-1

A inducao de lesao isquémica focal na regido cortical, area motora (M1), por
microinjecdes de endotelina-1, em ratos machos Wistar adultos, na concentracdo de
80 pMols ocasionou perda tecidual e infiltracdo de células na regido isquémica
qguando as secc¢des foram coradas por técnica histoquimica - violeta de cresila.

Esse padrao histopatologico foi observado em todos 0s grupos experimentais
tratados e controles. Nos animais com o tempo de sobrevida de 7d apés a leséo, o
infiltrado celular apresentou uma distribuicdo equitativa por toda regido proxima ao

centro isquémico (figura 7).

b At b =

Figura 7: Andlise histopatol6gica da &rea da lesdo; coloragédo por Violeta de Cresila. Em A, B e C:
animal controle (7d ap6s lesdo); em D, E e F: animal tratado (7d apds lesdo). Linha pontilhada em A
e D: Delimita toda extensdo da area de lesao. Infiltrado celular (IFC); Cortex cerebral (CO); Corpo
caloso (CC); asterisco (vermelho): local de injecdo da endotelina-1 (ET-1). Barra de escala: 200pm
(AeD);50 um (BeE)e 30 um (C e F).

Entretanto, nos animais controle com sobrevida de 14 e 30 dias foi observado
uma distribuicdo de infiltrado celular distinta aquela observada nos animais controles
e tratados com sobrevida 7d. No grupo experimental de 14 dias a distribuicdo do

infiltrado celular parece ser menor em relagdo ao tempo de 7d, em ambos os grupos
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experimentais. Resultado semelhante ao grupo de 30 dias, porém um padrdo de
distribuicdo maior no centro de lesdo manteve-se idéntico aos outros tempos de
sobrevida nos grupos experimentais controle e tratado (Figura 7 e 8).

Figura 8: Andlise histopatol6gica da area da lesdo; coloracdo por Violeta de Cresila. Em A, B e C:
animais controle (7 d ap6s leséo); em D, E e F: Animais controle (14d ap6s lesdo); em G, H e I:
animais controle (30d apds lesdo). Area pontilhada: Extensdo da area de lesdo; infiltrado celular
(IFC); Cértex cerebral (CO); Corpo caloso (CC); asterisco (vermelho): local de inje¢cdo da endotelina-1
(ET-1). Barra de escala: 200 um (A, D e G); 50 um (B, Ee H); 30 um (C, F e l)

3.2. A Perda Neuronal Apés Microinjecbes de Endotelina-1 no Coértex Motor

Concomitante ao Tratamento com Minociclina.

Corpos neuronais identificados apdés marcacao por imuno-histoquimica com o
anticorpo anti-NeuN revelou que a perda de neurdnios foi maior nos animais que
sofreram a leséo isquémica e que foram tratados durante 7 dias apés a lesdo com a
solucdo salina estéril quando comparados aos animais lesionados e tratados com

minociclina em mesma janela temporal.
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Essa diferenca ndo foi evidenciada no centro de lesdo, em ambos 0s grupos
experimentais. A maior preservacdo de neurdnios na regido periférica a lesdo no
grupo tratado (figura 10) foi ratificada apds analise quantitativa do nimero de corpos
neuronais nessa regido (células Neu-N+). As densidades médias dos corpos
neuronais por campo foram claramente maiores no grupo tratado que nos grupos
controles. Os grupos tratados apresentaram diferencas estatisticamente significantes
(p<0,05, teste t de Student) quando comparados aos grupos controles (figura 11).
Por conseguinte, percebeu-se menor area de lesdo no grupo tradado com
minociclina em relagc&o ao grupo tratado com solucao salina estéril (figura 9 A e D).

