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RESUMO

O acidente vascular encefalico (AVE) resulta de reducdo permanente ou transitoria do
fluxo sanguineo para éareas encefalicas. Pode ser classificado como hemorrégico ou
isquémico. Sendo que o ultimo é responsavel por cerca de 87% dos casos. Esta
desordem neuronal é a segunda maior causa de mortalidade e incapacidade no mundo e
a principal causa de mortes no Brasil. Demonstrou-se que ap6s a oclusdo da artéria
cerebral média (MCAO), os neuroblastos migram para o estriado isquémico e
substituem parcialmente os neurdnios perdidos durante a isquemia. Além disso, a
maioria dos neuroblastos migratérios morre na primeira semana ap6s MCAO e eventos
inflamatorios, principalmente a ativacdo microglial, pode desencadear na morte desses
neuroblastos.  Neste estudo, investigaram-se os efeitos do anti-inflamatério néo
esterdide, indometacina, nas ativacdo microglial, preservacdo neuronal e neurogénese
adulta MCAO experimental de ratos adultos. Os animais sofreram MCAO por
microinjecdes de endotelina-1 e foram tratados (i.p) com indometacina ( N=8) ou
solucdo salina estéril (N=8). Analisou-se através da imunoistoquimica, neurdnios
maduros (NeuN), ativacdo microglial/macrofagica (lbal e ED1) e migracdo de
neuroblastos (DCX) 8 e 14 dias. O numero de células NeuN, ED1 e DCX positivas por
campo foram contadas no estriado isquémico ou zona subventricular. O tratamento com
indometacina reduziu a ativacdo microglial em geral e o nimero de células ED1+ em 8
e 14 dias apos a lesdo (médias de £6,9 e £3,0 células respectivamente), comparado ao
controle (7,9 ou +6,5 células, p<0.001, ANOVA-Tukey). Aumentou 0 namero de
células DCX+ em ambas SVZ e estriado, em todos os tempos avaliados. Nao houve
diferenca entre o numero de células NeuN+ entre grupos. Os resultados mostram que o
tratamento com indometacina inibe a ativacdo microglial concomitante com o aumento
da proliferacdo e migracdo de neuroblastos ap6s MCAO. Isto é resultado promissor,
considerando gue a indometacina é também usada em tratamentos de doengas humanas
ndo neurais e que a neurogénese adulta pode levar a recuperacao funcional apés o AVE.

PALAVRAS-CHAVE: Acidente Vascular Encefalico, Estriado, Indometacina, Inibicdo
microglial; Neurogénese

APOIO FINANCEIRO: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA NO ESTADO DO
PARA - FAPESPA



ABSTRACT

Stroke results from the transitory or permanent reduction of cerebral blood flow. It can
be classified as hemorrhagic or ischemic. Ischemic stroke is responsible for around 87%
of all cases. This acute neural disorder is the second cause of mortality and disability
around the world and the main cause of death in Brazil. It has been shown that
neuroblasts migrate to the ischemic striatum following middle cerebral artery occlusion
(MCAO) and partially replace neurons lost during ischemia. Nevertheless, most of the
migrating neuroblasts die in the first weeks following MCAO and inflammatory events,
mainly microglia activation, may underlie neuroblast death. In this study, we
investigated the effects of the nonsteroidal anti-inflammatory indomethacin on
microglial activation, neuronal preservation and adult neurogenesis following
experimental MCAO in adult rats. Animals were submitted to endothelin-1 induced-
MCAO and treated (i.p) with indomethacin (N=8) or sterile saline (N=8) for 7 days and
perfused at 8 or 14 days. Immunohistochemistry was performed to assess neuronal loss
(anti-NeuN), microglial activation (anti-Ibal and ED1) and migrating neuroblasts (anti-
DCX). The numbers of NeuN, ED1 and DCX positive cells per field were counted in
the ischemic striatum or subventricular zone. Indomethacin treatment reduced
microglial activation in general and the number of ED1+ cells at both 8 and 14 days
(x6,9 and +3,0 cells respectively) postinjury, compared to control (7,9 or +6,5 cells,
p<0.001, ANOVA-Tukey). There was an increase in the number of DCX+ cells in both
subventricular zone (SVZ) and striatum at the same survival times. There was no
difference in the number of NeuN positive cells between groups in all investigated
survival times. The results show that indomethacin treatment induces inhibition of
microglial activation concomitant with increased neuroblast proliferation and migration
following MCAO. This is a promising outcome, considering that indomethacin is
already used in non-neural human diseases and that adult neurogenesis may underlie
functional recovery following stroke.

KEY-WORDS: Stroke; Striatum; Indomethacin; Microglial Inhibition; Neurogenesis.

FINNANCIAL SUPPORT: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA NO ESTADO
DO PARA - FAPESPA
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1 INTRODUCAO

1.1 O ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO: CONCEITOS E

EPIDEMIOLOGIA

O acidente vascular encefalico (AVE) é a alteracdo neuroldgica produzida pela
faléncia localizada do suprimento sangiiineo, de carater transitdrio ou permanente
(DOYLE et al., 2008). Estatisticas indicam ser a segunda maior causa de mortalidade e
a primeira em incapacidade dentre todas as demais doencas no mundo, resultando em
torno de 6.000.000 de mortes anualmente (JIN et al., 2010; WOODRUFF et al., 2011).
No Brasil, segundo dados recentes do Ministério da Saude, o AVE foi apontado como a
principal causa de mortalidade, ocupando a sexta posicdo entre 0s paises com maior
indice de morte por doenca cerebrovascular (LOTUFO, 2005; LOTUFO e
BENSENOR, 2009).

De acordo com a American Heart Association (2011), 795.000 americanos a
cada ano sofrem de um novo ou recorrente evento de AVE. Isto significa que a cada 40
segundos, um caso de AVE acontece em toda a América, levando a 6bito mais de
137.000 pessoas apds AVE ao ano, resultando em 1 morte a cada 4 minutos. Quanto ao
percentual de eventos por sexo, estimou-se que 40% dos casos acometeram homens e
60% mulheres.

O AVE pode ser classificado em hemorragico ou isquémico (LO et al., 2003). O
AVE isquémico € responsavel por cerca de 87% dos acidentes vasculares encefalicos
onde a oclusdo dos vasos cerebrais pode ocorrer devido a uma trombose local ou

embolia, gerando isquemia e conseqliente lesdo e perda de funcdo neural (DOYLE et



al., 2008). As demais causas de AVE, incluem 10% de hemorragia intracerebral e 3%

AVE hemorragico subaracndide (National Heart, Lung, and Blood Institute, 2006).

Somente em 2010, os americanos pagaram cerca de 73,7 bilhdes de dolares em
tratamentos medicamentosos e reabilitacdo fisica (American Heart Association, 2011).
Nos Estados Unidos, 0 gasto estimado entre 2005 a 2050, incluindo hospitalizacéo,
reabilitacdo e medicamentos, é superior a 1,5 trilhdo de dolares (BROWN et al., 2006).
No primeiro ano de tratamento, o custo fica acima dos 25 mil ddlares por paciente
(MAHLER et al., 2008). Em paises da Europa, a hospitalizacdo dos sobreviventes pode
representar quase 4 mil Euros (EPSTEIN et al., 2008). Varia¢®es nos valores investidos
dependem do tipo de politica de saude adotada (SEKIMOTO et al., 2008), da gravidade
do quadro clinico e dos servigos disponibilizados ou requeridos (FLYNN et al., 2008;

MAHLER et al., 2008).

As manifestacdes clinicas dos efeitos do AVE sdo variadas dependendo da
regido cerebral afetada. Se o hemisfério acometido for o hemisfério direito, ocorre
paralisia do lado esquerdo do corpo, problemas de visdo, comportamento com marcha
acelerada e perda de memodria. Se for o hemisfério esquerdo, comportamento com
marcha mais lenta, paralisia do lado direito do corpo, problemas com a linguagem e

fala, aléem da perda da memoria (American Heart Association, 2011).

A reabilitacdo é uma parte critica da recuperacdo para muitos dos sobreviventes
de AVE. Os efeitos podem levar a mudancas, reaprendizado e redefinicdo de como
viverdo. Além do mais, a reabilitacdo ndo reverte os efeitos de um AVE, mas apenas
promove fortalecimento, capacidade e confianca de que poderdo continuar suas
atividades mesmo com as sequelas da doenca (American Heart Association, 2011).

Levando-se em consideracdo que a maior parte dos individuos acometidos por AVE



tenha idade superior a 65 anos, e que a expectativa de vida continua crescendo em todo
0 mundo, 0 numero absoluto de pessoas com AVE poderd aumentar ainda mais no

futuro (LAKHAN et al., 2009).

Dentre os principais fatores de risco que levam ao acometimento de AVE,
segundo a American Heart Association (2011), pode-se mencionar o tabagismo,
obesidade, dislipidemias, estresse, sedentarismo, diabetes, doencgas cardiovasculares e
pressao sanguinea elevada, e ainda, as enfermidades tropicais endémicas como a

Doenca de Chagas e a Malaria (CAMARGO et al., 2005).

1.2 FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMICO

O AVE isquémico resulta de reducdo permanente ou transitoria do fluxo
sanguineo para o encéfalo (DIRNAGL et al., 1999), podendo ocasionar lesdo
isquémica focal caracterizado pela reducdo do fluxo sanguineo em uma regido
especifica do encéfalo, ou ainda, global (isquemia global), induzida geralmente pela
reducdo do fluxo sanguineo no encéfalo inteiro. Na isquemia focal, uma artéria ou veia
€ mecanicamente ocluida por embolia ou resulta de tromboembolismo encefalico
(BACIGALUPPI et al.,, 2010). Em humanos, os AVEs ocorrem, geralmente, no
territorio de vascularizacdo da artéria cerebral média (ACM) (JIN et al.,2010).

Se a condi¢do isquémica persiste por um periodo de tempo prolongado, a morte
neuronal priméaria aparece rapidamente nas areas centrais do territorio de vascularizacao
prejudicado e é acompanhada por degeneracdo secundaria na penumbra isquémica
(DOYLE et al., 2008). Os mecanismos de lesdo secundaria ocorrem pela ativacdo de
maltiplas vias de morte celular, incluindo excitotoxicidade, formacdo excessiva de

radicais livres durante o periodo de reperfusdo, ruptura da barreira hemato-encefalica



(BHE), inflamacdo, morte celular programada, despolarizacdo perinfarto e acidose
metabolica (BROUNS & DE DEYN, 2009; JUDY et al., 2006;MOSKOWITZ et al,

2010).

Os principais mecanismos celulares envolvidos com a fisiopatologia do AVE

séo apresentados abaixo.

1.2.1 Excitotoxicidade

Em condigdes fisioldgicas, o neurotransmissor glutamato € o principal
responsavel pela mediacdo da transmissdo sinptica excitatoria através da ativacdo de
receptores glutamatérgicos ionotropicos, como o0 NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA
(a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-acido isoxazolepropidnico) ou cainato (WON et al, 2002).
A ativacdo dos receptores ionotropicos leva ao aumento da permeabilidade da
membrana celular aos ions sddio, potassio e calcio (ARUNDINE e TYMIANSKI,
2004). As sinapses excitatorias, incluindo as mediadas pelo glutamato, séo essenciais
para o processamento normal de informacdes e para a plasticidade neuronal (WON et

al, 2002).

