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DHA E DOCOSANOIDES PROMOVEM NEUROGENESE E ANGIOGENESE COM
MELHORA DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA, AREA DE INFARTO E
ESCORES NEUROLOGICOS APOS ISQUEMIA-REPERFUSAO CEREBRAL FOCAL
EM RATOS

RESUMO

O acido docosahexaenoico (DHA) € um acido graxo pertencente a familia 6mega-3, e é
predominantemente encontrado nos fosfolipidios de membrana do sistema nervoso
central. DHA é bem conhecido como um robusto agente neuroprotetor em modelos de
isquemia-reperfusdo cerebral focal e € o precursor de mediadores bioativos denominados
docosanoides, dentre eles a neuroprotectina D1 (NPD1). NPD1 é um mediador lipidico
pleiotrépico que possui importantes efeitos pré-sobrevivéncia celular, anti-apoptoticos,
anti-inflamatérios e neuroprotetores. Embora as atividades neuroprotetoras do DHA
tenham sido previamente demonstradas, seus mecanismos neuroprotetores e
neurorestauradores assim como o efeito da administracdo direta do seu metabdlito
bioativo NPD1 num modelo de isquemia-reperfuséo cerebral focal experimental ainda
nao foram completamente caracterizados. Neste trabalho foram avaliados os
mecanismos neuroprotetores na barreira hematoencefalica e neurogénese na area de
penumbra mediados pelo DHA e NPD1 num modelo de isquemia-reperfusdo cerebral
focal em ratos. Ratos Sprague-Dawley (SD) foram submetidos a 2h de ocluséo da artéria
cerebral média (MCAO0), e entdo tratados com DHA (5 mg / kg, 1V) ou NPD1 (5 ug/por
rato, ICV) ou veiculos 1h depois do inicio da reperfusdo. A avaliagdo
neurocomportamental foi realizada através dos testes de avaliacdo do reflexo postural e
de resposta de membros anteriores induzidos realizados nos dias 1, 2, 3 e na 128, 28, 32
ou 42 semana pos isquemia. BrdU foi injetado nos dias 4, 5 e 6 pos-isquemia-reperfuséo,
analises imunohistoquimicas foram realizadas na 22 ou 42 semana. Imageamento por
ressonancia magnética (MRI) foi realizado no 7° dia e analises lipiddmicas na 42 e 52 h
apos o inicio da isquemia. Dentre os resultados obtidos, foi observado que o tratamento
com DHA melhorou as fun¢gdes neurocomportamentais de curto e longo prazo reduzindo
os volumes de infarto cortical, subcortical e total (em 42%, 47% e 31%, respectivamente)
ao decorrer do periodo de de 2 semanas e reduziu ainda a perda tecidual em 50% apos
4 semanas. DHA aumentou o numero de células BrdU*/Ki-67*, BrdU*/DCX* e
BrdU*/NeuN* no cortex, zona subventricular e giro dentado do hipocampo e potencializou
a sintese de NPD1 na regido de penumbra na 52 h ap6s MCAo. NPD1 melhorou o déficit
motor, reduziu o volume da lesdo isquémica, protegendo a regido de penumbra,
aumentou o numero de células NeuN* e GFAP*, aumentou a densidade vascular e
promoveu a regeneragcdo axonal em penumbra e atenuou o dano a barreira
hematoencefélica (BHE) apos a MCAo0. Concluimos a administragdo de DHA promove a
neurogénese, reducdo da area e volume da leséo de infarto juntamente com sintese de
NPD1 na regido de penumbra e que o tratamento com NPD1 promove angiogénese,
sobrevivéncia celular, regeneracdo nervosa e diminuicdo dano a BHE, o que se
correlaciona com a recuperacdo neurocomportamental a longo-prazo apos isquemia-
reperfusdo experimental.

Palavras-chave: Omega-3, Neuroprotecdo, MCAo, Isquemia-reperfuséo, DHA, NPD1



DHA AND DOCOSANOIDS PROMOTE NEUROGENESIS AND ANGIOGENESIS
WITH IMPROVEMENT OF THE BLOOD-BRAIN BARRIER, INFARCT AREA AND
NEUROLOGICAL SCORES AFTER FOCAL CEREBRAL ISCHEMIA-REPERFUSION
IN RATS

ABSTRACT

DHA is a member of the essential omega-3 fatty acid family and is enriched in the
membranes of the central nervous system. It is also necessary for the development of the
nervous system, including vision. DHA has been shown to be involved in memory
formation, synaptic membrane function, aging and neuroprotection. Studies have shown
that DHA is a critical component of endogenous mechanisms that protect the brain after
injury. DHA is the precursor of bioactive mediators, the docosanoids and neuroprotectin
D1 (NPD1; 10R,17S-dihydroxy-docosa-4Z,7Z,11E,15E,19Z hexaenoic acid), is the first
identified member of this group of mediators. Neuroprotectin D1 is produced at the onset
of brain ischemia-reperfusion and its neuroprotective bioactivity includes inflammatory
modulation, induction of cell survival, and restoring disrupted homeostasis. Although
neurorestorative and neuroprotective actions of DHA have been demonstrated after
experimental stroke, its mechanisms and the effect of NPD1 administration has not been
fully characterized so far. To explore underlying mechanisms, SD rats underwent 2 h of
middle cerebral artery occlusion (MCA0) and treated with DHA (5 mg/kg, IV) or NPD1 (5
Mg/per rat, ICV) and vehicles 1 h after. Neuro-behavioral assessments were conducted
on days 1, 2, and 3, and on week 1, 2, 3, or 4. BrdU was injected on days 4, 5, and 6,
immunohistochemistry was performed on week 2 or 4, MRI on day 7, and lipidomic
analysis at 4 and 5 h after onset of stroke. DHA improved short- and long-term behavioral
functions and reduced cortical, subcortical, and total infarct volumes (by 42, 47, and 31%,
respectively) after 2 weeks and reduced tissue loss by 50% after 4 weeks. DHA increased
the number of BrdU+/Ki-67+, BrdU+/DCX+, and BrdU+/NeuN+ cells in the cortex,
subventricular zone, and dentate gyrus and potentiated NPD1 synthesis in the penumbra
at 5 h after MCAo. NPD1 improved behavior, reduced lesion volumes, protected ischemic
penumbra, increased NeuN, GFAP, SMI-71-positive cells and vessels, axonal
regeneration in the penumbra, and attenuated blood-brain barrier (BBB) after MCAo0. We
conclude that docosanoid administration increases neurogenesis and angiogenesis,
activates NPD1 synthesis in the penumbra, and diminishes BBB permeability, which
correlates to long-term neurobehavioral recovery after experimental ischemic stroke.

Keywords: Omega-3 fatty acids, Behavior, MRI, BBB, Neuroprotection, DHA, NPD1
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1. INTRODUCAO

1.1. Acidente vascular cerebral

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude o acidente vascular cerebral (AVC) é
definido como uma lesdo cerebral resultante da interrupcédo aguda do fluxo sanguineo
arterial devido a presenca de um émbolo ou trombo (coagulo), pela formacédo de placas
ateroscleroticas, pela pressado de perfusdo cerebral insuficiente ou pela ruptura de uma
artéria. Ainda de acordo com a OMS, o AVC pode se apresentar com o desenvolvimento
rapido de sinais clinicos decorrentes de disturbios focais ou globais de origem vascular e
com duracao superior a 24 horas (ou que causa morte) (WHO, 2006).

O AVC corresponde a uma das principais causas de 6bitos e a principal causa de
sequelas incapacitantes no mundo, sendo que dois tercos destas ocorrem em paises
subdesenvolvidos podendo ser classificado, de acordo com sua etiologia, em dois
subtipos patologicos: isquémico e hemorragico. O subtipo andxico-isquémico possui trés
variedades (lacunar, aterosclerético e embdlico), de acordo com 0s supostos
mecanismos de lesdo encefalica que, de maneira geral, decorre da faléncia vasogénica,
culminando em déficit de oxigénio e substratos, particularmente oxigénio e glicose, para
o tecido nervoso. Por sua vez, a variedade hemorragica possui duas categorias
(intraparenquimatoso ou subaracnoide) e decorre do extravasamento de sangue para
dentro ou para o entorno das estruturas do encéfalo (BENJAMIN et al., 2017; SACCO et
al., 2013).

O AVC é a quinta principal causa de morte e a principal causa de incapacidade em
adultos a longo prazo nos Estados Unidos, sendo cerca de 87% de todos os casos de
acidentes vasculares cerebrais do tipo isquémico (MOZAFFARIAN et al., 2015). Menos
frequentemente, (<15%), os AVCs sao decorrentes de hemorragia ou parada cardiaca
(MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010). Anualmente, 795.000 pessoas apresentam um
novo ou recorrente caso de AVC sendo que 41% dos pacientes evoluem para 6bito. A
idade é independentemente o principal fator de risco para o acidente vascular cerebral,
onde com o envelhecimento da populagdo, os numeros absolutos tendem a subir
(TOWFIGHI et al., 2017).
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Embora alguns pacientes sobrevivam ao AVC, estes individuos podem apresentar
sequelas que incluem prejuizos na capacidade de locomocédo, sensibilidade, visao,
linguagem e cognicdo. Entre os sobreviventes, a capacidade laboral é comprometida em
até 70% das vitimas e 30% precisam de assisténcia para o autocuidado. Nenhum grupo
racial ou étnico esta imune, sendo este um problema de salde de acometimento global
(LLOYD-JONES et al., 2010).

1.2. AVC isquémico

O AVC isquémico ou isquemia cerebral é considerada uma das principais causas
de morbidade e mortalidade humana, caracteriza-se pela deficiéncia transitéria ou
permanente do fluxo sanguineo cerebral (FSC) com intensidade suficiente para iniciar
alteracbes metabdlicas e lesBes encefélicas, reversiveis ou irreversiveis, que alteram a
integridade estrutural e metabdlica do neurénio (HU et al., 2017).

O acidente vascular cerebral (AVC), que pode ser resultado da leséo por isquemia
e reperfusdo, é a segunda causa de morte no mundo e a primeira causa de morte nos
paises desenvolvidos com 6,7 milhdes de pessoas mortas por ano. Conforme a
Organizacdo Mundial de Saude, no Brasil séo registradas cerca de 68 mil mortes por
AVC anualmente. A doenca representa a terceira causa de morte e de incapacitacéo no
pais, o que gera grande impacto econémico e social, levando a maiores gastos no
sistema publico de saude com altas taxas de mortalidade e morbidade (NAGHAVI et al.,
2015).

A isquemia cerebral pode ser resultante de varias doencas que acometem o leito
vascular cerebral - a maioria envolvendo as artérias carétidas e/ou as artérias do poligono
de Willis, principalmente a artéria cerebral média, por meio de obstrucado (LIVESAY,
2014) ou decorrente de procedimento cirdrgico ou trauma, com diminuicdo do fluxo
sanguineo da regido acometida, comprometendo o acesso de nutrientes, assim como de
oxigénio, e que pode ou ndo ser agravado durante a reperfusdo (retorno do fluxo
sanguineo normal), dependendo do tempo de isquemia (CRONENWETT; JOHNSTON;
RUTHERFORD, 2014).
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1.2.1. Fisiopatologia do AVC isquémico

AVC isquémico é o mais comum entre os dois tipos de AVC conhecidos,
representando 87% de todos os AVCs (MOZAFFARIAN et al., 2015). AVC isquémico
ocorre quando o0 aporte sanguineo para o cérebro encontra-se reduzido, o que pode ser
desencadeado por meio da oclusdo de vasos cervico-cranianos ou por hipoperfuséo
cerebral, causada por variados processos: trombose, embolia ou anormalidades
hemodinamicas (DONNAN et al., 2008).

A causa mais comum € a trombose, onde um trombo ou coagulo sanguineo é
formado localmente em uma area de estreitamento arterial aterosclerético o qual impede
o fluxo sanguineo distal e causa isquemia e consequente infarto do tecido cerebral
suprido pelo vaso ocluido (KHAN et al., 2017). O infarto do tipo embdlico é responsavel
por cerca de 30% dos casos de AVC isquémico, onde a reducdo subita de perfusdo
arterial para uma determinada area do cérebro gera sinais clinicos abruptos. A embolia,
geralmente, ocorre devido a alteracbes cardiacas (sendo as mais comuns as
valvulopatias cardiacas, o aneurisma ventricular e as miocardiopatias), apesar de
também ocorrerem devido a complicacdes cirargicas nos pulmdes ou devido a fraturas
O0sseas que podem levar ao desenvolvimento de um quadro de embolia gordurosa
(NOUH et al., 2016).

Outra anormalidade que também estd associada a isquemia cerebral, é a
ocorréncia de grandes reducdes na pressdo sanguinea. A hipoperfusdo sistémica €&
caracterizada por fluxo sanguineo cerebral criticamente reduzido causado por faléncia
cardiaca ou hipovolemia que leva a uma reducéo global do fluxo sanguineo. Dessa forma
o sistema nervoso central (SNC) pode sofrer lesGes isquémicas globais como em casos
de parada cardiaca e focais como em situacfes de faléncia do suporte sanguineo restrita
a uma parte especifica do cérebro (DE LA TORRE, 2012).

ApOs um periodo de isquemia, inicia-se uma complexa cadeia de eventos
fisiopatolégicos envolvendo diversos mecanismos que levam ao dano neuronal. A lesédo
isquémica no tecido cerebral evolui quando o fluxo sanguineo diminui e fica abaixo da
taxa minima necessaria para o fornecimento de quantidades adequadas de oxigénio e

nutrientes para o suporte do metabolismo energético (HOSSMANN, 2009).
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1.2.2. Deprivacao de oxigénio e ATP

A expressdao genérica “acidente vascular cerebral’ refere-se ao subito
comprometimento da funcdo cerebral, provocado por uma variedade de alteracOes
histopatolégicas, envolvendo um (focal) ou varios (multifocal) vasos sanguineos intra ou
extracranianos, levando a reduc&o do suprimento sanguineo, resultando na reducéo da
tensdo de oxigénio (hipdxia) e metabdlitos de alta energia no tecido cerebral
(principalmente ATP e glicose). A deprivacao de ATP na célula causa a faléncia da bomba
de sodio-potassio (Na*/K*) levando a um maior acumulo de Na* intracelular, perda de
potassio (K*), perda da permeabilidade seletiva das membranas celulares, edema da
célula e das organelas. Simultaneamente, ocorre aumento do influxo de calcio (Ca*) e de
cloreto para o meio intracelular (HERTZ et al., 2015; SONG et al., 2014).

Por sua vez, o aumento de célcio intracelular ativa uma série de enzimas, com
efeitos celulares potencialmente deletérios. Entre as enzimas, incluem-se as fosfolipases,
proteases, ATPases e endonucleases (KRISTIAN, 2004; LI et al., 2007). A maior parte
do ATP gerado € utilizada pelo cérebro para manter homeostase intracelular e gradientes
de ions transmembrana de sodio, potassio e célcio. Essa descompensacao energética,
resultado da deplecéo de ATP frente a um processo isquémico, leva a despolarizacdo da
membrana e na liberagdo de neurotransmissores, como glutamato e dopamina
(ADIBHATLA; HATCHER, 2005).

Os excessos da liberacdo de glutamato assim como a estimulacdo de seus
receptores lavam a ativacdo de fosfolipase A2 (PLA2), resultando na hidrélise dos
fosfolipidios de membrana e na liberacdo de acidos graxos livres, incluindo o acido
araquiddnico, um precursor metabolico para importantes eicosanoides de sinalizacéo
celular (Figura 1). A ocorréncia desses processos levam a morte celular necrética ou
apoptética (MURALIKRISHNA ADIBHATLA; HATCHER, 2006).
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Figura 1. Producao dos principais eicosanoides no cérebro em decorréncia do insulto

iIsquémico

Insulto Isquémico

COX-1/COX-2 5/12/115-LOX Cyt. P450
\ Prostaglandinas | | HETES | 20-HETE
| Tromboxanos | | Leucotrienos | EETs

Fonte: (VAN LEYEN, 2017), adaptado

Fosfolipase A2 ativada (cPLA2); acido araquiddnico (AA); cicloxigenase-1/cicloxigenase-2 (COX-1/COX-
2); lipoxinas-5/12/15; &cidos hidroxi-eicosatetraenoicos (HETE); citocromo p450 (Cyt.P450); &cidos
epoxieicosatrienoicos (EETS)

1.2.3. Estresse oxidativo e peroxidacao lipidica

O estresse oxidativo desempenha um papel critico na lesdo cerebral isquémica e
ocorre quando ha uma superproducéo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio
(EROs) que supera a capacidade dos sistemas biol6gicos de neutralizar seus efeitos
adversos. EROs incluem ions de oxigénio, radicais livres e peroxidos, e sdo subprodutos
do metabolismo celular (ALLEN; BAYRAKTUTAN, 2009). O ferro e seus metabdlitos sao
cruciais na formacdo e neutralizacdo de ROS. Os neurbnios tém alto consumo de
oxigénio, presenca de agentes antioxidantes em concentracdes baixas (ou seja, catalase
e glutationa) e sdo extremamente vulneraveis ao estresse oxidativo. Além disso, as
membranas celulares neuronais séo ricas em acidos graxos poli-insaturados e, portanto,
propensas a danos por EROs. O cérebro consome cerca de 20% do oxigénio corporal e
suas células possuem niveis elevados de ferro, que age como um pro-oxidante sob
condicdes patologicas (ALLEN; BAYRAKTUTAN, 2009; PRADEEP et al., 2012
YAMATO; EGASHIRA; UTSUMI, 2003).

Paradoxalmente, apos a fase de isquemia o0 estresse oxidativo pode ser ainda

prolongado durante a fase de reperfusao. A fase de reperfuséo se caracteriza pelo retorno
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do fluxo de sangue oxigenado aos tecidos previamente desprovidos de oxigénio, sendo
fundamental para o reinicio do metabolismo aerdbico (GRANGER; KVIETYS, 2015).
Entretanto, em certas circunstancias, quando o fluxo sanguineo é restaurado para as
células isquémicas, mas que ainda estavam viaveis, com frequéncia, a lesdo pode se
tornar paradoxalmente maior, e prosseguir em velocidade acelerada. Isso € chamado de
lesdo da isquemia/reperfuséo, que varia de acordo com a intensidade e duracao do tempo
de isquemia e com a disfuncéo endotelial (ALLEN; BAYRAKTUTAN, 2009; GRANGER;
KVIETYS, 2015; TANO; GOLLASCH, 2014). Durante a reperfusdo, ocorre a
reoxigenacao do tecido cerebral o que pode gerar um aumento de radicais livres nas
células neuronais, endoteliais e da glia (SONG et al., 2014).

Os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROs) contém um ou mais
elétrons ndo emparelhados no atomo ou molécula, aumentando assim a reatividade
guimica, conferindo-lhes grande instabilidade. O mais simples € representado por um
atomo de hidrogénio com um proéton e um Unico elétron. Além destes, sdo também EROs,
0 superoxido e os radicais hidroxila. O aumento do calcio citosolico leva também a
ativacdo da isoforma da NO sintase induzida (NOS2), via calmodulina, produzindo NO
gue interage com EROs, culminando com a producé&o de radicais livres nitrogenados (p.
ex. peroxinitritos) e aumentando, assim, a area de lesdo (NASH; SCHIEFER; SHAH,
2018; OLMEZ; OZYURT, 2012).

O radical hidroxila altamente reativo ("OH) uma vez formado, reage quase que
instantaneamente com uma série de componentes celulares, incluindo &cidos graxos poli-
insaturados presentes nos lipideos de membrana. A reacéo inicial entre “OH com &cidos
graxos poli-insaturados produz um radical alquila, que por sua vez reage com 0 0xigénio
molecular para formar um radical peroxila (ROO"). ROO" pode abstrair hidrogénio de um
acido graxo adjacente para produzir um hidroperédxido lipidico (ROOH) e um segundo
radical alquila, propagando dessa forma uma reacgdo de peroxidacao lipidica em cadeia
(CHEN; JOSHI; MOCHLY-ROSEN, 2016; LEE et al., 2012)

A peroxidacdo lipidica prejudica a organizacdo da membrana, causando alteracdes
na fluidez e permeabilidade, inibicdo de processos metabdlicos e alteragdes do transporte
idnico. O dano mitocondrial induzido por esse processo pode levar a uma producao ainda
maior de EROs (MURALIKRISHNA ADIBHATLA; HATCHER, 2006).
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Por fim o processo de peroxidacao lipidica leva a reagdes de “fragmentagao” ou
‘cisd0” nas quais os peroxidos lipidicos produtos dos acidos graxos poli-insaturados
peroxidados se decompdem dando origem a subprodutos neurotoxicos aldeidicos
reativos incluindo, malondialdeido (MDA), 4-hidroxinoneal (4-HNE) e 2-propenal
(acroleina) (Figura 2) (BUTTERFIELD; BADER LANGE; SULTANA, 2010; ZARROUKI et
al., 2007). Estes produtos finais contém por¢des carbonilo reativas que podem ligar-se
covalentemente a aminoacidos basicos, tais como lisina ou histidina, bem como residuos
de cisteina contedo sulfidrilo em proteinas, prejudicando assim as funcdes proteicas
(CHEN; JOSHI; MOCHLY-ROSEN, 2016; MURALIKRISHNA ADIBHATLA; HATCHER,
2006).

Figura 2. Formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) mediante isquemia cerebral

Fosfolipidios de membrana

—| PLA; | +— Isquemia

| !

