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“The mind adapts and converts to its own purposes the obstacle to our acting.
The impediment to action advances action. What stands in the way becomes the way.”

— Marcus Aurelius






Resumo

Resumo

A isquemia cerebral caracteriza-se pela obstru¢do de um vaso sanguineo que irriga o cérebro,
resultando num processo inflamatério que conduz a neurodegeneracdo. Apds 0 evento
isquémico as células gliais sdo gradualmente ativadas, desempenhando um papel importante
primeiro na contencdo do dano, mas posteriormente no agravamento da patologia, através da
libertagdo de mediadores pré-inflamatorios e anti-inflamatérios. O acidente vascular cerebral
(AVC) é uma doenca com a capacidade de provocar danos neurologicos irreversiveis e, como
tal, torna-se necessario investigar terapéuticas adequadas para a reducdo das complicacdes
neuroldgicas, uma vez que a Unica terapéutica farmacoldgica direcionada para abordagem de

doentes com AVC isquémico (administracao de tromboliticos) apresenta muitas limitacdes.

Este trabalho surge com o objetivo de estudar as alteracbes e comportamentos que ocorrem
nas células do sistema nervoso central (SNC) durante as diferentes fases de isquemia-
reperfusao, contribuindo para uma melhor compreensao fisiopatoldgica desta condi¢do, assim
como também descobrir potenciais novos alvos terapéuticos. O modelo de oclusédo da artéria
cerebral média foi desenvolvido em 8 ratos, divididos aleatoriamente por dois grupos: o grupo
de isquemia de 1 hora (I 1h) e o grupo de isquemia-reperfusdo de 1 hora (I/R 1h).
Posteriormente, os cérebros dos animais foram utilizados para determinar a expressao de
marcadores de microglia (lbal, iINOS, Arg) e astrocitos (GFAP, S100B); mediadores
inflamatoérios (TNF-a, IL-1B, IL-10); proteinas de sinalizacdo especificas (Akt, GSK-3f); e

proteinas sinapticas (PSD-95, Syn) utilizando os métodos de Western Blot e gRealTime-PCR.

Os nossos resultados sugerem que o TNF-a € mais expresso no grupo I/R 1h (~ 3,5 fold),
enquanto os ratos dos dois grupos mostram niveis diminuidos de IL-10 no hemisfério afetado
(~ 0,2 fold — I 1h; ~ 0,4 fold - I/R 1h), significando que a inflamacédo estd presente e pode
desempenhar um papel relevante na lesdao cerebral. Além disso, houve uma diminuicdo
semelhante na expressao génica de PSD-95 e Syn em ambos os grupos (~ 0,5 fold), sugerindo
uma rapida lesdo sinaptica apos o periodo de isquemia. Houve também uma tendéncia de perda
de células da micréglia no hemisfério lesado, conforme observado pela expressao reduzida de
Ibal no grupo I/R 1h (~ 0,4 fold), enquanto para os astrocitos houve um aumento da expressao
de GFAP no hemisfério contralateral, no grupo I/R (~ 1,6 fold), sugerindo o recrutamento destas

células para auxiliar a regiao afetada pelo tempo de isquemia.

Apesar destes resultados, é necessario investigar 0 que acontece aos parametros estudados
noutras janelas de tempo, tentando encontrar novas abordagens terapéuticas direcionadas ao

processo inflamatorio para reducéo da lesé@o cerebral causada pela isquemia-reperfusao.

Palavras-Chave: AVC, isquemia, reperfusdo, OACM, inflamacé&o, células gliais







Abstract

Abstract

Cerebral ischemia is characterized by the obstruction of a blood vessel that irrigates the brain,
resulting in an inflammatory process that leads to neurodegeneration. After the ischemic insult,
the glial cells are gradually activated, playing an important role both in damage resolution as
well as in aggravating the pathology, through the release of pro-inflammatory and anti-
inflammatory mediators. Stroke can cause irreversible neurological damage, so it becomes
necessary to investigate appropriate therapies, since the only the only one indicated
pharmacological therapy for ischemic stroke patients (administration of thrombolytics) has

many limitations.

This work aims to study the changes that occur in the cells of the central nervous system (CNS)
during the different phases of ischemia-reperfusion, contributing to a better pathophysiological
understanding of this condition, as well as to discover potential new therapeutic targets. Thus,
the middle cerebral artery occlusion model was developed in 8 rats, randomly divided into two
groups: the group of animals subjected to 1h of ischemia (I 1h) and the group of animals
subjected to 1h of ischemia followed by 1h of reperfusion (I/R 1h). Subsequently, the animals'
brains were isolated and cut into sections to determine the expression of reactive markers of
microglia (Ibal, iINOS, Arg) and astrocytes (GFAP, S100B); inflammatory mediators (TNF-a,
IL-1B, IL-10); specific signaling proteins (Akt, GSK-3B); and synaptic partners (PSD-95, Syn)
using Western Blot and gRealTime-PCR methods.

Our results suggest that TNF-a is more expressed in the I/R 1h group (~ 3,5 fold), while the
rats in both groups show decreased levels of IL-10 in the affected hemisphere (~ 0,2 fold - |
1h; ~ 0,4 fold - I/R 1h), meaning that inflammation is present and may play a role in brain
damage, differently depending on the damage phase. In addition, there was a similar decrease
in PSD-95 and Syn gene expression in both groups (~ 0,5 fold), suggesting a rapid synaptic
lesion after the ischemia. There was also a tendency to lose microglia cells in the injured
hemisphere, as observed by the reduced expression of Ibal in the I/R 1h group (~ 0,4 fold),
while for astrocytes there was an increase in GFAP expression in the contralateral hemisphere
in the I/R group (~ 1,6 fold), suggesting the recruitment of these cells to assist the region

affected by the ischemia time.

Despite these auspicious results for future studies, it is necessary to investigate what happens
to the parameters studied in other time windows, trying to find new therapeutic approaches

aimed at the inflammatory process to reduce brain damage caused by ischemia-reperfusion.

Keywords: stroke, ischemia, reperfusion, MCAO, inflammation, glial cells
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Introducéo

1.Introducéo

Esta dissertac&o surgiu no ambito do Mestrado em Ciéncias Biofarmacéuticas facultado pela
Faculdade de Farméacia da Universidade de Lisboa. Este trabalho foi o culminar de um ano de
trabalho para compreender as alteragdes que ocorrem nas células do SNC em ambiente de
isquemia e de reperfuséo cerebral.

1.1. Motivacéo

O acidente vascular cerebral (AVC) é um sério problema global. Apesar da situacéo clinica
ter vindo a melhorar de forma gradual e progressiva, a sua incidéncia ainda continua a ser
elevada !. Esta patologia causa graves danos neuroldgicos (sensoriais, cognitivos e motores)
e, infelizmente, muitos destes danos sao irreversiveis, diminuindo a qualidade de vida de
milhares de doentes 2. Tém sido realizados muitos estudos na tentativa de oferecer novas
abordagens terapéuticas, contudo poucas tém mostrado resultados eficazes. O AVC é uma
das principais causas de mortalidade no mundo 3, mas mesmo assim, esta patologia ndo
recebe o reconhecimento e atencdo devidos. Apesar de ser conhecido que durante o AVC
isquémico (AVCi), a microglia e os astrdcitos sdo ativados e que durante a reperfusédo do
tecido isquémico, varios mecanismos que ocorrem contribuem ainda mais para o
agravamento da lesdo isquémica 4, as alteragGes que ocorrem nessas células durante os
periodos de isquemia e reperfusdo ainda ndo estdo completamente esclarecidas. Cada célula
do SNC tem um papel crucial no AVCi, mas ainda ha uma lacuna em estudos comparativos
das mudancas que ocorrem nas células cerebrais durante um AVCi e durante o retorno do
fluxo sanguineo e oxigénio para o tecido lesado. A investigacéo e financiamento para o AVC
ficam muito aquém das expectativas, estando notoriamente atras de outras areas de estudo,
segundo um estudo realizado pela Stroke Association do Reino Unido no ano de 2016 °. Deste
modo, esta dissertacdo tem como motivacdo os aspetos referidos anteriormente, como
também surge com o objetivo inovador de avaliar o comportamento das células em ambiente
de isquemia e de reperfuséo cerebral, de forma a providenciar informagdes importantes para

potenciais futuras estratégias terapéuticas.
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2.0Objetivos

Este trabalho de investigacdo tem varios objetivos imperativos a serem alcancados, conforme

descritos de seguida:

—  Realizar uma reviséo da literatura no &mbito da isquemia cerebral;

—  Implementar o0 modelo de rato MCAO intraluminal para investigar o impacto da isquemia
no tecido cerebral;

—  Avaliar e compreender as alteracfes das células da microglia e astrécitos em ambiente
de isquemia e de reperfusao cerebral,

— Avaliar e compreender a expressao das proteinas Akt e GSK-3[3, como também os
marcadores inflamatérios, nomeadamente TNF-aq, IL-1B e IL-10, e ainda os marcadores
de sinaptogénese, PSD-95 e Syn, em ambiente de isquemia e de reperfuséo cerebral;

— Avaliar e compreender os efeitos pleiotropicos das células envolvidas;

— ldentificar possiveis alvos terapéuticos que podem ser explorados como intervencdes

terapéuticas farmacolégicas.

Este projeto ndo precisa apenas de atingir estes objetivos especificos, como também pode
ser levado em consideragéo para trabalhos ou projetos futuros, uma vez que o estudo do
comportamento das células em ambiente de isquemia e reperfusdo cerebral ndo foi realizado
antes, sendo, portanto, util para a otimizacdo de novos estudos de abordagens

farmacoldgicas.
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3. Fundamentos Teodricos

3.1. O acidente vascular cerebral

3.1.1. Perspetiva histérica

O acidente vascular cerebral (AVC) é conhecido e investigado desde os tempos mais remotos,
no entanto a sua definicdo nem sempre foi clara e foi sofrendo modificacées ao longo dos
anos. Inicialmente, o termo “apoplexia” era utilizado para descrever uma lesdo aguda nao
traumatica que ocorria a nivel do cérebro, caracterizada por uma perda subita de consciéncia,
movimentos e sensacgdes °, tendo sido observada, pela primeira vez, por volta de 400 anos

AC, por Hipécrates "%,

Mais tarde, no século XVII, o médico suico Johannes Jacob Wepfer verificou que a etiologia
da “apoplexia” era devido a uma hemorragia intracraniana e, pela primeira vez, identificou as
artérias principais cerebrais. Posteriormente, no inicio do século XIX, John Abercombie
conseguiu dividir a apoplexia em trés grupos distintos, nomeadamente: apoplexia primaria
(que englobava grandes hemorragias intracerebrais com défice neurolédgico), provavel
hemorragia subaracnoide (com sintomas de dor de cabeca, mas sem défice neurolégico) e
pequenos enfartes ou hemorragias (com défice neuroldgico) °. Nas décadas seguintes a
medicina continuou a progredir e, no século XX, o termo “apoplexia” foi desclassificado por
ser muito vago, tomando lugar o termo conhecido hoje por todos: “acidente vascular cerebral’

10, Nos dias de hoje a definicdo de AVC é mais explicita e concreta.

3.1.2. A definicéo

O AVC é definido pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) como sendo um
“desenvolvimento rapido de sinais clinicos de disturbios focais (ou globais) da funcéo cerebral,
com sintomas que perduram por um periodo superior a 24 horas ou conduzem a morte, sem
outra causa aparente que a de origem vascular” 1. Por outras palavras, o AVC pertence ao
grupo das doencas cerebrovasculares (DCV) 2, que se caracterizam pela rutura ou oclusdo
de vasos sanguineos que irrigam o cérebro, com consequente disfungéo e morte neuronal e
perda de funcéo neurolégica, denominados por AVC hemorragico e AVCi 3. Neste projeto de

investigacao sera apenas abordado o AVCi.