Na isquemia encefalica, a privacdo de oxigénio e glicose provoca um aumento
da concentracdo de glutamato na fenda sinaptica e no meio extracelular o que leva a
intensa despolarizacdo de membrana ap6s a lesdo isquémica (WON et al., 2002). A
ativacdo excessiva de receptores glutamatérgicos induz aumento das concentracdes
intracelulares de ions, principalmente céalcio e sdédio (MARTIN e WANG, 2010;

WOODRUFF et al., 2011).



O ion célcio normalmente tem o papel de regular alguns processos celulares,
como fungBes enzimaticas, crescimento celular e diferenciacdo. Além disso, o célcio
também é responsavel pela liberacdo de neurotransmissores, regulacéo da excitabilidade
das células, além de regular a plasticidade sindptica no sistema nervoso (MEHTA et al.,
2007). O calcio extracelular pode se integrar ao espaco intracelular principalmente
através de canais ibnicos dependentes de voltagem ou receptores ionotropicos de alguns

neurotransmissores, como o NMDA (MEHTA et al., 2007).

Quando h& o aumento nos niveis do glutamato, ha um aumento do influxo do
calcio para 0 meio intracelular, por causa da ativacdo prolongada dos receptores
ionotropicos e por alteracdes nos mesmos, induzidas pela propria leséo (OLNEY,
1990). O acumulo excessivo de calcio dentro da célula desencadeia uma série de
atividades neurotoxicas, que podem aumentar a morte celular, como ativacdo de
enzimas, como as calpainas e outras proteases, cinases, sintase de 6xido nitrico (NOS,
do acrénimo inglés, nitric oxide synthase), calcineurinas e endonucleases. Esses
componentes sdo determinantes para processos fisiopatologicos posteriores, como a
morte celular programada (apoptose) (ARUNDINE e TYMIANSKI, 2004; MELDRUM

e GARTHWAIT, 1990).

A elevacdo excessiva da concentracdo de sddio no meio intracelular também
pode ser prejudicial as células neuronais em ambiente isquémico. A entrada de sodio
provoca um influxo secundario de ion cloreto e 4gua no ambiente intracelular, o que
causa edema de organelas citoplasmaticas, incluindo as mitocondrias, e condensacéo da
cromatina nuclear, provocando lesdo irreversivel e morte celular ap6s lesao isquémica
(OLNEY, 1990). O acumulo de sodio induz edema celular, com subsequente lesdo

estrutural e desencadeamento da resposta inflamatdria (CHOI, 1987; WON et al., 2002;



WOODRUFF et al, 2011;). A Figura 1 mostra, brevemente, o processo de

excitotoxicidade e suas consequéncias em ambiente isquémico.
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Figura 1. Desenho esquematico do processo de excitotoxicidade em ambiente isquémico e seus efeitos

celulares capazes de gerar a maximizacdo da lesdo. Fonte: Adaptado de WON et al, 2002.

1.2.2 Estresse Oxidativo e Nitrosativo

O equilibrio entre a concentracdo de agentes oxidantes e antioxidantes € mantido
em situaces fisioldgicas, degradando a demanda de radicais livres (LOVE, 1999). Isso
acontece porque 0s neurdnios, assim como todas as células do corpo, sdo submetidos,
constantemente, a niveis basais de estresse oxidativo e nitrosativo, mas que nao sao
capazes de gerar nenhum dano (LOVE, 1999). No entanto, os radicais livres sdo
moléculas altamente reativas que podem interagir com o DNA, proteinas e lipidios

causando graus variados de dano e disfun¢do (LOVE, 1999; WOODRUFF et al, 2011) .



O estresse oxidativo induzido ap6s a isquemia encefalica se d& por diversas vias
do metabolismo isquémico, especialmente pela inflamagéo e reperfusdo, aumentando a
producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS, do acrénimo inglés, reactive oxygen
species) (CEULEMANS et al., 2010; LOVE, 1999) . A perda da polaridade da
membrana celular leva ao influxo de ions célcio e sédio na célula. Este acimulo i6nico
faz com que a mitocondria produza quantidades prejudiciais de ROS (KNOTT et al.,
2008). A liberacdo de superoxido (O,-) da mitocdndria para o citoplasma leva a
producdo de perdxido de hidrogénio (H.O,) e radical hidroxidrila (OH-) (MEHTA et
al., 2007). Estes radicais ativam cascatas enzimaticas que destroem macromoléculas na
celula e a levam a morte (BROUNS & DE DEYN, 2009; HERTZ, 2008).
Paralelamente, no citoplasma, o ion calcio promove a producéo de 6xido nitrico (NO)
que, em niveis elevados, também possui efeito deletério (BROUNS & DE DEYN, 2009;

YING et al., 1999).

1.2.3 A Ruptura da Barreira Hematoenceféalica

Em processos fisioldgicos, o transportador de ions na microvasculatura das
células endoteliais controla o fluxo de ions através da BHE. O transporte de outras
moléculas ocorre via transportadores especificos ou endocitose, enquanto que a difusdo
celular é cuidadosamente regulada (DEL ZOPPO e HALLENBECK, 2000). Em
condicBes patoldgicas, incluindo AVE, diabetes, doenca de Alzheimer e esclerose
multipla devido a processos inflamatérios, ocorre um desequilibrio a integridade da
BHE, com conseqiente desequilibrio da homeostase de ions e fungdo transportadora.
No AVE, altera¢cbes na BHE induzem perda de regulacdo ibnica seguida de difusdo

passiva de dagua, resultando em edema cerebral (BROWN e DAVIS, 2002). O



parénquima encefalico é exposto aos constituintes intravasculares, havendo diminuicéo
do fluido cerebral e hemorragia (BROWN e DAVIS, 2002). As metaloproteinases de
matriz extracelular (MMPs do acronimo inglés, matrix metaloproteinases), em
particular as MMP-9, contribuem para a degradacdo da BHE ap6s isquemia. Estas
enzimas proteoliticas degradam a laminina e fibras coladgenas da ldmina basal , 0 que
prejudica a coesdo entre as células endoteliais, aumentando a permeabilidade local e
favorecendo o extravasamento de plasma, transmigracdo de leucocitos e eventual
entrada de hemacias (hemorragias) (DEL ZOPPO e HALLENBECK, 2000; LO, 2008;

BROUNS & DE DEYN, 2009).

1.2.4 A Resposta Inflamatoria

Acreditou-se por muito tempo que o SNC, em particular o encéfalo, era um
orgao isolado de influéncias do sistema imune periférico (o chamado privilégio
imunologico). A escassa rede de drenagem linfatica, a falta de células apresentadoras
profissionais de antigenos como as células dendriticas, além do filtro imposto pela BHE
(BARKER & WIDNER, 2004) e a suposta auséncia do Complexo de
Histocompatibilidade Principal Classe I (MHC-1, do acrénimo inglés Major
Histocompatibility Complex) (BOULANGER & SHATZ, 2004) sugeriam o isolamento
anatémico e fisiologico do SNC e sistema imune. Hoje, contudo, sabe-se que moléculas
e células do sistema imune tém transito de entrada e saida do encéfalo e medula
espinhal tanto em condi¢des normais quanto patologicas (GALEA et al., 2007; KRIZ &
LALANCETTE-HEBERT, 2009).

Desta forma, o desenvolvimento da resposta inflamatoria a isquemia inicia pela

liberacdo de mediadores inflamatorios, tais como as citocinas — interleucina-1 (IL-1, do



acronimo inglés: interleukin-1), fator-o de necrose tumoral (TNF-a, do acronimo inglés:
tumor necrosis factor alpha), interleucina-10 (IL-10, do acrénimo inglés: interleukin-
10) e o fator-beta de crescimento transformador (TGF-beta, do inglés: transforming
growth factor beta); e quimiocinas — destaque para a proteina-1 quimiotatica de
mondcito (MCP-1, do acronimo inglés: monocyte chemotactic protein 1). Estes
mediadores inflamatérios modulam a ativacéo de células imunes e induzem a expressao
de moléculas de adesdo na parede endotelial, entre as quais selectinas, integrinas e

imunoglobulinas.

1.2.4.1 Citocinas

As citocinas sdo proteinas soliveis que causam modificacbes comportamentais
nas células-alvo (COTA & MIDWINTER, 2009; TWYCROSS & AICKELIN, 2009),
como mudancas morfoldgicas, expressdo de moléculas de adesdo, producéo de radicais
livres e liberacdo de mais citocinas (ASCHNER, 1998; CHAVARRIA & ALCOCER-
VARELA, 2004; WANG et al., 2007). Entre as células-alvo estdo as células do sistema
imune (por exemplo, microglia e linfécitos), astrocitos e neurénios. As citocinas podem
ser agrupadas em moléculas pro-inflamatérias e antiinflamatorias.

Entre as citocinas pro-inflamatérias estdo a IL-1 (interleucina 1) e 0 TNF-a
(fator de necrose tumoral o) (WANG et al., 2007). A concentracdo de ambos 0s tipos de
citocinas modula a intensidade da lesdo. Estas moléculas sdo importantes para a
ativacdo de células imunes periféricas e residentes e contribuem para a expressao de
moléculas de adesdo celular e NO (ASCHNER, 1998; CHAVARRIA & ALCOCER-

VARELA, 2004).



Por outro lado, citocinas como a IL-10 e TGF-B (do acronimo inglés
transforming growth factor ) possuem acéo antinflamatéria (WANG et al., 2007). A
IL-10 inibe a atuacdo pro-inflamatéria da IL-1 e TNF-a (LIU et al., 2009; WANG et al.,
2007). A principal fonte de IL-10 sdo leucdcitos mononucleares como 0s
mondcitos/macr6fagos (BEMEUR et al., 2007). Contudo, em condigdes patolégicas
graves estas células manifestam fenétipo prejudicial.

Outra citocina antiinflamatéria é o TGF-f (SKINNER et al., 2009), liberado por
células mononucleares periféricas e residentes (microglia e astrocitos). O TGF-B possui

uma agéo sinérgica a IL-10 (WANG et al., 2007).

1.2.4.2 Quimiocinas

E uma familia de macromoléculas com propriedade de comunicacdo e
recrutamento celular (WANG et al.,, 2007). Estas moléculas podem afetar a
permeabilidade da BHE e sdo consideradas pré-inflamatérias (BEMEUR et al., 2007;
WANG et al., 2007).

Microglia, astrocitos e leucocitos em migracdo também podem expressar
quimiocinas em situacdes isquémicas (STOLL et al., 1998; BLOCK & HONG, 2005).
Nestas circunstancias, a MCP-1 pode ser liberada, através da inducdo por TNF-a
(CHAVARRIA & ALCOCER-VARELA, 2004; WANG et al., 2007).

A sinalizacdo de citocinas e quimiocinas altera o metabolismo celular e induz a
expressdo de moléculas de adesdo na superficie de células residentes e leucocitos que

favorecem o contato celular e a migracéo aos sitios de lesdo (WANG et al., 2007).



1.2.4.3 Moléculas de Adesdo Celular

A expressao de trés grupos de moléculas de adeséao celular da suporte a migracdo
trans-endotelial de leucécitos para o parénquima neural: selectinas, integrinas e
imunoglobulinas (WANG et al., 2007; WITTCHEN, 2009). Para tanto, estas moléculas
medeiam o0s seguintes eventos: rolamento, adeséo e transmigracdo (STOLL et al., 1998;
WANG et al., 2007; WITTCHEN, 2009).

