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RESUMO

O acidente vascular encefalico (AVENC) é uma desordem neural
iniciada a partir da reducdo ou interrupcdo do fluxo sanguineo, tornando
inadequada a demanda energética para a regido, promovendo assim um dano
tecidual. O AVENC é classificado em hemorragico ou isquémico. O AVENC
isquémico tem maior prevaléncia e pode ocorrer por trombose ou embolismo. A
patologia isquémica tem mdltiplos eventos interrelacionados como
excitotoxicidade, despolarizacdo periinfarto, estresse oxidativo e nitrosativo,
inflamagé&o e apoptose. Um elemento de fundamental importancia na patologia
isquémica é a célula microglial, cuja atividade estad intimamente ligada a
progressdo do ambiente lesivo. Uma alternativa terapéutica no tratamento do
AVENC é um pirazolona denominada Edaravona. O presente trabalho avaliou a
o efeito neuroprotetor da Edaravona na dose de 3mg/kg no cortex
sensoériomotor primario apos lesdo isquémica focal. A inducdo isquémica foi
induzida através da administracdo de 40pM do peptideo vasoconstritor
endotelina 1 diretamente sobre o coOrtex sensoriomotor primario. Foram
avaliados animais tratados com Edaravona (N=10) e animais tratados com
Agua Destilada (N=10) nos tempos de sobrevida 1 e 7 dias ap0s o evento
isquémico. O tratamento com edaravona evidenciou através da analise
histopatoldgica com violeta de cresila uma reducdo de 49% e 66% na area de
infarto nos animais nos tempo de sobrevida 1 e 7 dias respectivamente. Os
estudos imunohistoquimicos para microglia/macrofagos ativos (ED1Y)
demostraram uma reducdo na presenca de células ED1* em 35% e 41% para
os tempos de sobrevida 1 e 7 dias respectivamente. A reducéo na presenca de
neutréfilos (MBS-1%) foi significativa apenas nos animais com tempo de
sobrevida de 24h onde se observou a reducdo em 56% na presenca dessas
células. A andlise estatistica foi feita por analise de variancia com corregéo a

posteriori de Tukey com p <0,05.

Palavras-chave: Acidente vascular encefélico, isquemia, micréglia, edaravona.



ABSTRACT

Stroke is a neural disorder originated from blood flow decreasing or
interruption, making inadequate energy supply in the region, thus promoting
tissue damage. The stroke can be divided in hemorragic or ischemic. The
ischemic stroke is more prevalent and can occur through thrombosis or
embolism. The ischemic pathology has multiple interrelated events like
excitotoxicity, peri-infarct depolarization, oxidative and nitrosative stress,
inflammation and apoptosis. An element of fundamental importance in ischemic
pathology is the microglial cell, whose activity is closely linked to the
progression of environment harm. A therapeutic alternative in the treatment of
stroke is a pyrazolone called Edaravone. This study evaluated the
neuroprotective effect of Edaravone dose of 3mg/kg in primary sensorymotor
cortex after focal ischemic lesion. Edaravone treated animals (N = 10) and
animals treated with saline solution (N = 10) in the survival time of 1 and 7 days
after the ischemic event was evaluated. Treatment whith edaravone showed by
histopathological analysis with cresyl violet a reduction of 49% and 66% in
infarct size in animals in survival time 1 and 7 days respectively.
Immunohistochemistry studies for microglia/macrophages assets (ED1")
demonstrated a reduction in the presence of ED1" cells in 35% and 41%
survival times for 1 and 7 days, respectively. Neutrophils (MBS-1%) were
reduced to 64% only in animals with survival times a day. Harmful patterns were
assessed qualitatively and quantitatively. Data was tested by ANOVA with

Tukey post hoc test. Differences were considered significant at p < 0,05.

Keywords: Stroke, ischemia, microglia, edaravone.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

O acidente vascular encefélico (AVENC) é uma desordem neural com
grande taxa de mortalidade mundialmente, cuja a incidéncia é maior em
homens em relagdo as mulheres, sendo que o primeiro evento ocorre em
média entre 60,8-63,5 anos para os homens e 65,3-80,4 anos para as
mulheres (APPELROS et al., 2009). Dentre os fatores de risco que aumentam
a probabilidade de incidéncia do AVENC esta a ingestdo de sal, gordura
saturada, consumo de alcool, tabagismo, sedentarismo, histérico familiar de
hipertensédo e diabetes mellitus (CAPPUCCIO e JI, 2012; O'DONNELL et al.,
2012). Somado aos fatores de risco, verificou-se que populacdes residentes em
areas de menor poder socioecondmico estdo sujeitas a uma maior incidéncia
quando comparadas a populacbes residentes em areas de maior poder
aquisitivo (ENGSTROM et al., 2001).

Na atualidade, o AVENC representa uma das maiores causas de
inabilidade funcional por provocar consideraveis sequelas neuroldgicas
(DOBKIN, 2005; TAYLOR et al., 1996). Globalmente, a prevaléncia em paises
com grande extensdo territorial € cerca de cinco a dez vezes maior, quando
comparada a paises de pequena extensao (BONITA e BEAGLEHOLE, 2007).

Estima-se que nos Estados Unidos (EUA) cerca de 7milhdes de pessoas
maiores de 20 anos foram acometidas pelo AVENC entre os anos de 2005 e
2008, dentre os quais houve prevaléncia entre indios americanos, negros,
hispanicos, outras racas e brancos. Em 2009, a taxa de ocorréncia em adultos
maiores de 18 anos foi maior em negros comparados a brancos e asiaticos.
Dentre os individuos acometidos, foi apontado um maior grau de severidade
nos individuos negros. Somando-se a isto, constatou-se um aumento na taxa
de infarto cerebral sem sintomas clinicos em individuos mais velhos (ROGER
et al., 2011; STANSBURY et al., 2005).

Na Ameérica Latina, o AVENC é um dos lideres de mortalidade com
incidéncia e prevaléncia através do continente. Na década dos anos 2000, foi
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uma das maiores causas de mortalidade dentre os paises da regido (PONTES-
NETO et al., 2008). No Brasil o AVENC ocupa posicdo de lideranca nos casos
de mortalidade (PONTES-NETO et al., 2008). Na cidade de Sao Paulo-SP, em
meados da década de 1990, constatou-se uma maior taxa de incidéncia em
homens em relacdo a mulheres, bem como uma maior taxa entre negros em
relacdo a brancos (LOTUFO et al., 2007). Na cidade de Fortaleza, entre os
anos de 2009 e 2010, verificou-se que a populagdo acometida tinha média de
idade de 67,7 anos; sendo as mulheres as maiores vitimas e que a média de
tempo desde o surgimento dos sintomas até a entrada no hospital foi de
14,2horas (DE CARVALHO et al., 2011).

1.2 FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

O AVENC é uma desordem neural iniciada a partir da reducdo ou
interrupcdo do fluxo sanguineo por oclusdo da artéria cerebral média (MCAO,
do inglés middle cerebral artery occlusion), levando a uma privacdo de oxigénio
e nutrientes para o encéfalo, resultando em um dano tecidual (Figura 1). O
AVENC pode ser classificado em hemorragico e isquémico, este Ultimo
podendo ocorrer por trombose ou embolia (AHMAD e GRAHAM, 2010; DOYLE
et al., 2008).

Na patologia isquémica séo visualizadas duas areas distintas: centro da
lesdo denominado centro isquémico e uma regido mais periférica denominada

penumbra isquémica (LO et al., 2003).

O centro isquémico € caracterizado por rapida despolarizacdo andxica
com concomitante aumento extracelular da concentracéo de K*. Ocorre intenso
influxo de Ca' nas células do tecido com consequente diminuicdo da
concentracdo extracelular de Ca™. Durante o periodo de reperfusdo apds
isquemia focal, a concentragdo extracelular de K* aproxima-se do seu nivel
fisiolégico. Apesar do retorno se aproximar do nivel fisiolégico, o dano causado
€ severo o suficiente para resultar infarto tecidual no centro da lesdo (LIPTON,
1999).