Falha energética,
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AY =
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v GSH l
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_.. Peroxlda;an
Dlsfum;ao ..--* Ilpldlca
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Modificagoes no DNA e proteinas, MDA HNE e
fungdes proteicas alteradas Acroleina

Fonte: (MURALIKRISHNA ADIBHATLA; HATCHER, 2006), adaptado
Fosfolipase A2 (PLA2); espécies reativas de oxigénio (EROs); malonaldeido (MDA); 4-hidroxinoneal (HNE);
glutationa peroxidase (GSH).

1.2.4. Conceito de nucleo (Core) e penumbra isquémica

No AVC isquémico, o suprimento sanguineo comprometido leva ao déficit
funcional, seguido por desintegracéo estrutural dos neurénios na auséncia de reperfuséo.
No entanto, a fase inicial dessa disfuncéo € potencialmente reversivel, antes da morte

celular subsequente. Enquanto que parte do tecido cerebral pode ser irreversivelmente
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danificado, outras areas cerebrais com hipoperfusdo podem estar em risco de dano
celular permanente, mas este € potencialmente reversivel (EBINGER et al., 2009).

E importante levar em consideracdo acerca do fluxo sanguineo cerebral local
(FSCL) para que se possa entender a evolucdo e consequéncias sobre o dano celular
produzido pelo ataque isquémico focal. Astrup e colaboradores demonstraram que apés
o inicio da isquemia focal, em um cérebro de primata ndo-humano, por meio da medicao
de atividade elétrica que algumas regides sob isquemia eram disfuncionais, mas ainda
nao mortas. Nas areas centrais da zona isquémica, os déficits no fluxo sanguineo foram
considerados drasticos levando as células rapidamente a morte. Nessas areas, a
capacidade dos neurdnios de disparar potenciais de acéo foi perdida. No entanto, nas
areas periféricas ao centro da zona isquémica, os déficits no aporte sanguineo foram
menos severos. Foi entdo observado quando a pressao arterial foi aumentada, com
consequente melhora do fluxo sanguineo colateral, essas areas se recuperaram e 0S
potenciais de agao foram restaurados transitoriamente (ASTRUP et al., 1977).

O core e a penumbra isquémicos sao descritos como um anel de parénquima
cerebral adjacente a area central densa do infarto isquémico (SCALZO; NOUR;
LIEBESKIND, 2015). A isquemia cerebral focal produz uma lesao cerebral composta de
um ndcleo ou core lesionado irreversivelmente e uma zona periférica, denominada de
penumbra, onde o tecido encontra-se danificado, porém nao de forma permanente, sendo
esse dano potencialmente reversivel (MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010).

Portanto, o core é uma area de isquemia severa com FSCL abaixo de 20 ml/100
c/min, onde a falta de oxigénio e glicose resulta em deplecao rapida dos estoques de
energia. A isquemia grave resulta em necrose de neurdnios e das células da glia no
interior da zona central da regido infartada. A penumbra apresenta um tecido
moderadamente isquémico e parcialmente perfundido (FSCL abaixo de 40 ml/100 c/min)
(EADY et al., 2012).

A penumbra tem um tempo de vida limitado e parece sofrer danos irreversiveis
dentro do periodo de algumas horas, a menos que a reperfusdo seja iniciada e/ou uma
terapia neuroprotetora seja administrada (LO, 2008). De forma que pesquisas continuam
a investigar a fisiopatologia da penumbra isquémica para intervengdes terapéuticas na

tentativa de recuperar o tecido cerebral comprometido apds isquemia.
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1.2.5 Neuroinflamacéo e isquemia

A neuroinflamagé&o é uma caracteristica comum das doencas neurodegenerativas
e caracteriza-se por micro e astrogliose e aumento das concentracdes de citocinas pro-
inflamatorias. O processo inflamatério € provavelmente promovido pelo acumulo de
agregados proteicos e danos celulares (WALTER, 2016).

Apéds acidente vascular cerebral isquémico, uma resposta inflamatoria é iniciada
em poucas horas, com a ativacdo de micréglia e astrocitos e a producao de citocinas e
guimiocinas com a subsequente infiltracdo de células derivadas do sangue, como 0s
leucocitos (IADECOLA; ANRATHER, 2011).

A ativacao das células que comp&em a micrdglia se constitui como o evento inicial
do processo inflamatério no AVC isquémico, levando a producao de mediadores pro e
anti-inflamatérios. Em resposta a varias moléculas de sinalizac&o, a microglia prolifera e
migra para o local da lesédo (LEE et al., 2014). Micrdglia sdo considerados macréfagos
residentes no SNC com alto poder fagocitario que respondem a eventos patolégicos no
sistema nervoso central (STOLLG; JANDER, 1999).

A isquemia cerebral produz uma forte resposta inflamatoria, sendo a microglia
ativada precocemente na fronteira da zona do infarto. Micrdglia, quando ativada,
tipicamente inicia uma resposta inflamatéria que resulta em apoptose e remocao de
detritos celulares além de produzir citocinas e metaloproteinases de matriz (MMPSs) que
danificam e alteram a permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE)
(LOURBOPOULOS; ERTURK; HELLAL, 2015).

Micréglia tem a capacidade de se transformar em uma gama de estados ativados
com fenotipos de polarizagdo. A plasticidade dessas células inflamatérias tem sido
destacada usando as classificacbes M1 e M2 para enfatizar seus fendtipos
potencialmente destrutivos ou reparativos (LAWRENCE; NATOLI, 2011).

Durante a ativacao microglial ap6s isquemia cerebral, a morfologia é alterada para
M1, fenotipo tipicamente ativado, ou para M2, um fenaotipo alternativamente ativado; essa
troca fenotipica depende do tipo de estimulo (Figura 3). Células da microglia
expressando o fenétipo M2, sédo consideradas células reparativas que contribuem para a
recuperacao de danos por meio da secrecao mediadores anti-inflamatérios como IL-10,

TGF-B, IL-4, IL-13 e IGF-1 assim como varios outros fatores neurotréficos (HANISCH;
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KETTENMANN, 2007; SHIN et al., 2004; TAYLOR; SANSING, 2013; ZHOU; SPITTAU,
KRIEGLSTEIN, 2012).

Micréglia expressando M1 séo células consideradas pro-inflamatorias, produzindo
uma seérie de mediadores pro-inflamatérios, como TNF-a, IL-1, IFN-y. Microglia M1
expressa CD80, CD86 e MHC classe Il na membrana celular e realizam a apresentacao
de antigenos para células T (STAROSSOM et al., 2013). Além disso, microglia M1 tende
a induzir a morte celular neuronal mais prontamente do que micrdglia M2 (HU et al.,
2012).

No AVC isquémico, o fenétipo M2 é dominante na micrdglia local e nos macréfagos
recém-recrutados nos estégios iniciais, mas a populacdo do fenétipo M1 aumenta
progressivamente nas regides peri-infarto, sugerindo que os neurénios sob condicbes
isquémicas desencadeiam alteracdes no fenotipo M2 na microglia e macrofagos (HU et
al., 2012).

Figura 3. Fendtipos de ativagcao microglial ap6s AVC isquémico
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Fonte: (LEE et al., 2014), adaptado
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A fagocitose microglidtica também desempenha um importante papel na
restauracdo da homeostase tecidual por meio da remoc¢do de patégenos e células
necrdticas, suprimindo a inflamagdo e facilitando a reparacdo tecidual cerebral
(NEUMANN; KOTTER; FRANKLIN, 2009).

A infiltracdo neutrofilica € um outro evento inflamatério precoce observado apés a
isquemia cerebral e ocorre devido a alteragées microvasculares que incluem alteragbes
na expressdo de moléculas de adesdo e aumento da permeabilidade endotelial.
Neutroéfilos assim como outros glébulos brancos migratorios também podem participar de
mecanismos secundarios de lesdo por meio da sintese e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e radicais livres de oxigénio (LEE et al., 2014).

Os processos inflamatérios subsequentes, incluindo a agregacéao leucocitaria e a
migracao através da BHE resultam em perturbacdes hemodinamicas e processos que
levam a dano tecidual secundario (JIN; YANG; LI, 2010). Durante a fase de reperfusao,
os leucécitos ativados ligam-se as células endoteliais estimulados por sinais
guimiotaticos por meio da expressao de proteinas de adesao, com subsequente liberacéo
de metaloproteinases de matriz e agentes oxidantes (mieloperoxidase), provocando
danos e aumento da permeabilidade da BHE. Os leucécitos extravasam dos capilares e
se infiltram no tecido cerebral liberando citocinas inflamatdrias que resultam no aumento
da lesdo isquémica e deterioracdo da penumbra (PAN et al., 2007).

As estratégias terapéuticas que tem como alvo o dano tecidual que ocorre na fase
de reperfusdo mediada por leucdcitos incluem inibicdo da sintese de moléculas de
adesdao leucocitaria, liberacdo de fatores inflamatorios e a adeséo de leucécitos mediada
por receptor as células endoteliais. Recentes estudos que utilizaram compostos
objetivando inibicdo da formacao do infiltrado neutrofilico na isquemia cerebral focal
apresentaram atividade neuroprotetora associada a reducdo significativa do infarto
(BELAYEV et al., 2008, 2012).

No cérebro néo lesionado, os astrocitos mantém a homeostase neuronal funcional,
incluindo eliminac&o de residuos metabdlicos apds a atividade sinaptica, mantendo a
homeostase i6nica e fluida, e fornecendo suporte neurotréfico via liberacdo e captagéo
de fatores troficos. Os astrocitos contribuem para a manutencdo da barreira

hematoencefalica (BHE) como um componente da unidade neurovascular (NVU), uma
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estrutura dindmica também composta de células endoteliais, pericitos, membrana basal
e neuronios circundantes (BARRETO et al., 2011).

Em resposta a isquemia cerebral, os astrocitos podem sofrer alteracdes
morfoldgicas e fenotipicas que podem exacerbar paradoxalmente a lesdo, denominada
astrogliose reativa (Figura 4). Os astrocitos, apds a isquemia, se tornam ativados,
resultando no aumento da expressdo de proteina &cida fibrilar glial (GFAP), também
chamada de gliose reativa, caracterizada por mudancas especificas na estrutura e funcao
destas células (TAKANO et al., 2009).

Figura 4. Astrogliose reativa mediante isquemia cerebral
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Fonte: (STARY; LI; GIFFARD, 2017), adaptado

Astrécitos quando reativos produzem citocinas proé-inflamatérias (IL-1a, IL-1B e
IFN-y), que podem contribuir para a morte de células neuronais diretamente, induzindo
apoptose, ou indiretamente, via producao local elevada de o6xido nitrico, secundaria
devido a ativacdo de iINOS nestas células. Além disso, essas células quando ativadas
produzem quimiocinas, como a proteina quimioatraente de mondcitos-1, resultando no
recrutamento de células imunoldgicas circulantes, podendo contribuir para o aumento da
lesdo (LIU; CHOPP, 2017).
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A ativacao de astrécitos evita a propagacdo de danos cerebrais isquémicos, mas
isso pode depender, em parte, da polarizacao destes em dire¢céo a fenétipos especificos.
Os fendtipos induzidos pelo AVC isquémico parecem ser regulados por neurdnios
circundantes e microglia. Portanto, a resposta neuroinflamatoria dos astrécitos a
isquemia cerebral parece ser multifacetada e, em geral, as abordagens farmacéuticas
anti-inflamatérias que visam os astrocitos provavelmente produzem efeitos indesejaveis
(RUSNAKOVA et al., 2013; YU et al., 2015).

A elucidacdo dos mecanismos que induzem os astrocitos a produzir mediadores
inflamatorios deletérios versus mediadores protetores se constitui como 0 proximo passo
essencial para o desenvolvimento de uma abordagem efetiva que possibilite modular a
funcdo destas células para a reducdo da lesdo isquémica favorecendo assim a

recuperacao e regeneracao tecidual apos acidente vascular cerebral isquémico focal.

1.2.6. Barreira hematoencefalica e isquemia

A barreira hematoencefalica (BHE) é uma barreira fisica e bioquimica essencial
gue separa 0 SNC da circulacdo sistémica. A BHE é constituida por uma monocamada
de células endoteliais capilares que interagem umas com as outras, assim como com
outros componentes da unidade neurovascular (isto é, astrécitos, micréglia, neurénios,
pericitos e matriz extracelular), controlando finamente a passagem de moléculas entre o
sangue e o parénquima cerebral para manter a homeostase do SNC (Figura 5)
(BALLABH; BRAUN; NEDERGAARD, 2004).

Apés a isquemia cerebral, a integridade da BHE € comprometida, permitindo a
entrada descontrolada de moléculas no parénquima cerebral, levando a formacgéo de
edema, o que piora os danos causados pela isquemia (YANG; ROSEMBERG, 2013).
Clinicamente, a ruptura da BHE ocorre em mais de um ter¢o dos pacientes com isquemia
cerebral e estd associada a desfechos desfavoraveis e a menores taxas de sobrevida
ap6s o AVC (ROSENBERG, 2012) .

Durante o acidente vascular cerebral isquémico, as células endoteliais
microvasculares cerebrais sdo agredidas por estimulos fisiopatoldgicos (isto €, espécies
reativas de oxigénio (ROS), mediadores inflamatorios), levando a ruptura dos complexos

protéicos das tight junctions (TJ), com subsequente abertura da barreira e aumento de
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sua permeabilidade. Este processo € clinicamente significativo porque a disfuncédo da
BHE é bem conhecida por contribuir para eventos deletérios apés o AVC, como
hemorragia intracerebral e edema vasogénico (HALEY; LAWRENCE, 2016).

A isquemia pode afetar todos os componentes da BHE, incluindo células
endoteliais, astrécitos, pericitos e a matriz extracelular (PRAKASH; CARMICHAEL,
2015). A perturbagdo da matriz extracelular afetando componentes de sua estrutura
(colageno tipo 1V, proteoglicanos de heparano sulfato, laminina, fibronectina, perlecan)
esta diretamente envolvida na disfuncdo aguda da BHE. A ativacdo de proteinases,
incluindo metaloproteinases de matriz (MMPs), € um componente critico da ruptura
precoce da matriz extracelular e subsequente disfuncdo da barreira no acidente vascular
cerebral (RONALDSON; DAVIS, 2012)

Os processos exatos que ocorrem in vivo e que permitem que as moléculas
transpassem a barreira para o cérebro durante a isquemia ndo estdo totalmente
esclarecidos. Em modelos animais de isquemia-reperfuséo cerebral, acredita-se que a
ruptura da BHE seja bifasica, o que implica em uma primeira abertura precoce 3-6h apds
um insulto isquémico, seguida por um periodo refratario onde a BHE esta fechada e entdo
uma segunda abertura 48-72h (HONG et al., 2015).

Como a isquemia cerebral e o dano da barreira hematoencefélica estdo
intimamente correlacionados, novas abordagens visando diferentes mecanismos para
proteger a integridade da permeabilidade da BHE e a reducdo do dano isquémico,
poderiam ajudar a elucidar o seu mecanismo fisiopatoldgico, levando ao desenvolvimento

de novas terapias mais eficazes para o tratamento do AVC isquémico.
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Figura 5. Estrutura da barreira hematoencefalica (BHE)
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Fonte: (SARKAR et al., 2017), adaptado

1.3. Neurogénese: desenvolvimento inicial e neurogénese no cérebro adulto

A neurogénese consiste na formagéao de novas células neurais, e ocorre durante
o desenvolvimento inicial para constituir todos os neurdnios do sistema nervoso central.
Resumidamente, em mamiferos durante o periodo embrionario, parte do ectoderma se
desenvolve em neuroectoderma, e eventualmente da origem a placa neural na regiao
dorsal do embrido. A placa neural, por sua vez, dobra-se em torno de si propria formando
o tubo neural que é preenchido pelo liquido cefalorraquidiano. O tubo neural contém
células-tronco neurais, que sdo células precursoras de todos os neurbnios e glia no
sistema nervoso central (SNC). Essas células-tronco neurais dividem-se numerosas
vezes, passam por processo de diferenciacdo, migram para os seus sitios finais onde por
meio de seus axbnios e dendritos formam uma rede sinaptica com outros neurdnios
(DARNELL; GILBERT, 2017).

A comunicagdo entre 0s neurdnios via contato sinaptico permite a criacdo de
circuitos neuronais funcionais. Esses circuitos sao a base para processamento sensorial,
processamento motor e comportamento. A por¢ao anterior do tubo neural da origem ao

prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo. Estas trés areas posteriormente dao origem
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ainda ao telencéfalo, diencéfalo, metencéfalo e mielencéfalo. O mesencéfalo nédo se
modifica. A medula espinhal e os ventriculos sdo formados a partir da continuacdo do
canal central sendo preenchidos pelo liquido cefalorraquidiano (LCR) proveniente do
telencéfalo (JERNIGAN; STILES, 2017).

Durante anos, a ocorréncia de neurogénese no cérebro adulto e a capacidade de
gerar novos neurdnios tem sido debatida (ALTMAN, 1962; COLUCCI-D’AMATO;
BONAVITA; DI PORZIO, 2006). Por muito tempo, acreditava-se que a neurogénese sé
ocorria durante o periodo de desenvolvimento embrionario e que este uma vez completo,
nenhum novo neurdnio poderia ser formado. No entanto, varios estudos forneceram
claras evidéncias de que o processo de neurogénese ocorre continuamente durante a
idade adulta em duas areas especificas: A zona subventricular (SVZ) dos ventriculos
laterais e zona subgranular (SGZ) do giro denteado (DG) no hipocampo representéo dois
locais distintos de neurogénese no cérebro adulto (Figura 6) (CURTIS et al., 2012;
DENNIS et al., 2016)

Figura 6. Processo de neurogénese no cérebro adulto
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Fonte: (VON BOHLEN UND HALBACH, 2011), adaptado
Zona subventricular (SVZ), giro denteado (GD), bulbo olfatério (OB), via migratéria rostral (RMS).
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Na neurogénese que ocorre em adultos, sdo encontradas células-tronco neurais
auto-renovaveis e multipotentes (NSCs) residentes no cérebro dos mamiferos e séo
capazes de gerar continuamente novos neurdnios. Esses novos neurénios séo gerados
por NSCs presentes nas regifes da zona SVZ e SGZ do giro denteado do hipocampo,
gue podem ser estimuladas a migrar para areas de injlria e entdo se diferenciar e
amadurecer em neurdnios funcionais que passardo a integrar circuitos neuronais pre-
existentes (SHOHAYEB et al., 2018).

A zona subventricular (SVZ) representa o principal nicho neurogénico germinativo
no cérebro de mamiferos adultos. Dentro desta regido existem células-tronco neurais
auto-renovaveis e multipotentes (NSCs) que podem, em Ultima instancia, dar origem a
novos neurénios, astrocitos e oligodendrdcitos (SANTOS et al., 2012). Na SVZ, as NSCs
migram ao longo do fluxo migratério rostral (RMS) e se diferenciam em interneurénios no
bulbo olfatério (MU et al., 2010).

O processo de neurogénese que ocorre ha SGZ, da origem a neurénios granulares
gue se integram a camada granular do GD e a circuitos funcionais do hipocampo
(EHNINGER et al.,, 2008; MU et al., 2010). Este processo ocorre durante o
desenvolvimento inicial e ao longo da idade adulta na maioria dos mamiferos. O propésito
da neurogénese adulta na SGZ ndo € bem compreendido, mas existe uma relagéo entre
esse tipo de neurogénese e a aprendizagem e memoria espacial (ABROUS;
WOJTOWICZ, 2015).

Estudos revelaram que alguns fatores sdo determinantes para o aumento da
neurogénese no cérebro adulto. Estes, podem incluir fatores intrinsecos e extrinsecos.
Os fatores intrinsecos incluem fatores neurotroficos, fatores de regulagéo transcricional,
citocinas inflamatorias, neurotransmissores e horménios. Os fatores extrinsecos incluem
atividade fisica, consumo alimentar e transplante de células-tronco (SHOHAYEB et al.,
2018).

O processo de neurogénese em adultos é guiado e mediado por varias moléculas-
chave de sinalizacdo celular e pelo microambiente em SGZ e SVZ. Como resultado, a
taxa de neurogénese € suscetivel a aumentos ou diminui¢cbes por varias alteracdes
fisiologicas e fisiopatoldgicas. A proteina de sinaliza¢@o celular Notch € necesséria para

manter as células progenitoras neurais, impulsionando a auto renovagcao (HATAKEYAMA
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et al., 2014). Neurotrofinas como o fator de crescimento neural (NGF) e o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) exibem papéis criticos na regulacdo da
neurogénese adulta, assim como a proteina morfogénica 6ssea e a sinalizacdo Wnt
(JOHNSON et al., 2009).

A via de sinalizacdo Wnt influencia a proliferacdo e diferenciacdo das NSCs
durante o desenvolvimento embrionario. Estudos tém identificado a via de sinalizacédo
Wnt como um regulador chave da neurogénese hipocampal adulta (LIE et al., 2005;
WEXLER et al., 2009). NSCs no hipocampo adulto expressam varios Wnts, assim como
seus receptores correspondentes, e, portanto, recebem sinais Wnt produzidos nao
apenas de astrocitos, mas também de si mesmos (MU et al., 2010).

Esta bem estabelecido que o0s neurotransmissores influenciam a proliferacao e
diferenciacdo de células dentro de zonas neurogénicas. Neurotransmissores como
glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA), acetilcolina (Ach), dopamina e serotonina
(5-HT) medeiam a comunicagdo neuronal, mas também estdo envolvidos na
neurogénese adulta, desempenhando papéis importantes na proliferacdo celular e
desenvolvimento sinaptico (SIBBE; KULIK, 2017; SONG et al., 2017).