Stoll et al. (1998) descrevem que estes eventos ocorrem por interagdes entre
ligantes e receptores especificos comumente presentes na superficie de leucdcitos e do
endotélio. Leucocitos circulantes eventualmente tocam a parede vascular que, pela
crescente concentracdo de quimiocinas e citocinas, proporcionam uma fraca adesdo a
parede endotelial pela selectina-L (CD62L) e/ou propiciando o rolamento (STOLL et
al., 1998). A selectina-P (CD62P), por sua vez, medeia a migracdo de mondcitos e
alguns linfocitos aumentando a adesdo destes leucocitos ao endotélio (LIU et al., 2004;
SCHYMEINSKY et al., 2007).

A adesdo celular € requisito basico para a migracdo, que € mediada,
principalmente, por integrinas. Estas moléculas de adesdo sdo expressas nos leucdcitos
que interagem com imunoglobulinas da parede vascular e favorecem a transmigragéo
(STOLL et al., 1998).

Diferentes células imunes participam da resposta celular a inflamacéo.
Neutrofilos, linfocitos, mondcitos/macréfagos, microglia e astrécitos respondem ao

processo inflamatdrio em diferentes escalas temporais no SNC.



1.2.4.4 Resposta inflamatoria celular

Os leucécitos polimorfonucleares tem um papel crucial na resposta inflamatéria
mediante a lesdo isquémica. Na fase aguda, os neutrofilos sdo predominantemente as
primeiras células recrutadas, seguido pelos linfocitos (DOS SANTOS et al., 2007;
SOUZA-RODRIGUES et al, 2008; THORED et al, 2009). As células
microgliais/macrofagicas ativadas dominam o microambiente lesivo nos tempos de
sobrevida mais tardios ap6s desordens neurais agudas, incluindo AVE, trauma cranio-
encefalico e da medula espinhal (CLARK et al., 1993; MORIOKA et al., 1993). As
evidéncias experimentais de que os componentes celulares da resposta inflamatdria
participam do processo lesivo apos desordens neurais agudas, principalmente AVE, sdo

citadas abaixo.

a. Neutrdfilos

Os neutrofilos possuem um importante papel fagocitario, o que é importante
para a remocdo de detritos teciduais ap0s desordens neurais e nao neurais
(VILLARREAL et al., 2001). Estas células sdo recrutadas para o paréngquima neural
apos desordens neurais agudas, incluindo lesdo aguda da medula espinhal (GOMES-
LEAL et al., 2005; TAOKA et al., 1997; SCHNELL et al., 1999;) e do encéfalo (DOS
SANTOS et al., 2007; LIMA et al., 2008; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008). O pico
méaximo de recrutamento de neutrofilos em tecidos ndo neurais, como a pele, ocorre em
torno de 6 horas, mas no SNC ¢ de 24 horas apds lesdo (KATO et al., 1996; BOLTON e
PERRY, 1998; GOMES-LEAL et al., 2005). Trinta minutos apds a lesdo isquémica, 0s

neutréfilos comegam a ser recrutados ao sitio de lesdo (KATO et al., 1996; HIROSE et



al., 2000). O acimulo de neutrdfilos em regides isquémicas é considerado prejudicial ao
tecido pela quantidade de radicais livres, enzimas proteoliticas e citocinas inflamatorias
liberadas por estes granuldcitos (HIROSE et al., 2000; CHOU et al., 2004). Entre as
moléculas liberadas por neutréfilos, que sdo prejudiciais ao tecido isquémico, pode-se
mencionar colagenase e a elastase. Esta Ultima é uma enzima degrada componentes da
matriz extracelular e da juncdo neurovascular, o que resulta no aumento da
permeabilidade dos vasos sangtiineos préximos a lesdo (TAOKA et al., 1998; STOWE
et al., 2009). Esta enzima atua ainda sinergicamente aos radicais livres e citocinas
liberadas localmente e parece favorecer também o recrutamento e diapedese de mais
neutrofilos e outros leucdcitos ao sitio de lesdo (CHOU et al., 2004). A infiltracdo de
leucocitos mediada pelos neutréfilos pode aumentar a expressdo de fatores deletérios
locais e aumentar o tamanho da lesao inicial (EMERICH et al., 2002).

O acumulo de neutroéfilos na luz de pequenos vasos e a ativacdo plaquetaria
dificulta a restauracdo do fluxo sangiiineo pds-lesdo, mecanismo descrito como
fendmeno de ndo-refluxo (BROUNS & DE DEYN, 2009; DEL ZOPPO &
HALLENBECK, 2000; DOYLE et al., 2008). Este fendmeno leva a extensdo do dano
primario pelo prolongamento da hipdxia tecidual. Claramente, os neutréfilos exercem
um papel prejudicial relevante na fisiopatologia aguda do AVE e sinalizacdo
inflamatdria aos demais leucdcitos. Finalmente, estas células podem ser encontradas no
encéfalo humano apds infarto isquémico (AKOPOV et al., 1996). Nestas circunstancias,
neutrofilos e outros leucécitos podem liberar proteases e radicais livres, 0s quais sdo

extremamente lesivos ao parénquima tecidual (AKOPQV et al., 1996).



b. Linfdcitos

A ativacdo de linfocitos em decorréncia de evento isquémico leva a resposta
celular, envolvendo producdo de citocinas, expressdo de receptores de citocinas e
proliferacdo celular (ARUMUGAM et al., 2005; JIN et al., 2010). Os linfécitos B sdo
responsaveis pela producdo de anticorpos e armazenamento da memdria imune a
antigenos especificos (ABBAS e JANEWAY, 2000). Enquanto que os linfécitos T séo
as células efetoras do sistema imune adaptativo pelo reconhecimento de antigenos
especificos (ABBAS e JANEWAY, 2000; PERRY, 1998).

A migragdo e o acumulo de linfécitos nos tecidos s&o mediados por seletinas e
integrinas (JAESCHKE & SMITH, 1997; STEEBER et al., 1998). Em condi¢fes
normais, linfocitos sdo raramente encontrados no SNC (MATYSZAK & PERRY,
1996). Contudo, em situacbes patologicas, estas células podem ser encontradas no
tecido nervoso apds lesdes (POPOVICH et al., 1997; ARUMUGAM et al., 2005;
MUKHTAR et al., 2005). Em condicdes patologicas, estudos recentes relatam um papel
controverso dos linfocitos no tecido nervoso. Em lesdes isquémicas eles podem ser
substancialmente prejudiciais, exercendo um papel importante na resposta inflamatoria
(YILMAZ et al., 2006; DZIENNIS et al., 2011) pela liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias (IL-1 e TNF-a) e por promover quimiotaxia para outros leucocitos
(SCHWAB et al., 2001), aléem do efeito citotdxico mediado pelo MHC classe |
(CABARROCAS et al., 2003). Recentemente, sugeriu-se que o bloqueio de um receptor
recombinante de linfécitos T diminui a inflamacdo e reduz a area de infarto apds
MCAO (DZIENNIS et al., 2011).

Linfocitos também podem exercer agdo neuroprotetora apos isquemia (LIESZ et

al., 2009). Em um estudo recente, LIESZ et al.(2009) mostraram que linfécitos T



regulatérios (CD4+CD25+Foxp3+) sdo recrutados para o tecido isquémico e
contribuem para neuroprotec¢do, através de mecanismos imunomodulatorios envolvendo
a sintese e liberacao de IL-10. Em doengas autoimunes, como a esclerose multipla, este
efeito depende do tipo de células T ativadas e da gravidade da lesdo (MOALEM et al.,
1999; CHIU et al., 2008; LINFERT et al., 2009).).

Desta forma, os linfocitos exercem papel controverso na modulacdo da resposta

inflamatdria no SNC.

c. Microglia

A microglia é considerada a celula imunoefetora do SNC, posto quer desenvolve
um papel protetor, como sentinela (GEHRMANN et al., 1995). Em condi¢6es normais,
a microglia monitora constantemente as altera¢cdes homeostéaticas do tecido em sua volta
(DAVALOS et al., 2005; NIMMERJAHN et al., 2005). Nesta situacdo, a microglia é
uma célula de corpo celular pequeno, com pouco citoplasma em torno do nucleo e
numerosas ramificacdes (RANSOHOFF & PERRY, 2009). Alteracdes moleculares em
seu microambiente podem induzir alteracbes morfolégicas que a torna ativada
(KREUTZBERG, 1996). Tanto no tecido nervoso saudavel como em condicbes
patologicas, a microglia realiza a endocitose de restos celulares e particulas dispersas no
espaco extracelular (NAPOLI & NEUMANN, 2009). A origem desta célula é
controversa. Contudo, estudos indicam que a microglia deriva de linhagem
hematopoiética durante o periodo embrionario e pds-natal inicial (PERRY &
GORDON, 1991).

As células microgliais sdo bastante sensiveis as mudancas no microambiente

onde vivem e sdo prontamente ativadas em resposta a diversos estimulos patoldgicos e



as menores alteracdes fisiologicas (HAWLISCH e KOHL, 2006; KREUTZBERG,
1996; PERRY, 1994; PERRY e GORDON, 1987; NEUMANN et al., 1998; STREIT et
al., 2004). Recentemente descobriu-se que mesmo situacdes de estresse podem induzir
ativagdo microglial (PERRY/, 2007).

O mecanismo de ativacdo microglial ndo estd completamente estabelecido, mas
trabalhos recentes demonstraram que neurdnios submetidos a condigdes de estresse
podem liberar ATP e ADP que podem sinalizar em receptores especificos na membrana
de astrécitos e microglia para que ocorra ativacdo microglial (DAVALOS et al., 2005;
FETLER & AMIGORENA, 2005; NIMMERJAHN et al., 2005; RAIVICH, 2005).

Durante o processo de ativacdo microglial estas células passam de uma
morfologia ramificada, com pequenos corpos celulares, para uma morfologia ameboide,
onde as células apresentam ramos curtos e grossos e, finalmente, a uma morfologia
arredondada fagocitica de macrdfagos ativados (GRAEBER et al., 1988; STREIT et al.,
1989; STREIT e GRAEBER, 1993; THORED et al., 2009). Nestas circunstancias, a
microglia ativada aumenta o poder de sintese de diversas substancias e aumenta a
expressdo de diversas moléculas de membrana, incluindo moléculas MHC, classes | e
I1, receptores CD4 e CD8, e receptores do complemento (PERRY & GORDON, 1987;
PERRY, 1994; JANDER et al., 1998; PERRY, 1998; STOLL & JANDER, 1999;
SCHROETER et al., 1994, 1997, 2001).

O significado destas alteracdes morfofuncionais foram primeiramente estudados
in vitro, onde sugeriu-se um papel neurotoxico para a microglia (GIULIAN et al., 1990;
BANATI et al., 1993). In vitro, células microgliais liberam fatores neurotdxicos
incluindo acido quinolinico e NO que podem contribuir para a morte neuronal

(GIULIAN et al.,, 1990; BANATI et al., 1993). Sugeriu-se que eventos similares



ocorrem em doencas neurodegenerativas agudas e crénicas (GOMES-LEAL et al.,
2004; STREIT et al., 2004; BLOCK et al., 2007; PERRY et al., 2010).

Em modelos experimentais de isquemia encefalica, relatou-se intensa ativacdo
microglial no centro do infarto e na penumbra isquémica (MORIOKA et al., 1993).
Inimeros estudos sugerem que a ativacdo microglial excessiva contribui para a
ampliacdo do processo lesivo ap6s isquemia (YRJANHEIKKI et al., 1999; LAMPL et
al., 2007; HAYAKAWA et al., 2008). Além da atuacdo benéfica como fagdcitos,
células microgliais ativadas poderiam liberar neurotoxinas, como NO, aminoacidos
excitatorios e citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, TNF-a e IL-1) que poderiam
contribuir para a morte neuronal (LIPTON, 1999; SUGAWARA et al., 2004). Existem
evidéncias experimentais que uma ativacao microglial descontrolada poderia dificultar a
neurogénese enddgena que ocorre durante doencas neurodegenerativas (EKDAHL et
al., 2003; MONJE et al., 2003; EKDAHL et al., 2009).