Figura 9: Analise imuno-histoquimica da &rea de lesdo. Marcagéo de corpos neuronais no centro e
periferia da leséo apo6s 7 dias do evento isquémico. Imagens A, B e C mostram a area de leséo e
células Neu-N+ em animais controle; imagens D, E e F a lesdo e células Neu-N+ em animais
tratados. Area pontilhada: area de lesdo; Cértex cerebral (CO); Corpo caloso (CC); asterisco
(vermelho): local de inje¢&o da endotelina-1 (ET-1). Barra de escala: 200 pm (A e D); 50 um (B e E);
30 um (CeF).
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Figura 10: Analise imuno-histoquimica da area de lesdo. Marcacao de corpos neuronais no centro e
periferia da lesédo isquémica. Em A, B e C grupo controle e D, E e F grupo tratado ; em C e F
destaque para os corpos neuronais (células Neu-N+; setas pretas). Area pontilhada: area de les&o;
Cértex cerebral (CO); Corpo caloso (CC); asterisco (vermelho): local de injecao da endotelina-1 (ET-
1). Barra de escala: 200 um (A e D); 50 um (B e E); 30 um (C e F).
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Figura 11: Analise quantitativa de células Neu-N+ imunomarcadas no cértex motor isquémico
induzido por ET-1. *** comparacao entre os grupos. AN 07(animais 7 dias) (p<0,05).
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3.3. Imunofluorescéncia Dupla de Células Microgliais M1 e M2 no Cértex Motor Apos

Leséo Isquémica por Microinjecéo de Endotelina-1.

A marcacdo por imunofluorescéncia para identificar a presenca de células
microglias ED1+ na &rea de lesdo mostrou que essas células se distribuem por todo
ambiente isquémico. Evidenciou-se em todos os grupos experimentais uma nitida
diferenca na densidade dessas células quando se comparou o grupo tratado com
minociclina ao grupo controle, animas que receberam salina estéril como tratamento
(figura 12, 13, 14 e 15).

Ed-1 iNOS _ Ed-1/iNOS

07 DC

07 DT

Figura 12: Imunofluorescéncia dupla na area de lesédo isquémica. Imagens: células microgliais Ed1+
(A e D); células micrdglias iINOS+ (B e E) ; células duplamente marcadas Ed1+/ iNOS+ (C e F). 07
DC: grupo controle (apds sete dias de sobrevida); 07 DT: grupo tratado (apds sete dias de sobrevida).
Barra de escala: 75 um (A, B, C, D, Ee F).



Ed-1 Arg-1 Ed-1/ Arg- 1

07 DC

07 DT

Figura 13: Imunofluorescéncia dupla na area de lesédo isquémica. Imagens: células microgliais Ed1+
(A e D); células micréglias Argl+ (B e E); células duplamente marcadas Ed1+/ Argl+ (C e F). 07 DC:
grupo controle (sete dias de sobrevida); 07 DT: grupo tratado (sete dias de sobrevida). Barra de
escala: 75 um (A, B, C, D, E e F).

Por conseguinte, as marcagdes pelos anticorpos INOS e Arg- | revelaram a
presenca dos fendtipos microgliais M1 e M2 na area de lesdo. Observacao
confirmada ap6s sobreposicdo das células marcadas (ED1+/ INOS; ED1+/ Arg-l) no
meio isquémico (figural2e 13: CeF; 14e 15: C,F e l).

Em relacdo aos grupos controles de 7, 14 e 30 dias, a presenca de células
microgliais ED1+ foram evidenciadas, mas a expressdo do fenotipo microglial
M1(células INOS+) na &rea de leséo foi maior que a expressao do fenétipo microglial
M2(células Arg-l1+) em todos os tempos se sobrevida, observacdo confirmada pela
sobreposicdo das células marcadas ED1+/INOS+ e ED1+/ Arg-I+ (figura 14 e 15).
As densidades meédias das células microgliais INOS+ (fenétipo M1), por campo,
foram maiores em relacé@o as células microgliais Arg-l1+ (fenétipo M2) apresentando
diferencas estatisticamente significantes (p<0,05, ANOVA- TUKEY) quando
comparados entre si (figura 16, 17 e 18).
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Ed-1 iINOS Ed-1/iNCS