3.1.3. AVCisquémico

O AVCi resulta na formacao de um émbolo ou trombo (coagulo) que causa a obstrucéo ou
bloqueio de um vaso sanguineo cerebral, na maioria dos casos a artéria cerebral média
(MCA), impedindo que o fluxo sanguineo irrigue o tecido cerebral. A representacéo do AVCi
encontra-se na Figura 1. O impedimento do fluxo sanguineo no cérebro implica uma

diminuicdo de oxigénio (hipoxia) e de nutrientes (glucose) no tecido, estando o cérebro sujeito
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a uma isquemia cerebral, conduzindo assim a uma inflamacdo que causa a morte das células
cerebrais (devido a deplecéo de energia) e de lesGes neuroldgicas irreversiveis 147, O AVCi
pode ter duas etiologias diferentes: tromboética e embdlica. Quando o AVCi tem origem
trombatica, o trombo é formado nas artérias cerebrais e, por sua vez, este impede o fluxo
sanguineo no cérebro, no entanto, quando o AVCi tem origem embdlica, o trombo é formado
noutro local do sistema circulatorio e é transportado até ao cérebro proporcionando a oclusédo

de um vaso sanguineo cerebral 819,

Regiao Isquémica

AVC isquémico

Figura 1 — Caracterizagdo do AVCi. Adaptado de *°

3.1.4. Dos sintomas ao diaghdstico

O quadro clinico em estudo determina-se tendo como base os sintomas do doente e através
de um diagnéstico clinico. Os sintomas observados nhum doente com AVC dependem da
regido do cérebro lesada, todavia fragueza, diplopia, tonturas, paralisia muscular num dos
lados do corpo, dorméncia, perda de equilibrio e/ou coordenacéo, afasia, confusdes mentais,

entre outros, estdo associados a patologia em questdo 2022,

Apesar destes sintomas caracteristicos, é imprescindivel um diagnéstico por um especialista
clinico certificado, porque nem sempre estes sintomas correspondem e sao especificos do
AVC. Deste modo, de acordo com as “Declaracbes e recomendacdes de consenso da ESO-
Karolinska Stroke Update Conference” de 2019, o diagnéstico deve culminar numa avaliacdo
precoce, incluindo parametros fisioldgicos e analises sanguineas de rotina, num diagnéstico
por imagem, nomeadamente uma tomografia axial computorizada (TAC) e/ou ressonancia

magnética (RM), como também uma avaliagéo cardiaca 2.
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3.1.5. Dados epidemioldgicos no mundo e em Portugal

O AVC é uma patologia que apresenta um grande impacto grave a nivel pessoal, familiar,
social e econdmico, deixando os seus doentes com varios tipos de sequelas sensitivo-
motoras, cognitivas e da fala %2324 Anualmente estima-se que o AVC afeta cerca de 15
milhdes de pessoas em todo o mundo, na qual 5 milhdes ficam incapacitadas
permanentemente e outras 5 milhdes néo resistem 2 sendo, portanto, classificado como uma
das principais causas de morte no mundo *. Relativamente a Portugal, este é o pais da Europa
onde a patologia € mais representativa e, adicionalmente, a patologia € também caraterizada
como sendo a principal causa de morte no nosso pais . Na verdade, é estimado que seis
pessoas sofrem de AVC por hora, no nosso pais, e que destas, duas a trés acabam por ndo

resistir as sequelas .

No que respeita o0 publico alvo desta doenca, ha maior suscetibilidade em individuos com
idades compreendidas entre os 55 e 75 anos ?’, afetando homens e mulheres, no entanto, as
taxas de incidéncia diferem entre os 2 géneros. As taxas de AVC em idade especifica sao
mais elevadas em homens, todavia, as mulheres apresentam eventos de AVC mais
frequentes devido ao aumento da esperanca média de vida e a alta incidéncia de AVC em

idades mais avancadas 2.

No que respeita as variantes patolégicas do AVC, o AVCi é a variante mais frequente,

correspondendo a cerca de 80-85% dos casos %1429,

3.1.6. Prevencéo e fatores de risco

Frequentemente, o AVC esta relacionado a uma série de fatores de risco que podem ser
classificados como modificaveis e nao modificaveis em conformidade de poderem ser alvo de
intervencdo ou ndo. Estes fatores podem surgir num individuo de forma isolada ou em
combinacéo entre si, tendo uma tendéncia maior de surgir um AVC no Ultimo caso 32,

Estatisticas indicam que nove em cada dez AVCs sdo causados por fatores modificaveis *.

Nos fatores de risco modificaveis estao incluidos varias patologias e habitos de vida de carater
ndo saudavel, como por exemplo, hipertensdo, obesidade, hiperlipidemia, doencas
cardiovasculares, fibrilagdo auricular, diabetes mellitus, sedentarismo, consumo de alcool e
tabagismo 293132, Em contraste, os fatores de risco ndo modificaveis séo relativamente poucos

e abrangem parametros como a idade, o género, a etnia e fatores genéticos %2033,

Em relacédo aos fatores de risco modificaveis, estes sao alvos de prevencéo do AVC e, desse
modo, todos os esforgcos devem ser realizados para diminuir a incidéncia da patologia. A
prevencdo deve ser focada na promocdo de habitos de vida saudaveis e no rastreio e

monitorizacéo das doencas que podem conduzir ao AVC 1317,
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3.1.7. Terapéutica

Apbs o inicio dos sintomas de AVC é muito importante uma intervencao rapida de forma a
tentar diminuir a gravidade das sequelas. Tendo em conta a incidéncia do AVC, sdo muitos
os estudos que sao realizados para determinar uma terapéutica eficaz que, especialmente,
melhore e recupere a qualidade de vida dos doentes bem como recupere o défice neuroldgico.

Apesar de poucas terapéuticas disponiveis, estas dependem da variante patolégica do AVC
34

No que diz respeito ao AVCi existe apenas um tratamento aprovado pelas agéncias
reguladoras do medicamento e recomendado pelas normas terapéuticas internacionais, que
promove a reperfusdo da area afetada °. Esta terapéutica consiste na fibrinélise do coagulo
que esta a causar o blogueio do vaso sanguineo, através da administracédo de tromboliticos,
farmacos analogos do ativador plasminogénio tecidual (t-PA) 35-%. Esta intervencdo promove
a destruicdo do trombo e devolve, assim, o fluxo sanguineo a regido lesada, porém, este
farmaco apresenta uma relacéo beneficio-risco muito limitada, influenciada fortemente pelo
tempo, devendo de ser administrado até 4,5h apés o inicio dos sintomas 3%, A administracéo
de tromboliticos apresenta varias contraindicagfes (algumas relativas e outras absolutas) e
um risco elevado de hemorragia que impede, por sua vez, a terapéutica de muitos doentes
3940 Além disso, a tentativa de reperfuséo pode causar danos maiores do que aquele causado
pelo tempo de isquemia, isto é, uma rapida devolucdo de fluxo sanguineo a regido lesada
pode provocar uma lesdo de maior magnitude. Tal acontece porgue os tecidos ao sofrerem
reoxigenagdo serdo formadas espécies reativas de oxigénio (ROS) que iniciam um stresse
oxidativo causando lesé@o diretamente nas células cerebrais e na barreira hematoencefalica
(BHE) 1541

3.1.8. Impacto da COVID-19 nos doentes de AVC

E de conhecimento geral que o mundo esta a enfrentar uma pandemia, pandemia esta que é
causada pela infecdo do virus SARS-CoV-2 resultando na entao conhecida doenca, COVID-
19. Em vista disso, € pertinente fazer um enquadramento do impacto desta patologia nos
doentes de AVC.

A COVID-19 ja afetou milhdes de pessoas em todo o mundo, no entanto, apresenta maior
gravidade em doentes idosos, individuos do sexo masculino e em doentes com
comorbilidades associadas como por exemplo, hipertensdo, diabetes, doencas cardiacas e
obesidade. Estes fatores sdo alguns dos muitos fatores de risco que levam ao AVC, conforme

ja foi referido nesta dissertacdo no tépico 3.1.6. “2.
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Assim sendo, os individuos com quadros clinicos de doencas cardiovasculares, como é o
caso do AVC, constituem um grupo de risco e apresentam maior probabilidade de poderem

desenvolver complicacBes graves no caso de serem infetados pelo virus SARS-CoV-2.

Além disso, a COVID-19 pode ter um impacto bastante negativo no que respeita ao tratamento
do AVC. Com o desenvolvimento da pandemia, além de muitas pessoas evitarem deslocar-
se aos hospitais, privando-se de cuidados médicos atempados, 0s servicos de urgéncia
apresentam maior dificuldade e/ou tempo de resposta, resultando assim em atraso nos
tratamentos “344, Este atraso nos tratamentos e até mesmo a ndo recorréncia a tratamento

implica que muitos doentes cardiovasculares sofram de danos neurol6gicos permanentes.

3.2. Alisquemia cerebral

A isquemia cerebral €, normalmente, classificada de acordo com a severidade da ocluséo das
artérias cerebrais, podendo ser atribuidos os termos de “isquemia focal” e de “isquemia global’
16 A isquemia focal lesiona apenas uma regido especifica do cérebro e é o resultado da
obstrucéo temporaria ou permanente de um vaso sanguineo local °. Na isquemia global, a
regido completa do cérebro é afetada, uma vez que o fluxo sanguineo € bloqueado de forma

passageira em todo o tecido “6.

Quando ocorre a isquemia cerebral, em poucos minutos da-se a necrose das células
neuronais no centro/nucleo da regido afetada, onde o fluxo sanguineo é escasso, impedindo
0 seu metabolismo. Na periferia do ndcleo da regido isquémica encontra-se a penumbra, que
€ constituida essencialmente por células cerebrais que séo irrigadas por vasos sanguineos
colaterais. Contudo, a perfusdo pode néo ser suficiente para as células manterem a atividade
metabdlica regulada e estas podem morrer através de apoptose, uma vez que se encontram
dependentes da energia proveniente dos vasos sanguineos colaterais. Caso o fluxo
sanguineo ndo seja restaurado devidamente na penumbra, o tecido morre e a regido da area
do enfarte cerebral expande-se até a area da penumbra prévia, conforme esta representado
na Figura 2 16194748 De facto, o impedimento do fluxo sanguineo ao cérebro desencadeia
uma cascata de processos bioquimicos, denominados por cascata isquémica, que levam a

morte das células do SNC 2!, conforme sera explicado no capitulo 3.2.1.
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Figura 2 — Evolucdo da les&o isquémica. Adaptado de #°

3.2.1. Fisiopatologia da Isquemia Cerebral

Apbs o0 evento isquémico sdo desencadeados varios processos bioguimicos complexos,
denominados por cascata isquémica, que provocam graves lesdes cerebrais e levam a
neurodegeneracdo. Os mecanismos moleculares envolvidos s&o, entre muitos, o0 stress
oxidativo, a apoptose, a neuroproteccdo, as vias inflamatorias, o desequilibrio idnico,

despolarizacdes da zona peri-enfarte e os mecanismos de excitotoxicidade 4"%°,

De uma forma muito geral, depois do evento isquémico e da supressao de sangue ao tecido
cerebral, os neurénios iniciam um procedimento que termina na sua necrose ou na apoptose,
conforme ja foi referido anteriormente. A falta de recursos energéticos, neste caso, de
adenosina trifosfato (ATP), desencadeia o inicio de uma cascata isquémica, obrigando as
células a optarem pelo metabolismo anaerébico %!, Contudo, existem dois problemas
associados ao metabolismo anaerdbico: em primeiro lugar ndo é produzida energia suficiente
por esta via e, em segundo, ha producdo de &cido latico que, em quantidades excessivas,
causa um desequilibrio na homeostasia acido-base regular, danificando assim os neurénios
52-54 Por sua vez, a diminuicdo de energia altera a funcéo da célula comecando, em primeiro
lugar, pela disfun¢do da bomba soédio-potassio dependente de ATP (Na*/K* ATPase). Esta
bomba encontra-se na membrana celular e est4 encarregue de bombear i6es de sédio para
0 meio extracelular e ides de potassio para o meio intracelular . Sem ATP, a bomba cessa o
seu funcionamento, ocorrendo uma despolarizagdo de membrana e, assim, o s6dio acumula-
se no interior da célula e, deste modo, implica que 4gua entre para o meio intracelular para

tentar equilibrar a alta concentragédo do ido, provocando a dilatagdo do neurénio, sendo esta