Concomitante as mudancas morfoldgicas e da regulacdo das moléculas de
superficie, a microglia ativada também secreta fatores solliveis em condicOes
patologicas (BATCHELOR et al., 1999; BATCHELOR et al., 2000). Alguns desses
fatores, tais como, o fator neurotrofico derivado de células gliais (GDNF, do acrénimo
inglés: glial-derived neutrophic factors), sdo potencialmente benéficos a sobrevivéncia
de neurdnios (BATCHELOR et al., 1999; BATCHELOR et al., 2000).

Estudos recentes tém enfatizado que é o tipo de estimulo que determina se o
fendtipo microglial serd benéfico ou deletério (BUTOVSKY et al., 2005; SCHWARTZ
et al., 2006). Butovsky et al. (2005) demonstraram em um estudo in vitro que estimulos
como LPS e B-amiléide podem induzir um fendtipo microglial deletério, como a sintese
excessiva de TNF-a, enquanto que baixas doses de IFN-y e da citocina anti-inflamatdria

IL-4 podem induzir um fendtipo microglial neuroprotetor, com expressdo de MCH



classe Il e liberagdo do fator neurotrofico | semelhante a insulina (IGF-1, do acrénimo

inglés: insulin-like growth factor).

1.2.5 Morte Celular Programada

Existem vérios padres de morte celular, mas, de forma simplificada, a morte
celular pode ser classificada em dois tipos: necrose e morte celular programada, cujo
correlato morfolégico denomina-se apoptose (SYNTICHANKI, 2003;VILA, 2003 ). A
morte necrotica s6 ocorre em situagdes patoldgicas, causadas por estimulos extrinsecos
as celulas (SYNTICHANKI, 2003). Ja a morte celular programada envolve processos
fisiologicos ordenados, que eliminam células dos tecidos durante o desenvolvimento
normal (LIPTON, 1999; VILA, 2003). Na isquemia encefalica, os dois tipos de morte
podem ser observados. A necrose € o tipo de morte predominante no centro isquémico,
enquanto que a apoptose € mais encontrada na regido de penumbra isquémica

(MOSKOWITZ et al, 2010; VILA, 2003).

Apo6s isquemia encefalica, o processo de morte celular programada é
desencadeado por varios fatores relacionados a lesdo, como a producdo de radicais
livres, deficiéncias nos fatores de crescimento e neurotrofinas, dano ao DNA e
lancamento de citocromo ¢ ap6s lesdo mitocondrial (MEHTA et al, 2007; LIU et al,
1996; VILA, 2003). Outros eventos fisiopatologicos, como a excitotoxicidade induzida
pelo excesso de glutamato no meio extracelular e a falta de regulacdo do calcio afetam
0s sinais para morte celular (ARUNDINE e TYMIANSKY, 2003; VILA, 2003). Em
geral, hd duas vias de ativacdo de apoptose: a via intrinseca e a via extrinseca

(WOODRUFF et al, 2011).



A via intrinseca, também conhecida como via mitocondrial, ocorre na isquemia
encefalica por meio da liberagdo da enzima citocromo ¢ , uma proteina de membrana da
mitocdndria e um dos principais componentes da cadeia respiratoria dessa organela
(SUGAWARA et al, 2004; VILA, 2003). A citocromo € transportada da mitocéndria
para 0 compartimento citoplasmatico e interage com fator 1 de ativacdo de protease
apoptdtica Apaf-1 (do acr6bnimo inglés, apoptotic protease activating fator-1) e
deoxiadenosina trifosfato, formando os apoptossomos e ativando a caspase-9, enzima
que desencadeia a cascata de caspases dependente de citocromo c, ativando, em

seguida, a caspase-3, uma das principais caspases executoras (JORDAN,2011).

Em relagdo a via extrinseca da morte celular programada, esta € iniciada por
receptores, como receptor de Fas e receptor de fator de necrose tumoral (TNF). Na
primeira via, o ligante extracelular de Fas (FasL) se liga ao seu receptor e a uma
molécula adaptadora (FADD — proteina de morte associada a Fas), que ativa a pro-
caspase 8, que, por sua vez, ativa caspase-3, enzima efetora que cliva PARP (Poli-ADP
ribose polimerase), levando a dano ao DNA e morte celular (JORDAN, 2011). Além
disso, a caspase-3 pode ativar a caspase-8, que aumenta a expressdo génica de um
componente da familia de proteinas Bcl-2 (Bid), desencadeando o inicio da via
mitocondrial de apoptose (HENGARTNER e BRYANT, 2000; SUGAWARA et al,

2004).

Em suma, sabe-se que tantos os mecanismos dependentes de receptor (via
extrinseca), quanto os ndo dependentes de receptor (via intrinseca), promovem a
ativacdo das caspases apds lesdo isquémica (DIRNAGL et al., 1999). Além disso, 0s
neurdnios sdo particularmente susceptiveis a morte celular mediada por caspase, 0 que
torna a morte celular programada um importante processo fisiopatoldgico durante a

isquemia encefalica, levando a perda celular importante, mesmo depois da lesdo aguda



(DIRNAGL et al, 1999; ENDRES et al, 1998). A fim de se minimizar os danos
provocados pela morte celular em doencas neurodegenerativas, tem-se apostado na

intensificacdo da neurogénese enddgena adulta.

2.3 NEUROGENESE NO ENCEFALO ADULTO

2.3.1 Aspectos historicos

A neurogénese adulta é a formacao e integracdo de novos neurénios em circuitos
neurais consolidados apds o desenvolvimento pos-natal ter cessado (YONEYAMA et
al., 2011). Até meados do século XX, acreditava-se que a neurogénese adulta era um
evento impossivel de acontecer, uma nocao ilustrada pela célebre frase do importante
neuroanatomista espanhol Santiago Ramon y Cajal (1851-1934) “(...) nos centros
neurais adultos, as vias neurais sao fixas e imutaveis. Tudo morre. Nada pode ser

regenerado (...)” (RAMON Y CAJAL, 1928).

Estudos realizados por Altman na década de 1960 (ALTMAN, 1963, 1967,
1969; ALTMAN e DAS, 1965) mostraram a presenca de um numero de células
granulares ndo diferenciadas, em ratos jovens, proximo a camada granular no giro
denteado que apds certo periodo declinara coincidentemente com o aparecimento de
uma populacdo de células granulares recém-diferenciada. Nesta época, cogitou-se a
hipdtese de que essas células ndo diferenciadas migravam do ventriculo encefalico para

0 hipocampo, onde se diferenciavam (ALTMAN e DAS, 1965).

Altman, seguido por Kaplan e Hinds, na década de 1970 (KAPLAN e HINDS,

1977), evidenciaram a presenca de novos neurdnios recém-formados no cérebro adulto.



Evidéncias morfologicas e por microscopia eletrdnica mostraram que algumas células
adultas recém-formadas (identificadas pela incorporagdo de timidina tritiada, um
isotopo radioativo que marca 0 DNA de células mit6ticas) eram neurbnios (ou
microneurénios como ficaram conhecidas na época). No entanto, a auséncia de
marcadores neuronais especificos aliada a inespecificidade dos marcadores mitéticos
disponiveis a época, fizeram com que a idéia de neurogénese no encéfalo adulto caisse

em descrédito (KAPLAN, 2001).

Nos anos 80, Fernando Nottebohm e colaboradores demonstraram a proliferacéo
celular regulada em nucleos vocais de canarios, promovendo evidéncias da neurogénese
adulta em aves (GOLDMAN e NOTTEBOHM, 1983). Apesar da demonstracéo de que
a neurogénese ocorre no cérebro adulto de canarios, este fenémeno foi considerado a
época, restrito ao cérebro de péssaros e, portanto, sem relevancia para mamiferos

(GOLDMAN e NOTTEBOHM, 1983).

Apenas na década de 1990, com diversos laboratorios publicando,
semanalmente, investigacbes da natureza e extensdo da neurogénese no cerebro de
mamiferos adultos, € que houve aceitacdo geral pela comunidade cientifica (GAGE et
al., 1995; GOULD et al., 1999; VAN PRAAG et al., 1999;). Demonstrou-se, no inicio
dos anos 90, a presenca de progenitores neurais no hipocampo de roedores adultos e que
estes progenitores poderiam ser induzidos a proliferar in vitro, gerando tanto neurénios
como células gliais (REYNOLDS e WEISS, 1992). Além disso, ocorreram 0s primeiros
estudos com bromodeoxiuridina (BrdU), um analogo da timidina, que marca de forma
inequivoca 0s progenitores neurais (McKAY, 1997; GAGE, 2000). Estes achados
motivaram varios estudos que, claramente, demonstraram a presenca de novos
neurdnios produzidos em algumas regies do encéfalo de mamiferos adultos, inclusive

em humanos, que se integram em circuitos funcionais em, pelo menos, duas regides



encefélicas: a zona subgranular (SGZ, do acrdénimo inglés subgranular zone) do giro
denteado do hipocampo e a zona subventricular (SVZ, do acrdnimo inglés,
subventricular zone) na parede dos ventriculos laterais (LUSKIN, 1993) (Figura 2).
Desde entdo, a neurogénese adulta vem sendo bastante estudada em condi¢des normais
e patolégicas (ALVAREZ-BUYLLA e LIM, 2004; ARVIDSSON et al., 2002;GAGE,

2002; LIE et al.,2004; PARENT et al.,2003; WINNER et al.,2011).
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Figura 2: Neurogénese Adulta: Proliferacdo, Migragdo e Integracdo Celular. Proliferacdo celular na SVZ,
parede dos ventriculos laterais; Migracéo de neuroblastos através da via migratoria rostral, sustentada por
uma rede formada por células da glia (mais especificamente, astrécitos) e; Diferenciacdo dos neurbnios
imaturos em interneurdnios e integracdo aos circuitos neuronais pré-existentes na camada de células
granulares na SGZ. SVZ, zona subventricular; RMP,via migratdria rostral; gcl, camada de células

glanulares; gl,células granulares. (Fonte: Adaptada de Lie et al., 2004)



2.3.2 Neurogénese Nas Zonas Subventricular e Subgranular Em Condicoes

Normais e Patoldgicas

As células-tronco neurais persistem no cérebro de mamiferos adultos e exibem
as duas propriedades fundamentais de células-tronco: autorregeneracdo e multipoténcia,
esta Ultima, a capacidade de gerar neurbnios e células da macroglia (astrdcitos e
oligodendrocitos) (DOETSCH et al., 1999; RIQUELME et al., 2008). Demonstrou-se
que estas células sdo um tipo especial de astrocitos (DOETSCH et al., 1999) e nédo
células ependimarias, como sugerido inicialmente (JOHANSSON et al., 1999).

Como mencionado anteriormente, a neurogénese ocorre na SVZ e na SGZ da
formacdo hipocampal (DOETSCH et al., 1997, 1999; DOETSCH e HEN, 2005; GAGE,
2002; ZHAO et al., 2008) (Figura 2). Os neuroblastos migram da SVZ para o bulbo
olfatorio através da via migratoria rostral, onde se diferenciam em interneurénios
(DOETSCH et al., 1997, 1999). A migracdo dos neuroblastos é feita em contato direto
com uma espécie de tanel de astrocitos (ver Migracao na Figura 2) (DOETSCH et al.,
1997) e parece usar pistas quimicas como integrinas (DOETSCH et al., 1997; LIE et al.,
2004; PENCEA et al., 2001;). Esta migracao, inicialmente observada em camundongos,
acontece em humanos (CURTIS, 2007, 2011).