A regido de penumbra isquémica localiza-se ao redor do centro

isquémico, sofrendo eventos deletérios menos pronunciados devido ao
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suprimento residual de vasos sanguineos colaterais. No estagio inicial, a
penumbra pode ocupar até a metade do volume de leséo, além de metabolizar
glicose ativamente. A quebra da homeostase celular promove crescimento da
area de lesdo por apoptose somado ao processo inflamatorio (LO, 2008;
MERGENTHALER et al., 2004).

Centro Isquémico

(

Penumbra Isquémica

Oclusédo da Artéria Cerebral Média

Figura 1: Oclusdo da artéria cerebral média provocando isquemia cerebral. Desenvolvimento
do centro isquémico e da regido de penumbra. Adaptado (MITSIOS et al., 2006).

A leséo isquémica é marcada por eventos complexos e interrelacionados
que incluem: excitotoxicidade, despolarizacdo periinfarto, inflamacdo e
apoptose entre outros (Figura 2) (DIRNAGL et al., 1999; DOYLE et al., 2008).
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Figura 2: Cascata de eventos que ocorrem durante a isquemia cerebral. Adaptado (DIRNAGL
et al., 1999).

1.2.1 Excitotoxicidade

O encéfalo é um dos érgdos mais ativos metabolicamente demandando
uma grande quantidade de oxigénio para manter a fosforilagdo oxidativa e
assim gerar ATP o suficiente para manter os gradientes ionicos intra e
extracelular. A bomba idnica Na'/K* ATPase encontrada na membrana
plasmatica neuronal é a principal responsavel por manter a alta concentracao
extracelular de Na* e a alta concentragdo intracelular de K* necessaria para a
realizacdo do potencial de acdo. ApOs o inicio da isquemia, ocorre faléncia
mitocondrial e a sintese de ATP cessa. O ATP restante € rapidamente
consumido. A membrana do neurdnio pré-sinaptico sofre despolarizacéao,
liberando de forma exacerbada neurotransmissores na fenda sinaptica,
principalmente o neurotransmissor excitatorio glutamato que tem um importante
papel na fisiopatologia do AVENC (OLNEY, 1990; OLNEY et al., 1974).

A presenga do glutamato na fenda sinaptica ativa diversos receptores
dos neurdnios pés-sinapticos. Alguns desses, 0s receptores a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazolproprionato (AMPA), Cainato e N-Metil-D-Aspartato (NMDA)
desempenham importante papel no desenvolvimento da patologia. O receptor
NMDA é permeavel ao Ca™. A presenca excessiva do Ca*? intracelular ativa
algumas enzimas como a proteina cinase C, fosfolipase A, (PLA)),

ciclooxigenase (COX), sintase do oxido nitrico (NOS, do inglés nitric oxide
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synthase) dependente de calcio, calpaina e algumas endonucleases (DOYLE
et al., 2008; DURUKAN e TATLISUMAK, 2007; LO et al., 2003; MITSIOS et al.,
2006).

Os receptores AMPA também contribuem com massivo influxo de Na* e
CI” que juntos perturbam a homeostase celular, além de contribuir com entrada
de agua resultando em edema celular (MERGENTHALER et al., 2004).

1.2.2 Estresse Oxidativo e Nitrosativo

Como resultante da isquemia e reperfusdo tecidual, o acimulo de Ca*?
na regido lesionada desregula a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial,
a qual produz niveis deletérios de radicais livres. Os radicais livres iniciam um
ciclo vicioso, desregulando ainda mais a cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial, produzindo ainda mais radicais livres. (DOYLE et al., 2008;
ENDRES et al., 2009)

Essa condicdo patoldgica favorece uma maior ativacdo da enzima NOS
que por sua vez gera quantidade significativa de 6xido nitrico (NO, do inglés
nitric oxide). A reacdo de NO com ions superéxidos forma peroxinitrito (ONOO"
), um potente radical livre. O excesso de ROS e ONOO" destroem varias
macromoléculas além de participar em mecanismos de sinalizacdo que resulta
em morte celular (DOYLE et al., 2008).

O NO e o estresse oxidativo estdo relacionados com a ativacao
excessiva da enzima de reparo de DNA, Poli(ADP-Ribose) Polimerase 1
(PARP-1). A enzima PARP-1 atua reparando a quebra de uma das fitas de
DNA, catalisando a transformacdo de Nicotinamida Adenina Dinucleotidio
(NAD") em Nicotinamida (NA). A ativacdo excessiva de PARP-1 depleta o
NAD" das células, prejudicando todos os processos NAD*—dependente, tais
como a glicolise e a respiracdo mitocondrial, exacerbando ainda mais o
processo patolégico (DOYLE et al., 2008; ENDRES et al., 2009).

1.2.3 Despolarizagéo Periinfarto
A despolarizacao periinfarto sdo ondas espontaneas de despolarizacéo
com todas as caracteristicas de depressao alastrante cortical que se propaga

através da penumbra isquémica. Depressdo cortical alastrante é uma onda
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autopropagadora de atividade eletroquimica que progride através do tecido
cortical cerebral normal (DOYLE et al., 2008). Na regiao do centro isquémico,
as células sofrem despolarizagdo anoxica e ndo repolarizam mais. Na regido
de penumbra as células ainda podem repolarizar a custa de mais gasto
energético (DIRNAGL et al., 1999).

A andxia e a despolarizacdo excitotoxica de neurdnios e glia aumenta a
concentracéo extracelular de K* e glutamato no centro isquémico. O glutamato
e o K* difundem-se do centro para a penumbra isquémica levando a um ciclo
vicioso de despolarizacdo a mais de neurbnio e glia. Como a condicao
intrinseca da repolarizacdo é dependente de energia e as células da regido de
penumbra estdo comprometidas metabolicamente, a despolarizagao periinfarto
pode contribuir para um aumento gradativo do centro de lesdo em direcdo a
penumbra (MERGENTHALER et al., 2004).

1.2.4 Inflamagé&o Aguda

A inflamacdo pode ser entendida como um mecanismo de defesa
iniciado apoOs estimulos noxicos (agentes fisicos ou quimicos) ou ndo-néxicos
(agentes microbianos, reacfes imunoldgicas, necrose tecidual). A resposta
inflamatdria aguda é considerada transitéria e controlada sendo coordenada
por uma série de eventos sobrepostos e interrelacionados com finalidade de
eliminar o agente lesivo e restaurar a homeostase tecidual. Caso o agente
lesivo ndo seja eliminado, o processo inflamatorio torna-se crénico
(VILLAREAL et al., 2001).

A inflamacdo aguda é iniciada a partir de uma lesdo tecidual
desencadeando uma série de eventos bioquimicos. Lesfes em vasos
sanguineos sao as primeiras consequéncias desses eventos. As lesdes
produzidas induzem uma maior producéo na quantidade de fibrinogénio para a
formacado de uma rede de fibrina, sendo esta responsavel pela restauracdo dos
vasos lesionados, além de servir como suporte para a agregacao plaquetéria e
a infiltracdo leucocitaria (VILLAREAL et al., 2001).

As células endoteliais vasculares secretam mediadores inflamatdrios que
promovem aumento na permeabilidade vascular. Como consequéncia ha um

extravasamento do plasma para o sitio inflamatorio, ocorrendo diluicdo dos
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fatores toxicos, influxo de proteinas com funcao imune, fragmentos do sistema
complemento (C3), além de uma intensa infiltracdo leucocitaria. A sintese e
liberacdo de mediadores inflamatorios torna-se um processo autorregulado que

promove a exacerbacao do processo inflamatoério (VILLAREAL et al., 2001).