10



Fundamentos Tebéricos

situacdo denominada por edema citotéxico, que pode matar a célula °*°°. Em simultaneo, a
bomba de sédio e célcio também cessa 0 seu funcionamento, o0 que provoca um aumento dos
niveis de calcio no meio intracelular. A presenca excessiva de calcio acresce varios problemas
na célula (Figura 3). Em primeiro lugar, o calcio proporciona que o glutamato, um
neurotransmissor excitatorio, seja libertado, 0 que provoca a excitagdo de outros neurénios
5. Por sua vez, o glutamato estimula dois recetores ionotrépicos, o N-metil D-Aspartato
(NMDA) e o a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA) %5, que ativam enzimas
como as proteases, que degradam proteinas no interior da célula, e lipases, que danificam a
membrana celular do neurénio, o que permite que haja maior formacdo de substancias
nocivas, agravando a lesdo dos neurdnios °2. Além de que, o excesso de célcio promove a
formacédo de ROS que contribuem para a neurodegeneracdo *°. A este processo bioquimico
da-se o nome de excitotoxicidade, isto €, a toxicidade que resulta de uma estimulagcéo
excessiva dos recetores do glutamato, levando a morte celular. O influxo e o efluxo de ides
entre 0s meios intra e extracelular das células neuronais tornam-se impossiveis de controlar,
0 que compromete a integridade das membranas celulares 4. Tal acontecimento impede que
a integridade das mitocondrias seja mantida, o que conduz a libertagc&o de fatores apoptoéticos

e toxinas que promovem a morte celular através da apoptose e/ou necrose 07,

Células Gliais

\ Glutamato
\ < \
JJ&JL e <
"4 /’J\— Transportadores de
25 \ Glutamato

&
/:/ \ Recetores de Glutamato
Stress
Proteases Oxidativo

Lipases

)

Morte Celular

Figura 3 — Efeito da acumulagao de calcio no meio intracelular dos neurdnios ap6s o insulto isquémico.
Diversos mecanismos séo ativados quando a concentracdo de Ca2+ é aumentada. Em condi¢Ges excitotdxicas,
da-se a ativacao de vias de sinalizagdo, incluindo a ativagao de proteases e lipases, resultando na producéo de

ROS e mau funcionamento mitocondrial, o que provoca a neurodegeneracgéo. Adaptado de 58
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3.3. Neuroinflamacéao naisquemia cerebral

Apbés a morte celular resultante do evento isquémico, é desencadeada uma resposta
inflamatéria local denominada de neuroinflamacgéo, que atua como resposta a formacao das
ROS, células necréticas e tecidos danificados °°. Esta resposta inflamatéria funciona,
inicialmente, no sentido de proteger o tecido lesionado e regenerar as células danificadas do
SNC, contudo, uma exacerbada inflamacédo também pode atuar em direcéo a destruigéo “.
Este processo envolve a acdo de diversos tipos de células do SNC, como as células da glia,
nomeadamente a microglia e astrdcitos que, quando ativadas, levam a formacgéo de citocinas
e quimiocinas e ao recrutamento de linfécitos do sangue circulante para infiltracdo no
parénguima cerebral %2, De seguida, sdo descritas algumas das vérias células que

constituem o cérebro e que desempenham um papel importante na isquemia cerebral.

3.3.1. Principais células intervenientes naisquemia cerebral
S&do muitas as células que intervém e desempenham um papel importante durante a isquemia
cerebral, no entanto, neste projeto, serdo apenas abordadas as células da microglia,

astrocitos e neuronios.

A microglia é conhecida como sendo a célula com capacidade imune inata residente no SNC
e representa cerca de 5 a 20% da populacdo da glia ¢, Em condi¢des fisiol6gicas, a
microglia encontra-se num estado de vigilancia e caracteriza-se por uma morfologia
ramificada e com elevada mobilidade 4. Sob estas condi¢des, as células da microglia atuam
como sentinelas imunes, 0 que permite manter a homeostasia e participar também na
definicdo das sinapses a manter ou a remover, de modo a estabilizar o circuito neural 5. No
entanto, o dano isquémico perturba as fungcdes normais destas células, forcando a sua
ativacdo. Estas células ao serem ativadas migram para a regido do cérebro lesionada,
sofrendo polarizacado e alterando o seu fenétipo para um estado pré- ou anti-inflamatério e a
sua morfologia para a forma ameboide onde se tornam praticamente indistinguiveis dos

macréfagos circulantes #6267.68,

A microglia pré-inflamatéria € ativada através de lipopolissacarideos (LPS) e pelo interferéo-
y e é caracterizada pela libertagdo de metabolitos oxidativos e citocinas, como por exemplo
as interleucinas (IL-) IL-1B e IL-6, o fator de necrose tumoral (TNF) e o 6xido nitrico (NO) %70,
Estes mediadores proé-inflamatérios produzidos podem exacerbar a excitotoxicidade, o que
pode danificar a regido da penumbra 671, Esta microglia ativa ainda uma cascata de
sinalizagédo pré-inflamatoéria, como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e remove patdgeneos e

detritos celulares da area lesada por fagocitose 2.
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Por outro lado, a microglia anti-inflamatoria é ativada pela IL-4 e estas células desempenham
um papel no sentido de prevenir a inflamacédo e reparar a zona de lesédo, expressando
mediadores anti-inflamatérios, tais como a IL-10 e gerando varios fatores neurotréficos com
potencial para neurogénese e plasticidade, seguindo de exemplo o fator de transformacéo do

crescimento B (TGF-R) 46062,

O facto de a microglia adotar dois fendétipos diferentes, confere-lhe um papel duplo na
progressdo e na neuroregeneracdo do AVCi, na qual pode atuar de forma a agravar a
inflamacao ou a diminuir o dano cerebral dependendo da janela temporal ap6s o dano cerebral
60 A transformacdo da microglia desde o estado de vigilancia até a alteracédo de fenétipo,
encontram-se descritos na Figura 4.
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Figura 4 — Sinalizagdo imunoldgica de microglia e astrocitos apos a isquemia. A microglia em repouso pode
sofrer polarizagéo para o fenétipo anti-inflamatario ou pré-inflamatério. A microglia pré-inflamatdria contribui para
o dano neuronal através da expressao de mediadores pro-inflamatorios (TNF-a, IL-6, IL-183, INOS). A microglia
anti-inflamatoria melhora a protegdo neuronal através das suas capacidades fagociticas e expressao de
mediadores anti-inflamatérios (IL-10, TGF-B). Os astrécitos tornam-se reativos, acumulando-se no limite da

lesdo, formando uma cicatriz glial. Adaptado de 72

Os astrécitos sdo as células mais especializadas no SNC e representam 20 a 40% do numero
total de células no cérebro 273, Em condicdes normais, os astrécitos estdo envolvidos no

desenvolvimento neural e na neuroproteccdo através de conexdes sinapticas, homeostase
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idnica e eliminacdo de glutamato 526173, No entanto, estas células quando ativadas, também
podem desempenhar um papel semelhante a microglia ativada, uma vez que, igualmente,
libertam fatores inflamatérios como citocinas, quimiocinas, NO e ainda aumentam a expressao
da proteina glial fibrilar &cida (GFAP) 4%,

Estes tipos de células ainda participam ativamente no aumento da gliose reativa e na
formacéo de cicatrizes gliais 2. Na formacé&o destas cicatrizes, as células proliferam de forma
a envolver a penumbra, formando uma barreira que impede a expansao da regido de enfarte
mas, por sua vez, impede a reabilitacdo neurolégica apés o AVCi 3. Embora este processo
seja um elemento importante no melhoramento da situagdo clinica do AVCi, impede a
regeneracdo neuronal 2. Por outro lado, os astrécitos podem neutralizar as respostas

neuroinflamatérias através da producéo do TGF-f e prostaglandina E2 62,

Deste modo e, tal como as células da microglia, ambas as células gliais séo ativadas de forma
a induzir respostas inflamatorias, estando sujeitas a perder as suas capacidades protetoras,
0 gue provoca um agravamento da lesdo neuroldgica 2. O processo que o astrécito sofre ao

longo do AVCi encontra-se representado na Figura 4.

Os neuroénios sdo considerados os principais elementos estruturais e funcionais do SNC 77,
Estas células apresentam uma grande capacidade de comunicacdo dentro do sistema
nervoso, através da transmissdo sinaptica e de potenciais de agdo. Os neurOnios sdo
altamente sensiveis durante um evento isquémico, uma vez que ficam privados de glucose e
oxigénio, o que compromete as suas funcdes '/, podendo levar a sua apoptose. De facto, a
morte dos neurdnios em ambiente de isquemia cerebral esta intimamente relacionada com os
défices neuroldgicos presentes nos individuos que sofrem AVC 4. Além disso, a morte celular
neuronal na isquemia cerebral compreende varios componentes incluindo o stress oxidativo,

a disfuncdo mitocondrial, a neuroinflamacg&o bem como a excitotoxicidade .

3.3.2. Biomarcadores das células do SNC

Neste projeto de investigacdo foram realizados estudos dos tecidos cerebrais de forma que
seja conhecido o perfil da microglia, astrocitos e neurénios em ambiente de isquemia e de
reperfusdo. Para a avaliacdo do perfil destas células é necessario recorrer a marcadores
especificos que indicam as respostas farmacoldgicas, bem como os processos patogénicos e

0s processos biolégicos normais das células ®.

A molécula adaptadora de ligacdo de célcio ionizada 1, mais conhecida por Ibal, é uma
proteina citoplasmatica que é expressa na microglia sendo, por isso, 0 marcador geralmente
mais usado para identificar a densidade deste tipo celular 7”8, Esta proteina esta envolvida

na alteracdo da mobilidade da membrana da microglia sendo essencial para que ocorram as
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mudancas morfolégicas destas células, nomeadamente, mudancas da microglia ramificada
quiescente para a microglia ameboide ativada. Assim, este marcador é o indicado para
conhecer a morfologia da microglia durante o evento isquémico e de reperfusdo, permitindo

desta forma, detetar as alteragGes celulares .

A sintase indutivel do 6xido nitrico (iINOS) € o principal mediador da ativacdo imune e da
inflamacédo, capaz de produzir 6xido nitrico a partir da L-arginina &. Apds a exposicdo a
estimulos imunologicos e inflamatérios, como citocinas pré-inflamatérias ou LPS, a expresséo
de iINOS é induzida em vérias células, incluindo na microglia &. A sobre-expressdo de iNOS
na microglia promove um fenétipo pré-inflamatério, resultando em efeitos téxicos &8 sendo,

portanto, um 6timo biomarcador da microglia reativa.

As arginases sdo enzimas expressas por todo o cérebro e apresentam duas isoformas
conhecidas: arginase 1 e arginase 2 82. Neste trabalho sera somente abordado a arginase 1.
A arginase 1 (Argl) esta presente em células imunes inatas. A Argl partilha a L-arginina como
substrato com o iINOS, por esse motivo, a Argl pode ser vista como um inibidor competitivo
de iINOS, atuando nas células da microglia com um efeito anti-inflamatério. A sobre-expresséao

de Argl auxilia na conversdo da microglia para o fenétipo mais reparador 82-84,

A GFAP é uma proteina de filamento intermediario e membro da familia de proteinas do
citoesqueleto, presente nos astrécitos &, Esta proteina apresenta um papel importante dado
que mantém a morfologia dos astrécitos, modulando a eficacia sinaptica e fornecendo também
integridade a BHE #’. Durante o evento isquémico, os astrécitos tornam-se reativos, sobre-
expressando a GFAP, por esse modo, esta proteina é um marcador da lesdo astroglial

tornando-se, desta forma, o alvo ideal indicativo da expressédo de astrécitos no AVC %,

A proteina B de ligagdo ao calcio S100 (S100B) € uma proteina sensor de calcio
principalmente astrocitica, que é secretada para atuar a nivel extracelular e intracelular &. A
S100B é expressa principalmente por astrocitos no SNC em condi¢des saudaveis. Quando
libertada em baixas concentracdes (condi¢cbes fisiologicas), esta proteina apresenta acdes
troficas, no entanto, quando é libertada em altas concentragcées, como é o caso da isquemia
cerebral, participa na cascata de eventos que leva a lesdo celular, tornando os astrécitos
reativos %°. Assim, este biomarcador é o mais adequado para verificar a reatividade de

astrocitos em ambiente de isquemia e reperfuséo.

Esses parametros permitem entender a gravidade da lesdo causada pelo AVCi e o

comportamento celular durante esse evento.
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3.3.3. Proteinas expressas naisquemia cerebral

Apbs 0 evento isquémico sdo ativadas ou expressas diversas proteinas que intervém em
varias vias de sinalizacao celular, como por exemplo, a proteina cinase B (Akt) e a glicogénio
sintase cinase 3B (GSK-3pB). E importante frisar que existem muitas outras vias de sinalizacio
celular envolvidas no AVC, no entanto, neste trabalho, focamo-nos somente no estudo destas
duas proteinas. De facto, a compreensdo do comportamento das proteinas e
consequentemente das vias de sinalizacao celular em que intervém é de extrema relevancia
para elucidar os mecanismos envolventes durante o evento isquémico. Ademais,
compreender o comportamento de diferentes proteinas apés o AVCi, permite desenvolver
mais estudos e procurar novas abordagens terapéuticas para minimizar os danos

neuroldgicos causados pelos periodos de isquemia e de reperfuséo.