Células da SGZ migram por uma curta distancia para a camada de células
granulares do giro denteado. Na camada granular, os neuroblastos gerados séo
integrados  funcionalmente nos circuitos neurais existentes (GAGE, 2002;

KEMPERMANN et al., 1998).

Apos condigdes patologicas do SNC, incluindo o AVE, os neuroblastos migram
para as regides lesionadas, substituindo parcialmente as células perdidas pelo processo

lesivo (AVIDSSON et al., 1996, 2002; YONEYAMA et al., 2011). Estas células séo



atraidas por moléculas liberadas por astrocitos e microglia no ambiente isquémico,
incluindo a MCP-1 (do acrénimo inglés, monocyte chemotactic protein 1) (YAN, 2006),
fator la derivado do estroma (SDF-1a, do acrénimo inglés, stroma derived fatorla)
(THORED et al., 2006) e ostepontina (YAN, 2009). Além disso, as células microgliais
parecem regular a neurogénese no encéfalo adulto (AARUM et al., 2003; BATTISTA et

al., 2006; CACCI et al., 2008; EKDAHL et al., 2009; WALTON et al., 2006).

1.3.4 Ativacao microglial e neurogénese

Demonstrou-se que ndo somente moléculas, mas células e mecanismos celulares
estdo presentes e amplamente utilizados em ambos 0s sistemas nervoso e imune
(HABIBI et al., 2009). As evidéncias sugerem que ha sinergia entre sistema imune e a
diferenciacdo de células-tronco neurais para promover recuperacdo funcional, bem
como células imunes que ajudam a manter a neurogénese nos centros germinais do SNC
adulto dentro de condicdes nao patoldgicas (BUTOVSKY et al., 2006; ZIV et al., 2006;
EKDAHL et al., 2009; MATHIEU et al., 2010) ou até mesmo em casos comprovados
de proliferacdo de células-tronco neurais na SVZ dos ventriculos laterais em modelos
experimentais de doencas neurodegenerativas (ARVIDSSON et al., 2002; THORED et

al., 2006, 2009).

Dentre inimeras células e moléculas que estdo intimamente relacionadas ao
processo de regulacdo da neurogénese, encontra-se a microglia. Estudos in vitro
sugerem que as células microgliais podem regular a migracdo e a sobrevivéncia de

progenitores neurais (AARUM et al., 2003; WALTON et al., 2006). Esta regulacdo



parece depender de fatores sollveis liberados pelas células microgliais (AARUM et al.,
2003; WALTON et al., 2006). A quantidade de progenitores neurais em cultura diminui
proporcionalmente ao nimero de passagens e isso é concomitante com a redugdo de
células microgliais (WALTON et al., 2006). O uso de substancias que prolongam a
sobrevida microglial em cultura aumenta a sobrevida de progenitores neurais na mesma

regidao (WALTON et al., 2006).

Existe um leque de evidéncias experimentais indicando que a microglia,
dependendo do seu estdgio de ativacdo e fendtipo funcional, pode ser prejudicial
(neurotoxica) ou benéfica (neuroprotetora) para a neurogénese adulta em cérebros
intactos ou lesionados (EKDAHL et al., 2003; MONJE et al., 2003; HOEHN et al.,
2005; BATTISTA et al., 2006; LIU et al., 2007; THORED et al., 2009 ). A microglia
pode atuar nas diferentes fases da formacéo, maturacdo e integracdo funcional de novos
neuronios (EKDAHL et al., 2009). A contribuicdo final da microglia ativada para o
nicho pré- ou antineurogénico dependera do grau de ativacdo e um balanco entre
citocinas pro- e antinflamatorias produzidas como consequéncia desse processo de

ativacdo (BATTISTA et al., 2006; MONJE et al., 2003).

Evidenciou-se que a ativacdo microglial pode prejudicar a neurogénese apos
AVE e outras doencas do SNC (EKDAHL, 2003; LIU, 2007; MONJE, 2003). Apos
status epilepticus, ativacdo microglial excessiva diminui a neurogénese hipocampal, o
que é prontamente restaurado pelo bloqueio microglial com minociclina (EKDAHL,
2003). Fenbmeno similar é observado apds irradiacdo craniana (MONJE, 2003). O
tratamento de ratos que sofreram MCAO (do acrdnimo inglés middle cerebral artery
occlusion) com minociclina inibe as células microgliais e aumenta a neurogénese
enddgena induzida pelo processo isquémico (LIU, 2007). Fendmeno similar é

observado quando ratos adultos isquémicos sdo tratados com o anti-inflamatério



indometacina (HOEHN et al., 2005). Em conjunto, estes resultados sugerem que a
ativacdo microglial dificulta a neurogénese endogena apés lesdo do SNC.

A amplificagdo dos mecanismos intrinsecos de reparo cerebral € uma das
abordagens mais promissoras com possibilidade de geracdo de novas abordagens
terapéuticas para doengas do SNC (LINDVALL e KOKAIA, 2006). Demonstrou-se que
ap6s AVE, neuroblastos sdo recrutados para o estriado a partir da SVZ e, parte deles,
transforma-se em neur6nios maduros com fendtipo e morfologia de neurdnios estriatais
(ARVIDSSON et al., 2002). No entanto, este mesmo estudo demonstrou que cerca de
80 % dos neuroblastos morrem nas primeiras semanas apds oclusdo da artéria cerebral
média e que apenas 0.2% dos neurdnios estriatais perdidos apds AVE sdo substituidos
(ARVIDSSON et al., 2002). Os neurdnios recém-formados morrem por apoptose, mas
os fatores responsaveis por esta morte macica dos mesmos séo desconhecidos.

A resposta inflamatoria pode ser patoldgica para a neurogénese no cérebro
adulto (EKDAHL et al., 2003). E possivel que os macrofagos/microglia ativados
secretem fatores repulsivos para a migracdo de neuroblastos ou que estes sejam mortos
por substancias, tais como citocinas inflamatorias e proteases, secretadas por estas
células. A inibicdo microglial/macrofagica a fim de diminuir a ativacdo excessiva pode
aumentar a migracdo e/ou sobrevivéncia de neuroblastos, além de induzir neuroprotecdo
tecidual em geral (BATTISTA et al., 2006).

O recrutamento de células inflamatorias circulantes € dependente do estado das
células endoteliais e da expressdao de quimiocinas. Um dos efeitos mais importantes da
indometacina € a reducdo no recrutamento dos mondcitos periféricos, sugerindo que, a
resposta inflamatoria das células endoteliais (como por exemplo, a expressao de
quimiocinas ou da ICAM - molécula de adeséo intercelular) pode ser normalizada pela

indometacina. De fato, uma das caracteristicas do tratamento com indometacina é a



normalizacdo da permeabilidade vascular, o que certamente pode afetar o
microambiente vascular neurogénico. A neuroinflamacdo e a ativacdo microglial estdo
associadas com algumas doencas da cognigdo e relacionadas a perda de memoria, como
doenca de Alzheimer. Além disso, 0s niveis séricos de IL-6 em humanos estdo
relacionados com diminui¢do do desempenho cognitivo e risco aumentado de deméncia.
O tratamento clinico com indometacina e outros anti-inflamatérios ndo esterdides
diminuem o risco e a progressdo da perda de memdria. Alguns autores afirmam que o
tratamento com esses farmacos pode contribuir para a melhora das deméncias a partir
do momento em que a inflamacdo pode bloquear a neurogénese e, quando tratada,
podeter efeitos benéficos sobre os processos patologicos da memoria (MONJE et al,
2003).

Neste sentido, faz-se extremamente necessario modular o estado de reatividade
microglial, posto que este é um fator preponderante ap6s desordens neuronais agudas e
crénicas (LIU & HONG, 2003; LAI e TODD, 2006; NEUMANN et al., 2009). Esta célula
é atualmente considerada alvo para intervencdo terapéutica (ROCK & PETERSON, 2006;

BLOCK & HONG, 2007).

1.4. PROBLEMA E HIPOTESE EXPERIMENTAL

Um dos maiores problemas com a neurogénese adulta consiste no fato de que
apenas em torno de 0,2% de novas células precursoras neurais geradas apds eventos
isquémicos, conseguem recompor 0s circuitos neurais (ARVIDSSON et al., 2002). A
maioria dos neuroblastos que migra para o estriado isquémico morre por apoptose nas
primeiras semanas (ARVIDSSON et al.,, 2002; THORED et al., 2006). O tecido

isquémico, contendo uma resposta inflamatéria intensa, constitui-se em um ambiente



ndo permissivo a sobrevivéncia das novas células, impedindo que a maior parte das
mesmas se adapte, sobrevivam e sejam integradas aos circuitos neurais pré-existentes
(DAS et al., 2008; EKDAHL et al., 2009; JAKUBS et al., 2008).

Discutiu-se anteriormente que a resposta inflamatéria mediada pela microglia
pode evoluir com perfil deletério pela liberacdo de citocinas pré-inflamatérias,
quimiocinas e produtos citotoxicos que induzem a morte neuronal e prejuizo a
neurogénese endodgena em casos de ativacdo exacerbada (BLOCK et al., 2007;
EKDAHL et al, 2003, 2009; LEHNARDT et al., 2008, MABUCHI et al., 2000;
YENARI et al.,, 2006; ). Estudos prévios demonstraram o papel fundamental de
blogueadores da inflamacdo na modulacdo da neurogénese em modelos experimentais
de doencas do SNC (MONJE et al., 2003; EKDAHL et al, 2003; HOEHN et al, 2005;
KLUSKA et al., 2005; BASTOS et al., 2008; CARDOSO, 2010; SILVA,2011). Existe
grande controvérsia sobre o papel microglial sobre a neurogénese enddgena ap6s AVE,
com alguns trabalhos sugerindo que a microglia € benéfica (THORED et al., 2009)
enquanto que outros sugerem que a microglia é prejudicial (HOEHN et al., 2005; LIU,
2007). Nesta dissertacdo, induzimos isquemia estriatal utilizando-se um modelo de
oclusdo da artéria cerebral média (adaptado de MOYANOVA et al., 2007) em ratos
adultos para investigacdo dos efeitos do blogueio microglial com o antinflamatério ndo
esterdide, indometacina, com base na hipotese de que a modulacdo da inflamacédo pode
gerar neuroprotecdo e aumento da sobrevivéncia e migracdo celular, através da

amplificacdo da neurogénese endogena.



1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Geral

Investigar os efeitos da inibicdo microglial com indometacina sobre os padrdes
de perda neuronal, neurogénese endégena e migracdo de neuroblastos em diferentes
tempos de sobrevida apds lesdo isquémica induzida por oclusdo da artéria cerebral

média em ratos adultos.

1.5.2 Especificos

o Investigar os efeitos da indometacina sobre a inibicdo

microglial/macrofagica no modelo experimental;

o Investigar qualitativa e quantitativamente os efeitos do tratamento com

indometacina sobre a perda neuronal, 8 e 14 dias ap0s oclusdo da artéria cerebral média;

o Investigar os efeitos da inibicdo microglial/macrofagica sobre a
proliferacdo e migracdo de neuroblastos para a area de lesdo isquémica estriatal, no

modelo experimental proposto e nos tempos de sobrevidas especificados.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MODELO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados dezesseis ratos Wistar, machos adultos, pesando
de 250 a 300g. Todos os procedimentos experimentais, incluindo a manipulacdo de
animais foram realizados conforme as normas internacionais sugeridas pelo National
Institute of Health and Society for Neuroscience e segundo aprovacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Para
(CEPAE — UFPA), segundo protocolo n° BIO0029-09/2009 (em anexo).