No decorrer da inflamacdo as células envolvidas no processo
respondem as citocinas alterando a expressao genica e induzindo a atividade
de enzimas importantes como fosfolipase A2 (PLA;), que d& origem ao &cido
araquidonico (AA), que por sua vez sofre a agcdo das enzimas ciclooxigesases
(COX) e lipooxigenase produzindo prostandides e leucotrienos respectivamente
(VILLAREAL et al., 2001).

Em resposta ao ambiente inflamatorio, as células do endotélio
expressam moléculas de superficie para permitir a adesao, rolamento, fixacao,
espalhamento e transmigracdo das células com fungcbes imunes para o sitio
lesionado (Figura 3) (LEY et al., 2007; MCDONALD e KUBES, 2011; ROCK e
KONO, 2008; VILLAREAL et al., 2001).

As principais moléculas de ancoramento de leucdcitos circulantes sao:
Integrinas; molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1, do inglés intercellular
adhesion molecule); molécula de adesédo vascular celular (VCAM, do inglés
vascular cell adhesion molecule) selectinas L, P e E; ligantes de selectina
semelhantes a mucina (LEY et al., 2007; MCDONALD e KUBES, 2011; ROCK
e KONO, 2008; VILLAREAL et al., 2001).
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Figura 3: Resposta inflamatéria no ambiente isquémico: Moléculas de Selectina P e E sao
expressas e fazem ligagdo através de Sialil-LewisX favorecendo a adesdo e rolamento de
neutrofilos(1). A isquemia promove a expressdo de IL-1nas células endoteliais que induzem a
expressédo de ICAM-1 em sua prépria superficie. As Integrinas MAC-1 e LFA-1 presentes na
superficie de neutréfilos ligam-se a ICAM-1, ICAM-2 e VCAM-1 promovendo forte ligagdo dos
neutréfilos com o endotélio vascular (2). Astrécitos, Micrdglia/Macrofagos da area isquémica
liberam CINC e MCP-1 em resposta a liberagao citocinas oriundas da propria area lesionada. O
conjunto dessas citocinas direciona a diapedese e migracdo dos neutréfilos para o parénquima
cerebral lesionado (3 e 4). Adaptado (HUANG et al., 2006).

Durante o recrutamento, as moléculas de adesdo e quimiocinas
direcionam a rapida infiltracdo de leucdcitos, que sdo as primeiras células
infiltrantes, direcionando-as para o foco inflamatério. As células que alcangcam o
sitio da lesdo produzem espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive
oxigen species) e espécies reativas de nitrogénio (RNS, do inglés reactive
nitrogen species) que sao letais e inespecificas. Os mondacitos infiltram
tardiamente e diferenciam-se em macréfagos que reconhecem células
opsonizadas pelo sistema complemento e as fagocitam (VILLAREAL et al.,
2001).

A fase final da inflamacdo aguda compreende a eliminacdo dos

patégenos e detritos celulares, restauracdo dos vasos sanguineos, reposi¢ao
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do tecido lesionado e término da infiltracdo leucocitaria (VILLAREAL et al.,
2001).

1.2.4.1 CELULAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO INFLAMATORIO

Neutrofilos

Os neutréfilos sdo as primeiras células do sistema imune inato a
infiltrarem-se no parénquima cerebral apds desordens neurais agudas,
atingindo um pico maximo de acumulo em 24h pos-lesédo decaindo poucos dias
apos até desaparecerem completamente. Demonstrou-se experimentalmente
que esses polimorfonucleares participam na fisiopatologia do processo
isquémico em uma janela temporal definida (DOS SANTOS et al., 2007,
SOUZA-RODRIGUES et al., 2008). Investigacdes in vitro evidenciaram que 0s
neutréfilos apresentam um papel altamente deletério no microambiente
isquémico, onde estas células infiltram-se rapidamente no sitio de lesao,
contribuindo com a exacerbagao da morte celular neuronal (NEUMANN, J. et
al., 2008). Em modelo experimental de lesdo excitotéxica na medula espinhal,
observou-se que os neutrofilos infiltravam-se sobre o parénquima acumulando-
se adjacente a parte mais ventral da substancia cinzenta (GOMES-LEAL et al.,
2005).

Uma vez no parénquima lesionado, os neutréfilos podem fagocitar e
eliminar elementos invasores, detritos teciduais e células morrendo, mas
também pode provocar lesfes teciduais por sintetizar e secretar ROS, NOS e
enzimas proteoliticas como, mieloperoxidase e elastase (DOYLE et al., 2008;
IADECOLA e ANRATHER, 2012; VILLAREAL et al., 2001).

Microglia

A micréglia tem sua origem a partir de células de linhagem eritromieléide
que penetram no SNC através de um padrdo complexo de infiltracdo e
ocupacao durante o desenvolvimento embrionario (Figura 4). Nesse contexto, 0

cortex cerebral e a zona subventricular sdo primeiramente ocupados, para em
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seguida o parénquima neural também ser ocupado (NEUMANN, H. e
WEKERLE, 2013; SWINNEN et al., 2013).
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Figura 4: Modelo esquemético da origem microglial e outras células hematopoiéticas. Adaptado
(NEUMANN, H. e WEKERLE, 2013; SWINNEN et al., 2013).

Apontou-se para a micréglia um papel importante na regulacdo de
progenitores embriondrios na regido da placa cortical, favorecendo de uma
forma ainda ndo completamente compreendida a astrogénese (ANTONY et al.,
2013). Originalmente descrita por Del Rio-Hortega, a célula microglial foi
caracterizada por um nucleo denso e escuro com formato triangular, redondo
ou alongado, escassa quantidade de citoplasma de onde se originam dois ou
mais processos que se tornam mais finos quanto mais ramificagdes
apresentarem. Em seu estado de aparente quiescéncia, a microglia apresenta
escassa quantidade de citoplasma, corpo celular alongado sustentando
processos finos e ramificados dispostos nos polos da célula, atividade

migratoria e macrofagica. Ja no estado ativado a célula retrai os seus
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processos, tem seu volume do citoplasma aumentado, sofre arredondamento
do nucleo passando a exibir uma morfologia ameboide (Figura 5) (DEL RIO-
ORTEGA, 1939; KREUTZBERG, 1996; STOLL e JANDER, 1999).

Figura 5: Ativacdo microglial. Mudanga da morfologia ramificada para uma morfologia
amebdide (KREUTZBERG, 1996).

Algumas evidéncias apontam para um papel dual da micréglia, ora
apresentando um fendtipo benéfico, ora apresentando um fendtipo deletério
(LALANCETTE-HEBERT et al., 2007; LAMBERTSEN et al., 2009; NEUMANN,
J. et al.,, 2006; NEUMANN, J. et al.,, 2008; YRJANHEIKKI et al., 1998;
YRJANHEIKKI et al., 1999).

Esta aparente dualidade que a célula microglial apresenta, esta
intimamente associada aos diversos fatores aos quais ela € exposta
(RANSOHOFF e PERRY, 2009; SCHWARTZ et al., 2006).

A inibicdo microglial em modelo experimental de isquemia demonstrou
carater neuroprotetor, verificado por uma redugdo nos volumes de infarto
cortical e estriatal além de uma diminuicdo na producdo de mediadores
inflamatorios (YRJANHEIKKI et al., 1998; YRJANHEIKKI et al., 1999).

Em modelo com camundongos, demonstrou-se que semelhante a
macrofagos do sangue periférico, as células microgliais apresentam

subpopulacdes com fendtipos classicamente polarizados em M1(fendtipo
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deletério) e M2 (fendtipo benéfico), entretanto, estas subpopulacdes
desempenham diferentes papéis em janelas temporais distintas (GIRARD et
al., 2013; HU et al., 2012).

Apo6s um dano tecidual, alguns neurotransmissores ndo classicos como
o ATP séo liberados no meio extracelular sinalizando para uma rapida resposta
proliferativa e migratéria em direcéo a lesdo (DAVALOS et al., 2005; ZOU et al.,
2012).