A Akt é uma proteina cinase serina/treonina que esta envolvida quer na morte quer na
sobrevivéncia celular, desempenhando assim, um papel importante no metabolismo,
crescimento e divisao celular, como também na angiogénese e na supressao da apoptose
9192 A atividade da proteina Akt é promovida através da sua fosforilagdo por meio da ligacdo
a um fosfoinositideo. Esta fosforilacdo resulta no inicio de uma cascata de fosforilagdo de
outras proteinas para regular varias vias metabdlicas nas células °3. Deste modo, esta proteina
esta envolvida na via da fosfatidilinositida 3-cinase (PI3K), denominando-se a via da PI3K/Akt.
A PI3K esta intimamente relacionada com a regulagdo da resposta inflamatéria, sendo
expressa em leucdcitos °. Quando a PI3K é ativada, o grupo hidroxilo sofre fosforilagdo para
produzir a 3,4,5-trifosfato de fosfatidilinositol (PIP3) que, por sua vez, ativa a Akt. A ativagédo
da Akt atenua o dano cerebral como também, reduz a apoptose neuronal durante a lesdo de

isquemia-reperfusdo cerebral %.

A glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3) é uma proteina serina/treonina cinase citoplasmatica
multifuncional que pertence a familia das fosfotransferases %°’. A GSK-3 desempenha um
papel importante na inflamagdo, no metabolismo do glicogénio, regulacdo mitética,
embriogénese e neuroplasticidade. A GSK-3 apresenta 2 isomeros: 0 GSK-3a e 0 GSK-3p .
Esta ultima é abundantemente expressa no SNC e estéd envolvida na patogénese do AVCi
9% ‘uma vez que é verificada o aumento da sua fosforilagdo no residuo da tirosina 216 ap6s
a oclusdo da artéria cerebral média (MCAO), indicando o envolvimento da GSK-3 ativada .
Evidéncias indicam que o aumento da atividade da GSK-3p resulta na perda dos neurdnios,

contribuindo para a o desenvolvimento e agravamento do AVCi .

3.3.4. Marcadores inflamatérios na isquemia cerebral
ApO6s o evento isquémico sdo ativadas ou libertadas varias substancias inflamatérias que

podem atuar no tecido lesado de forma a protegé-lo ou a exacerbar ainda mais a lesdo. Dos
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iniumeros fatores que influenciam a isquemia cerebral, neste trabalho foram selecionados para

estudo o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e as interleucinas (IL-) 18 e IL-10.

O TNF-a é caracterizado como sendo uma citocina pro-inflamatéria produzida, especialmente,
pelos macrofagos, linfécitos e neurdnios. Esta citocina desempenha um papel fulcral na
inflamacao do AVC, uma vez que ap0s o insulto isquémico apresenta uma sobre-expressao,
estando assim associada a exacerbacdo da lesdo isquémica %1 O TNF-a esta ainda
envolvido na diferenciacdo e recrutamento celular como também na apoptose. Para além
disso, esta citocina pro-inflamatéria apresenta a capacidade de ativar as vias de transcricdo
que induzem o stress oxidativo a degeneragcdo celular e ativa as células inflamatorias,

iniciando o processo inflamatério durante a isquemia cerebral 02,

A IL-1 é uma familia de citocinas que apresentam fung¢des regulatérias na imunidade inata e
adaptativa e na mediacdo de respostas inflamatérias sistémicas. As proteinas IL-1 mais
estudadas séo a IL-1a e a IL-1B 1°2. Neste projeto somente sera abordado a proteina IL-1B. A
IL-1B € uma citocina pro-inflamatéria que pode ativar a microglia e astrécitos, conduzindo
assim a sintese a jusante de outros mediadores pré-inflamatoérios e quimiotaticos dentro do

SNC, o que contribui para o agravamento da lesdo isquémica 13,

A IL-10 é caracterizada como uma citocina anti-inflamatéria que apresenta a capacidade de
proteger o cérebro, isto €, diminui o tamanho da leséo 4. A IL-10 limita a inflamacé&o apés o
evento isquémico reduzindo a expressao de recetores de citocinas e inibindo a ativacido dos
mesmos, além de conseguir contrabalangar os efeitos potencialmente prejudiciais do TNF-a
104,105 - Adicionalmente, a IL-10 tem efeitos inibitérios nas células hematopoéticas que se
infiltram no cérebro apos a leséo, por exemplo, reduz a ativagdo e as fun¢des dos macréfagos,

mondcitos e células T, diminuindo em Gltima analise a resposta inflamatéria a leséo 1.

3.3.5. Proteinas sinapticas na isquemia cerebral
Sao muitas as proteinas que intervém durante a transmissao sinaptica, contudo, neste projeto,

sdo apenas abordadas a proteina de densidade pés-sinaptica (PSD-95) e a sinaptofisina
(Syn).

A PSD-95, também conhecida pela denominacdo SAP90 1%, é uma proteina que pertence a
familia da guanilato cinase, que esta associada a membrana de moléculas das sinapses
excitatérias. As proteinas de densidade pdés-sinaptica tém a capacidade de regulacdo da
funcédo sinaptica e de transducao de sinais sinapticos. No caso da PSD-95, esta proteina liga-
se aos recetores NMDA e a sintase neuronal do 6xido nitrico (nNOS) em sinapses excitatérias,
transformando-os num complexo de sinalizagdo macromolecular /. A PSD-95 foi

considerada como uma proteina sinaptica importante pelo seu envolvimento na regulacdo da
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funcao do canal ibnico da atividade sinaptica, sinalizacao intracelular e ainda perda cognitiva.
Além disso, esta proteina ainda promove a estabilidade da sinapse, no entanto, no evento

isguémico, os neurénios sdo comprometidos, diminuindo o seu teor apés a lesdo cerebral 18,

A Syn é uma proteina pré-sinaptica que se encontra nas membranas das vesiculas sinapticas
109.110 Esta proteina, além de caracterizar a plasticidade sinaptica nas lesdes isquémicas 1,
esta envolvida em diferentes etapas da biogénese sinaptica, formacao de sinapses, exo e
endocitose, classificacdo de proteinas de vesiculas e iniciacdo de vesiculas 1%°. Esta proteina
esta associada ao dano de memoria causado pela isquemia cerebral, sendo caracterizado por

uma regulacéo negativa de Syn 2113,

3.4. Modelo de isquemia cerebral

Ao longo das ultimas décadas tém sido desenvolvidos varios modelos in vitro e in vivo que
tentam mimetizar o AVC, com a intencao de descobrir novas abordagens farmacoldgicas
como também para conhecer os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na lesao
cerebral provocada pela isquemia 4114115 Os modelos in vivo sdo uma ferramenta
indispensavel na pesquisa de isquemia cerebral pois alguns mecanismos requerem métodos
invasivos que nado podem ser realizados em humanos. Os modelos in vitro, apesar de
promissores para outros estudos, ndo sdo adequados para mimetizar algumas
estruturas/processos, como a vasculatura e a reperfusdo, que sao cruciais para o estudo do
AVCi 16,

Na realidade existem varios modelos in vivo que mimetizam a isquemia cerebral,
nomeadamente os modelos embodlicos, o modelo de craniotomia, o modelo de sutura
intraluminal da MCAO, modelo de endotelina-1, modelo de eletrocoagulagdo, modelo de
isquemia global e modelo de fototrombose 117, Neste trabalho serd abordado o modelo de
sutura intraluminal da MCAO.

3.4.1. Animais utilizados

Nas préticas experimentais de isquemia cerebral sdo usados um vasto leque de mamiferos,
incluindo ratos, murganhos, coelhos, cées, gatos e primatas ndo-humanos *8. No entanto, as
espécies mais utilizadas em estudos para entender a patologia e o tratamento do AVC séo os
ratos e os murganhos devido a diversas razdes: 1) o seu tamanho reduzido que permite uma
facil monitorizacdo dos parametros fisiolégicos como também os procedimentos de fixacao
cerebral; 2) estes animais apresentam bastantes semelhancgas a nivel anatomico e fisiologico
em comparacdo com o ser humano; 3) a sua utilizacdo é relativamente barata comparada
com animais maiores; e 4) questdes de ética 4115116119 Estes modelos animais usados para

estudar o AVC tém a capacidade de produzir a isquemia transitoria ou permanente e, muitos
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destes modelos de ratos ou murganhos, séao projetados para induzir o AVC através da MCAO
115 A parte in vivo deste projeto foi desenvolvido em modelo animal da ocluséao transitéria da

artéria cerebral média (tMCAO).

3.4.2. Ocluséo da artéria cerebral média

O modelo experimental mais utilizado de AVCi € o modelo de MCAO através da sutura
intraluminal *°, na qual a MCA pode sofrer uma oclusdo de forma permanente ou proviséria
47120 Para induzir a MCAO, um filamento ou uma sutura intraluminal (revestido por silicone) é
introduzido na artéria carétida interna (ICA) e é movimentado até ocludir a origem da MCA.
Para tal, € necessario a exposi¢ao da artéria carétida no pescoco, seguido de uma oclusao
temporaria da artéria carotida comum (CCA) e da artéria carétida externa (ECA), de forma a
alcancar a origem da MCA, conforme esta representado na Figura 5.

ACA

PPA

CCA

Figura 5 - Esquema do modelo MCAO através da sutura intraluminal. Uma sutura revestida de silicone
(indicado a azul) é inserida na ICA e é movimentado até a origem da MCA. Os ramos da OA e STA da ECA
foram ligados num né de sutura ao redor do coto do ECA para manter o fio intraluminal no lugar. Legenda: MCA -
Artéria Cerebral Média; ACA - Artéria carética anterior; PComA - Artéria comunicante posterior; PPA - Artéria
pterigopalatina; ECA - Artéria carétida externa; CCA - Artéria carétida comum; ICA - Artéria cardtida interna; AO -

Artéria occipital; STA - artéria tireoidiana superior. Adaptado de 2!

Depois da insercdo do filamento na artéria, este pode permanecer no local ou pode ser
retirado ap6s um periodo de tempo definido para induzir a reperfuséo *’. A MCAO permite
gue o fluxo sanguineo no tecido cerebral seja reduzido todavia, o/a efeito/lesdo depende da
duracdo do evento isquémico, do local da oclusédo na MCA e na quantidade de sangue
colateral 122, Ainda que este modelo seja complexo e necessite de um profissional experiente

para a sua execucao, ndo requer craniectomia ou manipulagédo do cérebro, o que se torna
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menos invasivo e permite uma melhor recuperacdo dos animais 4. O modelo MCAO foi
desenvolvido e descrito pela primeira vez por Koizumi, tendo sofrido diversas modificacbes
ao nivel das artérias de acesso a intervir como também do tipo, comprimento e revestimento

do filamento 119123124

O modelo de MCAO ¢é facilmente reprodutivel em ratos e em murganhos, contudo é
necessario ter em conta que o modelo ndo mimetiza de forma completa a isquemia cerebral.
Conforme ja foi referido anteriormente, o AVCi € uma doenga complexa e esta associada a
outras situagdes clinicas. A maioria dos estudos de isquemia cerebral em modelos in vivo ndo
estao relacionadas a outras comorbilidades, nao seguindo assim um normal quadro clinico de
AVC em humanos. Além disso, 0 uso de anestesia nos animais para induzir o AVC pode
provocar algumas alteracdes, influenciando o metabolismo, a pressdo sanguinea e o fluxo

sanguineo cerebral, modulando alguns aspetos dos processos apos o AVCi 119,
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4. Materiais e Métodos

Os métodos explicitos neste projeto de investigacéo foram realizados com o objetivo de obter
resultados preliminares para o desenvolvimento de estudos mais complexos. O plano inicial
desta dissertacdo de mestrado seria desenvolver estudos mais completos e abordar outras
técnicas, no entanto, devido a situagdo pandémica que o pais e mundo enfrentam devido a
COVID-19, nao foi possivel realiza-los e/ou tiveram que sofrer ajustes para o cumprimento

dos prazos impostos.