Todos esses componentes do microambiente neurogénico sao fundamentais para
garantir que a neurogénese no cérebro adulto ocorra corretamente tanto espacial quanto
temporalmente, e também implicam em grande importancia fisiolégica para a regulagcao
desse processo (JOHNSON et al., 2009).

1.3.1. Fases da neurogénese adulta e expressdo de marcadores celulares especificos

O processo de neurogénese no SNC € um processo de multiplos estagios que
incluem proliferacéo, diferenciacdo, migracédo, direcionamento e integracdo sinaptica,
terminando com a formacgéo de um novo neurdnio, funcionalmente integrado pos-mitotico.
Varios marcadores sdo expressos durante estagios especificos da neurogénese adulta e
a expressado destes varios marcadores coincide com cada estagio de diferenciacdo da
célula progenitora neural mitética imatura até o estagio final de diferenciacado neuronal,
permitindo que o desenvolvimento e o destino das células recém-formadas sejam
seguidos de maneira detalhada (VON BOHLEN UND HALBACH, 2011).
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A utilizacdo do analogo da timidina bromodeoxiuridina (BrdU) permite que o DNA
recém-sintetizado em células que se encontram na fase S da mitose seja marcado e,
posteriormente, detectado usando imunohistoquimica. Sendo dessa forma, um marcador
de células em proliferacdo (CURTIS et. al, 2012). BrdU é um nucleosideo sintético que
toma o lugar da timidina durante a replicacdo do DNA, a sua administracao é realizada
principalmente por via intraperitoneal por periodo de tempo e concentra¢des variadas a
depender do desenho experimental (KUHN et al., 2016).

Embora a marcacdo com BrdU tenha contribuido significativamente para o
estabelecimento da neurogénese em duas areas do cérebro adulto, 0 SVZ e 0 SGZ, ha
algumas limitagdes quanto ao seu uso neste contexto que precisam ser consideradas
para evitar resultados falsos positivos ou negativos. Por exemplo, algumas condi¢cbes
patolégicas, como alguma lesdo ou AVC, podem romper a barreira hematoencefalica
(BHE) e, portanto, aumentar a captacao de BrdU. Portanto, o uso da marcacéo com BrdU
para estudar a neurogénese sob tais condi¢bes requer cuidados e consideragdes
especiais e 0 uso de outros indicadores de proliferacéo de células-tronco e diferenciacao
neuronal (FARZANEHFAR, 2018).

Além disso, BrdU pode marcar todas as células que estdo fase S da mitose no GD
adulto, mas essa marcacédo nao faz distincdo entre neuroglia e neurénios. Assim, BrdU é
usado em conjunto com outros marcadores celulares para identificacdo de estagios
especificos e mudancas no periodo de tempo da neurogénese adulta (KUHN; COOPER-
KUHN, 2007).

No hipocampo adulto, o processo de neurogénese é dividido em cinco estagios e
0s niveis de expressdo de marcadores especificos diferem ao decorrer do
desenvolvimento. No estagio inicial, as células-tronco neurais se diferenciam em células
progenitoras neurais, que expressam marcadores como proteina glial fibrilar acida
(GFAP) e nestina (KUHN et al., 2016).

A proteina glial fibrilar acida (GFAP), pertence ao grupo dos filamentos
intermediarios do citoesqueleto celular. No cérebro adulto, GFAP é amplamente
conhecida como um marcador de astrécitos maduros. No entanto, uma grande propor¢ao
de células recém-diferenciadas na zona SGZ da regido do hipocampo também é

imunopositiva para GFAP. Recentemente GFAP foi implicada como um marcador
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expresso em todas as células progenitoras neurais durante a neurogénese adulta
(GARCIA et al., 2004).

Nestina é uma proteina do filamento intermediario tipo VI e se expressa
principalmente em células nervosas durante o desenvolvimento dos neurbnios para
regular o remodelamento celular. Acredita-se que células imunorreativas a nestina
estejam envolvidas na neurogénese e se diferenciem em neurdnios. Assim, durante o
primeiro estagio da neurogénese, as células recém-formadas expressam nestina e GFAP
(VON BOHLEN UND HALBACH, 2011).

Durante o segundo estagio, as células amplificadoras transitérias se diferenciam
em neurdnios imaturos na zona SGZ. As células iniciais desse estagio sdo positivas para
nestina, mas negativas para GFAP (KRONENBERG et al., 2003). No final do estagio
dois, as células param de expressar nestina e comecam a expressar Double Cortin (DCX)
e a molécula de adeséo celular neuronal polissialilada (PSA-NCAM), entrando assim no
estagio 3 de desenvolvimento (FUKUDA et al., 2003; KRONENBERG et al., 2003).

A DCX é uma proteina associada a microtubulos que regula a estabilizacéo e
agregacao da polimerizacdo de microtubulos. A DCX é encontrada exclusivamente em
células precursoras neurais e em neurbnios mitoticos imaturos, e € critica na migragao
de novos neurdnios dentro do fluxo migratério rostral (RMS) (KOIZUMI et al., 2006).

Acredita-se que a expressdao de DCX seja exclusiva de novos neurbnios,
evidenciada pela expresséao de BrdU em quase 90% das células positivas para DCX no
GD de ratos injetados com BrdU por 12 dias. Além disso, a grande maioria das células
que expressam DCX também expressam marcadores precoces de linhagem neuronal,
enquanto ndo possuem a expressdo de antigenos neuronais especificos para tipos
celulares posteriores (RAO; SHETTY, 2004).

A expressdo de DCX complementa a expressdo de PSA-NCAM, que € uma
molécula de adesdo celular neuronal envolvida em plasticidade e aprendizado. PSA-
NCAM é mais expresso durante o desenvolvimento inicial do sistema nervoso. No
sistema nervoso adulto, o PSA-NCAM é expresso em maiores quantidades em células
granulares recém diferenciadas no GD. O objetivo do PSA-NCAM é promover a migracao
de células precursoras e auxiliar na orientacado dos axdénios para formar novas sinapses
(EL MAAROUF; RUTISHAUSER, 2003; HILDEBRANDT; DITYATEV, 2013). O estagio
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trés também é chamado de fase de migracéo e se distingue pelo movimento de neurdnios
imaturos de SGZ até a camada de células granulares do GD. Esses neurbnios continuam
expressando PSA-NCAM e DCX (KUHN et al., 2016).

O estagio 4 ¢é a fase de direcionamento axonal e dendritica, € nesta fase onde os
neurdnios imaturos mitéticos se tornam neurénios maduros pés-mitéticos. Durante este
estagio, as células jovens enviam seus ax6nios para a camada de células piramidais CA3
do hipocampo e estendem seus dendritos para a camada molecular do GD. No inicio
desta fase, os neurdnios imaturos ainda expressam PSA-CAM e DCX, mas a medida em
gue se diferenciam em neurénios maduros, eles comegcam a expressar 0s marcadores
calretinina e NeuN (KEMPERMANN et al., 2004; MING; SONG, 2011).

A calretinina € uma proteina de ligacdo ao calcio da superfamilia da troponina C,
e € conhecida como um marcador especifico para neurbnios GABAérgicos nao-
piramidais dentro do hipocampo adulto. Esta proteina é mais expressa nos neurdnios da
retina e nos interneurdnios corticais (BARINKA; DRUGA, 2010).

Embora esta proteina seja conhecida devido suas func¢des no ciclo e sinalizacéo
celular e no tamponamento de calcio, mais recentemente foi observado que a calretinina
exibe fungbes como um modulador da potenciacdo de longo prazo (LTP) através da
regulacdo da excitabilidade neuronal intrinseca (CAMP; WIJESINGHE, 2009). A
expressao de calretinina em células granulares do GD ocorre durante o periodo em que
axobnios e dendritos atingem suas sinapses a quais sao destinados (MING; SONG, 2011).

Nos estagios finais da neurogénese adulta, os novos neurbnios expressam
calretinina juntamente com DCX ou NeuN. A expressao de NeuN é observada na maioria
dos tipos de células neuronais em todo o sistema nervoso, com exceg¢ao de algumas
populacdes neuronais, como as células cerebelares de Purkinje e as células mitrais do
bulbo ofatério. NeuN é uma proteina nuclear soltvel localizada no nucleo da célula e no
citoplasma dos neurdnios maduros pos-mitéticos (LIND et al., 2005) .

A maioria das linhagens celulares neuronais expressa NeuN pos-mitoticamente e,
como resultado, a dupla marcacdo com NeuN/DCX ou NeuN/PSA-NCAM permite a
identificacdo de estagios mitoticos iniciais versus populagdes de neurdnios pos-mitéticos
tardios (VON BOHLEN; HALBACH, 2011).
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A medida que os neurdnios pds-mitéticos progridem para o estagio 5, os contatos
sinapticos comecam a serem formados. Os neurbnios substituem a expressdo de
calretinina por calbindina & medida que amadurecem em células granulares (BRANDT et
al., 2003). A calbindina € uma proteina de ligacdo ao calcio semelhante a calretinina, e
sua expressao marca o inicio da sinaptogénese hipocampal. Na qual a medida que os
neurdnios recém formados expressando esse marcador se integram sinapticamente ao
hipocampo, onde circuitos funcionais sao criados entre a regido hipocampal CA3 e o
cortex entorrinal (VAN PRAAG et al., 2002).

Assim, esse estagio final também é chamado de fase de integracéo sinaptica. Os
neurbnios completamente maduros neste estagio expressam o marcador pés-mitotico
para neurénios NeuN (KUHN et al., 2016).

1.3.2. Neurogénese em resposta ao AVC isquémico

O processo de neurogénese pode ser desencadeado por meio de alteracdes
fisiopatoldgicas provocadas por uma leséo isquémica ou trauma no cérebro adulto. O
AVC isquémico leva a uma resposta regenerativa na area de peri-infarto resultando no
aumento do numero de NPCs na zona SVZ dos ventriculos laterais e SGZ do giro
denteado do hipocampo (KERNIE; PARENT, 2010).

A lesao isquémica induz neurogénese nessas areas promovendo sinalizacdo e
migracao de neuroblastos, guiados por vasos sanguineos, para a area isquémica lesada,
o que favorece a recuperacgédo funcional e histolégica no cérebro danificado pela isquemia
através da proliferacdo, migracao e integracdo de células neurais recém-formadas a um
circuito neural existente (MOLINA-HOLGADO; MOLINA-HOLGADO, 2010b).

Estudos que utilizaram modelos experimentais de isquemia-reperfusdo cerebral
em roedores indicam que a isquemia focal estimula significativamente a proliferacéo
celular e neurogénese na zona SVZ ap0s a ocluséo da artéria cerebral média (MCAo0) em
ratos (PARENT et al., 2002). Potenciais mediadores de proliferacdo celular e
neurogénese induzida por leséo isquémica tém sido identificados. Dentre eles, esta a via
de sinalizacdo Notch, particularmente através de Notchl, que estimula a proliferacéo de

células SVZ e a neurogénese apos isquemia cerebral (WANG et al., 2009).
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Os neuroblastos da SVZ sdo normalmente destinados a migrar para o bulbo
olfatorio através do fluxo migratorio rostral. Apos isquemia focal, no entanto, muitas
destas células migram em cadeias para a regido do estriado isquémico. Diversos fatores
moleculares que direcionam essa migracao ectopica para as regides de peri-infarto foram
identificados. Estes incluem metaloproteinases de matriz e interagdes entre quimiocinas
e seus receptores (KERNIE; PARENT, 2010).

Embora um grande nimero de neuroblastos alcancem as regides de lesdo no
estriado apos o AVC, poucos destes se diferenciam em neurbnios maduros. A maioria
destes parecem morrer, talvez devido a uma falha na integragao ou devido ao ambiente
inflamatorio. Os neurdnios remanescentes diferenciados que se integrem a area de dano,
exercem uma influéncia tréfica positiva no microambiente isquémico para promover a sua
recuperacéo (OHAB et al., 2006).

A neurogénese como resposta reparadora enddégena devido dano promovido pela
isquemia cerebral foi demonstrada tanto em humanos como em animais (LIU et al., 2015;
RUAN et al., 2014). O AVC isquémico leva a morte celular das areas cerebrais afetadas,
ao mesmo tempo que estimula uma resposta neuroregenerativa em regides teciduais nas
proximidades da area isquémica, onde a quantidade de neurogénese presente no
estriado lesionado é aumentada juntamente com a proliferagdo e recrutamento de
neuroblastos provenientes da zona SVZ (OHAB et al., 2006).

A capacidade neuroregenerativa pode continuar por dias ou semanas apos o dano
isquémico, portanto o0 aumento da neurogénese enddégena pode se constituir como uma
segunda janela de tratamento (SAHOTA; SAVITZ, 2011). Como resultado, a modulacéo
dessas vias regenerativas enddgenas para favorecer a regeneracéo do tecido cerebral
lesionado pode fornecer novas terapias para a recuperacao neuroldgica apos lesbes

cerebrais, como a provocada pelo AVC isquémico e seu tratamento tardio.
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1.4. Tratamento atual do AVC isquémico

As opcoes terapéuticas na fase aguda do AVC isquémico sao limitadas, sendo a
droga de escolha o ativador do plasminigénio tecidual (tPA). Nos Estados Unidos o tPA
€ a Unica droga aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento do
AVC isquémico. TPA é uma droga de acao tromboembolitica a qual promove a conversao
proteolitica do plasminogénio na protease ativa plasmina, que por sua vez € essencial
para a lise do coagulo, de forma a restabelecer o fluxo sanguineo para a area isquémica,
melhorando a evolucao neurolégica dos pacientes acometidos (JIN et al., 2018).

Embora o tPA seja o tratamento efetivo padrdo do AVC isquémico agudo na
pratica clinica, uma série de limitacbes estdo associadas a sua utilizacdo. Essas
limitacdes incluem: uma janela terapéutica curta de aproximadamente 4,5 horas apés o
surgimento dos sintomas, complexidade de administracdo, aumento do risco de
transformacdo hemorragica, restauracdo incompleta do fluxo sanguineo e
neurotoxicidade (CHENG; KIM, 2015; HIRANO, 2015). O tratamento tardio com tPA é
acompanhado pela degradacdo dos componentes da matriz extracelular e pelo aumento
da permeabilidade da BHE, além de promover transformacéo hemorragica (CHEN et al.,
2018).

Além do método de trombolise por meio da administragcdo do tPA, métodos
cirurgicos podem ser utilizados em alguns casos para tentar remover trombos ou émbolos
dos vasos ocluidos. O procedimento cirargico € denominado trombectomia ou
embolectomia, onde um dispositivo cirdrgico é utilizado para remover a oclusao intra-
arterial e permitir a reperfusédo da area isquémica. A trombectomia mecéanica com ou sem
trombdlise intravenosa € indicada no tratamento agudo dos pacientes com AVC
isquémico causado pela oclusdo de grandes vasos que nao respondem ou ndo sao
elegiveis ao tratamento com tPA em até 6 horas ap6s o inicio dos sintomas (FJETLAND;
ROY, 2018; VIDALE et al., 2018).

A necessidade de agentes alternativos para o tratamento do AVC isquémico agudo
€ exemplificada por estudos que mostram que apenas 3-5% dos pacientes acometidos
sdo elegiveis para o tratamento por meio da administracdo do tPA (0.9 mg/Kg)
intravenoso e os 95% restantes destes nao recebem tratamento especifico. Além disso,

mesmo com a administracdo de tPA, apenas cerca de 15% dos pacientes tém
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recuperacdo completa e até 3% apresentam hemorragia intracraniana fatal ou nao fatal.
(CHEN et al., 2018; DONNAN et al., 2011).

A trombectomia endovascular € o tratamento padrdo para pacientes com AVC
isquémico agudo secundario a ocluséo da circulacdo anterior de grandes vasos que se
apresentam dentro de até 24 horas ap0s o inicio dos sintomas. No entanto, apenas cerca
de 20% dos pacientes apresentam oclusdo de grandes vasos e a realizagdo do
procedimento cirargico dentro de um prazo habil se constitui como um desafio porque
este sO pode ser realizado em centros altamente especializados (HENDERSON; WEITZ;
KIM, 2018).

Até o momento nenhum farmaco foi estabelecido como eficaz ou como substituto
para o tPA, e sabendo-se que a melhora das funcdes neurolégicas esta diretamente
associada com a restituicdo do fluxo sanguineo para a area isquémica e consequente
reducdo da area de infarto cerebral (IRVINE et al., 2017), o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para o tratamento do AVC isquémico é essencial. Neste sentido,
estudos com animais que investigam os mecanismos e a eficacia de novos agentes
terapéuticos, considerando diferentes fatores de risco para essa condi¢cdo € de grande

importancia.
1.5. Acidos graxos 6mega-3: acido docosahexaenoico (DHA)

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) séo classificados principalmente em
dois grupos: 6mega-3, 6mega-6 e 6mega-9. Os PUFAs 6mega-3 (também conhecidos
como acidos graxos n-3 ou “6leo de peixe”) sdo macronutrientes essenciais e devem ser
obtidos de fontes alimentares porque o0 corpo humano ndo pode sintetiza-los
efetivamente. Os principais tipos de PUFAs 6mega-3 sdo o acido eicosapentaenoico
(EPA; 20:5, n-3), acido docosahexaenoico (DHA; 22:6, n-3) e o precursor destes o acido
alfa-linolénico (ALA; 18:3, n-3) (CRUPI; MARINO; CUZZOCREA, 2013).

EPA e DHA séo encontrados principalmente em peixes gordurosos de 4guas frias,
como salmao, sardinhas e atum. Fontes de ALA incluem semente de linho, canola, soja,
nozes e vegetais verdes folhosos. O interesse por parte de pesquisadores a respeito dos

acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 tem aumentado significativamente nos ultimos
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anos por causa de seus varios papéis na promoc¢ao da saude e na reducéo do risco de
doencas (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018).

Estudos mostram que para o desenvolvimento de um sistema nervoso saudavel e
totalmente funcional, a suplementacdo e a utilizacdo de acidos graxos 6mega-3 sao
fundamentais. Evidéncias crescentes tém apoiando os efeitos benéficos de uma ingestéao
aumentada de &cidos graxos poli-insaturados 6mega-3 em uma variedade de condi¢cfes
neurodegenerativas e neuroldgicas. Uma série de estudos de revisdo discutiram o0s
efeitos complementares e divergentes dos diferentes PUFAs dmega-3, tanto no nivel
fundamental em termos de sinalizacéo e funcao celular como também em doencas como
cancer, resisténcia a insulina e doencas cardiovasculares (DYALL, 2015).

DHA é sintetizado a partir de ALA via alongamento e dessaturacéo no figado. No
entanto, a quantidade de ALA fornecida pela dieta ndo é suficiente para atender aos
requisitos do sistema nervoso em desenvolvimento; portanto, a suplementacao dietética
de DHA é necesséria para atender a essas demandas. O suprimento de DHA do corpo é
derivado da dieta principalmente através da ingestdo de peixes de agua fria e/ou algas.
Esse acido graxo € entdo metabolizado pelo figado e biossintetizado em fosfolipidios que
serdo dispersos nas membranas do SNC (HASHIMOTO et al., 2017).

Este acido graxo possui potentes efeitos anti-inflamatorios, e como a inflamacéo é
a base de muitas doengas cronicas, o tratamento com DHA tem sido amplamente
demonstrado como tendo efeitos benéficos em pacientes com doenca coronariana,
asma, artrite reumatoide, osteoporose, sepse, cancer, doenca do olho seco e
degeneracdo macular relacionada a idade (SIMOPOULQOS, 2008).

DHA é predominantemente encontrado nos fosfolipidios de membrana do sistema
nervoso central, principalmente na retina. Estando envolvido no desenvolvimento do
cérebro e da retina, no processo de envelhecimento, formacdo da memoria, funcdo da
membrana sinaptica, assim como na biogénese e funcdo dos fotorreceptores e na
neuroprotecdo. DHA é quantitativamente o mais importante acido graxo poli-insaturado
6mega-3 no cérebro compreendendo 10-20% da composicao total de acidos graxos,
enquanto que os PUFAs n-3 ALA, EPA e o acido docosapentaenoico correspondem
apenas 1% (BAZAN; MOLINA; GORDON, 2011; BELAYEV et al., 2015; EADY et al.,
2012).
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DHA também é componente critico de mecanismos enddgenos que protegem o
cérebro apos lesdo e esta associado a estabilidade da membrana neuronal e as fungdes
de neurotransmissdo mediada pelos neurotransmissores serotonina e dopamina, que
podem se relacionar com etiologia do humor e as manifestacées cognitivas da depressao
(BAZAN; CALANDRIA; GORDON, 2013; DYALL, 2015). DHA é bem conhecido como um
robusto agente neuroprotetor em modelos de isquemia-reperfusdo cerebral focal.
Recentemente, foi demonstrado que este agente melhora significativamente as fungcdes
neurocomportamentais, diminui o volume do infarto, promove a sobrevivéncia celular na
penumbra isquémica, assim como, reduz o edema cerebral em uma semana apés
isquemia-reperfusdo cerebral focal em ratos. Além disso, a janela terapéutica mostra que
o DHA é neuroprotetor quando administrado até 5h apds inicio da isquemia, em um
periodo experimental de 7 dias (BELAYEV et al., 2011; EADY et al., 2012).