Verificou-se que em ambientes patologicos a ativacédo dos receptores de
superficie do tipo TLR-2, TLR-4 e alguns receptores da familia P2Y e P2X
estdo envolvidos na ativacdo microglial (FRANKE et al., 2004; LEHNARDT et
al., 2008; LV et al., 2011; ZHAO et al., 2012; ZOU et al., 2012).

Recentemente, foi demonstrado que a ativacdo das enzimas caspases
em micréglia ndo necessariamente induz morte celular, ao invés disso, ativa
vias bioquimicas que convergem para que a célula apresente um fendtipo
prejudicial (BURGUILLOS et al., 2011). Ao expressar o fenoétipo deletério, a
microglia € caracterizada por sintetizar grande quantidade de fatores como
PGE, IL-1B, NO, NOO™, O;"~ e H,0, (BLOCK et al., 2007).

Gomes-Leal sugeriu a hipétese de que durante desordens neurais
diversos fatores néxicos e troficos séo liberados concomitantemente no espaco
extracelular e a célula microglial faria o reconhecimento através de seus
receptores de membrana. Tais fatores seriam liberados ao longo de nichos
anatdmicos discretos. Dependendo da area e etiologia da patologia, fenotipos
deletérios e benéficos poderiam coexistir no microambiente patoldgico
(GOMES-LEAL, 2012).

Estudos demonstraram a influéncia de células progenitoras neurais
através de fatores troficos como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF, do inglés factor growth endotelial vascular) na proliferagdo microglial
além de modular a capacidade de migracdo, fagocitose e ativacdo destas
células. Em condi¢cbes patologicas, as ceélulas micréglias proximas a zona
subventricular parecem estar sob modulacédo de células progenitoras neurais.

Neste ambiente aparentemente deletério, as células microgliais proximas a
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regides neurogénicas expressam receptores para fatores tréficos como o IGF-
1, além de apresentar uma morfologia ramificada ou intermediaria com
caracteristica pro-neurogénica. Em regides distantes anatomicamente da zona
subventricular, a exemplo do estriado, elas parecem apresentar uma morfologia
deletéria, expressando moléculas como o MCH I, funcionando como
verdadeiras células apresentadoras de antigenos (MOSHER et al., 2012;
THORED et al., 2009).

Em condi¢cdes fisiolégicas as células microgliais sédo altamente
dindmicas. Em um periodo de poucas horas elas monitoram o estado funcional
de todo o do parénquima neural, realizando movimentos estocasticos com seus
processos diretamente o estado funcional das sinapses, removendo-as caso
apresentem algum indicio de degeneracdo (NIMMERJAHN et al., 2005; TRAPP
et al.,, 2007; WAKE et al., 2009). Utilizando um paradigma experimental em
cultura organotipica, a célula microglial apresentou papel neuroprotetor ao
englobar neutréfilos além de proteger neurdnios quando submetidos a privagao
de glicose e oxigénio (NEUMANN, J. et al., 2006; NEUMANN, J. et al., 2008).

Reportou-se que camundongos quiméricos com delecdo para o gene
TNF-a, submetidos a isquemia focal apresentaram uma maior area de volume
de infarto, onde o TNF-a apresentou um papel neuroprotetor possivelmente
atuando através do receptor p55, além de regular de forma ainda néo
compreendida um aumento na expresséo de receptores TLR-2 (LAMBERTSEN
et al., 2009). Fazendo a ablacdo experimental da micrdglia, verificou-se que

animais submetidos a MCAO média tiveram uma exacerbacdo da leséo
isquémica (FAUSTINO et al., 2011; LALANCETTE-HEBERT et al., 2007).

Astrocitos

Os astrécitos em conjunto com oligodendrdcitos sédo considerados a
macroglia do SNC. Em condicbes fisiologicas os astrécitos tém funcdes
proliferativas e estruturais. Quando apresentam um fenotipo de glia radial,
participam diretamente da neurogénese, com um fendtipo mais maduro tém

funcéo estrutural, servindo como arcabouco de sustentacdo e protecdo para a
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migracdo dos neuroblastos na via migratéria rostral. (IHRIE e ALVAREZ-
BUYLLA, 2011; ZHANG, R. L. et al., 2008).

Os astrocitos também desempenham fungdo neuroprotetora em
condicdes fisiologicas. Podem estar presentes em intimo contato com o
endotélio vascular, associados a uma rica rede de matriz extracelular
juntamente com neurénios na constituicdo da barreira hematoenceféalica (LO et
al., 2003).

Em ambientes lesivos, o0s astrocitos tém sua fisiologia alterada
aumentando a sintese de mediadores para sinalizacdo paracrina e autécrina,
adquirem uma morfologia hipertrofica, aumentam a sintese de filamentos
intermediarios, proliferacdo e migracéo para o sitio lesionado além da formacéo
de uma barreira fisica - conhecida como cicatriz glial — para evitar o aumento
da area de lesdo (BUFFO et al., 2010). Demonstrou-se experimentalmente que
em um ambiente noxico, a proliferacdo de astrécitos, ocorre com maior
intensidade proxima a unidade neurovascular (BARDEHLE et al., 2013), sendo
gue o ambiente lesivo pode modular o fenétipo astrocitario, levando a célula a

readquirir propriedades de células-tronco neurais (BUFFO et al., 2008).

Verificou-se recentemente que em um ambiente inflamatério os
astrocitos tém a capacidade de modular a dinamica intracelular de Ca*™ da
micréglia ativada, fazendo com que um complexo sistema de sinalizacao
envolvendo NO, PGE; e ATP modulando a mesma, onde a partir de entdo a
célula glial passaria a apresentar um perfil antiinflamatério (Figura 6)
(ORELLANA et al., 2013).
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Figura 6: Modulagcdo da microglia por astrécitos em ambiente inflamatdrio. Adaptado
(ORELLANA et al., 2013).

1.2.5 Morte Celular Programada

A morte celular programada (apoptose) é tradicionalmente considerada
um processo pelo qual as células morrem em resposta a condi¢cdes fisioldgicas
(LIPTON, 1999). A apoptose é um processo evolutivamente, conservado no
qual as células morrem como resultado de uma série de eventos internamente
programados, mediados por uma série de produtos génicos dedicados que
estdo associados a condensacdo do nucleo e citoplasma, condensacdo do
agregado de cromatina nuclear e encolhimento celular dando origem a corpos
apoptoéticos (MITSIOS et al., 2006).

A leséo isquémica moderada induz preferencialmente morte celular pelo
mecanismo do tipo apoptotico. A apoptose € iniciada a partir do surgimento de
ROS, ligacdo ao receptor de morte, lesédo no DNA, ativacdo de proteases e
desequilibrio i6bnico (DOYLE et al., 2008).

O extravasamento de Citocromo C do interior mitocondrial tem um
importante papel em resposta a isquemia. O Citocromo C é liberado como
resultado de uma serie de eventos bioquimicos que levam a formacédo de um
poro na membrana mitocondrial. O complexo proteico da familia Bcl-2 é
responsavel por formar (Bax, Bad, Bak, Bim, Bid) ou impedir (Bcl-2, Bcl-XL,

Bcl-W) a formacgéo de poros na mitocondria.
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Ha duas vias que podem iniciar a morte celular programada: via
intrinseca e via extrinseca (HENGARTNER, 2000). A via intrinseca € iniciada a
partir do extravasamento de Citocromo C para o citoplasma, unindo-se a pro-
enzima Pré-Caspase 9 juntamente com a enzima Apaf-1 originando um
complexo enzimatico denominado Apoptossoma. Este complexo convertera a
enzima Pré-Caspase 3 para a sua forma ativa, chamada Caspase efetora ou
Caspase 3. A enzima Caspase 3 alveja substratos que alteram o equilibrio da
célula, clivando citoesqueleto, proteinas de reparo, proteinas sinalizadoras,
além de atuar como endonuclease de restricdo fragmentando o DNA (DOYLE
et al., 2008).