4.1. Técnica de oclusao da artéria cerebral média

4.1.1. Animais

Para este estudo foram utilizados 8 ratos machos adultos Wistar. Os ratos foram mantidos em
gaiolas com temperatura controlada e tiveram acesso ad libitum a alimentos e agua e
submetidos a ciclos de 12 horas de luz e escuriddo. Os ratos foram divididos aleatoriamente
em 2 grupos para posterior intervencao:

—  Grupo de Isquemia 1h (I 1h) (n=4),
—  Grupo de Isquemia-Reperfusdo 1h (I/R 1h) (n=4).

Todas as experiéncias foram realizadas de acordo com as regras e recomendagfes mais
recentes para o cuidado e experimentacdo de animais de laborat6rio, nomeadamente os
regulamentos atualmente adotados pela Comissdao Europeia (Diretiva 2010/63/UE). Além
disso, os estudos foram realizados de acordo com as Diretrizes da DGAV (Dire¢édo Geral de
Alimentacdo e Veterinaria). O projeto do protocolo animal foi aprovado pelo Organismo de

Bem-Estar Animal (ORBEA) da Faculdade de Farmacia (Universidade de Lisboa).

4.1.2. Intervencé&o cirurgica

A intervencdo cirargica para a MCAO é um meétodo reversivel e ndo invasivo que foi,
originalmente descrito por Koziumi ', no entanto, neste trabalho, este método sofreu algumas
modificacdes de forma a otimizar os resultados #/, estando descrito detalhadamente de

seguida.

1. Cada animal foi anestesiado por via intraperitoneal (IP) com uma mistura de cetamina e
xilazina (2:1), correspondente a uma dose de cetamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg.

2. O rato foi colocado numa almofada na posi¢ao ventral e a pele e o pelo da cabeca foram
desinfetados com uma solucéo de alcool a 70%.

3. Sob o microscopio cirargico, foi realizada uma incisdo na cabeca da linha média para

expor o bregma com o objetivo de criar um pequeno orificio até a dura-mater 2mm
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10.
11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

posteriormente ao bregma e 3,5mm lateralmente a linha média, na regido de suprimento
da MCA direita, onde a isquemia transitéria deve ser realizada. Neste orificio, foi colada
ao 0sso uma sonda portadora de micro-Doppler com cianoacrilato e, posteriormente, uma
sonda Laser-Doppler foi colocada no lugar para medi¢cdo do fluxo sanguineo (Periflux
System 4000, Probe 407, Perimed-Instruments, Estocolmo, Suécia). A incisdo da pele foi
fechada com uma sutura de seda 3-0.

A posicéo do animal foi alterada, para a posi¢c&o supina com uma almofada sob o pescoc¢o
para estendé-lo levemente e ajudar na exposi¢ao do vaso.

A pele e o pelo na &rea cervical foram desinfetados com uma solugéo de &lcool a 70%.
Sob o microscoépio cirurgico, foi realizada uma inciséo no pescogo da linha média ventral
e a fascia superficial foi dissecada para expor a CCA.

A CCA, a ECA e a ICA foram expostas e mobilizadas dos tecidos circundantes para perto
da base do cranio. O nervo vago foi fortemente dissecado da CCA e da ICA.

A artéria occipital (OA), um ramo da ECA, foi coagulada e os restantes ramos da ECA
foram cauterizados, de forma a permitir uma maior facilidade de mobilizacdo dos vasos
maiores.

A ICA foi dissecada para identificar o nervo glossofaringeo préximo a origem da artéria
pterigopalatina (PPA), que é ligada préxima a origem com um clipe. Nesta etapa, a ICA é
0 Unico ramo restante da CCA.

Um no de seda solto 6-0 foi colocado no inicio do coto da ECA, proximo a bifurcacao.

A ECA foi dissecada, atada o mais distal possivel com uma sutura de seda 6-0 e um clipe
cirdrgico e depois cortada. O coto terminal da ECA foi solto do tecido circundante.
Foram colocados de seguida clipes microvasculares na CCA e na ICA. Uma pequena
arteriotomia foi realizada com uma tesoura de mola no coto da ECA, distal ao n6 solto.
Um monofilamento com ponta de silicone 4-0 foi inserido, gentilmente, no coto da ECA
em direcdo a ICA. A sutura de seda solta em volta da ECA foi apertada para evitar
sangramentos.

Os clipes microvasculares foram removidos da CCA e da ICA de forma a que o filamento
fosse lentamente avancado até a origem da MCA. A isquemia foi verificada através de
uma diminuicao repentina na fluxometria com o Laser-Doppler.

O temporizador foi iniciado e a isquemia persistiu por 60 minutos.

Para iniciar a reperfusdo da MCA, o filamento foi retirado lentamente, o n6 de seda foi
solto e colocou-se um clipe no tronco da ECA para bloquear o fluxo sanguineo. O inicio
da reperfuséo foi verificada através de um aumento subito de fluxo no Laser-Doppler.

A inciséo na pele foi fechada com uma sutura de seda 3-0 e o animal foi colocado numa
gaiola limpa. Os valores do fluxo sanguineo cerebral (CBF) foram medidos durante o

intervalo de recuperacgéao.
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18. Foi administrada por via IP, uma solucéo salina estéril para conceder uma hidratacéo ao

animal durante o periodo de recuperacao.

4.2. Condicdes de Isquemia e de Reperfusao

Depois do monofilamento chegar a extremidade da MCA, a oclusdo desta artéria foi mantida
por 1h nos dois grupos em estudo. Para o caso do grupo que sofre reperfuséo (I/R 1h), o
filamento foi removido com cuidado no final da isquemia deixando a irrigacdo do cérebro
acontecer por 1h. No grupo de | 1h, os animais foram sacrificados e sé depois o filamento

removido.

4.3. Andlise do fluxo sanguineo cerebral

Para controlar as alteragdes que ocorrem durante as fases de isquemia e reperfuséo, o fluxo
sanguineo cerebral cortical foi monitorizado através da fluxometria laser-Doppler (Periflux
System 4000, Sonda 407, Perimed-Instruments, Estocolmo, Suécia) no territério de
suprimento da MCA direita onde a isquemia foi induzida, antes da oclusao, durante a oclusdo
e alguns minutos ap6s o inicio da reperfusao. Para isso, conforme explicado anteriormente,
um pequeno orificio foi realizado 2 mm posteriormente ao bregma e 3,5 mm lateralmente a
linha média e a sonda micro-Doppler posicionada acima da dura-méater. Os valores basais do
estado estacionario foram registados antes da oclusao e o fluxo sanguineo cerebral cortical
foi medido durante a ocluséo e a reperfuséo. Através destes valores € possivel determinar se
a intervencao cirurgica foi bem executada. O fluxo sanguineo da regido da MCA deve ser
diminuida em cerca de 80% tendo em conta os valores basais iniciais e, por outro lado, a
reperfusdo bem-sucedida é representada pela restauracéo do fluxo sanguineo em mais de

70%, valores estes que devem de ser comparados com os valores basais %,

Para cada animal utilizado no estudo foi preenchida uma ficha de extracdo de dados (Figura
6) de forma a ser possivel controlar qualquer eventualidade durante a intervencao cirdrgica

como também garantir o conhecimento dos locais de armazenamento das amostras.
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FORMULARIO EXTRAGAO DE DADOS

Ref:
Género:
Anestesia:
Grupo:

Duracgéo Isquemia:

Peso:

Data: (.

Idade:

Duracao Reperfusao:

Inicio Isquemia

Data / /

Hora h min

Inicio Reperfusdo
Data / /

Hora h min

Fim Isquemia

Fim Reperfusao

Data / /

Data / / Data / /
Hora h min Hora h min
Eutanasia Método:

Amostra a coletar:

Armazenamento em:

Local Armazenamento:

Armazenamento Ex-Vivo
Data / /
Armazenamento em:

Local Armazenamento:

Anotacoes:

Figura 6 — Formulério de extragdo de dados

4.4. Extracéo, tratamento e armazenamento das amostras

Apo6s os animais dos diferentes grupos serem submetidos aos procedimentos cirlrgicos, estes
foram sacrificados através da remocdo do diafragma, seguido de perfusdo com tampao
fosfato-salino (PBS) através do sistema vascular, diretamente no coracao, de forma a

preservar da melhor maneira o tecido de interesse (cérebro) para os estudos posteriores ex
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vivo 1%, Um esquema representativo desde o sacrificio até a perfusdo com PBS encontra-se

na Figura 7.

Figura 7 — Esquema da cirurgia de perfusdo. A) incisdo através do tegumento e da parede abdominal; B)
incis@o no diafragma; C) corte da caixa toracica e externo; D) inciséo na extremidade posterior do ventriculo

esquerdo; E) perfusio do animal 27

A perfuséo foi dada por completa e validada apos o figado e coracdo dos animais mostrarem
uma coloracédo esbranquicada. Por conseguinte, o cérebro foi extraido do cranio dos ratos
com cuidado para que o tecido se mantivesse intacto e foram colocados numa matriz cerebral
(World Precision Instrument, Hertfordshire, Reino Unido). Uma vez na matriz, os cérebros
foram cortados em secc¢des coronais de 2 mm de espessura, conforme se verifica pela Figura
8. As seccbes de cérebro foram colocadas numa caixa de petri e o hemisfério ipsilateral
(direito) foi separado do hemisfério contralateral (esquerdo), sendo este ultimo utilizado como
controlo interno. As amostras foram armazenadas em eppendorfs a -20°C, e permaneceram

nestas circunstancias até uma seguinte intervencao.

Figura 8 — Matriz de cérebros de ratos adultos para cortes cerebrais coronais com 2 mm de espessura
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4.5. Extracédo e quantificacdo de proteinas nos tecidos cerebrais

4.5.1. Extracdo de proteinas

Para se proceder a extracdo de proteinas dos tecidos, em primeiro lugar foi necessario
preparar uma mistura do inibidor de protéases com o tampéo de lise RIPA (tampéo de ensaio
de radioimunoprecipitagdo). O tampao de lise RIPA é constituido por: Tris 1M, pH 8,0; EDTA
0,5M, pH 8,0; NaCl 5M; 10% NP-40; 50% Glicerol; SDS (10%) (final 0,1%); e H.O. Foi
adicionado 50 pL desta mistura a cada amostra e, posteriormente, todas as amostras foram
homogeneizadas com pistdo motorizado. De seguida, as amostras foram submetidas a
sonicacdo (UP100H Hielscher Ultrasound Technology, Alemanha) durante 20 segundos (2
ciclos de 10 segundos) para se promover a rutura celular. Todo o manuseamento das
amostras foi realizado em gelo. ApOs este processo as amostras foram centrifugadas na
centrifuga (Beckman Coulter Microfuge R Tabletop Centrifuge, USA) durante 10 minutos a
12000g a 4°C e, de seguida, o sobrenadante foi retirado para novos eppendorfs e os pellets

rejeitados. As amostras foram guardadas a -20°C até nova intervencao.

4.5.2. Quantificagdo de proteinas

Para se proceder a quantificacdo das proteinas nos tecidos cerebrais recorreu-se ao ensaio
da proteina de acido bicinconinico (BCA) (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fischer
Scientific, EUA). Este teste mede a formacdo de Cu* a partir de Cu?* através do complexo
biureto em solugées alcalinas de proteina usando BCA 128, Este método baseia-se num ensaio
colorimétrico para a quantificacéo de proteina total na qual, de forma sucinta, duas moléculas
de BCA quelam para cada i&o de Cu* provocando uma alterag&o de cor verde para roxo, com

uma absorvancia forte em 562 nm 12,

As amostras foram diluidas 1:50 com PBS e foram adicionados 10 L da amostra diluida a
uma microplaca de 96 pocos. Foram realizados duplicados. Posteriormente foi preparada a
curva-padréo, utilizando solugdo stock de albumina de soro bovino (BSA) com 2 mg/mL,

armazenado em temperatura ambiente, de acordo com o descrito na Tabela 1.