Outros estudos mostraram ainda que a suplementacdo com EPA e DHA aumentou
a neurogénese no hipocampo de ratos idosos e estimulou eventos imediatos de
neurogénese precoce que promoveram a diferenciagcdo neuronal aumentando a
populacdo de neurdnios com dendritos mais longos (DYALL, 2015; DYALL; MICHAEL,;
MICHAEL-TITUS, 2010). DHA estimula o crescimento neuritico de neurdnios
hipocampais e promove a manutencdo de ambas células tronco progenitoras neurais
gliogénicas e neurogénicas (CALDERON; KIM, 2004; SAKAYORI et al., 2011).

Em condicdes fisiologicas normais, DHA em sua maior parte € encontrado
esterificado em fosfolipidios de membrana. No entanto, durante situagcbes de injaria é
liberado dos fosfolipidios da membrana em um ritmo acelerado devido a ocorréncia de
eventos metabdlicos. Um desses eventos metabdlicos criticos € a ativacao da fosfolipase
A2 (PLA2), resultando na hidrélise dos fosfolipidios da membrana e na liberacdo de
acidos graxos livres, incluindo o &acido araquidénico, um precursor para importantes
eicosanoides de sinalizagéo celular (ADIBHATLA; HATCHER, 2008). Mediante eventos
neurotraumaticos, como convulsées ou isquemia/reperfusao cerebral, o DHA em sua
forma livre e o0 acido araquidbnico se acumulam apds serem liberados de suas posicoes
esterificadas (BAZAN; MOLINA; GORDON, 2011).

A partir deste pool de DHA livre, DHA atua como precursor de mediadores

bioativos, denominados docosanoides. Durante a isquemia-reperfusdo DHA é convertido
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em neuroprotectina D1 (NPD1; 10R, 17S-di-hidroxi-docosa-4Z, 7Z, 11E, 15E, 19Z acido
hexaenoico). NPD1 € um docosanoide bioativo sintetizado em resposta ao estresse
oxidativo, citocinas e neurotrofinas produzidas como resultado da injaria isquémica
(BAZAN, 2009a).

1.6. Docosanoides: neuroprotectina D1 (NPD1) e neuroprotecao

A isquemia cerebral é caracterizada por um rapido acumulo (em poucos minutos)
de &cidos graxos livres, incluindo &cido araquiddnico (AA; 20: 4, n-6) e DHA (22: 6, n-3),
devido ao aumento do célcio intracelular e ativacao de fosfolipases. Este grupo composto
por AA e DHA em suas formas livres é entdo convertido através de processos
enziméaticos, como a peroxidacgdo lipidica mediada por radicais livres, em uma cascata
de mediadores pré e anti-inflamatérios, que podem promover a sobrevivéncia celular ou
induzir a morte celular programada (MURALIKRISHNA ADIBHATLA; HATCHER, 2006;
UGIDOS et al., 2017).

Durante isquemia-reperfusdo, o DHA livre (ndo-esterificado) é convertido em
mediadores lipidicos bioativos que possuem potente acdo anti-inflamatoria,
imunoreguladora e de pro-resolucdo denominados docosanoides, como NPDI1,
resolvinas D1-D5 e maresinas (SERHAN et al., 2015). Especificamente, apés hidrolise, o
DHA é convertido no mediador estereoespecifico neuroprotectina D1 (NPD1) através
série de reacfes que comeca com a lipoxigenacao mediada pela 15-lipoxigenase-1 (15-
LOX-1) seguida por reacdes de epoxidacéo e hidrolise (Figura 7) (MARCHESELLI et al.,
2003; MUKHERJEE et al., 2004).

O NPD1 é o primeiro membro identificado deste grupo de mediadores lipidicos.
NPD1 inibe a expressdao génica pro-inflamatéria induzida pelo estresse oxidativo e
promove sobrevivéncia celular tanto in vitro como in vivo (BAZAN; CALANDRIA;
GORDON, 2013). A identificacdo de NPD1 como um docosanoide neuroprotetor na
isquemia-reperfusdo cerebral, bem como em células neurais expostas ao estresse
oxidativo, revelou um importante evento considerado chave na sinalizacdo para a
sobrevivéncia celular, promovendo neuroprotecdo (MARCHESELLI et al., 2003).

O NPD1 é um mediador lipidico pleiotropico que possui importantes efeitos pro-
sobrevivéncia celular, anti-apoptéticos e anti-inflamatérios. NPD1 inibe apoptose,
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infiltrac&o leucocitaria, por meio da regulacdo da expressao génica de mediadores proé-
inflamatorios, atenuando a formacéo de edema e e modulando a expresséo génica de
proteinas pro e anti-apoptéticas promovendo a sobrevivéncia neuronal (BAZAN, 2009a;
SERHAN et al., 2011).

A sintese de NPD1 é desencadeada por estresse oxidativo e/ou atuacdo de
neurotrofinas. O conceito atual € que os docosanoides derivados do DHA acionam um
processo de sinalizacdo endbdgena para proteger e sustentar a integridade sinaptica,
assim como de todo o circuito neuronal (BAZAN, 2005). O efeito neuroprotetor de NPD1
inclui a regulacéo positiva da expressdo das proteinas anti-apoptoticas Bcl-2, Bcl-xL e
Bfl-1/Al e a regulacéo negativa da expressao das proteinas pro-apoptoticas Bax, Bad e
Bid. Além disso, NPD1 inibe a ativacdo da caspase-3 induzida pelo estresse oxidativo
assim como a expressdo da COX-2 e a ativacao do fator nuclear kappa beta (NF-k[3)
induzida pela isquemia-reperfusdo (ASATRYAN; BAZAN, 2017).

A bioatividade de NPD1 demonstra que o DHA ndo é apenas um alvo da
peroxidagdo lipidica, mas também € o precursor de uma resposta sinalizadora
neuroprotetora a isquemia-reperfusdo, abrindo assim novos caminhos para investigacao
terapéutica do AVC isquémico, neurotrauma, lesdo medular e doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, com o objetivo de regular esta nova

via de sinalizacao de sobrevivéncia celular.

Figura 7. Biossintese da neuroprotectina D1 (NPD1)
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2. JUSTIFICATIVA

Acidente vascular cerebral isquémico é a quinta principal causa de morte nos EUA
e a principal causa de incapacidade a longo prazo (BELAYEV et al., 2018). O AVC
isquémico representa a segunda causa de morte no mundo, levando cerca 6,7 milhdes
de pessoas a 0Obito nos ultimos anos. Conforme a Organiza¢cdo Mundial de Saude, no
Brasil sdo registradas cerca de 68 mil mortes por AVC anualmente. A doenca representa
a terceira causa de morte e de incapacitagdo no pais, o que gera grande impacto
econdmico e social, levando a maiores gastos no sistema publico de saude com altas
taxas de mortalidade e morbidade (NAGHAVI et al., 2015).

As opcoes terapéuticas para o tratamento do AVC isquémico agudo sao restritas
e visam principalmente o restabelecimento do fluxo sanguineo por meio da utilizacdo de
agentes tromboliticos, sendo seu uso limitado devido a janela de tempo efetiva desses
agentes de aproximadamente 4,5h apds o inicio dos sintomas (SEKERDAG;
SOLAROGLU; GURSOY-OZDEMIR, 2018). Atualmente apenas uma terapia aprovada
pelo FDA esta disponivel para o seu tratamento, sendo esta o ativador do plasminogénio
tecidual (tPA). Embora o tPA seja o tratamento efetivo padrdo do AVC isquémico agudo
na pratica clinica, apenas 3-5% dos pacientes acometidos sao elegiveis para o
tratamento e uma série de limitagBes estdo associadas a sua utilizagdo (CHEN et al.,
2018; CHENG; KIM, 2015; HIRANO, 2015).

Portanto, o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o tratamento
do AVC isquémico é essencial. Neste sentido, estudos com animais gque investigam 0s
mecanismos e a eficacia de novos agentes farmacologicos, considerando diferentes
fatores de risco para essa condicéo é de grande importancia.

O acido docosahexaenoico (DHA) é um acido graxo pertencente a familia dmega-
3, e é predominantemente encontrado nos fosfolipidios de membrana do sistema nervoso
central, principalmente na retina. Este acido graxo esta diretamente envolvido no
desenvolvimento do cérebro e da retina, no processo de envelhecimento, formacéo da
memoria, funcdo da membrana sinaptica, assim como na biogénese e funcdo dos
fotorreceptores e na neuroprotecdo (BAZAN; MOLINA; GORDON, 2011). DHA é bem
conhecido como um robusto agente neuroprotetor em modelos de isquemia-reperfuséo

cerebral focal e é o precursor de mediadores bioativos denominados docosanoides,
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dentre eles a neuroprotectina D1 (NPD1). NPD1 € um mediador lipidico pleiotropico que
possui importantes efeitos pré-sobrevivéncia celular, anti-apoptoticos, anti-inflamatérios
e neuroprotetores (BAZAN, 2009a; BELAYEV et al., 2011).

Embora as atividades neuroprotetoras do DHA tenham sido previamente
demonstradas, seus mecanismos neuroprotetores e neurorestauradores assim como o
efeito da administracdo direta do seu metabdlito bioativo NPD1 em um modelo de
isquemia-reperfusdo cerebral focal experimental ainda n&o foram completamente
caracterizados.

A isquemia cerebral induz um aumento da neurogénese e angiogénese enddgena,
o qual se acredita ser um processo inato de recuperacdo neurolégica (MOGOANTA et
al., 2010; RUAN et al., 2015). Neste contexto, pesquisas experimentais que busquem
elucidar os mecanismos subjacentes dessa associacdo assim como a sua modulacéo,
poderdo fornecer subsidios para o0 desenvolvimento de novas terapias

neurorestauradoras para o tratamento do AVC isquémico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos e mecanismos neuroprotetores e neurorestauradores mediados
pelo DHA e NPD1 sobre a neurogénese, angiogénese, barreira hematoencefalica
e na area de penumbra isquémica num modelo de isquemia-reperfusdo cerebral

focal em ratos.

3.2. Objetivos especificos

Analisar os efeitos e mecanismos neuroprotetores do DHA sobre a neurogénese
no periodo experimental de 2 semanas apo0s isquemia-reperfusdo através da
avaliacdo neurocomportamental, histopatolégica e imunoexpressdo dos
marcadores celulares BrdU, Ki-67, DCX e NeuN.

Analisar os efeitos do DHA sobre a sintese de NPD1 na area de penumbra
isquémica na 42 e 52 h apds isquemia-reperfusao por meio de analise lipidémica,
cromatografia liquida e espectrometria de massa e anélise neurocomportamental.
Analisar os efeitos e mecanismos neuroprotetores do DHA sobre a
neuroinflamacado e apoptose durante o periodo experimental de 4 semanas apos
isquemia-reperfusdo através da avaliagdo neurocomportamental, histopatologica
e imunoexpressdo dos marcadores celulares NeuN, GFAP, Iba-1, DCX e
coloracéo fluorescente por Hoechst 33342.

Analisar o efeito da administracdo de NPD1 sobre a area de penumbra isquémica
7 dias apos isquemia-reperfusdo por meio de imageamento por ressonancia
magnética, analise histopatologica e avaliagdo neurocomportamental.

Analisar o efeito de NPD1 sobre o dano a barreira hematoencefalica e ruptura da
unidade neurovascular, angiogénese e densidade axonal 7 dias apés isquemia-
reperfusdo por meio da imunodeteccdo da infiltracdo de 1IgG no parénquima

cerebral e imunoexpressdo do marcador celular SMI-71 e da proteina pGAP-43.
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Animais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados ratos adultos machos
Sprague-Dawley (SD, 280-320g) provenientes do laboratorio Charles River (Wilmington,
MA) e mantidos no biotério da Universidade Estadual da Louisiana com temperatura
controlada (22 + 2 °C) e ciclo de 12 horas claro/escuro, em microisoladores individuais
em racks com sistema automatico de ventilacao e filtragem de ar e submetidos a rigoroso
controle sanitario com livre acesso a agua e racdo. Antes do procedimento cirdargico
experimental, os animais eram submetidos a jejum overnight com livre acesso a agua.
Todos os ensaios experimentais foram realizados em conformidade com as diretrizes
descritas no Guia para o Cuidado e Uso de Animais Laboratério do Departamento de
Saude e Servicos Humanos dos EUA e foram aprovados pelo Comité Institucional de
Cuidados e Uso de Animais (IACUC) do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Estadual da Louisiana (LSUHSC), Nova Orleans, EUA sob o numero de protocolo
IACUC#3239 (Anexo ).

4.2. Modelo experimental
4.2.1. Anestesia e preparo para procedimento cirdrgico

Para a realizagdo do procedimento cirargico, os animais foram anestesiados através
da inalacdo de uma combinacdo de gases composta na seguinte proporcao: 3%
isoflurano, 70% N20 e 30% O2. Apés indugdo da anestesia, a mesma era entdo mantida
com 1% de isoflurano na mesma mistura de gases.

Os animais foram oralmente intubados e mecanicamente ventilados apoés
administracdo de brometo de pancurénio (Pavulon®) (0,6 mg/Kg, i.v.) e sulfato de
atropina (USP) (0,5 mg/kg i.p.) para imobilizacdo e diminuicdo das secrec¢des traqueais.
Cateteres foram entdo cirurgicamente implantados na artéria e veia femoral direita para
obtencdo de amostras sanguineas e administracdo de farmacos. Analises seriadas de
gasometria, glicose plasmatica, monitoramento da frequéncia cardiaca e pressao arterial

antes, durante e depois do procedimento cirargico foram realizadas. Temperatura retal
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(CMA/150 Temperature Controller, CMA/Microdidlise AB, Estocolmo, Suécia) e
temperatura craniana (musculo temporal; Omega Engineering, Stamford, CT) foram

rigorosamente monitoradas antes, durante e apés o procedimento cirargico (Figura 8).

Figura 8. Preparacéo para o procedimento cirargico de oclusdo da artéria cerebral média
(MCAO0) em ratos

Fonte: (BELAYEV; ENDRES; PRINZ, 2010), adaptado

(A) (1) sistema de anestesia inalatéria por isoflurano; (2) respirador mecéanico; (3) sistema de exaustao de
isoflurano; (4) controlador de temperatura retal com termdmetro e almofada de aquecimento; (5) controlador
de temperatura craniana com sonda de afericdo; (6) iluminador de fibra éptica; (7) lupa com lampada
fluorescente. (B) Animal intubado e posicionado na mesa cirlrgica

4.2.2. Preparo do fio de sutura para oclusao da artéria cerebral média

Um fio de sutura de nylon monofilamentar 3-0 (Harvard Apparatus®, South Natick,
MA) foi dividido em segmentos medindo 4 cm de comprimento e tiveram uma de suas
extremidades distais arredondadas por meio de aquecimento proximo uma chama e
entdo revestidos com solucéo de poli-L-lisina (0,1% (p/v), em agua deionizada, Sigma-
Aldrich®) (exposicao = 10 s) e secos em estufa a 60°C por 1 h. O diametro dos fios de
oclusdo ndo mudou durante o processo de revestimento, sendo os mesmos preparados
diariamente e armazenados em temperatura ambiente (18—-26 °C) e utilizados dentro de
um prazo maximo de 2 a 3 horas (BELAYEV et al., 1996).
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4.2.3. Ocluséao da artéria cerebral média (MCAO0)

Os animais deste estudo tiveram a artéria cerebral média (ACM) direita ocluida
por filamento intraluminal revestido com poli-L-lisina, conforme descrito e padronizado
anteriormente (BELAYEV et al., 1996). O procedimento consiste em inserir um fio de
nailon na artéria carotida interna (ACI) e, em seguida, avanca-lo intracranialmente para

bloquear o fluxo sanguineo da ACM (Figura 9).

Figura 9. Ocluséo da artéria cerebral média (MCAO0) por filamento intraluminal

Artéria cerebral média (ACM)

Filamento intraluminal ocluindo a
origem da ACM

Artéria cardtida interna (ACI)

Artéria pterigopalatina

Artéria car6tida externa (ACE)

Artéria carétida comum (ACC)

Fonte: (BELAYEV; ENDRES; PRINZ, 2010), adaptado

Resumidamente, apds anestesia e tricotomia da area cirdrgica, uma incisdo na
linha média da superficie ventral do pescoco foi feita e a artéria carotida comum direita
(ACC) foi exposta. A ACC direita foi entdo completamente isolada e dissecada do tecido
circundante e nervos adjacentes até a bifurcacéo das artérias carotidas externa (ACE) e
interna (ACI). Os ramos occipitais da ACE e da artéria pterigopalatina foram identificados
e coagulados. Um fio de sutura monofilamentar de nailon 3-0 de 4 cm revestido com poli-
L-lisina foi introduzido pela ACE dentro da ACI artéria e avancado intracranialmente

dentro do poligono de Willis ocluindo a origem ACM (Figura 10).
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A posicao correta do fio foi confirmada pela sensagéo de resisténcia durante a sua
introducéo ou pelo avanco de uma distancia definida de acordo com o peso corporal do
animal (270-300g - 18-20 mm; 310-330g - 20—22mm; 3409 até 23-25 mm) da bifurcacéo
ACC. A sutura foi fixada a CCE por sutura intraluminal para reduzir o sangramento. Em
seguida, a incisédo no pescoco foi fechada por clipes microcirargicos e os animais foram

acordados da anestesia e devolvidos as suas caixas.

Figura 10. Procedimento cirargico de ocluséo da artéria cerebral média (MCAo0) em ratos

Fonte: (BELAYEV; ENDRES; PRINZ, 2010)
Procedimentos cirdrgicos: (A) disseccdo da CCA, ECA e ICA do tecido e nervos circundantes; (B) clipe
microvascular colocado na ICA,; (C) pequena incisdo feita na ECA entre as duas ligaduras e o fio de sutura
foi introduzido e avangado na bifurcacdo CCA. (D) O clipe microvascular foi removido e o fio de sutura foi
avancado na ICA e MCA. Abreviaturas: artéria cardtida comum CCA, artéria car6tida externa ECA, artéria
carotida interna ICA, artéria cerebral média MCA, suture, fio de sutura.

Apo6s 60 min de MCAo0, os animais foram testados em uma bateria de testes
neurocomportamentais padronizada para confirmar a presenca inicial de um déficit
neuroldgico consistente, na qual eram atribuidos escores onde 0 = normal e 12 = déficit
total maximo. Nesse ponto, 0s animais que ndo apresentavam hemiparesia da
extremidade contralateral frontal foram excluidos do estudo. Apenas animais com

elevado escore (10 ou mais) foram utilizados.
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Apods 2 horas de MCAO0, os animais foram re-anestesiados utilizando-se a mesma
combinacao prévia de gases e a incisao cirargica foi reaberta. O fio de sutura que ocluia
a ACM foi entdo cuidadosamente removido permitindo a reperfusdo. A ACC e o ACIl foram
avaliadas de forma a verificar e garantir o retorno de boas pulsac¢des. A inciséo foi entdo
fechada por meio de sutura com fios de seda e os animais foram acordados da anestesia
e retornaram para as suas caixas. Os animais foram mantidos vivos, de acordo com cada
protocolo experimental, com livre acesso a agua e comida. O peso corporal e a

temperatura retal foram monitorados e registrados diariamente até o dia da eutanasia.
4.3. Testes neurocomportamentais

Todos o0s animais foram avaliados por uma bateria de testes
neurocomportamentais padronizada (BELAYEV et al., 1996) para avaliacdo e deteccao
de déficit neurologico, assim como, a sua evolucdo. A bateria era composta por dois
testes: Teste de avaliagdo neurocomportamental do reflexo postural (postural reflex test)
e o teste de avaliacdo da resposta de membros anteriores induzidos (Placing test). A
funcdo neuroldgica foi graduada em uma escala de 0 a 12 (escore normal = 0; somatorio
total; déficit maximo = 12) (Tabela 1). Apenas animais com elevado escore foram
utilizados. Ratos apresentando convulsdes ou distarbios continuos de consciéncia foram
excluidos do estudo. Todos os testes foram realizados por um investigador de maneira

cega.



Tabela 1. Distribuicdo dos escores neurologicos dos testes neurocomportamentais
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Teste Escore Normal Déficit Maximo

Reflexo Postural* 0 2
Resposta de
Membros Anteriores
Induzidost
Resposta Visual
Frontal 0 2
Lateral 0 2

Resposta Tétil

Dorsal 0

Lateral 0 2
Reflexo Proprioceptivo 0

Total 0 12

Fonte: (BELAYEV et al., 1996)

Escores*: 0 = Auséncia de déficit observavel; 1 = Discreta resposta de flexdo de membro mediante

suspensao da cauda; 2 = Auséncia total de resposta, déficit consistente visivel.

Escores’: 0 = Colocagdo completa imediata da pata sobre a superficie; 1= colocagédo incompleta e/ou

atrasada (<2 s); 2 = Auséncia de colocagéo da pata e reflexo de movimento.

4.3.1 Teste de Avaliacdo neurocomportamental do Reflexo Postural (Postural reflex)

Este teste foi utilizado para examinar a parte superior e anterior da postura, em

resposta a suspencao da cauda e ao deslocamento lateral, e € considerado sensivel as
lesdes corticais e estriatais (Figura 11). Os escores atribuidos nesse teste, variaram de
0 a 2. Onde 0 = auséncia de déficit observavel; 1 = Discreta resposta de flexdo de membro

frontal lateral mediante suspensédo da cauda; 2 = auséncia total de resposta, déficit

consistente.
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Figura 11. Avaliagdo neurocomportamental do reflexo postural

B

Fonte: Elaborada pelo autor
(A) reflexo postural normal antes da MCAOo; (B) reflexo postural apés MCAo

4.3.2 Teste de resposta de membros anteriores induzidos (Placing test)

Este teste foi utilizado para avaliar a integracdo sensorio-motora, avaliando as
respostas dos membros anteriores frente a estimulos visuais, tateis e proprioceptivos
(Figura 12). Os escores atribuidos nesse teste, variavam de 0 a 2. Onde 0 = Colocacéao
completa e imediata da pata sobre a superficie; 1 = Colocacao incompleta e/ou atrasada

(<2 segundos); 2 = Auséncia total de resposta e reflexo de movimento da pata.