Excluiram-se os animais que ndo apresentaram lesdo extensa segundo o padréo
de oclusdo da artéria cerebral média apos andlise qualitativa. Todos 0s animais com
MCAO e lesdo padrédo foram incluidos.

Os animais foram divididos nos grupos experimentais conforme a seguinte

tabela:

TABELA 1: Delineamento dos grupos experimentais avaliados segundo critério de

agrupamento e numero de animais por grupo.

Grupos Descricéo NUmero

Gl Animais isquémicos tratados com solugéo salina esteéril 4
e perfundidos em 8 dias
G2 Animais isquémicos tratados com indometacina e 4
perfundidos em 8 dias
G3 Animais isquémicos tratados com solugéo salina estéril 4
e perfundidos em 14 dias.
G4 Animais isquémicos tratados com indometacina e 4
perfundidos em14 dias.
Total 16




2.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS E OCLUSAO DA ARTERIA CEREBRAL

MEDIA

O modelo de oclusdo da artéria cerebral média foi induzido com microinjec6es
do peptideo vasoconstritor endotelina-1 (ET-1) (Sigma, USA), segundo protocolo
adaptado de MOYANOVA et al.,2007, em uma regido do estriado ventral préxima ao
cortex piriforme, onde fica um ramo importante da artéria cerebral média. O modelo
experimental de isquemia focal é utilizado de rotina em nosso laboratério (CARDOSO,
2010; DOS SANTOS et al.,, 2007; FRANCO, 2009; SILVA, 2011; SOUZA-
RODRIGUES et al., 2008) e possui vantagens e facilidades tecnicas (DURUKAN &
TATLISUMAK, 2007), em relacdo aos modelos tradicionais de isquemia experimental
que consistem no clampeamento de artérias cerebrais através de cirurgia complexa
(ZHAO et al., 1994; WINDLE et al., 2006).

Antes mesmo que qualquer procedimento cirurgico fosse iniciado, 0s animais
foram anestesiados com Cloridato de Cetamina (72 mg/kg) e Cloridrato de Xilazina (9
mg/kg), administrados por via intraperitoneal (i.p). Depois de verificada a remissao dos
reflexos de retirada da pata e corneano, fez-se tricotomia e assepsia na cabeca do
animal. Os animais foram posicionados em um aparelho estereotaxico (EFF-336,
Insight®) fazendo-se o registro das coordenadas estereotaxicas seguintes, tomando o
brégma como ponto de referéncia: +2,5mm, lateral; +1,2mm, anterior; e, -4mm, ventral,
a partir da superficie cortical, a fim de injetar a ET-1 para inducdo de lesdo isquémica
focal por MCAO.

Apos a identificacdo estereotdxica da area a ser injetada com ET-1 com auxilio
de microscépio cirargico, efetuou-se um orificio na calota craniana com uma broca, e

posteriormente, a dura-méter foi rasgada para propiciar a visualizacdo do cortex



cerebral. Depois de realizado o orificio prévio, introduziu-se uma micropipeta de vidro,
com ponta de 10-20um e graduagdes de 1ul (Sigma, USA), para injecdo de 20 pMol de
ET-1 diluidos em 1ul de solugdo salina estéril diretamente na porcao lateral do estriado
ventral. Uma pequena quantidade de azul colanil foi adicionada a solucéo de ET-1 para
a identificacdo mais precisa do sitio de injecéo.

Apbs a injecdo, a micropipeta permaneceu estacionaria por 5 minutos no
parénquima nervoso para facilitar a difusdo de ET-1. Apos este periodo, a mesma foi
lentamente removida para evitar refluxo da solucdo de ET-1, e em seguida, fechou-se a
incisdo com uma sutura disposta sagitalmente.

Posteriormente a cirurgia, os animais foram mantidos com agua e comida a
vontade durante os tempos de sobrevida de 8 e 14 dias.

Apos a MCAO induzida por microinjecdes de 20 pMol de ET-1, os animais

foram avaliados a fim de se averiguar possiveis déficits motores.

2.3 TRATAMENTO COM INDOMETACINA

Para o bloqueio da ativacdo microglial, utilizamos o protocolo adaptado de
HOEHN et al. (2005) e MONJE et al. (2003). Os animais experimentais dos grupos 2 e
4 (n=4/grupo) receberam injecdes intraperitoneais (2,5 mg/Kg) de indometacina
(Sigma-Aldrich), duas vezes ao dia, por 7 dias, comecando 24 horas ap6s a MCAO. Os
grupos 1 e 3 (n=3/grupo) receberam injecBes intraperitoneais do mesmo volume de
solucdo salina estéril a 0,9%, obedecendo-se as mesmas estratégias em relacdo a

horérios, intervalos de tempo e volumes da solucéo.



2.4 PERFUSAO E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apobs os tempos de sobrevida especificados, os animais foram profundamente
anestesiados como previamente descrito e perfundidos através do ventriculo esquerdo
com 250 a 300 ml de solucdo salina tamponada (PBS 0,1M; 0,9%; pH 7,2 — 7,4) e
heparinizada, seguida de 250 a 300 ml de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato (PB
0,IM; pH 7,2 — 7,4). Apo6s a retirada dos encéfalos com auxilio de tesoura e
alveolétomo, os mesmos foram pés-fixados durante 24 horas no mesmo fixador usado
na perfusdo e crioprotegidos em concentracOes crescentes de sacarose diluida em uma
mistura de glicerina com PB 0,05M (pH 7,2 — 7,4) (GUIMARAES et al., 2010).

ApoOs a crioprotecdo, os encefalos foram imersos em gel (tissue tek) para
confeccdo dos blocos de corte e cortados em criostato (Carl Zeiss, Micron, HM505E,
Alemanha), com 0 qual se obteve sec¢des coronais de 20um de espessura contendo a
regido estriatal com a lesdo isquémica. As seccbes foram diretamente montadas em
laminas gelatinizadas e conservadas em freezer a -20°C para posterior utilizacdo. Os

cortes foram utilizados para marcacdo imunoistoquimica (DOS SANTOS et al., 2007).

2.5 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

O procedimento de imunoistoquimica foi realizado em sec¢des coronais de 20

um. Para avaliarmos os padrdes de perda neuronal, inflamacdo e migracdo de

neuroblastos apds isquemia estriatal, utilizou-se os seguintes anticorpos:



a. Anti-ED-1 (Serotec®, 1:200): Marcador de microglia/macréfagos
ativados. Reconhece um epitopo na membrana de lisossomas de macréfagos ativados

(Dijkstra et al., 1985).

b. Anti-lbal (1:1000, Wako): Marcador de microglia/macrofago geral.
Reconhece uma proteina quelante de célcio expressa exclusivamente em microglia (Ito

et al., 1998);

C. Anti-NeuN (1:100, Chemicon): Marcador de neurdnios maduros.
Reconhece um epitopo especifico no ndcleo de neurdnios diferenciados (MULLEN et

al.,1992);

d. Anti-DCX (1:400, Santa Cruz Biotechnology): Marcador de neuroblastos
migratorios. Reconhece uma proteina chamada doublecortin associada a microtubulos

de neurdnios imaturos (neuroblastos) (GLEESON et al., 1999);

O protocolo de imunoistoquimica utilizado foi previamente usado por Gomes-
Leal, 2002 e Gomes-Leal et al., 2004, 2005. As laminas montadas foram retiradas do
freezer e secas na estufa por 30 minutos a 37 °C. Em seguida, foram lavadas em PBS
(tampéo fosfato salina) sob agitacdo constante por 5 minutos, imersas em tampdao borato
(0,2M; pH 9,0; acido borico da Nuclear®) em temperatura constante de 65°C por 20
minutos e resfriadas, na mesma solugdo, em temperatura ambiente, durante 0 mesmo
periodo de tempo. Este procedimento foi feito para garantir uma intensidade melhor da
imunoistoquimica (GOMES-LEAL, 2002; GOMES-LEAL et al., 2004, 2005). Em

sequida, as seccOes foram lavadas novamente em PBS por 5 minutos e imersas em



solucdo de alcool metilico e peroxido de hidrogénio (Merck®) (1ml de peroxido de
hidrogénio/100ml de metanol), inibindo-se, assim, a peroxidase enddgena das células do
tecido analisado. A partir dai foi iniciado o processo imunohistoquimico propriamente
dito, em que as secgdes foram novamente lavadas em PBS, dessa vez com solucéo de
PBS/Tween® (5 minutos) e, em seguida, incubadas em soro normal de cabra (anticorpo
anti-Ibal) ou soro normal de cavalo (para marcacdo com anti-ED1, anti-NeuN e anti-
DCX), ambos em diluicdo de 10%, durante 1 hora. Apés este periodo, as seccdes foram
incubadas em anticorpo primario, durante uma noite, de acordo com a diluicdo

previamente mencionada.

No dia seguinte, as sec¢Oes foram novamente lavadas (PBS/Tween, 5 minutos) e
incubadas em anticorpo secundario biotinilado anti-coelho feito em cabra (1:200; Ibal),
anti-camundongo feito em cavalo (1:100; ED1 e NeuN) ou anti-cabra feito em cavalo
(1:100; DCX) por 2 horas. Faltando 1 hora para o término da incubacdo no anticorpo
secundario, preparou-se a solucdo de ABC e esta ficou em repouso até sua utilizacéo.
ApoOs nova lavagem, as seccOes foram incubadas no complexo avidina-biotina —
peroxidase (kit ABC dos laboratdrios Vector®) por mais 2 horas. Em seguida, fizeram-
se quatro novas lavagens (PBS/Tween, 5 minutos) para posterior revelacdo. O
cromogeno utilizado foi o DAB (diaminobenzidina — Sigma-Aldrich). Na sequéncia, as
seccOes foram lavadas em PB 0,1M, desidratadas, diafanizadas e montadas entre lamina

e laminula.

2.6 ANALISES QUALITATIVA E QUANTITATIVA

Para analise qualitativa, as seccOes, marcadas pelos diferentes métodos

histolégicos, foram inspecionadas, em microscépio optico (ECLIPSE 50i, Nikon®) e as



imagens foram captadas por camera fotografica (5 MPixels — 5500 — Moticam®)
acoplada a microscopio 6ptico (ECLIPSE 50i — Nikon®).

A andlise quantitativa para a investigacdo dos padrbes de ativacdo microglial e
perda neuronal, consistiu na contagem do numero de macréfagos/microglia ativados
(células ED1+), corpos neuronais (células NeuN+) de todos 0s grupos experimentais,
utilizando objetiva de 40X e gradicula de &rea 0.0625 mm? acoplada a ocular de um
microscépio optico (ECLIPSE 50i — Nikon®).Utilizou-se nas contagens 3 sec¢des por
animal e 16 campos por seccdo, todos na regido estriatal no centro e penumbra

isquémica (Figura 3), e, no minimo, 3 animais para cada grupo experimental.

Figura 3: Andlise quantitativa de células ED1+, NeuN+, caspase 3 ativa+ e DCX+ na regido estriatal:
contagem de 16 campos por seccdo na area de penumbra e centro isquémico apés MCAO. Fonte: Imagem
adaptada de Engel et al., 2011.