Foram adicionados 10 pL da curva padrao na microplaca. De seguida foi elaborado o “Working
Reagent” (WR) pela mistura de 50 partes do reagente A do BCA com 1 parte do reagente B
do BCA (50:1) (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fischer Scientific, EUA). Foi
adicionado 200 pL do WR a cada poco da microplaca e esta foi agitada por 30 segundos. A
placa foi coberta com papel de aluminio e foi incubada a 37°C por 30 minutos. A absorvancia

foi lida a 562nm no leitor de microplaca (Zeiss Axio Scan Z1, Alemanha).
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Tabela 1 — Dados para a constru¢do da curva padréo

Eppendorf | [BSA] (mg/mL) BSA (uL) PBS (uL)
G 1500 75 solucéo stock 25
F 1000 65 solucao stock 65
E 750 35 solucdo G 35
D 500 65 solucédo F 65
C 250 65 solucdo D 65
B 125 65 solucédo C 65
A 5 20 solucdo B 80

4.6. Western Blot

O Western Blot € um método laboratorial que permite a detecdo, caracterizagédo e andlise de
proteinas 9132 Através deste método é possivel obter dados semi-quantitativos ou
gquantitativos relativamente a uma determinada proteina através de amostras biolégicas
simples ou complexas 3. O Western Blot , também conhecido por imunoblot, inclui varias
etapas, nomeadamente: 1) separagéo de proteinas dependente do peso molecular através de
eletroforese em gel de dodecil sulfato de poliacrilamida de sédio (SDS-PAGE); 2)
transferéncia eletroforética de proteinas dos géis SDS-PAGE para nitrocelulose; 3) detecao

de proteinas de interesse recorrendo a anticorpos especificos 30132,

Para se proceder a analise de proteinas pelo método de Western Blot, em primeiro lugar foi
necessario preparar o gel SDS-PAGE de acordo com a Tabela 2. Foi ainda adicionado ao

sistema, o tamp&ao de catodo (no topo nos poc¢os) e o tampao do anodo (na tina do aparelho).

Tabela 2 — Composicéo do gel de corrida e de concentracéo da eletroforese

Solucgéo Stock Gel de Corrida | Gel de Concentragéo
29:1 Acrilamida / Bisacrilamida 7,24 mL 0,484 mL
Tris-Cl / SDS, pH 8,45 6,66 mL 1,24 mL
H.0 3,98 mL 3,276 mL
Glicerol 2,11 mL -
10% (w/v) Persulfato de Aménio 200 pL 60 uL
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 10 pL 6 pL

As amostras resultantes da extracdo de proteina foram diluidas e a estas foi adicionado
tampé&o de aplicacdo contendo o azul de bromofenol, seguido de um aguecimento de 100°C
durante 5 minutos. Ap0s o0 aquecimento as amostras foram colocadas em gelo.
Posteriormente os pogos foram preenchidos com as amostras juntamente com o marcador de

peso molecular e a separacao foi feita por cerca de 1-2h a 200V e 100mV. Apos este passo
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as proteinas presentes no gel foram transferidas para a membrana de nitrocelulose, de acordo
com a seguinte ordem indicada na Figura 9. Para promover a transferéncia, em primeiro lugar,
foi adicionado tampdao de transferéncia a tina e a transferéncia foi feita sobre gelo, a 200V e
300mA, durante 2 horas. No final da transferéncia a membrana foi removida e lavada, a
temperatura ambiente, num recipiente com tampdao salino Tris (TBS). A transferéncia de
proteinas para a membrana foi verificada utilizando a coloracdo Amido Black® (SIGMA-

Aldrich) antes da etapa de bloqueio.

= Esponja
:l Papel de filtro

— Membrana
S Al e,
Gel

:l Papel de filtro
I Esponja

ve [N -

Figura 9 — Montagem da cassete de transferéncia no Western Blot 133

Corrente

Posteriormente as membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado, seguida de
incubacdo com os anticorpos primarios durante a noite a 4°C. Apés este periodo as
membranas foram lavadas 3 vezes com solugao salina Tris com Tween 0,1% (TBST) e foram
adicionados os anticorpos secundarios conjugados com peroxidase de rdbano (Horseradich
peroxidase — HRP) por 1 hora a temperatura ambiente. A lista de anticorpos utilizados para

este método encontram-se descritos na Tabela 3.

Ap6s a incubacdo com os anticorpos, as membranas foram lavadas trés vezes com TBST
durante 5 minutos e as bandas foram reveladas através da adicdo de WesternBright Sirius
(GRISP, Portugal) e visualizadas no equipamento Chemidoc (BioRad).

Tabela 3 — Anticorpos primarios e secundarios utilizados no Immunoblotting

Alvo Diluigao Primério Secundério kDa

GFAP Mouse anti-GFAP | Anti-mouse-HRP | 50
~ Ibal | Rabbit anti-lbal | Anti-rabbit-HRP | 17
"pGSK3B | 1:500 | Goatanti-pGSK3B | Anti-goat-HRP | 47
"~ pAkt | Rabbit anti p-Akt | Anti-rabbit-HRP | 60
"B-Actina | Mouse anti B-Actin | Anti-mouse-HRP | 42
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4.7. Isolamento de RNA

Para determinar os niveis de expresséao de diversos genes de interesse, os tecidos cerebrais
foram submetidos a uma homogeneizacédo em que foi adicionado 250uL de Ribozol (VWR Life
Science RiboZol™ RNA Extraction Reagent, Invitrogen, Carlsbad, EUA) a cada amostra,
seguido de homogeneizacéo através de pistdo motorizado. O Ribozol é uma solucéo de fenol
de fase Unica usada para o isolamento do &cido ribonucleico (RNA) total. A homogeneizagéo
inibe diretamente a atividade de ribonuclease (RNase) para minimizar substancialmente a

degradacédo de todas as classes de RNA 34,

Assim que o tecido se encontrava completamente homogeneizado procedeu-se a separacao
de fases, para tal, de forma a garantir a dissociagdo completa dos complexos de
nucleoproteinas, as amostras foram incubadas por 5 a 10 minutos a temperatura ambiente.
De seguida foi adicionado 50uL de cloroférmio a cada amostra para promover a separacao
adequada da fase orgéanica e da fase aquosa *** seguido de uma agitacdo vigorosa por 15
segundos para misturar e as amostras foram incubadas por 2 a 3 minutos a temperatura
ambiente. Apés a incubacdo os tubos foram centrifugados (Beckman Coulter Microfuge R
Tabletop Centrifuge, USA) a 12000g por 15 minutos a 4°C na qual, apés a centrifugacao,
devem ser evidentes trés fases: 1) vermelho inferior referente a fase fenol-cloroférmio,
contendo as proteinas; 2) uma interfase branca, contendo o acido desoxirribonucleico (DNA);
e 3) uma fase aquosa superior incolor em gque se encontra exclusivamente o RNA. Com
cuidado foi removida a fase aquosa superior liquida para novos tubos eppendorf. Nao se deve
remover toda a camada aquosa para evitar contaminagdo com proteinas, DNA, lipidos e

carboidratos que surgem como residuos de material floculante na interface .

Posteriormente para se proceder a precipitacdo de RNA foi adicionado aos novos tubos 125uL
de isopropanol seguido de uma incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente e, em
seguida, centrifugacdo (Beckman Coulter Microfuge R Tabletop Centrifuge, USA) a 12000g
por 15 minutos a 4°C. Apés a centrifugacdo um pellet branco ou semelhante a gel de RNA
precipitado deve-se formar ao longo da lateral e do fundo do tubo. O tamanho do pellet
dependera da quantidade de material de partida. Um pellet de RNA muito puro pode ser quase

transparente e dificil de ver 34,

A obtencéo do pellet foi sucedida por uma lavagem na qual, em primeiro lugar, o sobrenadante
foi removido cuidadosamente sem comprometer o pellet de RNA. O pellet foi lavado uma vez
com 250uL de etanol 75% preparado com agua livre de RNase, seguido de agitacdo no vortex
e centrifugacdo (Beckman Coulter Microfuge R Tabletop Centrifuge, USA) a 12000g por 5

minutos a 4°C.
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Por fim, apds remocdo do etanol e secagem do pellet ao ar por 5 a 10 minutos, este foi
dissolvido em 20uL de &gua livre de RNase (apds tratamento com DEPC -
dietilpirocarbonato). Os rendimentos e a pureza de RNA foram determinados através da leitura
da concentracdo de RNA, a uma absorvancia de 260nm, através do espectrofotbmetro
Nanodrop ND-100 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA).

4.8. Sintese de cDNA

Para obtencdo do DNA complementar (cDNA), as amostras de RNA foram ajustadas a uma
concentracdo de 1000ng/pL usando agua livre de RNase, seguido de adicdo de 10uL de
Mastermix (Xpert cDNA Synthesis Mastermix Kit, GRiSP Research Solutions, Portugal) a cada
amostra. De seguida, as amostras foram aquecidas a 65°C por 5 minutos, através do
termociclador (Biometra Thermocycler T-Gradient ThermoBlock, Alemanha), seguida de 2

minutos a 4°C.

Posteriormente foi adicionado 1uL de RTase (200U/ pL, Xpert cDNA Synthesis Mastermix Kit,
GRIiSP Research Solutions, Portugal) a cada amostra, cada tubo foi bem misturado e foi
brevemente centrifugado (Microfuge VWR Galaxy 14D, EUA) para ser submetido novamente

ao termociclador, consoante os seguintes parametros:

10 min a 25°C
15 min a 50°C
5 min a 85°C
Manter a 4°C

Ly L

Finda a sintese do cDNA, este foi armazenado a -20°C até intervencao futura.

4.9. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRealTime-PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € um método utilizado para a dete¢do, amplificacéo
e quantificacdo da expresséo genética em tempo real através da emisséo de fluorescéncia
136-138 Este ensaio utiliza uma enzima para sintetizar uma cadeia de cDNA a cadeia utilizada
como molde, sendo possivel a amplificagdo de milhdes de copias idénticas a partir de uma
pequena quantidade de DNA inicial *8. A enzima inicia a sintese da nova cadeia de DNA a
partir do local de hibridacdo dos primers com a sequéncia alvo. Esta enzima apresenta uma
atividade exonucleotidica de 5’ para 3’, pelo que quando deteta a sonda cliva-a, sendo

possivel assim detetar a emissao de fluorescéncia 8,

Para decorrer o gRealTime-PCR, as amostras de cDNA foram diluidas 1:4 com agua livre de

RNase. Depois a master mix foi preparada contendo os primers “forward” e “reverse”
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presentes na Tabela 4, que foram diluidos para uma concentracao final de 300 ng e o reagente
SYBRGreen GRISP.

Tabela 4 — Lista de pares de primers utilizados para o qRealTime-PCR

Primer | Host Forward Reverse

TNF-a TACTGAACTTCGGGGTGATTGGTCC | CAGCCTTGTCCCTTGAAGAGAACC
IL-1B CAGGCTCCGAGATGAACAAC GGTGGAGAGCTTTCAGCTCATA
IL-10 Mouse GGTGGAGAGCTTTCAGCTCATA GCAGCTCTAGGAGCATGTGG
iNOS ACCCACATCTGGCAGAATGAG AGCCATGACCTTTCGCATTAG

b-Actin GCTCCGGCATGTGCAA AGGATCTTCATGAGGTAGT
Syn TCAGGACTCAACACCTCAGTGG AACACGAACCATAAGTTGCCAA

S100B Rat TGTAGACCCTAACCCGGAGG TGCATGGATGAGGAAGGCAT
Arg CTTGGCTTGCTTCGGAACTC GGAGAAGGCGTTTGCTTAGTTC

Na placa de 384 pocos de PCR foi adicionado a cada pogo 2uL do cDNA diluido e 6uL da
master mix. A placa foi submetida a um spin down na centrifuga (Eppendorf Centrifuge
5810/5810 R, Alemanha) e procedeu-se a gRealTime-PCR, de acordo com as seguintes
condi¢cbes descritas na Tabela 5. O qRealTime-PCR foi realizado num sistema de detecéo de

PCR em tempo real (QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System, Applied Biosystem, Madrid,

Espanha).
Tabela 5 — Etapas do processo de qRealTime-PCR
Etapas do Processo Configuracgdes
50°C, 2 minutos
Ativacdo da Polimerase / Desnaturacéo 95°C, 2 minutos

40 ciclos de amplificagbes em:
Amplificagao 95°C, 5 segundos
62°C, 30 segundos

Analise da curva de fusao Sim

As concentracdes relativas de mRNA foram calculadas recorrendo a modificagéo de Pfaffl da
equacao AACT, em que CT diz respeito ao nimero do ciclo no qual a fluorescéncia passa o
limiar de detecdo. Adicionalmente, os resultados foram padronizados para o gene B-actina na
mesma amostra. A quantidade inicial de cada ensaio foi determinada como a expressao
relativa pela formula seguinte: 222€T. O ACT é o valor obtido para cada amostra realizando a
diferenga entre o valor médio de CT de cada gene de interesse e o valor médio de CT de [3-
actina. O AACT de uma amostra € a diferencga entre seu valor de ACT e o ACT da amostra

escolhida como controlo 139,
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4.10. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism verséo 7.0. Os dados
paramétricos foram analisados usando o teste de analise de variancia simples (ANOVA) para
comparagdes Unicas entre grupos e os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de
comparagfes multiplas de Tukey. Os dados sdo apresentados como média + desvio-padrao
da média (SEM).
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5.Resultados e Discussao de Resultados

Ap6s 0 evento isquémico sao iniciados VAarios processos bioquimicos que atuam como

resposta ao dano do tecido, nos quais as células do SNC desempenham um papel importante.