Figura 12. Avaliacdo neurocomportamental da resposta de membros anteriores
induzidos
A

Fonte: Elaborada pelo autor
(A) resposta normal antes da MCAo; (B) resposta apds MCAo
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4.4. Grupos experimentais e tratamentos

Os animais foram divididos randomicamente em quatro grupos experimentais:
DHA, salina, NPD1 e CSF. O grupo DHA recebeu DHA (Cayman®, Ann Arbor, MI) na
dose de 5mg/Kg, diluido em solucéo salina 0,9% por via intravenosa (i.v.), administrado
na veia femoral direita. O grupo salina recebeu apenas salina 0,9% i.v. em um volume
semelhante ao grupo DHA.

O grupo NPD1 foi tratado com NPD1 (Cayman®, Ann Arbor, MI) na dose de
5ug/rato, diluido em liquido cefalorraquidiano artificial (CSF) (Tocris Bioscience™,
Minneapolis, MN), por via intracerebroventricular (ICV), administrado diretamente no
ventriculo cerebral lateral direito. O grupo CSF foi tratado apenas com o veiculo,
recebendo apenas CSF ICV administrado na mesma regiao.

Todos os tratamentos foram realizados 1 hora apos 2 horas de ocluséo da artéria
cerebral média (MCA0), em um fluxo de administragéo constante de 3 minutos utilizando
uma bomba de infusédo (Kd Scientific™, Holliston, MA). A administracao dos tratamentos
foi realizada de maneira cega. As doses experimentais neuroprotetoras de DHA e NPD1
foram escolhidas com base em estudos previamente publicados (BELAYEYV et al., 2009b;
YAO et al., 2013).

4.5. Procedimento para administracdo de NPD1

Trinta minutos ap6s a remocéao do fio de sutura, uma canula de infuséo cerebral
foi implantada no ventriculo lateral direito para administracdo de NPD1 ou veiculo (CSF)
em cada animal. Resumidamente, os ratos foram anestesiados com isoflurano a 3% e
fixados a um aparelho estereotaxico (Harvard Apparatus®, South Natick, MA) com cranio
nivelado entre bregma e lambda. Uma canula estéril de aco inoxidavel (5 mm de
comprimento) (ALZET®, Curpetino, CA) foi implantada no ventriculo lateral utilizando as
coordenadas estereotaxicas (0,2 mm caudal a bregma, 2 mm lateral a linha média e 5
mm abaixo da dura-mater) (BHATTACHARJEE et al., 2017). Céanulas foram removidas

apos o tratamento ser concluido.


http://www.alzet.com/products/brain_infusion_kit/how_it_works.html
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4.6. Desenho experimental

Este estudo foi dividido em 3 séries principais de experimentos que seguiram 0

seguinte desenho experimental:

Série (1): Efeito do DHA na Neurogénese 2 semanas apés isquemia-
reperfuséo (IR): Grupos (n= 10-12 por grupo) foram tratados com DHA (5mg/Kg
i.v.) ou solugdo salina (0,9% i.v.) 1 hora apés 2h de MCAo0. Avaliagdo
neurocomportamental foi realizada no 1° 2° 3° e no 14° dia apos IR.
Administracdo de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) foi realizada no 4°, 5° e 6° dia
apos IR. No 14° dia ap6s IR, amostras foram obtidas e processadas para analises

histopatolégicas e imunohistoquimicas.

Série (2): Efeitos neuroprotetores do DHA sobre a sintese de NPD1 na area
de penumbraisquémica na 42 e 52 hora apos IR; efeito neuroprotetor do DHA
alogo prazo no periodo de 4 semanas ap6s IR: Grupos (n= 6-8 por grupo) foram
tratados com DHA (5mg/Kg i.v.) ou solucéo salina (0,9% i.v.) 1 hora apds 2h de
MCAo. Analises lipidébmicas foram realizadas na 42 e 52 hora apds 2 horas de
MCAo0. Andlises neurocomportamentais foram realizadas na 42 e 52 hora e entéo
no 1°, 2°, 3° dia e na 12, 22, 32 e 42 semana apos IR. Analises histopatologicas e

imunohistoquimicas foram realizadas na 42 semana.

Série (3): Efeito do NPD1 na penumbra isquémica 7 dias ap0s IR: Grupos (n=
7-10 por grupo) foram tratados com NPD1 (5ug/por rato ICV) ou CSF (ICV) 1 hora
apos 2h de MCAo0. Analises neurocomportamentais foram realizadas no 1°, 2°, 3°
e no 7° dia ap6és IR. Imageamento por ressonancia magnética, analises

histopatoldgicas e imunohistoquimicas foram realizadas no 7° dia.
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4.7. Ensaio de marcagdo com 5-Bromo-2'-Deoxiuridina (BrdU) in vivo

O BrdU é um nucleotideo sintético analogo da timina que pode ser incorporado
durante a sintese de DNA nas células em multiplicacdo, durante a fase S do ciclo celular.
Neste estudo BrdU foi utilizado como um marcador de células em proliferacdo. BrdU (50
mg/kg, diluido em solucgéo salina, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO) foi administrado i.p. no
4°, 5° e 6° dia ap6és MCAo (ARVIDSSON et al., 2002; THIYAGARAJAN et al., 2008;
ZHANG et al., 2006).

Ao final do protocolo, os animais foram profundamente anestesiados com a
mesma combinagdo anestésica descrita anteriormente, e transcardiacamente
perfundidos com solucgéo salina a 0,9%, seguido por paraformaldeido a 4%, na 2% semana
apos IR. Os cérebros foram removidos, processados histologicamente e depois
submetidos a imunohistoquimica para BrdU conforme protocolo do fabricante.
Resumidamente, as secg¢des histoldgicas foram incubadas em HCI 2N para desnaturar o
DNA a temperatura ambiente durante 1 hora e depois neutralizadas com acido boérico 0,1
M (pH 8,5) durante 5 min por duas vezes. Apds estes passos adicionais, a imuno-

histoquimica foi realizada como descrito abaixo.
4.8. Analises histopatoldgicas

Ao final de cada protocolo experimental, os animais foram profundamente
anestesiados com a com a mesma combinacdo anestésica descrita anteriomente, e
transcardiacamente perfundidos com solucédo salina a 0,9%, seguido por paraformaldeido
(PFA) a 4% na 12, 22 ou 42 semana. Os cérebros foram entdo removidos e pos-fixados
em 4% de PFA, e depois crioprotegidos em 30% de sacarose e seguidamente embebidos
numa matriz gelatinosa utilizando a Tecnologia MultiBrain™ (NeuroScience Associates,
Knoxville, TN) como descrito anteriormente (THOMPSON et al., 2006).

Os cérebros foram processados histologicamente e cortados em sec¢des coronais
(40 um de espessura) utilizando-se um aparelho de criostato. As secc¢des coronais foram
coradas por cresil violeta segundo método de Nissl. Para quantificar o volume do infarto,
as seccdes histoldgicas foram digitalizadas (MCID core imaging software; InterFocus
Imaging Ltd., Cambridge, England) em nove niveis coronais padronizados (niveis de
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bregma +5,2, +2,7, +1,2, -0,3, -1,3, -1,8, -3,8, -5,0 e -7,3 mm) utilizando-se uma camera
CCD (QICAM Fast 1394, QIMAGING, British Columbia, Canada) (BELAYEV et al., 1996).
As seccdes coronais dos cérebros foram visualizadas e fotografadas num microscépio
motorizado BX61VS (Olympus, Japdo) com uma objetiva de 10x.

Em seguida, um investigador cego para 0s grupos experimentais, delineou a zona
do infarto cortical e subcortical, bem como os hemisférios esquerdo e direito de cada
secdo. O volume do enfarte foi calculado como o produto integrado da area de secc¢ao
transversal e distancia inter-seccional e corrigido para o edema cerebral (ZHANG et al.,
2015). O edema cerebral foi medido pela diferenca entre os hemisférios ipsi- e
contralaterais (ZHANG et al., 2015). Volume de tecido residual (normal) no hemisfério
direito, perda tecidual e porcentagens [relativo ao volume do hemisfério ndo lesionado
(esquerdo)] foram calculados (BELAYEYV et al., 2009a).

4.9. Analises imunohistoquimicas

Seccdes histoldgicas adjacentes as utilizadas para as analises histopatologicas
foram submetidas a imunohistoquimica na 22 ou 42 apos MCAo0. Resumidamente, as
seccoes foram permeabilizadas em Triton X-100 a 0,5% em PBS (PBST) durante 30 min
e depois bloqueadas com 5% de soro de cavalo em 0,1% de PBST durante 1 h. Os
anticorpos primarios foram incubados em soro de cavalo a 5% em PBST a 0,1% overnight
a 4 °C. As seccOes foram entdo incubadas com 0s seus respectivos anticorpos
secundarios em soro de cavalo a 5% em PBST a 0,1% durante 2 horas e depois lavadas
com PBST a 0,1% durante 5 min, trés vezes entre cada passo.

Foram utilizados os seguintes marcadores: NeuN (Chemicon Inc., Billerica, MA,
EUA) para neurbnios maduros; anti-BrdU (AbD Serotec, Raleigh, NC, EUA) para células
recém proliferadas; Ki-67 (BD PharMingen, San Jose, CA, EUA) como marcador de
células mitoticas; Doublecortin (DCX, Santa Cruz Biotecnologia, Santa Cruz, CA) como
marcador de neurdnios imaturos e pdés-mitéticos precoces; Proteina acida fibrilar glial
(GFAP, Dako, Dinamarca) para marcar astrécitos reativos; lba-1 (Wako, Richmond, VA,
EUA) para microglia/micréfagos ativados; SMI-71 (BioLegend, San Diego, CA), como
marcador vascular de barreira hematoencefalica de ratos; coloracédo por Hoechst 33342

(Sigma, Oakville, ON, Canada) como marcador para a apoptose neuronal; anticorpo
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biotinilado anti-imunoglobulina G de ratos (IgG) (BioLegend, San Diego, CA) para
detectar a quebra da unidade neurovascular (NVU); e anticorpo anti-proteina fosforilada
associada ao crescimento neuronal (pGAP-43) (Merck Millipore, Billerica, MA) para
detectar densidade de germinacao axonal (Tabela 2).

O numero de células positivas e vasos imunopositivos foi contado no giro denteado
(DG), nas seguintes por¢des: apice, lamina lateral (por¢do suprapiramidal) e lamina
medial (por¢ao infrapiramidal), zona subventricular (SVZ) (no nivel de bregma - 3,8 mm),
e no cortex e estriado ao nivel da lesdo central (nivel de bregma - 0,3 mm). Os dados
foram expressos como numeros de células e vasos positivos por campo microscopico de
alta poténcia (40 x). As imagens das sec¢6es foram obtidas usando microscépio confocal
a laser (LSM510, Carl Zeiss Microlmaging, Irvine, CA). As imagens foram adquiridas com
dimensao 212,3 ym x 212,3 ym usando o software Zen (Carl Zeiss Microlmaging).

A analise das imagens foi realizada utilizando o software ImageJ (National Institute
of Health, Bethesda, MD). Células BrdU/Ki-67+, BrdU/DCX+ e BrdU/NeuN+ foram
contadas dentro do campo de imagem na regido de DG, SVZ e zona de peri-infarto
cortical. Células NeuN+ e GFAP+ e a intensidade fluorescéncia de Iba-1 foram analisadas
e medidas na area de penumbra isquémica (cortex) e core (subcortex).

A intensidade da imunoexpressao de IgG foi calculada e medida nos mesmos
niveis avaliados para dano isquémico como descrito anteriormente (HALEY;
LAWRENCE, 2016; READNOWER et al., 2010). Para calcular a intensidade da
imunoexpressao de IgG, as imagens foram convertidas em escala de cinza, e os valores
médios de cinza foram registrados e comparados. O software ImageJ atribui aos pixels
pretos o valor numérico de “0” e para o0s pixels brancos o valor numérico de “1”. As
graduacfes de cinza recebem os valores numéricos intermediarios, aumentando com a
luminosidade do pixel e diminuindo com o seu escurecimento. Os valores de intensidade
da imunomarcacdo para IgG foram expressos de acordo com a reciprocidade da média
de cinza para a claridade gréafica. Todas as imagens foram obtidas ao mesmo tempo com
as mesmas configuracdes e sem nenhum ajuste de brilho ou contraste. A intensidade da
imunomarcacao para IgG foi medida em todos os hemisférios contralateral e ipsilateral,

bem como no cortex e no estriado.
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Tabela 2. Distribuicdo dos marcadores celulares utilizados e suas respectivas fungoes

Marcadores Funcéo
NeuN Neurdnios Maduros
Anti-BrdU Proliferacao Celular
Ki-67 Células Mitoticas
DCX Neurbnios Jovens
GFAP Astrocitos Reativos
Iba-1 Micréglia Ativada
SMI-71 Barreira Hematoencefalica
Hoechst 33342 Apoptose Neuronal
Anti-1gG Ruptura da UNV
Anti-pGAP-43 Densidade Axonal

Fonte: Elaborada pelo autor

4.10. Imageamento por ressonancia magnética (MRI) ex vivo e deteccdo dos

volumes de leséo do core, penumbra e volume total

Imageamento por ressonéancia magnética de alta resolugédo ex vivo foi realizado
em cérebros fixados em paraformaldeido 4% no 7° dia ap6s MCAo. Foi utilizado o
equipamento 11.7 T Bruker Advance horizontal de calibre 8,9 cm com diametro de 89mm
equipado com uma bobina receptora de 89 mm (ID) (Bruker Biospin, Billerica, MA, EUA)
na Universidade de Loma Linda, CA, USA.T2WI de alta resolucéo, imagens difusao
ponderada (DWI), volumes 3D e mapeamento de coeficiente de difusdo aparente (ADC)
foram obtidos como descrito anteriormente (OBENAUS; DILMAC; TONE, 2011).

Os mapas T2 e ADC foram computados a partir de T2WI e DWI, respectivamente.
Foi utilizado o sistema de divisdo hierarquica por regido (HRS) para identificar
automaticamente os volumes do core e penumbra (lesdo total = core + penumbra) do
relaxamento do T2 e mobilidade da agua (ADC), conforme publicado anteriormente
(SERHAN et al., 2015). A determinacéo do tecido de penumbra por HRS (implementada
no MATLAB) foi validada anteriormente através da utilizacdo de subtracbes por
imaginologia de perfusao ponderada (PWI)/DWI de cada nivel cerebral (SERHAN et al.,
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2015). A area de penumbra identificada por HRS foi definida utilizando-se os valores de
T2 e ADC, entre o tecido cerebral normal e o core isquémico. Os dados de cada
modalidade foram resumidos por grupo.

4.11. Analise lipiddomica

4.11.1 Preparo das amostras

Os animais foram submetidos a eutanasia 42 e 52h apdés MCAo para investigar o
efeito do DHA na sintese de NPD1 na penumbra isquémica. Os cérebros foram
removidos, divididos em hemisférios direito e esquerdo, e a area de penumbra (cortex)
foi dissecada ao nivel de bregma - 0,3 mm. As amostras foram imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido apds obtencéo e posteriormente submetidas a analise lipidémica
conforme descrito anteriormente. NPD1, acido 17-hidroxidocosahexaendico (17-HDHA;
um derivado estavel de 17H(p)DHA, o precursor NPD1l) e éacido 14-
hidroxidocosahexaenoico (14-HDHA; um precursor da marsina 1) foram caracterizados
na area de penumbra por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em
tandem com ionizacéo por electrospray (LC-PDA-ESI-MS/MS) utilizando o espectrometro
de massa em tandem de estagio triplo TSA Quantum Ultra UPLC-MS/MS da Thermo
Electronic Company, Inc., no modo SEM (BAZAN et al., 2012).

4.11.2. Extracao lipidica

As amostras foram homogeneizadas em metanol (MeOH) gelado com o auxilio de
um homogeneizador de vidro sobre gelo de tal forma que o volume total do homogenato
foi de 3 mL. 5y da mistura padréao (5 ng de LTB4-d4, 15-HETE-d8, PGD2-d4, EPA-d5 e
25 ng de AA-d8, todos adquiridos da Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) foram sonicados
em banho maria com gelo por 30 min. As amostras foram armazenadas em freezer -80°C
overnight para a extracdo. No dia seguinte, a coluna C18 (BondElut 500 mg, Agilent
Technologies) foi equilibrada com 20 ml de MeOH gelado seguido por 20 ml de H20
gelada num coletor a vacuo para extracdo de fase solida. A amostra foi diluida com H20
gelada (pH 3.5), de forma que a concentragcdo de MeOH foi 10~15% e o pH da amostra
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tornou-se 3.5 ~ 4.0 antes de ser carregada na coluna. A amostra foi carregada na coluna
com 1 a 2 gotas por minuto. A coluna foi lavada com H20 e 2 ml de hexano seguida da
adicdo 10 ml de metil formato. A amostra foi seca sob fluxo de N2 e ressuspensa com
10pl de MeOH seguido por 5 ul de H20.

4.11.3. Cromatografia liquida / Espectrometria de massa

Xevo TQ-S equipado com Acquity | Class UPLC (Waters®) foi utilizado para
analise lipiddomica. A coluna UPLC HSS T3 1,8 um 2,1 x 50 mm foi utilizada para acidos
graxos e seus derivados. Setenta e cinco por cento do solvente A (H20 + 0,1% de acido
acético) e 25% do solvente B (90% acetonitrilo, 10% isopropanol) com fluxo de 0,6 ml/min
foram usados durante o primeiro minuto, depois gradiente de 100% de solvente B aos
8,5 min seguiu 100% de B até aos 11 min. Em seguida, a coluna foi reequilibrada para
75% A e 25% B durante 2 min. A tensé&o capilar foi - 2,5 kV, temperatura de dessolvatacao
a 600°C, fluxo de gas de dessolvatacdo a 1100 L/h, gas cone a 150 L/h e pressao do
nebulizador a 7.0 bar com a temperatura da fonte a 150 °C. O software MassLynx 4.1 foi

usado para operacao e registro dos dados.

4.12. Andlise estatistica

Os valores foram apresentados como média + E.P.M. Analise de variancia (Two-
way ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni ou Teste t de Student foram utilizados
para comparagbes entre 0s grupos experimentais. Diferencas foram consideradas
significativas quando P<0,05. Analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do

software Graph Pad Prisma 5 (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, CA).
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise das variaveis fisioldgicas

A anadlise das temperaturas retal e cranial (musculo temporal), gasometria arterial,
glicemia plasmaética, pressao arterial e frequéncia cardiaca ndo mostraram diferencas
significativas entre os grupos experimentais. Assim como nao houveram efeitos colaterais
comportamentais adversos observados apés administracdo de DHA ou NPD1 nos

animais de todos o0s grupos.

5.2. DHA promoveu arecuperacao neurocomportamental 2 semanas apés MCAo

Os animais tratados com DHA (5mg/Kg i.v.) apresentaram melhora significativa
(*p<0,05) das funcdes neuroldgicas avaliadas por testes neurocomportamentais em até
2 semanas apoés isquemia-reperfusdo em comparagdo ao grupo controle. Uma Unica
dose de DHA administrado 1 hora ap6s 2 horas de MCAo melhorou significativamente o
escore neurologico total resultando em melhora substancial do reflexo postural, reflexo
tatil (lateral e dorsal), reflexo visual (lateral) e resposta proprioceptiva contralateral em

comparacao com o grupo tratado unicamente com salina (Figura 13).



70

Figura 13. Efeito do DHA sobre a evolucdo neuroldgica de ratos submetidos a oclusao
da artéria cerebral média (MCA0) durante o periodo de 2 semanas ap0s isquemia-

reperfusao (IR)

.Salina . DHA

12 - Escore Neurologico Total Reflexo Postural
1.2

0.8

0.4

Reflexo Tatil (dorsal) Reflexo Tatil (lateral)

Pontuagao Média

_ Reflexo Visual (lateral) — Reflexo Proprioceptivo
20k

10F

min dias min Dias

Apds Tratamento

Evolucdo neuroldgica do reflexo postural, reflexo téatil (lateral e dorsal), reflexo visual (lateral) e resposta
proprioceptiva de ratos submetidos a 2h de MCAo e tratados com DHA (5mg/kg i.v.) 1h ap6s 2h de MCAo
no periodo 2 semanas ap6és isquemia-reperfusdo. (Normal = 0, Déficit neurol6gico maximo = 12). Valores
expressos em média £ E.P.M. (n=10-11 animais/ por grupo). *p<0,05 vs. grupo salina (Two-way ANOVA
seguido do teste de Bonferroni comparacéo de dois grupos).