A contagem de neuroblastos migratorios (células DCX+) utilizou o protocolo
adaptado de Thored et al. (2007). As contagens foram realizadas em toda extensdo da
zona subventricular ipsilateral a lesdo e na regido estriatal (Figura 4). A contagem dos
neuroblastos estriatais foram realizadas em 16 campos na regido de lesdo isquémica.
Utilizou-se 3 secgbes por animal e, pelo menos, 3 animais para cada grupo

experimental.



Figura 4: Analise quantitativa de células DCX+ na zona subventricular (Zona 1a, 1b e 1c). CC indica o
corpo caloso; LV: ventriculo lateral; AC: comissura anterior. Fonte: Imagem adaptada de Thored et al.,
2007.

As células Ibal+ ndo foram contadas, posto que a marcacédo feita com anti-lbal
teve como intuito apenas a caracterizacdo morfologica das células microgliais ativadas,

as quais foram quantificadas através das contagens das células ED1+.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

As médias, desvios padréo e erros padrao foram obtidos para todas as contagens.
A comparacao entre grupos foi realizada por analise de variancia um critério e teste de
correcdo de Tukey. O nivel de significancia estipulado foi de p<0,05. A construcéo

gréfica e a analise estatistica serdo realizadas no programa GraphPad (Prism 5.0).



3 RESULTADOS

3.1 MICROINJECOES ESTRIATAIS DE ET-1 INDUZEM SINTOMAS MOTORES E

PERDA NEURONAL CARACTERISTICOS DE LESAO ISQUEMICA

Observou-se que todos os animais apresentaram desvio ipsilateral do tronco,
permaneceram estaticos na posicdo de decubito ventral, além de retracdo da pata
contralateral para junto do corpo. Verificou-se a movimentacdo circular do animal para
0 mesmo lado da lesdo isquémica, isto €, o deslocamento em circulos para a esquerda. A

partir desses achados confirma-se a eficiéncia da indugdo isquémica.

A perda neuronal foi avaliada atraves da imunoistoquimica para NeuN, um
marcador especifico de corpos neuronais maduros (MULLEN et al., 1992), em 8 e 14
dias ap6s MCAO. Observou-se intensa perda neuronal no estriado apos a inducgéo
isquémica com microinjecdes de ET-1 nos tempos de sobrevida especificados (Figura
5). Isso foi claramente reconhecido pelo desaparecimento de corpos neuronais no centro
isquémico em todos 0s grupos experimentais comparados ao estriado contralateral a
lesdo (Figura 4A-J). Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios utilizando o
modelo da MCAO (THORED et al., 2009).

O tratamento com indometacina aparentemente ndo induziu reducdo da area
isquémica, quando comparado com valores dos animais isquémicos que receberam
somente solucdo salina. Os animais do grupo G1 (isquémicos tratados com solucdo
salina) apresentaram mais células NeuN+ (média de +50,3) que G2 (média +42,1). Foi
verificado aumento significativo do nimero de neurdnios em G4 (+47,9) ap6s a MCAO
em relagdo ao grupo G2, mas ndo houve diferenca em relagdo a G1, neste mesmo tempo

de sobrevida (Figura 5 K).
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Figura 5: Perda neuronal apds MCAO revelada pela imunoistoquimica para NeuN. Lado contralateral do
estriado de um animal isquémico tratado com solugdo salina estéril (A-B). Animais isquémicos tratados
com salina estéril ou indometacina 8 (C-D e E-F) e 14 dias ( G-H e I-J) apds MCAO. Quantificagdo do
nimero de células NeuN+ nos tempos de sobrevida especificados (K). Apesar de haver diferenca
estatistica entre animais isquémicos tratados com salina e indometacina no tempo de sobrevida de 8 dias
(**p <0,001, ANOVA / Tukey), ndo houve diferenca entre tratado e controle em 14 dias (*p>0,05
ANOVA / Tukey). As setacs apontam para células NeuN+. O asterisco indica o centro de lesdo, com
excecdo do lado contralateral que representa apenas o local escolhido para o maior aumento
correspondente. VL (Ventriculo lateral). E (Estriado) Escala: 400 um (A, C, E, G); 40 um (B, D, F, H).

32 O TRATAMENTO COM INDOMETACINA INIBIU A ATIVACAO

MICROGLIAL APOS MCAO

Avaliamos os padrdes de ativacdo microglial apos MCAO utilizando dois
anticorpos: o Ibal, um marcador especifico de microglia ativada e ndo ativada (ITO et
al., 1998) e o ED1, um marcador de células altamente fagociticas (macrofagos). Houve
intensa ativacdo microglial 8 e 14 dias apés a MCAQO, como revelado por ambas as
imunoistoquimicas (Figuras 6 e 7). No lado contralateral a leséo, as celulas microgliais
apresentaram um perfil ramificado, caracteristico de situacfes ndo patologicas (Figura
6A-B). Oito dias apds a MCAO, as celulas microgliais tornaram-se hipertroficas, com
encurtamento de prolongamentos celulares e hipertrofia de corpos celulares (Figura 6C-
D). As células apresentaram morfologia principalmente ameboide e arredondada, o que
caracteriza a progressao de microglia para macrofagos (Figura 6D). Nas regides do
centro isquémico, foram encontradas células microgliais principalmente arredondadas
(fagbcitos), enquanto que na regido perinfarto foram principalmente ameboides (Figura
6C-D).

Quatorze dias ap6s MCAO, as células microgliais continuavam muito ativadas

(Figuras 6G-H e 7E-F), apesar de uma certa diminuicdo no padrdo de ativacdo. As



celulas arredondadas, ED1+, foram mais frequentes na regido periinfarcto (Figura 7E-
F).

Para avaliarmos de forma quantitativa o padréo de ativacdo microglial entre 8 e
14 dias ap6s MCAO, nbs contamos o nimero de células ED1+ do estriado nestes
tempos de sobrevida. As contagens revelaram um pico de ativagdo microglial em 8 dias,
com certa diminuicdo do nimero de células ED1+ 14 dias ap6s a MCAO, apesar deste

namero permanecer elevado (Figura 71).
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Figura 6: Padréo de distribuicéo celular microgliais/macrofagicas: no lado contralateral a lesdo a distribuigao é
homogénea (A), células isoladas e extremamente ramificadas (B). O lado ipsilateral a lesdo em animais
controle 8 e 14 dias apés a MCAO, mostrando intensa marcacgdo Ibal+ no centro da lesdo (C e G) e com
morfologia predominantemente de células arredondadas e amehodides (D e H). Diferencas no recrutamento,
para o centro da lesdo, desse tipo celular em animais tratados com indometacina sdo observadas com reducéo
notoria de células marcadas por Ibal 8 e 14 dias apos a MCAO (E e I) e com morfologia tipica de células com
padrdo ameboide, intermediario de ativacdo e algumas isoladas (F e J). As setas apontam para células Iba+ e
seus padrbes morfoldgicos variados.* Centro de lesdo (com excecdo do lado contralateral que representa
apenas o local escolhido para a magnificacdo na foto sequinte). VL (Ventriculo lateral). E (Estriado). Escala:
400 um (A, C, E, G, I); 40 um (B, D, F, H, J).



O tratamento com indometacina diminuiu a ativacdo microglial em G2 (média
de +6,9, ndo significativamente) (Figuras 6E-F, 7C-D, 1) e G4 (média de £ 3,0,
significativamente) (Figuras 61-J, 7G-1), em relacdo aos animais tratados com salina
estéril (p<0,001, ANOVA / Tukey). Em 14 dias ap6s MCAO, onde houve uma redugéo
de 62% do numero de células ED1+ em relacdo aos animais tratados com salina estéril
(Figura 71, p<0,001, ANOVA / Tukey). Além da reducdo numérica induzida pela
indometacina, o padrdo morfoldgico de ativacdo microglial foi consideravelmente
inibido por este anti-inflamatdrio, o que foi revelado pela anélise anteriormente relatada

com o anticorpo Ibal (Figura 61-J).
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Figura 7: Ativacdo microglial/macrofagica apds inducédo da isquemia: no centro isquémico (A, C, E, G).
Reducdo no nimero de células microgliais/macrofagicas ativadas ap6s tratamento com indometacina em
comparacdo com grupos controle, tratados apenas com salina estéril (B, D, F,H). Dados quantitativos (I)
revelaram a reducdo significativa de células estriatais ED1+, em animais tratados com indometacina no
grupo de 14 dias de sobrevida ap6s MCAO (p< 0,001) e também significativa quando comparado ao
grupo de animais tratados com indometacina e de 8 dias de sobrevida (p<0,001, ANOVA / Tukey). As
setas apontam para as células ED1+ e seu padrdo morfologico de microglia/macréfago arredondado,
tipicos de ativacdo.* Centro de lesdo. VL (Ventriculo lateral). E (Estriado). Escala: 400 um (A, C, E, G);
40 um (B, D, F, H).



3.3 O TRATAMENTO COM INDOMETACINA AUMENTOU A QUANTIDADE DE

NEUROBLASTOS NA SVZ E NO ESTRIADO APOS MCAOQO

Para avaliar a neurogénese na SVZ e no estriado, utilizou-se a imunoistoquimica
para DCX, com marcacdo especifica para neuroblastos (Figura 8A-H). Oito dias apds a
inducdo de MCAO, verificou-se um aumento do nimero de neuroblastos na SVZ
(Figura 8A-B). Estas células migraram em pouca quantidade para o estriado isquémico
neste tempo de sobrevida (Figura 8A). Quatorze dias apds a MCAO, o nimero de
neuroblastos na continuava alto na SVZ (Figura 8E-F) e houve maior migracdo de
neuroblastos migratorios para o estriado isquémico (Figura 8G-H).
O tratamento com indometacina aumentou o numero de neuroblastos na SVZ
(Figura 8D e H) em relagéo aos grupo controle (Figura 8 B e F) em ambos os tempos de
sobrevida avaliados, porém, este aumento foi significativo apenas em G4 (media de
+124,8 células) apés MCAO (Figura 8l, p<0,001 ANOVA / Tukey). Os animais
isquémicos tratados com indometacina apresentaram um aumento de até 141,2% no
namero de células DCX+ na SVZ em relacdo ao G3 (média de £51,7 células). Quando
comparados aos ao G2 (média de £71,7 células), esse aumento foi de aproximadamente
74% (Figura 81, p<0,001 ANOVA-Tukey).

O tratamento com indometacina aumentou significativamente o nimero
de neuroblastos migratérios para o estriado em ambos o0s tempos de sobrevida
investigados (Figura 9, ***p<0,001 ANOVA-Tukey). No entanto, o0 aumento foi mais
significativo 14 dias apds a indu¢do de MCAO (Figura 9, ***p<0,001 ANOVA-Tukey).
Em valores percentuais, esse aumento foi de 166,7% (média de + 0,8 células) em G2 e
de 40,8% (média de £1,4 celulas) em G4, em relagdo aos animais isquémicos tratados

com salina estéril (Figura 91). No entanto, a comparacdo entre tempos de sobrevida



revelou que o tratamento com indometacina induziu um aumento de 82% no numero de
neuroblastos migratérios estriatais em relagdo ao tempo de sobrevida de 9 (Figura DCX

2, *** n<0,001 ANOVA-Tukey).
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Figura 8: Neurogénese apos lesdo isquémica por MCAO, neuroblastos marcados com DCX na SVZ (A-
G). Aumento no nimero de células DCX+ em animais tratados com indometacina (C e D, G e H) em
relacdo aos controles (A e B, E e F). A analise quantitativa (I) demonstrou aumento significativo
(***p<0,001 ANOVA-Tukey) do nimero de neuroblastos na SVZ de animais tratados com indometacina
avaliados 14 dias ap6s isquemia quando comparado aos controles de 8 e 14 dias e aumento significativo
(*p<0,05 ANOVA-Tukey) quando comparado ao grupo tratado com indometacina de 8 dias de sobrevida.
As setas apontam para as células DCX+.* SVZ representada em aumento maior nas figuras de maior
aumento na coluna a direita. VL (Ventriculo lateral). E (Estriado). SVZ (Zona Subventricular). Escala:
400 um (A, C, E, G); 40um (B, D, F, H).
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Figura 9: Quantificacdo do nimero de células DCX+ no estriado em todos 0s grupos experimentais. Notar
que o tratamento com indometacina aumentou de maneira significativa o nimero de células DCX+ no
estriado isquémico em ambos os tempos de sobrevida avaliados. Observa-se também uma diferenca
estatisticamente significativa no nimero de células estriatais DCX+ entre 0s animais tratados com
indometacina em 8 e 14 dias( ***p<0.001 comparacdo entre tratamento com indometacina e em relacdo
aos tratados com salina — ANOVA / Tukey).