Neste projeto foi entdo desenvolvido, em primeiro lugar, o modelo in vivo de MCAO em ratos
Wistar na qual estes foram divididos em dois grupos distintos, nomeadamente o grupo de
animais submetidos a 1h de isquemia (I 1h) e o grupo de animais submetidos a 1h de isquemia
seguida de 1h de reperfusdo (I/R 1h). De facto, o modelo in vivo de MCAO, é um modelo
animal que se assemelha bastante ao AVCi, no entanto é necessario ter em consideracao
gue o modelo ndo imita totalmente a doenca !'°. Durante toda a cirurgia o fluxo sanguineo

cerebral cortical foi monitorizado, o que nos permitiu verificar se a isquemia foi bem-sucedida.

ApOs a intervencgdo cirurgica os cérebros foram recolhidos e os hemisférios direito (ipsilateral)
e esquerdo (contralateral) foram separados e congelados para posteriores andlises ex vivo.
Na componente ex vivo procurou-se caracterizar a expressao das células da microglia e
astrdcitos em ambiente de isquemia e em ambiente de reperfusdo, procurando perceber as
alteracdes que ocorreram nos diferentes periodos em comparagcdo com 0s controlos internos.
Suplementarmente também se tentou compreender a expresséo de mediadores inflamatorios
e proteinas sinapticas nos dois ambientes. As avaliagbes dos perfis celulares destas células
em diferentes janelas de tempo ainda n&o tinham sido estudadas, desse modo este estudo
apresenta uma grande relevancia para se compreender a melhor altura de uma possivel
administracao terapéutica. Neste momento, a Unica terapéutica recomendada para doentes
com AVCi séo os tromboliticos, no entanto, estes farmacos apenas apresentam uma relacéo
beneficio-risco favoravel numa janela de tempo muito curta *=7 e como tal é importante

estudar as alteracfes celulares em diferentes periodos.

Sabe-se que apds o evento isquémico sao desencadeados varios mecanismos de forma a
agravar ou a atenuar a lesdo isquémica °°, desde a ativacdo de células gliais até a
formacéo/libertacdo de citocinas e quimiocinas %2, Por outro lado, também é conhecido que
durante a devolugdo de sangue ao cérebro séo libertadas ROS que danificam ainda mais o
tecido cerebral >4, Estes mecanismos provocam uma sobre-expressdo de proteinas até se

encontrar o equilibrio.
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5.1. A isquemia seguida de reperfusdo aumentou a expressdo de TNF-a

enquanto aisquemiaisolada como também aisquemia-reperfusao inibiram

a expresséo de IL-10

Comecgou-se por estudar os marcadores indicativos de inflamag&o, nomeadamente o TNF-q,

IL-1B e IL-10. O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria *° e os resultados presentes na Figura

10 sugerem que o TNF-a atuou como uma resposta rapida a lesao.
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Figura 10 — Avaliacdo da inflamacé&o cerebral. A inflamacéo cerebral foi avaliada pela expressdo de mRNA

dos marcadores pré-inflamatérios (TNF-a e IL-18) e anti-inflamatério (IL-10), através de gRealTime-PCR, nos

hemisférios da lesdo (lIpsilaterais — Ipsi) dos grupos de | 1h e I/R 1h em comparag¢éo com o hemisfério

contralateral respetivo. A isquemia-reperfusdo aumentou a expressao de TNF-a e diminuiu os niveis de IL-10 na

regido lesada. Os resultados sao apresentados como a média+tSEM. O significado estatistico foi avaliado por

teste ANOVA com teste de comparagOes miultiplas de Tukey (*p<0,05 vs. Hemisfério Contralateral respetivo)
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Na verdade, é relatado na literatura que o TNF-a € uma das primeiras citocinas a surgirem
como resposta inflamatéria ao dano cerebral isquémico °. Os nossos resultados sugerem
gue ha uma expressao mais elevada de TNF-a na regido lesada em comparacdo com 0s
respetivos hemisférios contralaterais e ainda uma maior tendéncia da sua expressao perante
o cenario de reperfuséo (~3,5 fold). Na realidade, esta citocina é descrita na literatura como
sendo altamente expressa apds 0 dano isquémico, assim como se verificou no nosso projeto.
Todavia, 0 aumento da expressdo génica deTNF-a é descrito como mais evidenciado a partir
de 6 a 12 horas ap6s o inicio dos sintomas de AVC 99:100.140,

A IL-1B é também uma citocina responsavel pelo agravamento da lesdo cerebral, ou seja,
desempenha um papel pré-inflamatério %2, Contudo, os nossos resultados (Figura 10) deste
marcador inflamatério ndo foram conclusivos, sendo necessario uma amostra maior para se
retirar qualquer conclusédo dos mesmos, bem como um estudo mais alargado no que concerne
a janela de tempo. No entanto, apesar de ser escassa a informacéo recente na literatura, um
estudo desenvolvido por Pawluk e colegas observaram que a expressdo de mRNA de IL-13
é detetado dentro de 3-6 h ap6s a isquemia cerebral 41, Por outro lado, Luheshi et al. afirmam
que a IL-1B atinge o pico de expresséo depois de 2h no cértex de rato 2. Num estudo mais
recente, desenvolvido por Woodcock e a sua equipa, é relatado que a expressao de IL-1B sé
foi verificada apdés 4h do inicio da reperfusdo 3. Nos trés estudos foi verificado o pico de
expressao de IL-1B em janelas de tempo que 0 nosso projeto ndo abordou, o que pode

justificar os nossos resultados nao terem evidenciado uma sobre-expressao deste gene.

A IL-10 é caracterizada como sendo uma citocina anti-inflamatéria, por isso atua no cérebro
de forma a protegé-lo '?°. De acordo com os resultados representados na Figura 10, a regido
lesada tem uma tendéncia de diminui¢cdo da expresséo de IL-10 no grupo de | 1h (~ 0,2 fold)
e uma diminui¢&o significativa no grupo de I/R 1h (~ 0,4 fold) em comparac¢do com o hemisfério
contralateral respetivo. De facto, a IL-10 apresenta a capacidade de proteger o cérebro,
reduzindo o dano do tecido '**. Contudo, os nossos resultados ndo permitem inferir essa
informacéo, porque a janela de tempo em estudo, isto é, 1h de isquemia e 1h de reperfuséo,
nao é extensa o suficiente para que seja possivel visualizar, por completo, estes mecanismos
anti-inflamatérios. Na verdade, apds o insulto isquémico, as células gliais sdo ativadas
gradualmente dentro de horas, libertando a medida que sé@o ativadas estes mediadores
indicativos da inflamacéo ©°, sendo por isso dificil de retirar conclusées através dos resultados

da Figura 10.

Devido a situacdo aguda a que o tecido cerebral € submetido, quer por isquemia, quer por
reperfusédo, os nossos resultados sugerem que existe uma maior expressao de mediadores

inflamatorios do que anti-inflamatorios, ou seja, com o periodo de tempo em que a experiéncia
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decorreu, o organismo atua de forma a agravar a leséo cerebral. Deste modo, € necessario a
realizacao de mais estudos, com um espectro de tempo mais alargado e uma amostra maior,
para que seja possivel observar 0s mecanismos na sua totalidade e os resultados
apresentarem significancia.

5.2. Reducao dos marcadores sinapticos evidenciam lesdo neuronal apoés
isquemia e isquemia-reperfusao

Através do método de gRealTime-PCR foi também avaliado o nivel de expressdo dos
marcadores de sinaptogénese, PSD-95 e Syn. Os nossos resultados (Figura 11) indicam que
houve uma perda de Syn, bem como da PSD-95. Ainda mais se pode inferir que a expresséo
de ambas as proteinas sinapticas mantiveram-se relativamente iguais, quer do grupo de | 1h,
como para o grupo de I/R 1h (~0,5 fold, pelo menos p<0,01), sugerindo um dano sinaptico
rapido apds a isquemia. Na realidade, apés o AVC da-se gradualmente o dano e perda
neuronal, evento este que afeta a funcéo sinaptica e a transducgédo de sinais sinapticos 107145,
pelo que € natural a observagdo progressiva da diminuicdo da expressdo destes dois
marcadores a medida do tempo.
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Figura 11 — A isquemia e isquemia-reperfusdo promovem a perda de marcadores sinépticos. Perda de
expressao génica de proteinas envolvidas na formacédo de sinapses evidenciada pela reducao da expresséo de
mMRNA dos marcadores de sinaptogénese (PSD-95 e Syn), por gRealTime-PCR, nos hemisférios da lesédo
(Ipsilaterais — Ipsi) dos grupos de | 1h e I/R 1h em comparagdo com o hemisfério contralateral respetivo. O
significado estatistico foi avaliado por teste ANOVA com teste de comparag8es multiplas de Tukey (**p<0,01,

***n<0,001 vs. Hemisfério Contralateral respetivo)
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5.3. Alisquemia-reperfusdo diminuiu a expressao de Ibal naregido lesada e
aumentou a expressao de GFAP naregido ilesa

Em simultdneo com a andlise de gRealTime-PCR foi também realizado um Western Blot para

determinar a densidade das células gliais (microglia e astrdcitos). No que diz respeito as

células microgliais (Figura 12) houve uma tendéncia de perda de células da microglia no

hemisfério ipsilateral, conforme observado por uma expressdo proteica reduzida de Ibal,

nomeadamente no grupo I/R 1h (~ 0,4 fold), indicando que a reperfusdo poderd aumentar este
dano.
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Figura 12 — A isquemia-reperfusdo diminui a expressdo de microglia. Perda das células da microglia pela
reducado da expressao proteica de Ibal na isquemia-reperfuséo, por Western Blot. Diminuicdo da expressao de
mRNA de iNOS e auséncia de expresséo génica de Arg nos hemisférios da leséo (Ipsilaterais — Ipsi) dos grupos

de | 1h e I/R 1h em comparacdo com o hemisfério contralateral respetivo, por gRealTime-PCR. Os resultados

sdo apresentados como a média+tSEM. O significado estatistico foi avaliado por teste ANOVA com teste de

comparacdes multiplas de Tukey
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Os nossos resultados sugerem ainda uma diminuicdo da expressdo génica de iINOS em
ambos os grupos (~0,6 fold — | 1h; ~0,7 fold — I/R 1h), concordante com a perda de microglia.
No entanto, relativamente a expressado génica de Arg, ndo foi verificada uma diferenca
relevante de um grupo para o outro. Na verdade, as células da microglia sdo os macrofagos
residentes e sdo consideradas como a primeira linha de defesa contra lesées no SNC. De
facto, a microglia é ativada pouco tempo depois do insulto isquémico e € recrutada para agir
no local da lesdo #6148, No entanto, apds a isquemia, o pico de proliferacdo da microglia
ocorre entre 48 a 72h durando algumas semanas ap0s a lesdo inicial . Adicionalmente, um
estudo presente na literatura relata que a microglia responde a perda de sinalizacdo dos
neurdnios e, a partir das 24h apo6s o insulto isquémico, estas células tornam-se hipertréficas,
apresentando corpos celulares aumentados. Por outro lado, ap6s 48h desde o AVC, a
microglia adota uma forma mais arredondada, semelhante a ameboide **°, pelo que justifica
ndo ser possivel observar através dos nossos resultados o recrutamento das células da

microglia nem a mudanca de fenétipo durante a janela de tempo em estudo.