5.3. DHA melhorou os achados histopatolégicos reduzindo a area e volume de

infarto cortical, subcortical e total 2 semanas apés MCAo

Quando submetidos a andlise histopatoldgica, os animais controle tratados com
salina exibiram grandes areas de infarto, apresentando lesdes pan-necroticas
envolvendo as regides corticais e subcorticais do hemisfério direito caracterizadas
microscopicamente pela destruicdo de elementos neuronais, gliais e vasculares (Figura
14-A).
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Em contraste, os animais tratados com DHA (5mg/Kg i.v.) exibiram &reas de infarto
drasticamente menores, sendo este localizado principalmente na area subcortical. O
Tratamento com DHA reduziu significativamente (*p<0,05) as areas de infarto em
multiplos niveis de bregma (Figura 14-B) assim como o volume de infarto total em 42%,
cortical 48% e subcortical 31% quando comparado com o grupo controle. Além disso, os
animais que receberam DHA como tratamento, apresentaram uma maior porcentagem
do volume tecidual normal preservado de 24% e uma menor perda tecidual relativa de

até 42% em comparacdo com os animais do grupo controle (Figura 14-C).

Figura 14. Efeito do DHA sobre as alteracfes histopatolégicas em ratos submetidos a

oclusao da artéria cerebral média (MCAO0) 2 semanas ap0s isquemia-reperfusao
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(A) Seccbes coronais coradas por Nissl (nivel de bregma — 0.3 mm) de ratos tratados com DHA ou solucédo
salina. (B) Area (mm? de infarto total, cortical e subcortical, quantificada em nove niveis coronais de
bregma. (C) Quantificacdo do volume (mm3®) de infarto cortical, subcortical, total, tecido residual e perda
tecidual relativa. Valores expressos em média + E.P.M. (n=10-11 animais/ por grupo). *p<0,05 vs. grupo
salina (Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni; Teste t de Student — T-test).
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5.4. DHA promoveu sobrevivéncia celular e favoreceu a neurogénese 2 semanas
apos MCAo

Os animais tratados com DHA (5mg/Kg i.v.) exibiram aumento significativo
(*p<0,05) de células BrdU*/ki-67* na regido de borda do infarto, parede ventricular da
zona SVZ e na camada de células granulares (CCG) do giro denteado (GD) 2 semanas
apos MCAo (Figura 15-A). O namero de células BrdU*/ki-67* nos animais do grupo
tratado com DHA foi aumentado significativamente (*p<0,05) em 88% no cortex, 40% em
SVZ e GD (270% GD1 e 138% GD total) em comparacdo com o grupo controle salina
(Figura 16-B).

O tratamento com DHA aumentou significativamente (*p<0,05) as células
duplamente marcadas com BrdU/DCX no cortex, na parede ventricular na zona SVZ e na
CCG do GD guando comparado com o grupo controle (Figura 15-B). Foi observado
ainda, que no grupo tratado as células BrdU*/DCX* exibiram dendritos mais robustos e
alongados direcionados para a camada molecular do GD quando comparado com o
grupo controle (Figura 15-B). O namero de células BrdU*/DCX* no grupo DHA aumentou
em 65% no cortex, 0 29% em SVZ e em GD (58% GD1, 34% GD2, 65% GD3 e 53%GD
total) quando comparacdes foram feitas com o grupo controle (Figura 16-B).

Foi observado que a administracdo de DHA promoveu o aumento significativo
(*p<0,05) do namero de células duplamente marcadas BrdU*/NeuN* no cortex, regido
SVZ e no GD em comparacado ao grupo controle 2 semanas apos MCAo (Figura 15-C).
O tratamento com DHA aumentou as células BrdU*/NeuN* em 49% no cortex, 28% na
zona SVZ e 42% GD total em comparacdo com o grupo controle (Figura 16-B).
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Figura 15. Efeito do DHA sobre a neurogénese em ratos submetidos a oclusédo da artéria

cerebral média (MCAO0) 2 semanas apos isquemia-reperfusao
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Imagens de imunofluorescéncia representativas da dupla marcacgéo por (A) BrdU/ki-67* (BrdU-verde; ki-
67-vermelho), (B) BrdU/DCX* (BrdU-vermelho; DCX-verde) setas indicam dendritos das células BrdU/DCX*
e (C) BrdU/NeuN* (BrdU-verde; NeuN-vermelho) na regido de peri-infarto no cortex, SVZ e GD 2 semanas
apos MCAo. Barra de escala 50-um. SVZ-zona subventricular, GD-giro denteado.
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Figura 16. Efeito do DHA sobre o niumero de células BrdU* DCX* e NeuN™* nas regifes
do cortex, zona subventricular (SVZ) e giro denteado (GD) de ratos submetidos a ocluséo
da artéria cerebral média (MCAO0) 2 semanas ap0s isquemia-reperfusédo
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(A) Diagramas cerebrais representativos da localizacédo das regiées de contagem de células positivas na
area da borda de infarto cortical (C), SVZ em nivel de bregma +1,2 mm e trés regides do giro denteado
(DG) em nivel de bregma -3,8 mm (1-GD é&pice, 2-GD porcao infra-piramidal, 3-GD por¢éo supra-piramidal).
(B) Quantificacéo de células duplamente marcadas para BrdU/ki-67*, BrdU/DCX* e BrdU/NeuN* na regido
de peri-infarto no cortex, SVZ e DG. Valores expressos em média + E.P.M. (n=10-11 animais/ grupo).
*p<0,05 vs. grupo salina (ANOVA seguido do teste de Bonferroni; comparacéo de dois grupos; Teste t de
Student, T-test).

5.5. Tratamento com DHA promoveu a recuperacdo neurocomportamental 4

semanas apés MCAo

Os animais tratados com DHA (5mg/Kg i.v.) apresentaram melhora significativa
(*p<0,05) das fungBes neuroldgicas avaliadas por testes neurocomportamentais em até
4 semanas ap6s MCAo em comparacdo ao grupo controle. A administracdo de DHA 1
hora apos 2 horas de MCAo melhorou significativamente o escore neuroldgico total dos
animais pertencentes ao grupo tratado contralateral em comparacdo ao grupo tratado
salina, ainda que este tenha apresentado uma melhora discreta ao fim do periodo

experimental (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do DHA sobre a evolugdo neuroldgica total de ratos submetidos a
oclusdo da artéria cerebral média (MCA0) durante o periodo de 4 semanas apos

isquemia-reperfuséao
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Evolucao neurolégica do escore neurolégico total de ratos submetidos a 2h de MCAo e tratados com DHA
(5mg/kg i.v.) ou solucdo salina 1h apés 2h de MCAo no periodo 4 semanas apoés isquemia-reperfuséo.
(Normal = 0, Déficit Neuroldgico maximo = 12). Valores expressos em média + E.P.M. (n=8-9 animais/ por
grupo). *p<0,05 vs. grupo salina (ANOVA seguido do teste de Bonferroni; comparacao de dois grupos;
Teste t de Student, T-test).

5.6. DHA melhorou os achados histopatoldgicos preservando o volume tecidual

residual e reduzindo a perda tecidual total e relativa 4 semanas ap6s MCAo0

A analise histopatoldgica dos animais pertencentes ao grupo controle tratados com
salina mostrou grandes areas de infarto associadas com desenvolvimento de cavidades
na area cortical e subcortical (Figura 18-A). Por outro lado, os animais do grupo tratado
com DHA apresentaram uma reducao significativa (*p<0,05) do tamanho da éarea de
infarto em comparacdo ao grupo controle. No grupo tratado, a area de infarto ficou
localizada principalmente na area subcortical. DHA preservou o volume tecidual residual
em 28%, reduziu a perda tecidual total em 50% e a perda relativa em 57% em

comparacao ao grupo controle (Figura 18-B).
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Figura 18. Efeito do DHA sobre as alteragfes histopatoldgicas em ratos submetidos a

oclusao da artéria cerebral média (MCAO0) 4 semanas ap0s isquemia-reperfusao
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(A) Seccdes coronais coradas por Nissl (nivel de bregma — 0.3 mm) de ratos tratados com DHA ou solugéo
salina. (B) Quantificacdo do volume (mm?) de tecido residual preservado, perda tecidual total e relativa em
comparacédo ao hemisfério contralateral normal esquerdo. Valores expressos em média + E.P.M. (n=8-9

animais/ por grupo). *p<0,05 vs. grupo salina (ANOVA seguido do teste de Bonferroni; comparagéo de dois
grupos, Teste t de Student — T-test).
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5.7. DHA atenuou o dano celular preservando o numero de neurdnios naregiao de
infarto, reduzindo apoptose, infiltracdo microglial e o nUmero de astrécitos reativos

4 semanas apos MCAo

Animais pertencentes ao grupo controle mostraram uma consistente perda
neuronal caracterizada pelo aumento do niumero de células apoptéticas marcadas pelo
corante fluorescente Hoechst 33342. O grupo salina exibiu ainda, um aumento
significativo do nimero de astrécitos reativos GFAP* na regido da borda do infarto cortical
e subcortical. Ao redor das células GFAP* foi observado uma infiltracdo macica de
micréglia/macrofagos ativados Iba-1* (Figura 19).

Em contraste, DHA foi capaz de reduzir significativamente (*p<0,05) o dano
neuronal, a infiltracdo microglial de células Iba-1* assim como o numero de astrécitos
reativos GFAP* na regido de infarto cortical e subcortical em comparacdo com 0 grupo
controle. O tratamento com DHA diminuiu a ativacao microglial evidenciada pela reducéao
da emisséo de fluorescéncia de Iba-1 em 46,2% no cortex e em 33,5% no subcortex em
comparacao com o grupo controle. DHA reduziu o nimero de astrécitos GFAP* em 45,7%
e 56,9% na borda do infarto cortical e subcortical respectivamente em comparacdo com
0s animais nao tratados. Foi observado ainda, que o grupo tratado com DHA apresentou
um numero de células NeuN* significativamente maior nas regifes de infarto observadas

em relacdo ao grupo controle (Figura 20-B).
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Figura 19. Efeito do DHA sobre o dano celular isquémico: Apoptose neuronal, infiltracao
microglial e astrécitos reativos nas regides corticais e subcorticais em ratos submetidos
a oclusao da artéria cerebral média (MCA0) 4 semanas apos isquemia-reperfusao
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Imagens de fluorescéncia representativas da imunomarcacdo para (A-B) NeuN* (verde), GFAP*
(vermelho), Iba-1* (verde) e coloracdo por Hoechst nas regifes de peri-infarto corticais e subcorticais 4
semanas apos MCAo. Barra de escala 50-um.
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Figura 20. Efeito do DHA sobre o niamero de células NeuN* GFAP* e intensidade de
fluorescéncia da imunomarcacdo por Iba-1 nas regides de peri-infarto do cortex e
subcortex de ratos submetidos a oclusdo da artéria cerebral média (MCA0) 4 semanas

apos isquemia-reperfusao

A
B iR
f :
/s
B .Salina
B oHA
o o )
o o %
g NeuN E GFAP -
S 60 . o F 29
B @ BO[ R
[1+] - [ BT
< 40 s [ T ‘g
E 8 ™ g (X}
O 20 O 40f g9
=z o B £E5
2 0 5 oC T 0.
Cortex  Subcartex Cortex Subcortex Cortex Subcortex

(A) Diagrama cerebral coronal mostrando a localizacéo das regides de contagem de células positivas. (B)
Quantificacdo de NeuN*, GFAP* e |ba-1" no nas areas de peri-infarto no cértex e subcoértex. Valores
expressos em média = E.P.M. (n=8-9 animais/grupo). *p<0.05 vs. grupo salina (ANOVA seguido do teste
de Bonferroni; comparacéo de dois grupos, Teste t de Student — T-test).

5.8. DHA favoreceu a neurogénese aumentando o niumero de células DCX positivas

no GD e promovendo crescimento dendritico 4 semanas apés MCAo0

Os animais tratados com DHA, apresentaram um numero significativamente
(*p<0,05) maior de células DCX* no GD em comparac¢do com o grupo controle. As células
DCX* do giro denteado dos animais tratados apresentaram processos dendriticos
extensos que se estendiam por todas as camadas celulares do GD. Foi observado que
esses neurbnios DCX* apresentaram crescimento dendritico significativo (*p<0,005)
guando comparag0des foram feitas com o grupo controle (Figura 21 A-B).

A quantificacdo dos neurénios DCX* na camada granular do GD mostrou que
animais tratados com DHA apresentaram uma maior razdo (*p<0,05) hemisférica

ipsi/contralateral de células DCX* em compara¢do com o grupo controle (Figura 21-C).
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Figura 21. Efeito do DHA sobre a neurogénese no giro denteado de ratos submetidos a

oclusdo da artéria cerebral média (MCA0) 4 semanas apos isquemia-reperfusao
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(A) Imagens de microscopia de deconvolucdo duplamente marcadas com DCX* (verde) e NeuN”*
(vermelho) da camada molecular de ratos tratados com solugdo salina ou DHA (5mg/Kg) i.v. 4 semanas
apés a MCAo. (B) Imagens de campo claro de células DCX*. (C) Relacdo das células DCX* no lado
ipsilateral em comparag&o com o lado contralateral. As células DCX* estdo localizadas na camada granular
do giro denteado (GD). Setas indicam células DCX* e cabecas de seta indicam projec8es dendriticas no
GD (nivel de bregma — 2.16 mm). Dados expressos em médias + E.P.M. (n=5 animais/ grupo). *p<0,05 vs.
grupo salina (Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, comparacao de dois grupos, Teste t de
Student — T-test)
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5.9. DHA melhorou a recuperacgdo neurocomportamental e promoveu a sintese de

NPD1 na area de penumbra isquémica na 52 hora apés MCAo0

Os animais tratados com DHA apresentaram melhora significativa (*p<0,05) das
funcdes neuroldgicas avaliadas por testes neurocomportamentais na 42 e 52 hora apoés
MCAo0 em comparacgao ao grupo controle (Figura 22-A).

A analise lipiddmica realizada por cromatografia liquida associada a
espectrometria de massa (LC-MS/MS) da regido cortical ipsilateral dos grupos
experimentais demonstrou que a sintese de NPD1 foi potencializada de forma
significativa (*p<0,05) apos o tratamento com DHA na area de penumbra isquémica na
52 hora ap6s MCAo0 em comparacao com o grupo controle (Figura 22-B).

DHA promoveu ainda o aumento significativo (*p<0,05) da sintese dos mediadores
lipidicos 17-DHA, um de seus metabdlitos de vida curta e precursor de NPD1, e de 14-
DHA, precursor da pré-resolvina anti-inflamatéria maresina 1, na area de penumbra

isquémica quando comparado ao controle (Figura 22-B).

Figura 22. Efeito do DHA sobre a evolucdo neuroldgica e sintese de NPD1 na area de
penumbra isquémica de ratos submetidos a ocluséo da artéria cerebral média (MCAO0) na

43 e 52 hora apds isquemia-reperfuséo
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(A) Evolugédo neuroldgica do escore neuroldgico total de ratos submetidos a 2h de MCAOo e tratados com
DHA (5mg/kg i.v.) ou solucéo salina 1h apés 2h de MCAo0 na 42 e 52 hora ap0s isquemia-reperfusao. (B)
Andlise quantitativa de extratos lipidicos da penumbra isquémica na 42 e 52 ap6s MCAo e diagrama cerebral
coronal mostrando a localizacdo da regido utilizada. Dados expressos em médias + E.P.M. (n=6 animais/
grupo). *p<0,05 vs. grupo salina (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, comparagdo de dois grupos,
Teste t de Student — T-test).
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5.10. Neuroprotectina D1 (NPD1) promoveu a recuperacdo funcional motora,
protegendo a area penumbra por meio da reducdo dos volumes das lesdes de
infarto evidenciados por imageamento por ressonancia magnética (MRI) 7 dias

apés MCAo

Os animais tratados com NPD1 (5ug/rato ICV) em suas duas formas, sal de sédio
(NPD1-SS) e metil éster (NPD1-ME), apresentaram melhora significativa (*p<0,05) das
funcdes neuroldgicas avaliadas por testes neurocomportamentais ao decorrer do periodo
de avaliacdo de 7 dias ap6s MCAo em comparagdo com o grupo controle (CSF) (Figura
23).

A analise por ressonancia magnética dos cérebros dos animais mostrou que 0s
volumes das lesdes de infarto do core isquémico, penumbra e da leséo total (calculados
a partir do T2WI) foram drasticamente (*p<0,05) reduzidos por ambos tratamentos com
NPD1 em comparagédo com o grupo controle (Figura 24 A-B). A avaliagdo das imagens
ponderadas de T2 (T2WI) evidenciou grandes lesdes de infarto, e hiperintensidades T2
observadas no core isquémico e na penumbra dos animais do grupo controle, consistente

com a formacéo de edema (Figura 24-B).

Figura 23. Efeito do NPD1 sobre a evolucdo neuroldgica total de ratos submetidos a
ocluséo da artéria cerebral média (MCAo0) durante o periodo de 7 dias apés isquemia-

reperfusao
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Evolucao neuroldgica do escore neurolégico total de ratos submetidos a 2h de MCAOo e tratados com NPD1-
SS (sal de sédio) ou NPD1-ME (metil éster) (5ug/rato ICV) ou CSF 1h apés 2h de MCAo 1, 2, 3 e 7 dias
apos isquemia-reperfusao. Dados expressos em médias + E.P.M. (n=6 animais/ grupo). *p<0,05 vs. grupo
CSF (Two way ANOVA seguido do teste de Bonferroni).
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Figura 24. Imageamento por ressonancia magnética ex vivo do cérebro de ratos

submetidos a ocluséo da artéria cerebral média (MCAO0) 7 dias apos isquemia-reperfuséo
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(A) Volumes da lesdo isquémica na &rea do core, penumbra e total das lesdes a partir de imagens T2WI
no 7° dia apés MCAo. (B) Volumes representativos de T2WI, pseudo-imagens, nlcleo/penumbra e volumes
de lesdo 3D calculados a partir de T2WI no 7° apds MCAo. Dados expressos em médias + E.P.M. (n=6
animais/ grupo). *p<0,05 vs. grupo CSF (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, comparacéo de dois
grupos, Teste t de Student — T-test).

5.11. Neuroprotectina D1 (NPD1) reduziu os volumes de infarto cortical, subcortical

e total em andlise histopatoldgica 7 dias apés MCAo

A analise histopatolégica dos animais pertencentes ao grupo controle tratados com
CSF mostrou grandes lesdes de infarto panecroticas envolvendo as regides corticais e
subcorticais do hemisfério direito (Figura 25-A).

Em contraste, os animais tratados com NPD1 exibiram lesdes de infarto
significativamente (*p<0,05) menores em comparacdo com o0 grupo controle CSF,
apresentando dano celular menos extenso mais restrito a regido subcortical. A
neuroprotecdo mediada por NPD1 foi extensa no cortex frontal-parietal e no subcértex.
Ambos os tratamentos com NPD1 reduziram significativamente (*p<0,05) o volume de
infarto, corrigido para o edema cerebral, na regido do cortex em 85% e 95%, subcortex
em 70% e 78%, assim como o volume total em 78% e 89% em comparacdo com 0 grupo

controle (Figura 25-B).
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Figura 25. Efeito do NPD1 sobre as alteracdes histopatolégicas em ratos submetidos a

ocluséo da artéria cerebral média (MCAO0) 7 dias apds isquemia-reperfusao
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Andlise histopatoldgica dos cérebros de ratos submetidos a 2h de MCAo e tratados com NPD1-SS, NPD1-
ME (5ug/rato ICV) ou CSF 1h apos 2h de MCAo 7 dias apés isquemia-reperfusédo. (A) Seccdes coronais
representativas coradas por Nissl (nivel de bregma — 0.3 mm) de ratos tratados com NPD1-SS, NPD1-ME
ou CSF. (B) Quantificacdo do volume (mm?®) de infarto cortical, subcortical e total. Valores expressos em
média £ E.P.M. (n=6 animais/ por grupo). *p<0,05 vs. grupo CSF (ANOVA seguido do teste de Bonferroni;
comparacao de dois grupos, Teste t de Student — T-test).

5.12. Neuroprotectina D1 (NPD1) atenuou o dano celular, favoreceu a angiogénese
e reduziu a ruptura da unidade neurovascular (UVN) 7 dias apés MCAo

A nivel histopatoldgico, os animais do grupo controle CSF exibiram grandes lesdes
de infarto, caracterizadas pela perda de elementos neuronais, gliais e vasculares
conforme evidenciado pela significativa redu¢cdo na imunomarcacao pelos marcadores
NeuN, GFAP e SMI-71 (Figura 26). Em contraste, os animais tratados com NPD1
mostraram menores les@es de infarto e um numero significativamente (*p<0,05) maior de
neurdnios NeuN™, astrocitos GFAP* e células endoteliais vasculares SMI-71* da barreira
hematoencefalica no hemisfério ipsilateral em comparacdo com o grupo controle (Figura
27).
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Os tratamentos com NPD1, protegeram a integridade dos vasos sanguineos por
meio do aumento da densidade vascular evidenciado pelo aumento significativo (*p<0,05)
de células SMI-71* na regido de penumbra isquémica associado com formacéao paralela
de tecido cicatricial mais denso rico em astrocitos GFAP* em comparacdo com o grupo
controle (Figura 27).

A ruptura isquémica da unidade neurovascular (UNV) foi avaliada pela infiltracdo
de imunoglobulina G enddgena (IgG) no parénquima cerebral. A intensidade da
imunoexpressdo de IgG foi detectada por método imunohistoquimico e medida no
hemisfério ipsilateral 7 apés dias ap6s MCAo. Foi observado que ambos tratamentos com
NPD1 reduziram significativamente (*p<0,05) a imunoexpressao de IgG no parénquima
cerebral das regides cortex, subcortex e em todo o hemisfério direito (total) dos animais

tratados em relacéo aos do grupo controle (Figura 28).