07 DC

14 DC

30DC

Figura 14: Imunofluorescéncia dupla na area de lesédo isquémica. Imagens: células microgliais Ed1+
(A,D,G); células micréglias iINOS+ (B,E,H); dupla marcacdo Edl+/ iNOS+ ( C,F,l). 07 DC: grupo
controle (7 dias de sobrevida); 14 DC: grupo controle (14 Dias de sobrevida); 30 DC: grupo controle
(30 dias de sobrevida) . Barra de escala: 75 um (A, B, C, D, Ee F).
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Arg-1 Ed- 1/ Arg-1

Ed-1

Figura 15: Imunofluorescéncia dupla na area de lesédo isquémica. Imagens: células microgliais Ed1+
(A,D,G); células microglias Argl+ (B,E,H); dupla marcacdo Ed1+/ Argl+(C,F,l). 07 DC: grupo controle
(7 Dias de sobrevida); 14 DC: grupo controle (14 Dias de sobrevida); 30 DC: grupo controle (30 Dias
de sobrevida) . Barra de escala: 75 um (A, B, C, D, Ee F).
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Figural6: Andlise quantitativa de células Edl+, iINOS+, Arg-1+ imunomarcadas no cértex motor
isquémico por microinjecdes de endotelina-1 (ET-1) . Comparacdo entre os grupos (ANOVA)
(p<0,05). AN 07(animais controle, 7 dias de sobrevida).
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Figura 17: Andlise quantitativa de células Ed1+, iNOS+, Arg-1+ imunomarcadas no coértex motor
isquémico por microinjecdes de endotelina-1 (ET-1) . Comparacdo entre os grupos (ANOVA)
(p<0,05). AN 14 (animais controle, 14 dias de sobrevida).
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Figura 18: Andlise quantitativa de células Ed1+, iNOS+, arg- 1+ imunomarcadas no cortex motor

isquémico por microinjecdes de endotelina-1 (ET-1) . Comparacdo entre os grupos (ANOVA)
(p<0,05). AN 30 (animais controle 30 dias de sobrevida).
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4. DISCUSSAO

4.1. Consideragdes Gerais

No presente estudo, induzimos isquemia focal no cortex motor de ratos
machos adultos utilizando microinje¢6es do farmaco vasoconstritor endotelina-1(ET-
1). A injecdo de 80pmols de ET-1 foi eficaz a indugdo de isquemia com consequente
perda neuronal e migragcdo de células inflamatérias ao centro e periferia de leséo.
Esses resultados estdo em concordancia com estudos de SOUZA-RODRIGUES et
al, 2008, que utilizaram o modelo experimental de Acidente Vascular Encefalico com
endotelina-1 na obtengédo de lesédo isquémica focal em roedores.

O modelo utilizado nesse estudo possibilitou a investigagdo da modulagéo
microglial, tendo como foco a expresséo dos fendtipos microgliais M2, benéfico, e o
M1, prejudicial, no ambiente isquémico (WAKE et al, 2011). Os marcadores
utilizados para esses fins foram os anticorpos anti iINOS, Arg-1 e Ed- 1. Diversos
estudos mostram que durante o acidente vascular encefalico as células microglias
migram a é&rea lesionada, podendo exercer um papel dual, dependendo da
sinalizacdo, no local de lesdo (HU et al, 2012, KIM et al, 2014 e XIA et al, 2015).
Nossos resultados qualitativos mostraram que a expressdo do fendtipo M1 nos
animais que foram tratados com minociclina foi menor em relacdo ao grupo que so
recebeu solucdo salina intraperitonealmente, sugerindo que o tratamento com a
minociclina pode estd modulando essa expressdo por supressdo de vias
moleculares, no ambiente isquémico, que potencializam a expressao desse fenotipo
microglial. Trabalhos de STEIN; COGSWELL, BALDWIN, 1993, PORTA et al; 2009 e
ARCMUGAM et al; 2011 sugerem que a via NF-kB em sinergismo com a via
NOTCH, STAT 1 e STAT 3 atuam nesse processo. lgualmente, o tratamento
pareceu influenciar na expressdo do fenotipo microglial M2 (arg-1+) quando
comparado ao grupo que recebeu tratamento com solugdo salina estéril. Essa
modulacdo pelo tratamento ratifica que a minociclina também pode estar atuando
em vias CREB (cAMP) que potencializam a expressdo do fendtipo microglial M2. A
permanéncia da resposta microglial nos tempos superiores a 7 dias, apds lesdo
isquémica, nos grupos controle, bem como a identificagdo dos fenotipos M1 (iINOS+)
e M2 (arg- | +) nessa janela temporal estd de acordo com os trabalhos de HU et al,