Relativamente aos astrécitos, os resultados presentes na Figura 13 sugerem uma diminuicao
da expressdo proteica de GFAP no grupo de I/R 1h (~0,8 fold), em compara¢cdo com o
hemisfério contralateral que, por sua vez, evidenciou um aumento de GFAP no grupo I/R 1h
(~1,6 fold). Estes dados sugerem o recrutamento dos astrécitos em resposta a regidao que

sofreu a lesao isquémica.

Além disso, é evidenciado pelos nossos resultados (Figura 13) uma tendéncia na reducédo da
expressao génica da proteina S100B em ambos o0s grupos em estudo. Na realidade, os
astrdcitos estdo encarregues de regular o fluxo sanguineo, o equilibrio i6nico e apresentam
fungBes antioxidantes e, apds o insulto isquémico, sdo ativados e envolvem-se no processo
inflamatorio através da secrecdo de substancias neurotdxicas que colaboram para a o
agravamento da area isquémica *°1, De acordo com o descrito na literatura, os astrécitos
tornam-se reativos dentro do periodo de 48h a 1 semana ap6s o AVC e formam uma cicatriz
glial ao redor do nucleo da regido isquémica no espaco de 2 semanas *2. Estes resultados
indicam mais uma vez que o nosso estudo ndo engloba estas janelas de tempo mais extensas

para que seja possivel verificar a expressdo dos marcadores celulares.
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Figura 13 — A isquemia-reperfusao altera a astrogliose na zona de lesdo. Diminuicdo da expressao proteica
de GFAP na regido de lesdo e aumento da expressdo de GFAP na regido ilesa verificada por Western Blot.
Regido lesada apresenta reducdo da expressdo de mRNA de S100B, nos hemisférios da lesao (Ipsilaterais —
Ipsi) dos grupos de | 1h e I/R 1h em comparagao com o hemisfério contralateral respetivo por gRealTime-PCR.
Os resultados sdo apresentados como a médiatSEM. O significado estatistico foi avaliado por teste ANOVA com

teste de comparagdes multiplas de Tukey

Quer os resultados referentes a microglia (Figura 12), quer os resultados respetivos aos

astrocitos (Figura 13), sugerem que o hemisfério contralateral responde ao insulto isquémico
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através da ativacao/estimulacao de células para atuar no hemisfério ipsilateral (regido lesada).
Os nossos resultados sugerem ainda que também pode estar a ocorrer a perda celular, o que
significa que se existe destruicdo celular ndo é possivel observar a capacidade de
expressao/resposta dos marcadores celulares e moleculares em causa. Assim, considerando
a janela de tempo em estudo, ha uma tendéncia de o organismo atuar de forma a agravar o
dano cerebral, porém é imprescindivel uma investigacdo mais aprofundada, com intervalos

de tempo mais longos, para poder examinar plenamente os mecanismos celulares.

5.4. Aisquemia-reperfusdo aumenta a expressdo de pAkt naregido ilesae
diminuicdo da pGSK-3B na regido lesada

Por fim, foi avaliado por Western Blot a expressdo dos niveis de fosforilacdo de residuos

especificos da Akt e da GSK-3B, que se relacionam indiretamente com 0s seus niveis de

atividade. A proteina Akt, quando ativada, encontra-se fosforilada no residuo de serina 473,

podendo, deste modo, fosforilar a GSK-3B na serina 9, inibindo a atividade desta *3.

Relativamente a proteina Akt, os resultados (Figura 14) mostram uma tendéncia de aumento
da sua expressdo em ambiente de reperfuséo (~1,8 fold) no hemisfério contralateral, o que é
inibido quando comparado com o hemisfério ipsilateral respetivo (~1,0 fold). No entanto, os
niveis de expressdo proteica mantiveram-se praticamente iguais durante o periodo de
isquemia e durante o periodo de reperfuséo, olhando apenas para os hemisférios com leséo.
E factual que a ativacdo da Akt permite a reducéo da apoptose neuronal, como também a
atenuacdo do dano cerebral °°, pelo que os resultados sugerem que o hemisfério contralateral

sobre-expressa esta proteina possivelmente para compensar o hemisfério ipsilateral.

Por outro lado, acerca da pGSK-3[, os resultados presentes na Figura 14 sugerem uma
diminuicdo da expresséo desta proteina para o grupo de I/R 1h (~0,4 fold), ndo havendo
alteracdes significativas no grupo de | 1h em comparagdo com o0 seu respetivo hemisfério
contralateral. A GSK-3B é conhecida por estar relacionada com o metabolismo energético
celular e no desenvolvimento neuronal. Assim, a sua sobre-expressdo desencadeia uma
cascata de sinalizacéo celular que leva a danos neuronais irreparaveis **. Devido a janela de
tempo utilizada neste projeto estamos perante somente destruicdo celular, pelo que é dificil

relacionar a expressao desta proteina com a cascata de sinalizagéo referida.
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Figura 14 — A isquemia-reperfusdo aumenta a expresséao proteica de pAkt naregido ilesa e diminui a
expressdo proteica de pGSK-3B naregido lesada. A expresséo destes marcadores foi avaliada por Western
Blot nos hemisférios da leséo (Ipsilaterais — Ipsi) dos grupos de | 1h e I/R 1h em comparag¢éo com o hemisfério

contralateral respetivo. Os resultados séo apresentados como a média+tSEM. O significado estatistico foi

avaliado por teste ANOVA com teste de comparac¢des multiplas de Tukey
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Tendo em consideracao os resultados apresentados neste projeto, depreende-se que a janela
de tempo utilizada é demasiado curta para se obter resultados mais especificos que permitam
identificar possiveis alvos terapéuticos e determinar qual a melhor fase para a administracédo
de um promissor farmaco. Nao obstante, foi possivel compreender o comportamento das
células do SNC durante esta fase da doenca do AVC pelo que, para futuros estudos, ja sera

exequivel uma abordagem mais consistente.
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6.Conclusdes

O AVC é considerado uma das principais causas de morte no mundo e encontra-se em
primeiro lugar como responsavel pela invalidez permanente. A isquemia cerebral resulta na
obstrucdo de um vaso sanguineo o que provoca a escassez de fluxo sanguineo ao cérebro,
levando assim a uma inflamacg&o. Esta inflamacdo desencadeia uma cascata de eventos
bioguimicos que provoca a morte dos neurénios. Na realidade, durante o dano isquémico, as
células do SNC sédo ativadas, nomeadamente a microglia e astrocitos, o que provoca um

agravamento ou atenuacado da lesao cerebral.

Os tromboliticos sdo a Unica terapéutica aprovada e recomendada para o tratamento de
doentes com AVCi, no entanto, como apresentam algumas limitacdes, ndo podem ser
administradas em todos os doentes. Assim, este estudo surgiu no sentido de compreender
melhor o papel dos vérios tipos de células do SNC para que se possa desenvolver outras
investigacdes tendo como base o comportamento das células cerebrais e desenhar novas
abordagens terapéuticas para a isquemia cerebral mais adequadas e com uma janela de

tempo de administracdo mais acessivel a todos os seus doentes.

Neste projeto foi desenvolvido o modelo in vivo de MCAO em ratos Wistar, que foram divididos
em dois grupos: grupo de isquemia de 1h e grupo de isquemia-reperfusdo de 1h. Apos a
intervencao cirdrgica, seguida do isolamento do cérebro dos animais, foi realizado um estudo
ex vivo dos tecidos cerebrais em ambiente de isquemia e em ambiente de reperfusdo. Para
tal, recorreu-se aos métodos de Western Blot e de gRealTime-PCR para determinar a
expressao da microglia e astrocitos (GFAP, S100B, Ibal, Arg, iNOS), como também a
expressao de mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-18, IL-10) e sinaptogénicos (PSD-95, Syn)
e ainda de proteinas intervenientes ao longo da patologia (Akt, GSK-33) em ambiente de

isquemia e em ambiente de reperfusao.

Os nossos resultados sugerem que o TNF-a apresenta uma maior expressao no grupo de
reperfusdo (I/R 1h) (~ 3,5 fold) e, apesar de os resultados respetivos ao IL-1B serem
inconclusivos, existe uma diminuigdo dos niveis de IL-10 na fase de isquemia e de isquemia-
reperfusdo do hemisfério afetado (~ 0,2 fold — | 1h; ~ 0,4 fold - I/R 1h). Considerando a janela
de tempo estudada neste projeto, estes resultados sugerem que existe um aumento dos
marcadores pro-inflamatoérios e diminuicdo dos marcadores anti-inflamatérios, o que significa
que a inflamacéo esta presente durante as fases em estudo e que esta desempenha um papel

importante no dano cerebral.
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Ademais, foi observado que h& uma diminuicdo semelhante dos marcadores de
sinaptogénese (Syn e PSD-95), quer na fase de isquemia, quer na fase de reperfusdo (~ 0,5
fold), o que sugere que ocorreu um rapido dano na transmissao sinaptica apés o periodo de
isquemia. Este rapido dano na transmissao de sinapses vai de encontro a fisiopatologia da
doenca em questao, isto é, durante o AVC, o primeiro evento que ocorre, € a perda gradual

dos neuronios.

Além disso, foi verificada uma tendéncia de destruicdo das células gliais do SNC durante a
janela temporal em estudo. No caso das células da microglia foi verificada uma tendéncia de
reducdo no tecido lesionado do grupo de reperfusédo, através da reducdo da expresséo de
Ibal (~ 0,4 fold). Por outro lado, no caso dos astrdcitos, manifestou-se um aumento de GFAP,
também no grupo de reperfusao (~ 1,6 fold), no entanto, desta vez, no hemisfério contralateral,
0 que sugere que 0 organismo podera estar a recrutar células do hemisfério ileso para atuar
na regido afetada. Com estes resultados foi possivel determinar o comportamento das células
durante os periodos de 1h de isquemia e 1h de reperfuséo, concluindo-se assim que nesta
janela de tempo existe apenas destruicdo celular associada ao insulto isquémico.

Com estes resultados conclui-se que o periodo de tempo em andlise neste projeto é
insuficiente para visualizar altera¢des notorias nas células do SNC como também a expressao
de marcadores inflamatdrios e de proteinas intervenientes durante o insulto isquémico. Na
verdade, se estamos perante o fendmeno de perda celular durante o periodo imposto, é
evidente que é perdida a capacidade de expressao/resposta a lesdo do tecido cerebral.
Independentemente disso, foi verificado que o organismo apresenta uma tendéncia a atuar

de modo a piorar a lesé@o no tecido cerebral.

O numero reduzido da amostra (n) de animais neste projeto implicou que os resultados obtidos
ndo fossem significativos. Apesar deste fator ser uma das grandes limitagBes deste projeto,
os resultados provenientes deste estudo sdo importantes para o desenvolvimento de
investigacdes futuras. Com este trabalho é agora conhecido que o periodo de tempo em
estudo é demasiado curto para investigar alvos terapéuticos. Além disso, a janela de tempo
em estudo impede a delimitagdo de uma margem de tempo para uma possivel terapia
direcionada ao processo inflamatério, desenhado com o objetivo de reduzir o dano cerebral

fruto da consequéncia da lesdo causada pela isquemia-reperfusao.
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7. Futuras abordagens

Os resultados obtidos neste projeto de investigacdo séo classificados e interpretados como
resultados preliminares, pelo que € conveniente outras abordagens para se compreender, de
forma mais efetiva, os papéis dos vérios tipos de células do SNC em ambiente de isquemia-
reperfusdo. A compreensao dos papéis das células em questéo € fulcral para a otimizacao de
novos estudos de abordagens farmacolégicas. Deste modo, como possiveis futuras

abordagens, tem-se:

—  Estudos com um maior nimero de animais;

Estudos imunohistoguimicos das proteinas intervenientes nas vias de inflamacao;

\J

—  Estudo das alterag6es celulares do SNC, bem como estudo de diferentes mediadores
inflamatdrios, proteinas intervenientes e marcadores sinapticos em outros tempos de
reperfuséo, pelo menos até 48h de reperfusao;

—  Estudo comportamental e cognitivo em modelo in vivo nos diferentes tempos de
reperfuséo e recuperacgao;

—  Abordagem farmacolégica que atue sobre as células gliais, diminuindo a sua ativacao;

—  Abordagem farmacolégica que confira uma maior janela de tempo do que o tratamento

ja existente (tromboliticos).

Deste modo, tracando um projeto com este perfil, serd provavel obter resultados mais
concretos e promitentes relativos as alteragbes que ocorrem nas células do SNC apoés o

evento isquémico associado ao AVC.
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