Figura 26. Efeito do NPD1 sobre o dano celular isquémico neuronal, vascular e glial no
hemisfério ipsilateral de ratos submetidos a ocluséo da artéria cerebral média (MCAo0) 7
dias apos isquemia-reperfusao
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Secces representativas do hemisfério ipsilateral dos cérebros de ratos submetidos a 2h de MCAo e
tratados com NPD1-SS, NPD1-ME (5ug/rato ICV) ou CSF 1h ap6s 2h de MCAo 7 dias apds isquemia-
reperfusdo imunomarcacao para NeuN (azul), SMI-71 (marrom) e GFAP (verde).
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Figura 27. Efeito do NPD1sobre o niumero de células NeuN* SMI-71* e GFAP* na regido
cortical e subcortical de ratos submetidos a ocluséo da artéria cerebral média (MCAo0) 7
dias apéds isquemia-reperfusdo
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(A) Secdes cerebrais representativas imunomarcadas para NeuN (marrom), SMI-71 (marrom claro) e GFAP
(verde) de todos os grupos. (B) Diagrama de secc¢éo coronal do cérebro (bregma + 1.2 mm) mostrando as
regides de contagem de células positivas para NeuN, SMI-71 e GFAP no cortex (a, b e ¢) e estriado (s).
(C) Quantificacdo de NeuN+, SMI-71+ e GFAP+ de todos os grupos. Dados expressos em média + E.P.M.
(n =5 animais/grupo) *p<0,05 versus grupo CSF; (ANOVA seguida do teste de Bonferroni)
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Figura 28. Efeito do NPD1 sobre a ruptura da unidade neurovascular (UNV) em ratos
submetidos a oclusdo da artéria cerebral média (MCAO0) 7 dias apds isquemia-reperfusdo
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(A) A quebra da UNV foi avaliada por imunodeteccao de imunoglobulina G (IgG) enddgena dentro do
parénquima cerebral. A imunoexpressdo de IgG (marrom) indica quebra da UNV. (B) Quantificacdo da
imunorreatividade de IgG no cértex, subcértex e em todo o hemisfério direito (total). Os valores expressos
em médias + E.P.M (n = 5-6 animais/grupo) *p<0,05 versus grupo CSF; (ANOVA seguida do teste de
Bonferroni)

5.13. Neuroprotectina D1 (NPD1) promoveu regeneracdo e aumento da densidade

axonal 7 dias ap6s MCAo

A Regeneracgéo e densidade axonal foram avaliadas pela expresséo da isoforma
proteina GAP-43 fosforilada (pGAP-43). Uma proteina especifica do tecido nervoso que
€ altamente expressa em neurdnios durante o desenvolvimento e a regeneracao nervosa
estando diretamente associada ao crescimento axonal.

O tratamento com NPD1 aumentou significativamente (*p<0,05) a intensidade da
imunoexpressédo de pGAP-43 nos neurdnios da borda do infarto cortical em relacéo ao
grupo controle CSF. A intensidade Optica da imunorreatividade para pGAP-43 foi
grandemente aumentada pelo tratamento com NPD1-ME. N&o houve diferencas
significativas entre os grupos CSF e NPD1-SS ainda que este visualmente tenha

apresentado uma tendéncia de aumento consideravel dessa proteina (Figura 29).
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Figura 29. Efeito de NPD1 sobre a regeneracéo e densidade axonal em ratos submetidos

a oclusao da artéria cerebral média (MCAO) 7 dias ap0s isquemia-reperfusdo
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Densidade axonal foi avaliada pela expressao da proteina fosforilada associada ao crescimento (pGAP-
43). (A) Digrama coronal mostra o local onde medi¢&o da intensidade da imunomarcacéo para pGAP-43
foi avaliada. (B) Secg¢fes representativas mostrando a imunorreatividade para pGAP-43 na borda do infarto
cortical. (C) O grafico de barras mostra a intensidade da imunomarcac¢do em todos os grupos. Os valores
expressos em médias + E.P.M (n = 5-6 animais/grupo) *p<0,05 versus grupo CSF; (ANOVA seguida do

teste de Bonferroni)
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6. DISCUSSAO

Os acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 (PUFAs) exibem propriedades
neuroprotetoras e representam um tratamento potencial para uma variedade de
distarbios neurodegenerativos e neurolégicos. Nos Ultimos anos os PUFAs tém
despertado de maneira crescente o interesse de muitos pesquisadores devido seus
varios papéis na promocao da saude e reducédo do risco de vérias doencas.

Estudos recentes mostraram que os PUFAs e, em particular, o &cido
docosahexaenoico (DHA, 22: 6, n-3) exerceu efeitos anti-inflamatérios potentes em
estudos de neuroinflamacé&o e neuroprotetores em modelos experimentais de isquemia-
reperfusdo cerebral focal em ratos (ZENDEDEL et al., 2015). O DHA é o precursor dos
docosanoides, que sdo mediadores lipidicos bioativos e a neuroprotectina D1, sendo o
primeiro membro identificado desse grupo de mediadores, inibe a expressao génica pro-
inflamatoria induzida pelo estresse oxidativo e promove a sobrevivéncia celular (HONG
et al., 2015).

Neste estudo, buscamos elucidar a fisiopatologia e mecanismos de neuroprotecao
mediados pelo DHA e NPD1 na isquemia-reperfusdo cerebral focal. Em particular,
investigou-se o0 impacto do tratamento com DHA sobre os mecanismos de reparo
neurogénicos endodgenos apds acidente vascular cerebral isquémico experimental e
também os efeitos da administracdo direta (i.c.v.) de NPD1 sobre a area de penumbra
isquémica, angiogénese, neurogénese e integridade da barreira hematoencefalica.

Para atingir este objetivo, o0 modelo de MCAo0 em ratos SD, foi utilizado seguido
de uma bateria de testes neurocomportamentais para a avaliacdo das fun¢cdes motoras,
analise histopatoldgica, marcadores para avaliacdo da integridade da BHE, imageamento
por ressonancia magnética para a determinacdo do volume de infarto e edema e
marcacao in vivo por BrdU em combinacdo com marcadores especificos de neurogénese
e aplicacdo métodos de imuno-histoquimica para a determinacdo de expressao proteica.

Nossos resultados demonstram que o tratamento com DHA e NPD1 promovem o
aumento da neurogénese e angiogénese, reduzem o dano tecidual isquémico, diminuem
a degradacao da BHE e protegem a penumbra isquémica quando aplicados 1h apés 2h
de MCAo0. De modo geral, a diminuicdo dos volumes de infarto observada apéds

tratamento com ambos compostos, foram refletidos na significativa melhora da
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recuperacdo neuroldgica pelos animais tratados frente a uma bateria de testes que
avaliaram a evolucgéo de suas fungbes motoras apds isquemia-reperfusdo em diferentes
espacos de tempo.

Neste estudo, foi demonstrado que o tratamento com DHA reduziu
significativamente area de infarto em multiplos niveis de bregma, assim como o volume
total, cortical e subcortical do infarto em até 2 semanas ap6s MCAo em comparacao ao
grupo salina. Estes resultados suportam estudos de neuroprotecédo realizados
anteriormente, que demonstraram a capacidade do DHA em melhorar significativamente
os achados histopatolégicos apdés AVC isquémico experimental (BELAYEV et al., 2011;
EADY et al., 2012).

Preservar tecido viavel apés o AVC isquémico é fundamental na recuperacéo e
restauracdo da funcdo cerebral adequada e, portanto, maior objetivo de terapias
neuroprotetoras. A administracdo de DHA n&o sé diminuiu significativamente a perda
tecidual em relacéo ao hemisfério ndo lesionado, mas também aumentou grandemente
a quantidade de tecido viavel no hemisfério isquémico em comparacdo com 0 grupo
controle ao decorrer do periodo experimental de 2 e 4 semanas apO0s isquemia-
reperfusdo. Estes resultados sugerem a eficacia do DHA sobre a neuroprotecdo de
neurdnios frente subprodutos neurotoxicos produzidos pela isquemia cerebral. Além
disso, a reducéo do volume de infarto associado com reducdo da perda de tecido viavel
esta diretamente correlacionada com a melhoria da funcdo neurocomportamental em
animais tratados com DHA.

AVC isquémico focal leva ao comprometimento das fun¢gBes sensoério-motoras e
cognitivas, com 70-80% dos pacientes apresentando hemiparesia imediatamente apos a
isquemia (PATEL; MCMULLEN, 2017). Os déficits de funcéo neuroldgica séo indicadores
importantes da progresséao e gravidade do AVC isquémico em modelos experimentais de
isquemia-reperfusdo cerebral, bem como em seres humanos vitimas dessa grave
condi¢do. A avaliagdo funcional cronica da fungdo neurocomportamental é considerada
primordial na melhoria da traducdo da pesquisa laboratorial para a pratica clinica
hospitalar (FRERET et al., 2011).

Diversos testes de avaliacdo da funcdo neurolégica aplicados na pesquisa

laboratorial seguem critérios clinicos pré-estabelecidos. Como o obijetivo final de qualquer
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terapia para o AVC isquémico é a restauracao das funcées neurocomportamentais, dois
testes para a avaliagdo sensoério-motora foram utilizados para detectar déficits
neurologicos apoOs acidente vascular cerebral experimental. A bateria de testes
neurocomportamentais utilizada nesse estudo € amplamente validada na literatura e
avaliou a presenca de déficits no reflexo postural e na integracdo sensério-motora em
resposta a estimulos proprioceptivos, visuais e tateis (BELAYEV et al., 1996).

O tratamento com DHA melhorou a recuperacao neuroldgica total destacada pela
evolucdo da recuperacdo e melhora do reflexo postural e das respostas tateis,
proprioceptivas e visuais durante o periodo de 2 e 4 semanas apdés isquemia-reperfusao.
Estes resultados mostram que o tratamento com DHA tem um efeito positivo na
recuperacao neuroldgica funcional, que esta refletida na recuperacao e melhora dos
parametros histopatologicos. Esses achados sédo fortemente apoiados por estudos
prévios de isquemia-reperfusdo utilizando o DHA como tratamento, que reforcam a
capacidade neuroprotetora desse composto, bem como atenuacdo de déficits
neurocomportamentais (BELAYEV et al., 2015; HONG et al., 2015).

Os resultados do presente estudo fornecem evidéncias que apoiam a extensao
dos efeitos neuroprotetores do DHA na isquemia-reperfusédo cerebral focal que vao ao
encontro de achados presentes na literatura. No entanto, infelizmente, ainda é pouco
compreendido como o DHA induz a sobrevivéncia celular, bem como a melhora funcional
e histolégica na isquemia-reperfusdo cerebral focal. Portanto, foram avaliadas vias
especificas e mecanismos através pelos quais o DHA protege contra o dano isquémico
experimental em ratos.

O neurotrauma, especialmente a isquemia cerebral, induz a ativacdo de
mecanismos moleculares enddgenos de reparo celular que auxiliam o cérebro em sua
recuperacdo. A lesédo isquémica desencadeia uma resposta neurogénica, que atua por
meio da ativacdo da proliferacao de células progenitoras neurais e migracao destas para
a area de lesdo no cérebro. A ativacao da neurogénese estimulada pela injaria isquémica,
€ uma resposta inata do cérebro na tentativa de restaurar a homeostase e a funcéo
neurolégica apds lesdo cerebral e, portanto, a sua estimulagdo representa um alvo
terapéutico em potencial para o tratamento do AVC isquémico (KERNIE; PARENT, 2010;
MOLINA-HOLGADO; MOLINA-HOLGADO, 2010).
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O efeito mediado pelo tratamento com DHA sobre a neurogénese no GD, zona
SVZ e na regido de peri-infarto cortical foi investigado por meio da andlise da
incorporacdo de BrdU associado a imunomarcadores especificos para diferentes
estagios de desenvolvimento neural apds isquemia-reperfusdo cerebral focal.

A imunomarcacdo com BrdU associada a marcadores de fase celular especificos
€ capaz de identificar a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de células neuronais
precursoras frente ao dano mediado pela isquemia-reperfusao cerebral focal. BrdU € um
marcador frequentemente utilizado para monitorar a proliferacéo e diferenciacéo celular,
pois € um analogo da timidina que se incorpora ao DNA das células em divisdo durante
a fase S (VON BOHLEN UND HALBACH, 2007).

No entanto, seu uso apresenta algumas limitacdes, BrdU pode marcar células ndo
relacionadas ao processo de neurogénese, como ceélulas péds-mitéticas que estdo
passando por reparo do DNA e/ou em vias de apoptose. Foi realizado analise
imunohistoquimica com dupla marcacao para BrdU e Ki-67 para avaliar o efeito do DHA
sobre a proliferacao continua de células neurais precursoras recém-formadas apds lesao
isquémica, ja que o marcador ki-67 € amplamente expresso durante o ciclo celular
mitético, porém nao é detectado durante o processo de reparo do DNA (VON BOHLEN
UND HALBACH, 2011), o que nos permitiu visualizar se o tratamento com DHA leva a
um aumento da proliferacéo de células neuronais precursoras em nichos neurogénicos.

Os resultados obtidos indicam que o tratamento com DHA aumentou
significativamente o nimero de células BrdU*/Ki67* no é&pice, lamina lateral (porcéao
supra-piramidal), lamina medial (porc¢éo infra-piramidal) do GD e GD total, SVZ e borda
do infarto cortical em comparacédo com o grupo controle, 2 semanas apés MCAo. O efeito
mediado pelo DHA sobre a populacao de células neuronais precursoras no GD e na zona
SVZ sugere uma modulagdo positiva dessas regides neurogénicas apos isquemia-
reperfusdo. Ja o aumento do numero de células duplamente marcadas BrdU*/Ki67* na
zona de peri-infarto cortical nos leva a inferir gue DHA estimula a continua proliferacéo e
migracdo de células tronco neurais para a area de infarto. A proliferacdo e migracao
dessas células progenitoras, pode ser caracterizada com a primeira linha de resposta
reparativa enddgena a lesdo isquémica, porém, os resultados obtidos nos levam a

acreditar que o tratamento com DHA esta potencializando essa resposta e aumentando
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a guantidade de células ativadas pelo processo de neurogénese apds isquemia-
reperfusao cerebral focal.

O papel do DHA nos diferentes estagios de diferenciacdo neuronal foi avaliado
pela marcacédo de células precursoras neuronais com BrdU e DCX. DCX é um marcador
gue esta presente nos neuroblastos migratérios e nos neurdnios jovens/imaturos
(LINDVALL; KOKAIA, 2015; RAO; SHETTY, 2004). A dupla marcagdo com BrdU/DCX
nos permitiu determinar se a terapia com DHA impactou o desenvolvimento das novas
células neurais precursoras e suas subsequentes linhagens neuronais.

Os resultados desse trabalho mostraram que o tratamento com DHA também
aumentou significativamente o niumero de células BrdU*/DCX* no apice, lamina lateral,
lamina medial do GD e GD total, SVZ e borda do infarto cortical em comparagédo com o
grupo controle 2 semanas apés MCAo. Foi observado que as células BrdU/DCX* do GD
dos animais tratados com DHA apresentaram processos dendriticos mais longos na
camada granular direcionados a camada molecular do giro denteado. Esses achados
indicam que DHA direcionou o desenvolvimento das células neurais precursoras para
linhagens neuronais apos lesédo cerebral isquémica, promovendo persistentemente o
desenvolvimento e diferenciacdo desses jovens neurdénios na borda do infarto cortical de
forma sustentada em até 4 semanas apoés tratamento.

A determinacao do fenotipo de diferenciacdo celular € um passo essencial para a
caracterizacdo do processo de neurogénese. Para confirmar a hipétese de que DHA
promove a inducdo da diferenciacdo de células neurais precursoras, buscamos
determinar o fendtipo das células recém-formadas por meio da dupla marcagéo com BrdU
e NeuN. NeuN é uma proteina expressa e detectada na maioria dos neurdnios do sistema
nervoso e serve como um marcador para neurénios maduros pés-mitéticos e recém-
diferenciados (VON BOHLEN UND HALBACH, 2011).

Observou-se que o tratamento com DHA promoveu o aumento do numero de
células BrdU*/NeuN* no apice, lamina lateral, lamina medial do GD e GD total, SVZ e
borda do infarto cortical em comparacédo com o grupo controle, 2 semanas apos MCAo.
Estes resultados indicam que os neurbnios maduros recém-diferenciados por DHA
integraram-se com SuCesSO a circuitos neuronais pré-existentes na borda isquémica.

Embora o presente estudo forneca evidéncias que apoiem a neurogénese aumentada
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por DHA, seguida por lesédo isquémica, mais estudos sdo necessarios para validar se
esses neurdnios recém-diferenciados sdo completamente funcionais dentro de circuitos
neurais.

O aspecto mais promissor dos resultados obtidos é a relacdo descoberta entre a
melhora neuroldgica funcional e histolégica apds isquemia-reperfusdo cerebral focal com
0 aumento na atividade neurogénica em vérias areas importantes do cérebro de ratos
tratados com DHA. Sugerindo que esses processos sao responsaveis pelo reparo
endogeno de circuitos neuronais danificados pela lesdo isquémica e que 0 mecanismo
de neurogénese esta sendo regulado positivamente pela administracdo de DHA de forma
a atenuar os déficits neurocomportamentais e parametros histopatolégicos resultantes da
injuria isquémica.

O efeito do DHA sobre parametros de neuroinflamacéo, apoptose e sobrevivéncia
celular. Também foi investigado se a administracdo de DHA modula a ativacdo de
microglia/macréfagos e astrocitos reativos em um periodo crénico de 4 semanas apos
isquemia-reperfusdo cerebral focal. Os resultados encontrados demonstram que a
administracdo de DHA reduz significativamente a presenca de microglia ativada e
astrgcitos reativos, assim como, reduz a morte celular por apoptose e atenua a morte
neuronal nas regides de borda de infarto cortical e subcortical em até 4 semanas apos IR
em comparagao com o grupo controle.

Recentemente nosso grupo demostrou a persisténcia da neuroprotecao induzida
por DHA com melhorias neuroldgicas funcionais e histolégicas em até 3 semanas apés
isquemia-reperfuséo cerebral focal (HONG et al., 2014). No entanto, o efeito do DHA na
ativacao de microglia/macréfagos e astrocitos reativos na borda de infarto em um periodo
de sobrevida crbnica apos leséo cerebral isquémica ainda néo tinha sido investigado. A
ativacdo de microglia/macréfagos é responsavel pela iniciagdo da cascata inflamatoria
isquémica (HU et al., 2012).

Astrécitos quando reativos produzem citocinas pro-inflamatérias, que podem
contribuir para a morte de células neuronais diretamente por meio da inducdo de
apoptose ou indiretamente, via producgéo local elevada de Oxido nitrico secundaria a
ativagcdo de INOS nestas células. Astrocitos reativos também produzem fatores

guimioatrativos, quimiocinas, que fazem o recrutamento de células do sistema
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imunoldgico para o local do infarto, o que pode promover o aumento da lesdo isquémica
(LIU; CHOPP, 2017).

Por outro lado, mediadores inflamatérios neuroprotetores também sao secretados
por astrécitos ativados e a ativacao destas células também evita a propagacéo de danos
cerebrais isquémicos, a depender da polarizacao astrocitaria em direcdo a um fendtipo
especifico. O fendtipo induzido pelo AVC isquémico parece ser regulado pelos neurdnios
circulantes e micrdglia. Portanto, a resposta neuroinflamatéria dos astrécitos frente a
isquemia cerebral parece ser multifacetada e aparentemente desempenha um papel dual.
A elucidacdo dos mecanismos que induzem astrocitos a produzir mediadores
inflamatoérios deletérios versus mediadores protetores € um passo essencial no
desenvolvimento de uma abordagem direcionada para reduzir efetivamente a lesédo de
infarto e para melhorar a recuperacédo e a regeneracdo apos o AVC isquémico focal
(AMANTEA et al., 2015; RUSNAKOVA et al., 2013).

No presente estudo, a presenca macica de microglia/macréfagos ativada
detectada pelo aumento da intensidade de fluorescéncia emitida por células lba-1*
positivas foi observada juntamente com um grande numero de astrécitos reativos nas
bordas de infarto cortical e subcortical em ratos pertencentes ao grupo controle. Em
contraste, menos microglia/macréfagos ativadas e iba-1* positivas, assim como, um
namero significativamente menor de astrécitos reativos nas regides de borda de infarto,
foram observados nos animais tratados com DHA em compara¢ao com o grupo salina, 4
semanas apoés tratamento. Estes resultados implicam na persisténcia duradoura dos
efeitos anti-inflamatérios mediados por DHA na sobrevivéncia crénica apds isquemia-
reperfusao cerebral focal.

Estes resultados estdo em concordancia com um outro estudo publicado que
mostrou a reducdo do numero de astrécitos reativos GFAP* induzida pela neuroprote¢éo
mediada por 3-n-butil-ftalida (NBP), um material racémico quiral extraido das sementes
de aipo, na isquemia cerebral crénica. No entanto, mais estudos sao necessarios para a
analise espaco-temporal em relacdo ao clearance de astrécitos reativos no tecido
isquémico cronico (XU et al., 2012).

DHA promoveu ainda a sobrevivéncia celular reduzindo a apoptose neuronal, e a

atenuacdo da morte de neurdnios dentro da area de infarto no cortex e subcortex
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conforme observado pela reducdo da marcacéao fluorescente pela coloracédo de Hoechst,
utilizada como marcador de apoptose neuronal e o aumento do nimero de células NeuN*
guando comparado com o grupo controle. Este achado evidencia o efeito do DHA sobre
a modulacdo das vias de morte celular. Muito provavelmente, estes efeitos anti-
inflamatorios e anti-apoptéticos exibidos pelo DHA estdo associados a acdo de seus
mediadores lipidicos bioativos como a neuroprotectina D1 (NPD1) (BAZAN, 2009a).