2012 e XIA et al, 2015 que relatam que a expressdo dos fenotipos microglias
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estende-se por tempos superiores aquele considerado como pico maximo da
expressdo dessas células.

Os resultados descritos nesse estudo sugerem que o farmaco minociclina
pode modular a expressdo microglial na fase aguda (primeira semana)- estagio esse
no qual as novas abordagens terapéuticas ao tratamento do AVE sé&o testadas.
Estudos futuros sdo necessarios para elucidar os mecanismos que possam modular
a expressao do fendtipo M2 (ac&o neuroprotetora) no ambiente isquémico, mas em
janela de atuagdo mais prolongada.

Por conseguinte, foi mostrado — pela coloragdo por violeta de cresila- que
apds a indugdo isquémica no cortex motor houve intensa migragdo de células ao
local da les&o, em todos os tempos de sobrevida. Essa comprovacao esta de acordo
com trabalhos de (GOMES-LEAL et al; 2008) que demonstram esse recrutamento
de células ao local de leséo isquémica. Ademais, marcacao imuno-histoquimica para
corpos neuronais revelou menor area de lesdo e maior preservacdo neuronal na
periferia da lesdo no grupo tratado com minociclina. Essa constatacdo esta de
acordo com trabalhos de JUHA YRJANHEIKK et al, 1998 e 1999, que mostrou a
acdo neuroprotetora da minociclina por nitida preservacdo dessas células neurais
através da diminuicdo de substancias toxicas no parénquima cerebral dos animais
tratados com esse farmaco. Esses resultados também estdo em concordancia com
trabalhos de KIM; SUH, 2009 e PLANE et al, 2010 que relatam a acdo da
minociclina em vias bioquimicas relacionadas a processos que desencadeiam a
inflamac&o e a morte celular programada, conferindo a minociclina efeitos anti-
inflamatorios e anti-apoptoticos.

O relato acima ratifica a minociclina como um farmaco usado em diversos
estudos experimentais devido sua propriedade neuroprotetora e anti-inflamatoria por
atuar em vias bioquimicas que estdo relacionadas com a produc¢é&o de radicais livres,
reducdo do infiltrado de células inflamatdrias e inibicdo microglial (HAYAKAWA et al.,
2008).
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, investigamos se o tratamento com minociclina modularia os
fenotipos microgliais M1 e M2 no cértex motor isquémico, apds microinjecdo de
endotelina-1 e se essa modulagcédo tenderia para maximizagcdo dos efeitos do

fenotipo M2 reconhecidamente neuroprotetor.

De posse dessa informagéo, concluimos que:

e A minociclina apresenta efeito neuroprotetor por potencializar a preservagéo

de células neuronais na area isquémica.

¢ A minociclina modula a expressédo de células microgliais (INOS+) e células
microgliais (arg-1+) no cortex motor de ratos machos Wistar isquémicos apos

sete dias da lesao.

e A presenca de células microglias dentro de uma janela temporal superior a 7
dias apods isquemia sugere estudos que objetive um maior conhecimento das

vias envolvidas no processo de expressao dos fenotipos microgliais.
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