A via extrinseca € iniciada quando ligantes como TNF-a, FASL, RANKL,
CD95L, TRAIL acoplam-se a receptores de morte localizados na membrana
celular, que sinalizam para a ativacdo de Caspases do tipo 8 e 10, que por sua
vez ativardo vias que convergem na ativacdo da Caspase 3 (Figura 7) (DOYLE
et al., 2008; HENGARTNER, 2000).
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Figura 7: Ativacdo das vias de morte celular programada. Adaptado (HENGARTNER, 2000).
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1.3 TERAPIAS PARA O ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

Para o tratamento em humanos h& poucas alternativas farmacolégicas
utilizadas clinicamente. Uma das opc¢des terapéuticas € um trombolitico
denominado ativador de plasminogénio tecidual recombinante (rt-PA),
entretanto, a janela terapéutica para 0 uso em pacientes acometidos com
AVENC esta restrito a aproximadamente 3horas ap0s o inicio da patologia
(GREEN, 2008). Uma outra alternativa com efeito neuroprotetor demonstrado
por inUmeras evidéncias e que encontra-se em estudo clinico avancado € a
Minociclina (FAGAN et al., 2011; FAGAN et al.,, 2010; LAMPL et al., 2007;
YRJANHEIKKI et al., 1998; YRJANHEIKKI et al., 1999). Atualmente existem
diversas terapias experimentais para o tratamento de isquemia que apesar de
serem promissoras, sdo pouco eficazes em sanar tal patologia (GINSBERG,
2008). Nesse contexto, uma classe de farmacos antioxidantes denominada
pirazolonas apresenta-se como um grupo de potencial importancia para o

desenvolvimento de novas terapias (MARGAILL et al., 2005).

As pirazolonas sdo um grande grupo de agentes analgésicos,
antipiréticos e antiinflamatorios. Apesar dos seus mecanismos de acdo nao
serem totalmente compreendidos, acredita-se que as pirazolonas obedecam a
farmacocinética de antiinflamatorios ndo esteroidais. (BENTUR e COHEN,
2004). Dentre as Pirazolonas, a edaravona (3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona ou
MCI-186; Radicut ®), apresenta efeito neuroprotetor na patologia isquémica
diminuindo o volume da area de infarto além de promover melhoras em testes
comportamentais (KAWAI et al.,, 1997). Apdés administracdo endovenosa de
uma Unica dose de 1,5mg/kg, a edaravona alcanca um pico de concentracdo
plasmatica de 176umol/L, decorridos 40minutos apdés sua administracao.
Encontra-se cerca de 65% ligada a proteinas plasmaticas. A analise com
radiotragadores mostrou uma rapida e extensa metabolizacdo de primeira
passagem, onde os metabolitos séo conjugados a intermediarios glicuronideos
ou sulfatados. A excrecéao é realizada principalmente por secrecéo tubular renal
em 24h (MIZUNO et al., 2007; SANO et al., 2010).

Preferencialmente a edaravona € administrada por via endovenosa,
podendo ser administrada também por via oral ou retal (SATO et al., 2010).

Demonstrou-se experimentalmente em diferentes modelos de AVENC a
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capacidade neuroprotetora da edaravona, apresentando acéo pleiotrépica, a se
considerar: Preservagéo das substancia branca e cinzenta, redugéo na taxa de
morte celular programada, diminuicdo na peroxidacao lipidica, preservacao dos
niveis da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD), diminuicdo da
expressdo TNF-a e IL-1B, reducdo na ativacdo de astrécitos no sitio de leséo,
reducdo na expressdo de proteinas de membrana do tipo Agquaporina-4,
reducéo de singleto de oxigénio (*O,), reducéo de radicais hidroxila (OH") além
da diminuicdo da enzima metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9, do inglés
matrix metalloproteinase 9) (GAO et al., 2010; JIAO et al., 2011; KIKUCHI et al.,
2009; KUBO et al., 2009; NAKANO-OKUDA et al., 2006; NISHINAKA et al.,
2010; SHICHINOHE et al., 2004; YAGI et al., 2008; YAMAMOTO, T. et al.,
1997; YAMAMOTO, Y. et al., 2009).

Em modelos de lesdo cranioencefalico, a edaravona apresentou um
interessante papel neuroprotetor, reduzindo a expressado da enzima caspase-3,
diminuicdo nos niveis de sintase do Oxido nitrico induzida (iNOS, do inglés
induced nitric oxide sintase), dialdeido malénico (MDA, do inglés
malondialdehyde), NO, proteina precursora amiloide (APP, do inglés amyloid
protein precursor) além de diminuir a expressao das citocinas inflamatoérias IL-
18, IL-6 e TNF-a. Interessantemente, o0 tratamento com edaravona
proporcionou uma maior preservacao nos niveis de SOD, bem como uma
maior expressao nos niveis do fator tréfico IL-10 (OHTA et al., 2013; WANG, G.
H. etal., 2011).

Observou-se em estudo in vitro que a micréglia ativada apresentava
papel deletério, sintetizando consideravel quantidade de NO e ONOO,
modulando desfavoravelmente o seu microambiente e que o tratamento agudo
com edaravona diminuiu os efeitos do estresse oxidativo, reduzindo o

aparecimento de varicosidades de dendritos e favorecendo a sobrevivéncia

neuronal no microambiente sugerindo assim uma evidente neuroprotecdo
(BANNO et al., 2005). Ja a investigagao in vitro em astrocitos submetidos a
guantidades exacerbadas de NO, sugere que a edaravona pode estar
envolvida na reducédo da producdo de ROS, através do bloqueio na via da
proteina cinase ativada por mitégeno (MAP, do inglés mitogen activated

protein), inibindo a via das proteinas: proteina cinase c-jun N-terminal (JNK, do
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inglés c-jun N-terminal protein kinase), proteina cinase ativada por mitégeno
p38 (p38 MAPK, do inglés p38 mitogen-activated protein kinase) e proteina
regulada por sinal extracelular (ERK, do inglés extracelular signal-regulating
kinase)(KAWASAKI et al.,, 2007). Estudos feitos em cultura de astrécitos
humanos submetidos a hipoxia, sugere que a edaravona promove uma
infraregulacé@o na expressédo VEGF e do fator 1a induzido por hipéxia (HIF-1q,
do inglés hypoxia-inducible factor-1 a) (ISHIKAWA et al., 2007).

Apesar do consideravel efeito neuroprotetor, um efeito adverso apontado
foi que o tratamento com a edaravona apés AVENC experimental pode estar
envolvido na diminuicdo da neurogénese na zona subventricular (SVZ, do
inglés subventricular zone), onde também demonstrou-se uma diminui¢cdo nos
niveis da producdo de ROS e na expressao de HIF-1a e VEGF (ZHANG, P. et
al., 2012).

Watanabe e colaboradores investigando a capacidade antioxidante da
edaravona propuseram um mecanismo quimico pelo qual provavelmente a
edaravona reagiria com diversas espécies de ROS envolvidas na fisiopatologia
do AVENC (Figura 8) (WATANABE et al., 2004).
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Figura 8: Mecanismo hipotético de reacdo da Edaravona. Adaptado (WATANABE et al., 2004).

1.4 HIPOTESE E PERGUNTA EXPERIMENTAL

Como visto anteriormente, o AVENC é uma patologia complexa que
envolve multiplos processos que estéo interrelacionados entre si (DOYLE et al.,
2008). Nesse contexto a resposta inflamatéria aguda € um componente da

fisiopatologia do AVENC de fundamental importancia. Dentre os componentes
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da resposta inflamatéria aguda no SNC a célula microglial desempenha um
papel de destague na inflamacdo exercendo um papel deletério com
consequente exacerbacdo da lesdo isquémica (BLOCK et al., 2007;
YRJANHEIKK]I et al., 1998; YRJANHEIKKI et al., 1999).