4 DISCUSSAO

4.1 CONSIDERACOES GERAIS

Nesta dissertacao, induziu-se MCAO por microinjecdes de ET-1 em uma regido
ventral do estriado, proximo a um ramo da artéria cerebral média localizado no cortex
piriforme (MOYANOVA et al., 2007). Ap6s MCAO, houve intensa ativacdo microglial
e perda neuronal entre 8 e 14 dias. O tratamento com indometacina diminuiu a ativagdo
microglial, mas ndo induziu preservacdo de corpos neuronais nos tempos de sobrevida
investigados. No entanto, o tratamento com este anti-inflamatério ndo esteroide
aumentou a quantidade de neuroblastos tanto na SVZ como neuroblastos migratorios

para o estriado, principalmente 14 dias apés MCAO.

O modelo de MCAO é o que melhor simula a doenga humana, considerando a
alta incidéncia de obstrucdo desta artéria em pacientes (ENGEL et al., 2011;
HENSHALL et al., 1999). A utilizacdo da ET-1 como indutor da lesdo isquémica é
tecnicamente mais simples que o modelo com utilizacdo de microfilamento, que
necessita de um complexo processo cirargico (SHARKEY e BUTCHER, 1995;
WINDLE et al., 2006; MOYANOVA et al., 2007), tornando-se, por tudo isso, um
modelo facilmente reprodutivel, o que possibilita  melhor entendimento da
fisiopatologia dos AVEs isquémicos (SHARKEY e BUTCHER, 1995; WINDLE et al.,

2006; MOYANOVA et al., 2007).



4.2 O TRATAMENTO COM INDOMETACINA NAO INDUZ NEUROPROTECAO

EM TEMPOS AGUDOS APOS ISQUEMIA ESTRIATAL

O tratamento com indometacina ndo induziu neuroprotecdo nas primeiras duas
semanas ap6s MCAO. Estes resultados sdo similares aos obtidos por HOEHN et al.,
(2005), utilizando um outro modelo experimental de MCAQO. Em outro estudo, MONJE
et al. (2003) também ndo encontraram preservacdo neuronal apds tratamento com

indometacina que tiveram perda neuronal por irradia¢do intracraniana.

No entanto, Sasaki et al., (1988) relataram que o tratamento com indometacina
(1 a 10 mg/Kg) induziu preservagdo de neurdnios hipocampais apds 5 minutos de
isquemia global no esquilo da Mongdlia (Gerbil). N&o se sabe o porqué das diferencas
mencionadas, mas os efeitos neuroprotetores da indometacina podem ser influenciados

pelo modelo experimental e pela area investigada.

A minociclina induz neuroprotecdo em diversos modelos experimentais de
desordens neurais, incluindo AVE (YRJANHEIKKI et al, 1999; SOUZA-RODRIGUES
et al., 2008; FRANCO, 2009; CARDOSO, 2010; SILVA, 2011), lesdo aguda da medula
espinhal (STIRLING et al., 2004; CORDEIRO DE SOUZA, 2011) e epilepsia (YANG
et al., 2010; FERREIRA, 2011). Alguns estudos do nosso grupo sugerem que a
minociclina induz preservacdo neuronal na primeira semana apds isquemia cortical ou
estriatal focal (FRANCO, 2009; CARDOSO, 2010). Outros inibidores microgliais,
como o PJ34, induzem protecdo neuronal apos isquemia hipocampal (HAMBY et al.,
2007). Neste estudo, o PJ34, reduziu a perda neuronal no hipocampo em até 84%, em

um modelo de isquemia global.

Os efeitos dos anti-inflamatérios podem estar relacionados & diminui¢do do

blogueio microglial e diversos outros efeitos pleiotropicos, como previamente discutido



(YONG et al., 2004). E possivel que os mecanismos de acdo da indometacina e
minociclina possam diferir em suas vias moleculares, o que explicaria a ineficacia da
indometacina em induzir neuroprotecdo na primeira semana em modelos de isquemia

focal.

4.3 O TRATAMENTO COM INDOMETACINA E UM METODO EFICAZ PARA

INIBIR A ATIVACAO MICROGLIAL APOS ISQUEMIA

Neste estudo, a indometacina diminuiu significativamente, em até 62%, o
namero de células ED1+ no estriado isquémico. Poucos autores investigaram 0 USO
deste anti-inflamatdrio nédo esterdide como um inibidor microglial (MONJE et al., 2003;
HOEHN et al., 2005). Relatou-se que o tratamento, via oral, de roedores com
indometacina diminui a ativacdo microglial induzida por irradiacdo (MONJE et al.,
2003) ou MCAO (HOEHN et al., 2005). HOEHN et al., (2005) induziram MCAOQO
pelo método do filamento e mostraram que o tratamento oral com indometacina
diminuiu o percentual de células ED1+ durante véarias semanas apés MCAO. No
entanto, neste estudo, ndo houve diminuicdo do namero total de células microgliais,
avaliado pela imunoistoquimica para CD11b, um marcador geral de micréglia. Os
autores ndo avaliaram os efeitos da indometacina sobre os padrdes morfologicos
microgliais, mas apenas sobre o namero de células microgliais ativadas. Neste trabalho,
utilizando a imunoistoquimica para o anticorpo anti-lbal, observamos que a
indometacina diminuiu a ativacdo microglial, fazendo com que haja maior
predominancia de células microgliais com um padrdo mais ramificado, como células

intermediarias e amebdides na penumbra isquémica. Outros estudos mostraram a



eficacia da indometacina em diferentes doses apds outras desordens neurais em regides
extraestriatais (PHILLIS et al., 1994; OGASAWARA et al., 1999; PRECHEL et al.,
2000; KLUSKA et al.,, 2005; INSTITORIS et al., 2007; TASKIN et al., 2009;

TEELING et al., 2010).

Estudos prévios de nosso grupo e de outros autores mostraram que outros anti-
inflamatorios e/ou antibiodticos, principalmente a minociclina, diminuem a ativacao
microglial em vérias doencas do SNC, incluindo AVE (YRJANHEIKKI et al, 1999;
SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; FRANCO, 2009; CARDOSO, 2010; SILVA,
2011), lesdo aguda da medula espinhal (STIRLING et al., 2004; CORDEIRO DE

SOUZA, 2011) e epilepsia (YANG et al., 2010; MAGNO, 2011).

Os mecanismos pelos quais a indometacina e a minociclina inibem as celulas
microgliais ndo sao totalmente estabelecidos. Ambos anti-inflamatorios inibem enzimas
pro-inflamatorias, incluindo as cicloxigenases (YRJANHEIKKI et al, 1999; HOEHN et
al., 2005). A indometacina € blogueador ndo seletivo das enzimas pré-inflamatorias
cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2) (HOEHN et al., 2005). Este mecanismo pode
ter grande influéncia na inibicdo microglial descrita nesta dissertacdo. A minociclina
também inibe COXs (YRJANHEIKKI et al, 1999), aléem de possuir diversos efeitos
pleiotropicos, como a inibicdo de metaloproteinases, NOS imunoldgica e proteina do

grupo 1 de alta mobilidade (YONG et al., 2004; HAY AKAWA et al., 2008).

4.4 INDOMETACINA PROMOVEU NEUROGENESE NA SVZ E INTENSIFICOU

A MIGRACAO DE NEUROBLASTOS PARA O ESTRIADO ISQUEMICO

Nossos dados revelam que o tratamento com a indometacina aumentou a

neurogénese na SVZ e o numero de neuroblastos migratorios no estriado dos animais



isquémicos 8 e 14 dias ap6s a MCAO. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos
previamente publicados, que relatam o efeito benéfico da indometacina sobre a
neurogénese adulta no hipocampo (MONJE et al., 2003; KLUSKA et al., 2005), cortex

e estriado (HOEHN et al., 2005) ap6s isquemia experimental.

Apb6s MCAO, Hoehn et al. (2005) relataram aumento do nimero de neuroblastos
migratérios para o estriado nas primeiras semanas ap6s 0 evento isquémico. Estes
autores ndo quantificaram o numero de neuroblastos na SVZ, o que foi feito no presente
estudo. Além disso, neste estudo, o método de indugcdo de MCAO usou microinjecdes
de ET-1, o que ndo havia sido investigado anteriormente na neurogénese no encéfalo
adulto. Kluska et al. (2005) mostraram aumento de neurogénese hipocampal apds

isquemia cortical focal em animais tratados com indometacina.

O papel da ativacdo microglial sobre a neurogénese enddgena induzida por
isquemia adulta é controverso. Alguns estudos relatam que o bloqueio microglial com
minociclina aumenta a neurogénese enddgena nas primeiras semanas apés MCAO (LIU
et al., 2007), enquanto que outros estudos sugerem que diminui a neurogénese estriatal
(KIM et al., 2009). Em um estudo recente com participacdo do nosso grupo, mostrou-se
que as células microgliais podem liberar fatores troficos como o IGF-1 no nicho
neurogénico (SVZ), o que supostamente contribui para a sobrevivéncia ou proliferacédo
de neuroblastos (THORED et al., 2009). No entanto, um trabalho recente sugere que a
ablacdo de células microgliais (MAC-1+) da SVZ com um anticorpo conjugado a
saporina ndo interfere na migracdo de neuroblastos para o estriado (HELDMAN et al.,
2011). No entanto, as conclusdes deste trabalho sdo questionaveis ja que as células
microgliais estriatais podem liberar fatores para atrair neuroblastos (THORED et al.,

2006; YAN et al., 2006; YAN et al., 2009) e a ablacdo mencionada foi restrita &8 SVZ.



Os papéis microgliais sobre a neurogénese enddgena adulta podem ser
diferentes, dependendo do local, por exemplo, SVZ ou estriado. A indometacina pode
minimizar a ativagdo microglial excessiva que bloqueia a neurogénese, permitindo que
células microgliais com uma ativacdo mais fisioldgica exerca seus efeitos benéficos

sobre esse fendmeno.

5. CONCLUSAO

« O tratamento com indometacina é um eficaz inibidor microglial nas primeiras duas

semanas apo6s MCAOQ induzida por microinjegdes de ET-1;

O tratamento com indometacina ndo induz preservacdo de neurénios adultos, 8 e 14

dias ap6s MCAO,;

*O tratamento com indometacina promove considerdvel aumento do numero de

neuroblastos tanto na SVZ como no estriado, nas primeiras duas semanas apés MCAO;

» Os efeitos pré-neurogénicos da indometacina sdo uma abordagem promissora que

pode contribuir para a recuperacao funcional apds AVE experimental e em humanos.
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