Inimeras evidencias tém relatado a acdo neuroprotetora da Edaravona
em desordens neurais agudas (JIAO et al., 2011; KIKUCHI et al., 2009; KUBO
et al., 2009), entretanto, ainda nao foi investigado o papel da edaravona
correlacionando o seu efeito neuroprotetor cértex sensoriomotor primario

acometido por isquemia focal experimental.

No presente estudo, investigou-se a hipétese de que a modulacdo do
ambiente inflamatério com edaravona induz protecao tecidual, com a reducéo

da ativacdo microglial e a preservacao neuronal.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Estabelecer os padrdes temporais de resposta inflamatéria aguda em
M1 de ratos wistar machos adultos submetidos a isquemia focal provocada por
microinjecdes do peptideo vasoconstritor Endotelina-1 (ET-1), avaliando o

efeito neuroprotetor do tratamento com edaravona.

1.5.2 Objetivos Especificos
a. Qualificar e quantificar a evolucéo da area de lesao priméria no centro

isquémico com os tempos de sobrevida de 1dia e 7dias pés-lesao;

b. Quantificar a taxa de neutrofilos para os tempos de sobrevida de 1dia

e 7dias p6s-leséo;

c. Quantificar a taxa de células microgliais/macrofagos ativos para os

tempos de sobrevida de 1dia e 7dias pos-lesao;
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos com 6-8 semanas, pesando
250-300 gramas. Estes animais foram obtidos do Biotério do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFPA. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro
de 12 horas em temperatura ambiente (28 £ 2° C) com acesso a agua e comida
a vontade.

Para investigacdo da hipotese experimental, os animais foram divididos

nos seguintes grupos experimentais de acordo com a tabela abaixo.

Grupos Grupo Controle Grupo Tratamento
Experimentais (Agua Destilada)  (Edaravona 3mg/kg)
Sobrevida 1dia 5 Animais 5 Animais 10 Animais
Sobrevida 7 dias 5 Animais 5 Animais 10 Animais
Total 20 Animais

Tabela 1: Descricdo dos grupos experimentais.

2.2 MODELO DE ISQUEMIA FOCAL

A isquemia focal foi induzida através da administracdo do peptideo
vasoconstritor ET-1 (Sigma Brasil) na regido do cortex sensoériomotor. O
modelo experimental utilizando ET-1 foi demonstrado por Fuxe e colaboradores
(FUXE et al., 1989; FUXE et al., 1997) e aplicado com sucesso em 2003 por
Hughes e colaboradores (HUGHES et al., 2003). O referido método possui
vantagens técnicas em relacdo aos métodos tradicionais que utilizam aparato
cirirgico complexo (HOSSMANN, 2008).

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Cloridrato e
Xilazina (9mg/kg) e Cloridrato de Cetamina (72mg/kg). A inducdo isquémica
experimental por ET-1 tem menor complexidade e consiste em fazer uma
pequena abertura no cranio do animal utilizando uma broca de alta rotacéo. A
dura-mater é entdo removida do campo cirargico para visualizacdo da area
correspondente ao cortex sensériomotor. Segue-se a isSso 0 posicionamento de
uma micropipeta de vidro com ponta de 10-20pm e graduacao de 1pL (Sigma,
Brasil) de acordo com as estereotaxicas de Castro-Alamanco (CASTRO-
ALAMANCOS e BORREL, 1995) e Fonoff (FONOFF et al., 2009), para o cortex

sensoriomotor primario (-3,0 médio-lateral; +0,5; +0,5; +1,0 antero-posterior e -
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0,3 dorso-ventral). No presente trabalho foi injetadol pL de ET-1 a 40pM. A
area de lesdo foi visualizada macroscopicamente pela impregnacdo com o
corante azul de colanil, coinjetado com o peptideo ET-1. Apds administracéo, a
micropipeta foi mantida no local por cinco minutos para evitar o refluxo da
solucéo injetada. Ap6s a cirurgia, os animais foram mantidos com agua e
comida ad libitum. Todas as manipulagcdes com os animais foram aprovadas
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacdo da
Universidade Federal do Pard (CEPAE — UFPA), sob o parecer n°190-14
(ANEXOI).

Figura 9: Representacéo esquematica da lesdo experimental no cértex sensériomotor primario.

2. 3 ADMINISTRACAO DO FARMACO

A Edaravona (3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona) € uma pirazolona cujo
mecanismo de acdo compreende o sequestro de radicais livres, sejam estes
derivados do oxigénio bem como derivados do nitrogénio (WANG, L. F. e
ZHANG, 2003).

O efeito neuroprotetor da Edaravona sera investigado na dose de
3mg/kg de acordo com o esquema abaixo, adaptado de trabalhos previamente
publicados (KUBO et al., 2009; YAMAMOTO, Y. et al., 2009).
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Animais com sobrevida de 1 dia

Inducao Edaravona Edaravona Perfuséo
Isquémica 3mg/kg 3mg/kg ttt
TEMPO
<. ............ > < ............ >
30 minutos 12H

1 Dia

Animais com sobrevida de 7 dias

Perfusao

11

Inducdo Edaravona Edaravona Edaravona Edaravona EdaravonaEdaravona Edaravona Edaravona
Isquémica 3mg/kg  3mg/kg 3mg/kg  3mgkg 3mgkg 3mg/kg 3mg/kg  3mglkg

v

<. .............. > < .............. >< .............. > < .............. ) > < .............. > < .............. >
30 MINUTOS  12H 1DIA° 2DIAS 3DIAS 4DIAS 5DIAS  gpIAS

7/ Dias

Figura 10: Diagrama esquemaético do delineamento terapéutico com Edaravona para os tempos
de sobrevida 1 e 7 dias respectivamente. Os animais do Grupo Controle adotaram o mesmo
delineamento terapéutico, entretanto foi utilizada agua destilada ao invés de Edaravona.

2.4 PERFUSAO E MICROTOMIA

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Cloridrato e
Xilazina (9mg/kg) e Cloridrato de Cetamina (72mg/kg). Apos a total abolicdo
dos reflexos corneanos e de retirada de pata, foi realizada toracotomia para a
visualizacdo do coracdo. A artéria aorta descendente foi obliterada e uma
canula inserida no ventriculo esquerdo. Uma incisdo foi feita no atrio direito
para a eliminacdo completa do sangue do animal. Os animais foram
perfundidos com solugdo salina a 0,9% heparinizada, seguida por
parafolmaldeido a 4%. Os encéfalos foram dissecados e pés-fixados por

24horas em parafolmaldeido a 4%. ApoOs a fixacdo os encéfalos foram
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crioprotegidos em concentracfes crescentes em sacarose com glicerina. Os
encéfalos foram cortados em vibratomo (Microm®, modelo HM 650V) em
seccgOes coronais com espessura de 30um. Posteriormente as secc¢des foram

congeladas para processamento histolégico adequado.

2.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA

2.5.1 Visualizagdo da Area de Les&o

Para a visualizacéo da area de leséo, foi utilizada a técnica da coloracéao
de violeta de cresila. A zona de injecdo de ET-1 foi visualizada pela presenca
do corante azul de colanil ou pela presenca de palor tecidual caracteristico do

processo isquémico.

2.5.2 Estudos Imunohistoquimicos
Os estudos imunohistoquimicos, foram realizados utilizando os

seguintes anticorpos:

Anti-MBS-1 (1:1000). Este anticorpo reconhece epitopos presentes em
populacbes de neutréfilos. Este anticorpo foi desenvolvido por Martine

Bernardes Silva do CNS inflammation Group da Universidade de Southampton.

Anti-ED1 (1:500, Serotec®). Este anticorpo reconhece um epitopo na
membrana lisossomal da micréglia/macrofagos ativados (DIJKSTRA et al.,
1985).

A tabela 2 resume os anticorpos utilizados neste estudo:

Anticorpo Fabricante Diluigao Finalidade

CSN Inflammation
Anti-MBS-1 Group — Universidade 1:1000
de Southampton

Marcacéo de
neutrofilos

Marcacéo de
Anti-ED-1 Serotec 1:500 macrofagos/microglia
ativados

Tabela 2: Anticorpos utilizados nos estudos imunohistoquimicos.
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2.6 ANALISE QUALITATIVA

Todas as seccbes produzidas pelos diferentes métodos histolégicos
foram analisadas em microscopio optico (NIKON ECLIPSE E 200). Imagens
com campos representativos, obtidas de seccfes dos animais submetidos a
inducao isquémica com ET-1, tanto de animais tratados como animais controle
foram obtidas com o uso de uma camera digital acoplada (MOTICAN 2500) ao
fotomicroscopio (NIKON 50i).

2.7 ANALISE QUANTITIVA

2.7.1 Analise da area de leséo

O célculo da area de lesao priméria foi feito a partir de fotomicrografias
de seccdes coradas pela coloracéo de violeta de cresila, dos diferentes grupos
experimentais. Os valores foram calculados em milimetros quadrados (mm?) a
partir de imagens feitas de diferentes secc¢des utilizando o programa Image J
(NIH), (N= 3 secg¢bes/animal/tempo de sobrevida/5animais).

2.7.2 Andlise dos Padrdes Histopatoldgicos

O numero de neutréfilos (células MBS-1%) e de micréglia/macrofagos
ativados (células ED1"), foram contados com o uso de uma gradicula de
contagem de 0,0625 mm? acoplada & ocular de um microscépio éptico (NIKON
ECLIPSE E200) em objetiva de 40X. As contagens foram realizadas em trés
campos: um campo no epicentro da lesdo, um campo a esquerda do epicentro

e outro localizado a direita do epicentro de leséo.

2.7.3 Andlise Estatistica

As contagens foram obtidas e plotadas como média, em funcédo do
tempo em coordenadas cartesianas (+erro padréo). Para avaliar as diferencas
entre os grupos foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA) para um critério
com correcdo a posteriori de Tukey. O nivel de significancia foi de p<0,05 ou
p<0,01. Utilizou-se os softwares BioEstat 5.0° e Microsoft Excel 2010°.
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3. RESULTADOS

3.1 AREADE LESAO
A administracdo de 40pM de ET-1 no cortex sensériomotor primario de

ratos Wistar adultos machos foi visualizada em secc¢bes coronais de 30um de
espessura, evidenciada pela coloracdo com violeta de cresila nos grupos
experimentais com tempos de sobrevida 1 e 7dias. A area de lesdo foi
caracterizada pelo palor tecidual, morte celular no centro de lesdo e penumbra

isquémica, além da presenca de infiltrado inflamatorio (Figura 11).

Foi evidenciada uma maior area de lesdo nos animais do grupo controle
tratados com agua destilada (Figura 11A e 11C) em comparagdo aos animais
submetidos ao tratamento com 3mg/kg de Edaravona (Figura 11E e 11H). A
média das areas de lesdo dos animais do grupo controle nos tempos de
sobrevida 1 e 7 dias foram 264,5mm? e 230,3mm?2 respectivamente. Animais
tratados com edaravona nos tempos de sobrevida 1 e 7 dias obtiveram uma
reducdo na area de lesdo para os valores 136,2mm2 e 78,6mmz2
respectivamente, isso representou uma reducdo na area de infarto de 49% em
24h e de 66% sete dias apos a lesdo, quando comparados aos seus
respectivos controles (Figura 12).
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Isquemia + Agua Destilada

Isquemia + Edaravona

Figura 11: Animais submetidos a isquemia focal e tratados apenas com agua destilada, apés
24h j4 apresentam les&o tecidual caracteristica com area de lesdo de +264,5 mmz2(A) além de
sofrer vigorosa infiltragdo de células com caracteristicas morfolégicas de neutréfilos (B). Os
animais do grupo controle de 7dias de sobrevida apresentaram uma area de lesdo com * 230
mm? (C) acompanhada de um infiltracdo massiva de células com morfologia de macréfagos
mononucleares (D). Animais tratados com edaravona, jA& em 24 horas tiveram diminui¢cdo na
area de infarto para £ 136,2mm?2 (E) e reducd@o na infiltracdo de células com morfologia de
neutréfilos (F). Os animais tratados com tempo de sobrevida de 7dias apresentam consideravel
neuroprote¢do, apresentando uma area de lesdo de + 78,6mm?2 (G) além de ter uma reducéo
na presenca de células com morfologia de macréfagos mononucleares (H). *: Centro de leséo.
»: Neutrdfilos. A,C,E e G escala de 150 um. B,D,F e H: escala de 50um.
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Figura 12: O tratamento com Edaravona reduz a area de lesdo de animais submetidos a
isquemia focal experimental no cortex sensériomotor primario tanto 24h quanto sete dias pés-
les&o. (*p<0,05; **p<0,01 — ANOVA - Tukey).

3.2 INFILTRACAO DE NEUTROFILOS

Verificou-se a macica presenca de neutréfilos no cortex sensdriomotor
primario ja em 24h apés o inicio da lesdo isquémica em animais do grupo
controle (Figura 13A e 13B), jA em animais em animais do grupo tratamento
para 0 mesmo tempo de sobrevida (Figura 13E e 13F), houve uma reducéo
significativa na presenca de neutrdfilos infiltrantes. A média de células MBS-1"
em animais do grupo controle em 24h foi + 68,60 células/campo, ja a média do
grupo tratamento para o0 mesmo tempo de sobrevida foi £ 30 células/campo
(Figura 14). Os animais com tempo de sobrevida de sete dias apresentaram
poucos neutrdfilos, seja no grupo controle (Figura 13C e 13D) com média de *
9,26 células/campo (Figura 14) guanto no grupo tratamento Figura (13G e 13H)
cuja média foi £ 9,78 células/campo (Figura 14).
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A

Figura 13: Animais do grupo controle submetidos a isquemia focal apresentam vigorosa
infiltracdo de neutrdfilos 24h apds o inicio da leséo isquémica (A e B). Apds 7 dias, 0s animais
do grupo controle apresentam uma menor quantidade de neutréfilos (C e D). O tratamento
agudo com edaravona reduziu a presenca das células MBS-1" em 24h (E e F). Os animais
tratados durante seis dias consecutivos também apresentaram reducdo na presenca dessas
células.
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Figura 14: O tratamento com edaravona foi eficaz em reduzir a presenc¢a de neutrdfilos 24h
apos o inicio da lesdo isquémica nos animais do grupo tratamento, entretanto, foi ineficaz em
reduzir a infiltragdo dessas células nos animais do grupo tratamento sete dias apds o inicio da
leséo.

3.3 ATIVACAO MICROGLIAL

A avaliacdo da célula microglial na fisiopatologia isquémica foi realizada
com o uso do marcador denominado ED1, o qual reconhece um epitopo
especifico na membrana do lisossomo de macréfagos/microglia ativados. Os
animais do grupo controle tiveram uma maior presenga de
macréfagos/microglia ativados no sitio de lesdo (Figura 15A, 15B, 15C e 15D)
em comparacdo aos animais do grupo tratamento (Figura 15E, 15F, 15G e
15H). A média das contagens do grupo controle para os tempos de sobrevida
le 7 dias foram * 12,69 células/campo e =+ 46,19 células/campo
respectivamente (Figura 16). Os animais do grupo tratamento obtiveram
meédias de + 8,22 células/campo e * 26,86 células/campo para os tempos de

sobrevida le 7 dias respectivamente (Figura 16).
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Figura 15: A edaravona diminui a presenca de células ED1" em animais submetidos & isquemia
focal no cortex sensdriomotor primario. Animais do grupo controle 24h apds o inicio da
isquemia ja apresentam células microgliais ativadas (A e B). Animais do grupo controle sete
dias apds o inicio da lesdo apresentam uma quantidade ainda maior células ED1" (C e D).
Animais tratados com edaravona tém uma reducéo na presenca dessas células ativas no sitio
de lesdo, tanto em 24h (E e F) como em 7dias (G e H) ap6s o inicio da lesdo. »: Microglia
ativada. A,C,E e G escala de 150 um. B,D,F e H: escala de 50um.
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Figura 16: O tratamento com edaravona foi eficaz em reduzir a quantidade de células ED1" no
cortex sensoério motor primario no grupo tratamento 7 dias apdés o inicio da lesdo. (**p<0,01 —
ANOVA - Tukey).
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4. DISCUSSAO
4.1 CONSIDERCOES TECNICAS

No presente estudo induzimos isquemia no cortex sensoériomotor
primario com microinjecdes de ET-1. O presente modelo utilizou 1uL de ET-1 a
40pM, sendo eficaz em induzir uma lesdo caracterizada por inflamacéo aguda,
perda de pericarios neuronais e morte celular. Estes achados estéo de acordo
com estudos previamente publicados (DOS SANTOS et al., 2007; HUGHES et
al., 2003). Os estudos utilizando ET-1 no SNC foram pioneiramente descritos
por Fuxe e colaboradores (FUXE et al., 1989), onde foi evidenciado producao
de lesdo bem como os sitios de ligagdo da ET-1 no parénquima neural. A
administracdo central desse peptideo vasoconstritor reduz o fluxo sanguineo
local em torno de 60% (HUGHES et al., 2003).

O modelo experimental utilizando uma micropipeta de vidro foi descrito
com sucesso por Hughes e colaboradores (HUGHES et al., 2003) e
reproduzido em trabalhos do nosso grupo (DOS SANTOS et al., 2007; SOUZA-
RODRIGUES et al., 2008).

4.2 O TRATAMENTO COM EDARAVONA PROMOVE NEUROPROTEQAO
DO CORTEX SENSORIOMOTOR PRIMARIO

O presente estudo avaliou o possivel efeito neuroprotetor da edaravona
em modelo experimental de isquemia focal. Os resultados sugerem que a
edaravona apresenta um efeito neuroprotetor do cortex sensériomotor a partir
de 24h, estendendo-se até sete dias apés o inicio do processo isquémico pelo
modelo proposto. Os resultados apresentados estdo de acordo com trabalhos
previamente publicados, onde se demonstrou que o tratamento agudo com
3mg/kg de edaravona confere conspicua neuroprotecdo (AMEMIYA et al.,
2005; KAWAI et al.,, 1997; XIAO et al., 2007; ZHANG, P. et al., 2012),
entretanto, poucos trabalhos investigaram a capacidade neuroprotetora do
farmaco em um tratamento subagudo (YAMAMOTO, Y. et al., 2009).

Na presente investigacdo, os resultados sugerem que o tratamento
sistemaético durante seis dias consecutivos com edaravona, confere uma maior

protecdo tecidual em relacdo ao esquema de tratamento frequentemente
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empregado, onde se utiliza apenas duas administracbes do farmaco
(AMEMIYA et al., 2005; NOOR et al., 2005).

4.3 A EDARAVONA REDUZ A INFILTRA(;AO DE NEUTROFILOS NA AREA
DE LESAO
De acordo com o presente paradigma experimental, foi evidenciada a

presenca vigorosa de neutréfilos na éarea de lesdo nos animais de
experimentacdo do grupo controle 24horas apoés o inicio da lesdo. Os animais
submetidos ao tratamento com 3mg/kg de edaravona, tiveram uma menor
presenca desses neutréfilos auxiliando na reducdo da area de leséo. Estes
achados histopatoldgicos estdo de acordo com trabalhos prévios que fizeram o
relato da infiltracdo dessas células no parénquima isquémico na mesma janela
temporal (DEL ZOPPO et al., 1991; GARCIA et al., 1994; HALLENBECK et al.,
1986). Sabe-se ainda que o processo isquémico modula o microambiente
acometido, favorecendo a expressdo de moléculas de adesdo em vasos
endoteliais no encéfalo (HESS et al., 1994), onde estas células acumulam-se
na luz do endotélio, dificultando a reperfusdo local e contribuindo com a
exacerbacdo da isquemia (MORI et al., 1992), propondo uma importante
participacdo das células endoteliais na infiltracdo de neutréfilos no parénquima
lesionado. Somando-se a essas evidéncias, foi observado que inibicdo da
aderéncia de neutrdfilos no endotélio do vaso sanguineo bem como a deplecéo
experimental de neutréfilos apresenta um papel neuroprotetor em animais
submetidos a MCAO (MATSUO, 1994; MORI et al., 1992).

Wen e colaboradores demonstraram experimentalmente que a
edaravona estd envolvida na infraregulacdo da via envolvida no processo
inflamatoério JNK-c-Jun (WEN et al., 2006). Os resultados sugerem que a
edaravona possa estar atuando na regulacdo de vias de vias sinalizacéo
envolvidas no processo inflamatorio culminando com a reducéo na infiltracéo

de neutréfilos.
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4.4 A ATIVACAO MICROGLIAL E REDUZIDA COM O TRATAMENTO COM
EDARAVONA

O tratamento consecutivo por seis dias com 3mg/kg de edaravona
propiciou conspicua neuroprotecdo acompanhado de reducdo na ativagdo de

células microgliais no sitio de leséo.

Nesse contexto, ha de se considerar a chamada Face de Janus
microglial, onde esta célula glial apresenta um comportamento fisiopatologico
aparentemente dual. Nesse sentido, importantes estudos apontam a
importédncia da célula microglial na exacerbacdo do processo isquémico
(YRJANHEIKKI et al.,, 1998; YRJANHEIKKI et al., 1999), entretanto, outros
estudos apresentam resultados diametralmente opostos, sugerindo para um
papel benéfico da micréglia (LALANCETTE-HEBERT et al., 2007; NEUMANN,
J. et al., 2006; NEUMANN, J. et al., 2008).

Recentemente, um numero crescente de evidéncias experimentais leva
a ser considerada a coexisténcia de subpopulacdes microgliais do tipo M1 e M2
em nichos anatdmicos discretos, onde essas subpopulacdes responderiam de
maneira diferenciada aos fatores liberados nesses nichos anatbmicos
(GOMES-LEAL, 2012). Estudos experimentais sugerem que essas
diferentes subpopulagdes sao ativadas em diferentes momentos no progresso
da fisiopatologia do processo isquémico, onde a microglia atingiria um platé
maximo de ativacdo em torno de sete dias, sendo o feno6tipo M2 primeiramente
ativado, exibindo um perfil antiinflamatoério, e posteriormente, em um tempo
mais tardio o feno6tipo M1 com um perfil préinflamatério também seria ativado
(GIRARD et al., 2013; HU et al., 2012).

De acordo com nossos resultados, € possivel sugerir que a edaravona
poderia estar modulando de forma diferenciada a ativagdo dos fendtipos M1 e

M2 das células microgliais nas diferentes janelas temporais.
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5. CONCLUSAO

o A Endotelina-1 na concentracédo de 40pM é capaz de promover isquemia focal
do cértex sensoriomotor primario em ratos adultos.

o A infiltracdo de neutrofilos na area de lesdo e ativacdo microglial exacerbam o
processo isquémico.

o O tratamento com 3mg/kg de edaravona durante seis dias consecutivos foi
eficaz produzir neuroprotecao.

o Sao necessarios mais estudos para elucidar de que maneira a edaravona age
na diminuicao da infiltracdo de neutrofilos e reducéo da ativacdo microglial.

o O esquema de tratamento proposto na presente investigacado configura-se

como uma alternativa terapéutica promissora para o futuro uso clinico.
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