Baseados em achados anteriores, no presente estudo, investigamos se a
administracdo direta intracerebroventricular (i.c.v.) de NPD1 possui atividade
neuroprotetora contra isquemia-reperfusdo cerebral focal em ratos SD. O NPD1 é um
derivado estereoespecifico do DHA e que durante a isquemia-reperfusdo é formado
através da acdo de enzimas lipoxigenases que agem sobre o DHA livre. O NPD1 é uma
molécula de sinalizacdo pro-sobrevivéncia celular e anti-apoptoética, que age inibindo a
expressao génica proé-inflamatéria induzida pelo estresse oxidativo e promovendo a
sobrevivéncia celular através de regulacdo positiva de proteinas anti-apoptoticas e
negativa de proteinas pré-apoptoéticas (BAZAN, 2009b; MARCHESELLI et al., 2010).

O tratamento com ambas formas de NPD1 (5ug/por rato ICV) reduziu
significativamente o escore neuroldgico total melhorando a evolugdo das funcgbes
neurolégicas dos animais tratados em relacdo ao grupo controle durante o periodo de 7
dias apos isquemia-reperfusédo. A melhora significativa do déficit motor esta diretamente
associada com a reducéo do volume da lesdo de infarto observada pelo imageamento
por ressonancia magnética (MRI) ex vivo dos cérebros desses animais, conjuntamente
com a avaliagéo histopatoldgica.

As intervencdes terapéuticas para o AVC isquémico tém como objetivo primordial
a protecao e preservacao da area de penumbra isquémica. O imageamento da area de
penumbra é uma estratégia importante para detectar tecidos em risco e selecionar
pacientes, que se apresentam além da janela de tempo de 3 horas para terapia,
especialmente quando até 44% dos pacientes podem ainda possuir tecido penumbral
viavel em até 18h apd6s o AVC isquémico. A grande vantagem do uso da ressonancia
magnética no AVC isquémico agudo é o fornecimento de informacdes clinicas mais
detalhadas que podem auxiliar os médicos no diagndstico, tratamentos e progndstico
desses pacientes (DONNAN et al., 2009; EBINGER et al., 2009).
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Nesse estudo, 0 imageamento por ressonancia magnética foi usado para a
deteccdo de alteracdes no conteudo de agua e difusdo que caracterizam o AVC
isquémico agudo. Nossos resultados mostram que ambos tratamentos com NPD1 (por
via ICV) foi capaz de reduzir drasticamente o volume do infarto cortical (regido de
penumbra) em relacdo ao grupo controle. NPD1 foi eficaz ainda na reducao significativa
do volume de leséo subcortical e total.

A andlise histopatoldgica de todos 0s grupos experimentais estd em consonéancia
com os resultados obtidos no MRI. Neuroprotecéao significativa foi observada no cortex (a
area de penumbra) e também na area subcortical dos grupos tratados com NPD1. Areas
de infartos menores com menos dano pancelular e areas mais densas de neurdnios
eosinofilicos ao longo da margem do infarto foram detectados em ambos os grupos
tratados com NPD1. Ambos os tratamentos com NPD1 reduziram de forma consistente
e significativa os volumes de leséo cortical, subcortical e total em até 95%, 78% e 89%
respectivamente no periodo de 7 dias apos isquemia-reperfusao.

Esses resultados mostram que o tratamento com NPD1 resultou na neuroprotecao
e preservacao de tecido viavel (penumbra), o que € uma questao critica no tratamento
de pacientes vitimas de AVC isquémico e na sobrevida crénica apés isquemia cerebral
focal, refletindo na melhora consistente das fun¢des neuroldgicas e motoras destes.

A andlise lipiddmica demonstrou a sintese de NPD1 e 17-HDHA foi observado
apos tratamento com DHA e foi potencializada na penumbra isquémica 5 h apés MCAo.
Além disso, a expressdo aumentada de 14-HDHA, precursor da maresina-1, uma
importante pro-resolvina anti-inflamatdéria, também foi detectada na area de penumbra.

Esses resultados mostram que NPD1 € produzido endogenamente no cérebro
lesionado por isquemia-reperfusao cerebral focal apés tratamento com DHA. O mediador
lipidico NPD1 proporciona um mecanismo especifico para compreender a modulagéo
mediada por DHA sobre a neuroinflamag¢@o e neuroprote¢@o. Assim, o NPD1 é um
mediador chave na bioatividade neuroprotetora exercida pelo DHA no SNC. A deficiéncia
de NPD1 e da enzima envolvida em sua formacao, 15-LOX-1, tem sido observada no
cérebro de pacientes com doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer
(BAZAN; MOLINA; GORDON, 2011).

A isquemia cerebral inicia uma complexa cascata de eventos celulares,



98

moleculares e metabdlicos que levam a danos cerebrais irreversiveis (IADECOLA,;
ANRATHNER, 2012). Conforme o infarto progride, as les6es neurovasculares pioram. O
termo neuroprotegdo é tipicamente utilizado para descrever a prote¢do de neurénios do
ambiente neurotdxico que ocorre durante a isquemia. No entanto, os complexos eventos
moleculares que ocorrem apds o AVC isquémico requerem a participacao de mdultiplos
fatores e células, incluindo células gliais, vasculares e inflamatérias.

A distribuicdo histologica dos marcadores moleculares no hemisfério cerebral
lesionado pela isquemia-reperfusdo focal dos animais tradados com NPD1 diferiu
significativamente dos animais pertencentes ao grupo controle. O tratamento com NPD1
aumentou o numero de neurdnios e astrocitos sobreviventes e a densidade de vasos
sanguineos na regido de penumbra juntamente com formacdo paralela de tecido
cicatricial mais denso rico em GFAP, nesta mesma regiao no hemisfério ipsilateral, 7 dias
apos isquemia-reperfusao experimental.

Estes resultados indicam que o tratamento com NPD1 protege nao apenas
neurdnios, mas também astrécitos, que sao criticos para a manutencéo e protecdo de
neurdnios atraves da secrecdo de mediadores neurotroficos (AMANTEA et al., 2015). O
efeito mediado por NPD1 na promocao da sobrevivéncia celular pode estar diretamente
associado a sua capacidade de regular positivamente a expressao das proteinas anti-
apoptoticas Bcl-2 e Bcl-xL e negativamente a expressao das proteinas pro-apoptoticas
Bax e Bad em resposta ao estresse oxidativo celular e ativacao de citocinas, levando a
formacdo de um transcriptoma pro-sobrevivéncia. NPD1 atua ainda inibindo a ativacdo
de NF-kB e a expressao da ciclooxigenase-2 (COX-2), além de modular a expressao
génica pro-inflamatoria, suprimindo a transcricdo de mediadores inflamatérios e inibindo
a infiltrac&o leucocitaria para a area isquémica durante a isquemia-reperfusdo cerebral
(ASATRYAN; BAZAN, 2017; BAZAN; MOLINA; GORDON, 2011).

Os astricitos sao células chave na resposta de reparo do tecido isquémico,
exercendo um papel dualista no curso da isquemia cerebral. Na fase inicial da isquemia,
0s astrécitos reativos liberam citocinas e ativam metaloproteinases (MMPs) que
contribuem para a ruptura da barreira hematoencefalica (BHE) e formacéo de edema de
origem vasogénica; enquanto que em fases de reparo tardio, eles realizam a captacgéo

de glutamato extracelular, regeneracdo de BHE e remodelamento neurovascular e
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liberacdo de fatores neurotréficos (AMANTEA et al., 2015; JIN; YANG; LI, 2010).
Astrécitos sdo ainda responsaveis pela formacdo de cicatrizes gliais constituidas por
astrocitos reativos com processos alongados em direcdo ao core isquémico na fase
cronica apos isquemia cerebral, que impedem a disseminacdo de danos celulares e da
inflamacéo (AMANTEA et al., 2015; JIN; YANG,; LI, 2010; LIU; CHOPP, 2017).

O processo de angiogénese exerce um papel critico na melhora da recuperacao
funcional neurolégica po6s-AVC isquémico. Mais do que isso, alguns autores tém
mostrado uma interacdo ou dependéncia entre a neurogénese induzida pela lesao
isquémica e a angiogénese (ANGELS FONT et al., 2010; MOGOANTA et al., 2010; RUAN
et al., 2015). Portanto, elucidar os mecanismos subjacentes dessa associacdo é de
grande importancia, podendo fornecer informagdes chaves para o desenvolvimento de
novas terapias neurorestaurativas para o AVC isquémico.

No atual estudo o tratamento com NPD1 aumentou significativamente a densidade
vascular, assim como favoreceu a regeneracdo nervosa por meio do aumento da
densidade axonal e o numero de neurbnios sobreviventes na area de penumbra em
relacdo ao grupo controle 7 dias apés isquemia-reperfusdo. De forma, que o aumento da
densidade dos vasos sanguineos provavelmente facilita a neurogénese e a
sinaptogénese, que, por sua vez, contribuem para melhorar o reparo e a recuperagao
funcional dessa area.

A isquemia-reperfusdo cerebral focal experimental aumenta a neurogénese e a
angiogénese, mas 0 mecanismo como as células endoteliais influenciam a neurogénese
induzida por essa condi¢ao ainda é desconhecido. A principal via de migracéo das células
neurais progenitoras (NPCs) para sitios de lesdo durante o processo de neurogénese,
estd intimamente associada aos vasos sanguineos, sugerindo que essa interacéo
fornece uma orientacdo direcional as NPCs (BHATTACHARJEE et al., 2017). A origem
da formacdo de novos vasos sanguineos e o significado da neovascularizacdo e
neurogénese sdo questbes importantes nao respondidas na fisiopatologia do AVC
isquémico e sua contribuicdo para a recuperacao.

O dano vascular durante a isquemia cerebral ocorre de forma precoce e progride
de maneira bifasica. A lesdo cerebral isquémica leva ao aumento da permeabilidade da

BHE e, em seguida, desencadeia uma cascata de eventos, levando a formacéao de
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edema, lesdo cerebral secundaria e desfechos neurologicos ruins para os pacientes
acometidos. O aumento da permeabilidade da BHE pode explicar a transformacé&o
hemorragica do AVC isquémico, fendbmeno que ocorre principalmente nas primeiras 24
horas apds um episodio de isquemia cerebral (MOGOANTA et al., 2010; YANG;
ROSENBERG, 2011).

Clinicamente, a ruptura da BHE ocorre em mais de um terco dos pacientes vitimas
do AVC isquémico e esta associada a maiores taxas de mortalidade e menores taxas de
sobrevida dos individuos acometidos (ROSENBERG, 2012). Como a isquemia cerebral
e 0 dano da BHE estédo intimamente correlacionados, as abordagens para proteger a
integridade da BHE de forma a reduzir a sua permeabilidade poderiam ajudar a elucidar
0 mecanismo fisiopatologico da isquemia cerebral, melhorando a eficacia do tratamento.

Apés a isquemia cerebral, a integridade da unidade neurovascular (UNV) é
comprometida, permitindo a entrada descontrolada de moléculas no parénquima
cerebral, podendo piorar o dano causado pela isquemia (BHATTACHARJEE et al., 2017).
Nesse estudo, a ruptura mediada pela lesdo isquémica da UNV foi avaliada por meio da
deteccdo da infiltracdo de IgG enddégena no parénquima cerebral. Do nosso
conhecimento, até 0 momento nenhum estudo anterior tinha avaliado o efeito de NPD1
na disfuncdo da BHE, ap0s leséo por isquemia-reperfuséo cerebral focal.

Nossos resultados indicam que a administragcdo de NPD1 protege de forma
significativa contra a ruptura da BHE induzida por isquemia-reperfusdo, conforme
evidenciado pela reducédo da imunorreatividade de IgG no cortex, subcortex e em todo
hemisfério direito em comparacdo com o grupo controle. Estes resultados apontam
claramente para o efeito protetor de NPD1 a BHE, reduzindo a sua permeabilidade
evitando a entrada de mediadores neurotdoxicos no parénquima cerebral e, portanto,
colaborando para a reducédo do dano isquémico. Esses resultados corroboram com Hong
e colaboradores (2015) que demonstraram o efeito benéfico do DHA na BHE
comprometida pelo dano causado pela reperfuséo isquémica tardia (HONG et al., 2015).
Tendo por base que o NPD1 é um mediador bioativo derivado do DHA, ambos resultados
se complementam e em grande parte explicam o efeito neuroprotetor do DHA.

Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a

administracdo de DHA a partir de 1h apos 2h de oclusdo da artéria cerebral média
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(MCAO0) apresenta efeito neuroprotetor reduzindo a area e o volume de infarto cerebral,
reduz ainda a perda tecidual relativa e aumenta tecido residual viavel resultando na
recuperacao neurocomportamental com consequente melhoria das fun¢des neurolégicas
motoras. Tratamento com DHA promove o aumento da neurogénese em importantes
nichos neurogénicos do hipocampo, reduz a apoptose e a neuroinflamacao nas regiées
de infarto cortical e subcortical nos periodos experimentais de duas e quatro semanas
apos isquemia-reperfusao cerebral focal. Além disso a administracdo de DHA estimula a
sintese enddgena de NPD1 na area de penumbra isquémica na 52 hora ap0és isquemia-
reperfusao.

Este estudo também indica que a administracdo de NPD1 exerce efeitos
semelhantes ao DHA frente a isquemia-reperfusédo cerebral focal experimental, ja que o
NPD1 desempenhou importante efeito neuroprotetor reduzindo area e volume de infarto
cerebral, protecdo da area de penumbra com recuperacdo neurocomportamental. O
tratamento com NPD1 promoveu a sobrevivéncia celular, angiogénese, regeneracéo
nervosa e reducdo da permeabilidade da BHE no periodo de 7 dias apds isquemia-
reperfusao.

Portanto as terapias experimentais utilizadas nesse estudo apresentam potencial
terapéutico para guiar futuros estudos clinicos e se mostram promissoras para 0
tratamento efetivo do acidente vascular cerebral isquémico.

Apesar de que o modelo de isquemia-reperfusdo cerebral focal em ratos ser
amplamente utilizado na literatura, os achados documentados nesse estudo pré-clinico
precisam ser corroborados por estudos clinicos placebo-controlados para avaliar a real
eficacia adjuvante do DHA no AVC isquémico.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo demostram os efeitos neuroprotetores do DHA
e NPD1 frente a isquemia-reperfusdo cerebral focal. Além disso verificou-se que a
neuroprotecdo mediada por esses dois compostos € realizada por meio de mecanismos
especificos como aumento da neurogénese enddgena, reducdo da permeabilidade da
barreira hematoencefélica e modulacdo da neuroinflamacéo. Os resultados encontrados
fornecerdo a base para futuras pesquisas sobre a traducdo das possiveis aplicacdes

terapéuticas do DHA e NPD1 para o tratamento do AVC isquémico no cenario clinico.

Em resumo, os principais achados desse estudo incluem:

1. DHA administrado a partir de 1h apés 2h de oclusao da artéria cerebral média (MCAO0)
apresenta efeito neuroprotetor reduzindo a area e o volume de infarto cerebral, reduz
ainda a perda tecidual relativa e aumenta tecido residual viavel resultando na
recuperacao neurocomportamental com consequente melhoria das funcdes neurolégicas
motoras.

2. DHA induz o aumento da neurogénese em importantes nichos neurogénicos do
hipocampo, reduz a apoptose e a neuroinflamagéo nas regides de infarto cortical e
subcortical nos periodos experimentais de duas e quatro semanas apds isquemia-
reperfusao cerebral focal.

3. DHA estimula a sintese enddégena na area de penumbra isquémica na 52 hora apoés
isquemia-reperfuséo.

4. NPD1 exerce efeitos semelhantes ao DHA frente a isquemia-reperfuséo cerebral focal
experimental. NPD1 desempenhou importante efeito neuroprotetor reduzindo area e
volume de infarto cerebral, protecdo da &rea de penumbra levando a recuperacdo
neurocomportamental. Reduzindo area e volume de infarto cerebral, protecdo da area de
penumbra levando a recupera¢do neurocomportamental apds isquemia-reperfusao.

5. NPD1 promove a sobrevivéncia celular, angiogénese, regeneracao nervosa e reducao

da permeabilidade da BHE no periodo de 7 dias apds isquemia-reperfusao.
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Docosanoids Promote Neurogenesis and Angiogenesis, Blood-Brain
Barrier Integrity, Penumbra Protection, and Neurobehavioral Recovery
After Experimental Ischemic Stroke
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Abstract

Docosahexaenoic acid (DHA ) and neuroprotectin D1 (NPD1) are neuroprotective after experimental ischemic stroke. To explore
underying mechanisms, SD rats underwent 2 h of middle cerebral artery occlusion (MCAo) and treated with DHA (5 mg/kg, IV)
or NPD1 (5 pg/per rat, ICV) and vehicles | h after. Neuro-behavioral assessments was conducted on days 1, 2, and 3, and on
week 1, 2, 3, or 4. BrdU was injected on days 4, 3, and 6, immunohistochemistry was performed on week 2 or 4, MRI on day 7,
and lipidomic analysis at 4 and 5 h after onset of stroke. DHA improved short- and long-term behavioral functions and reduced
cortical, subcortical, and total infarct volumes (by 42, 47, and 31%, respectively) atter 2 weeks and reduced tissue loss by 50%
after 4 weeks. DHA increased the number of BrdU"/Ki67", BrdU™/DCX™, and BrdU"/NeuN™ cells in the cortex, subventricular
zone, and dentate gyrus and potentiated NPD1 synthesis in the penumbra at 5 h after MCAo. NPD1 improved behavior, reduced
lesion volumes, protected ischemic penumbra, increased NeuN, GFAP, SMI-T7 I-positive cells and vessels, axonal regeneration in
the penumbra, and attenuated blood-brain barrier (BBB) after MCAo. We conclude that docosanoid administration increases
neurogenesis and angiogenesis, activates NPD1 synthesis in the penumbra, and diminishes BBB permeability, which correlates

to long-term neurobehavioral recovery after experimental ischemic stroke.

Keywords Omega-3 fatty acids - Behavior - MRI - BBB - Neuroprotection
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Introduction

Stroke is the fifth leading cause of death in the USA and the
primary cause of long-term disability [1]. Only one FDA-
approved therapy exists for treatment of acute ischemic stroke,
the thrombolytic tissue plasminogen activator (tPA), but un-
fortunately, only 3—5% of patients can be elected to undergo
this treatment [2, 3]. Therefore, an effective treatment for
stroke remains an unmet health care need.

Currently, translational enabling research strategies, in ad-
dition to neuroprotection, include neurorestoration to enhance
post-stroke tissue repair [4, 5]. A mechanism for
neurorestoration is neurogenesis activation, which occurs in
the subgranular zone of the dentate gyrus (DG) and the
subventricular zone ofthe lateral ventricles [5]. Newborn neu-
rons are generated from neural stem/progenitor cells in the
subgranular zone (8GZ) of the DG through differentiation
and maturation. Ischemic injury induces neurogenesis and
promotes migration of neuroblasts along the blood vessels
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The life-long cumulative exposures (exposome) to environmental contaminants (even low-grade
lead, mercury, arsenic etc.) and biological hazards (favoring enteric pathogens and altered
“unhealthy” intestinal microbiota) alone or in combination are now being increasingly recognized
to deleteriously influence the brains development and potentially the way the brain copes with
aging-related conditions, including neurodegenerative diseases (Costa et al., 2004; Senut et al,
2012; Tshala-Katumbay et al., 2015). The latter may involve sub-optimal development of “cognitive
reserve, which is likely dependent upon a “healthy” and enriched environment to which one is
exposed early in life. The potential importance of cognitive reserves to protect from aging-related
neurodegeneration is suggested by post-mortem evidence showing that some individuals are better
adapted to Alzheimer’s disease (AD) related brain injury than others (Marques et al., 2016); some
patients who show post-mortem beta-amyloid plaques in the brain had not suffered from AD
symptoms during life.

The early life intestinal microbiome is now being acknowledged as a determinant factor
influencing human behavior (Orid et al., 2016; Lima-Ojeda et al., 2017; Carlson et al., 2018) and for
immune system maturation (Mulder et al., 2011; Olszak et al., 2012; Nash et al., 2017). If chronically
disrupted it may even predispose individuals to neuropsychiatric diseases later in life (Petra et al,,
2015; Lima-Ojeda et al., 2017). In addition, in the first 2 years of life, a critical period when key
processes toward brain maturation such as myelination and synaptogenesis occur, the intestinal
microbiota have not yet reached full “adulthood™ maturation (Fanaro et al., 2003; Olivares et al.,
2018). As these biological processes overlap in this critical period, environmental challenges early
in life, such as enteric diseases, malnutrition and altered maturation of the intestinal microbiota
may jeopardize the cognitive development and cause later life metabolic dysfunction in these
children (DeBoer et al., 2012; Guerrant et al., 2013). However in spite of the potential implications
of early-life microbiota colonization to life-long health, animal models (such as germ-free and
antibiotic treatment) widely used to study causal relationship with gut microbiota have limitations
in how they affect the brain, and in their ability to model human conditions where environmental
conditions are dynamic and constantly changing. Furthermore, the use of mouse models to research
into microbiome-brain-immune should be taken with caution, since the species composition of the
gut microbiota (and its regulation) can be fairly dissimilar in distinct mammalian taxa (Ericsson
and Franklin, 2015; Laukens et al., 2016), therefore findings from mouse gut research may not
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PLATELET-ACTIVATING FACTOR AND
OTHER BIOACTIVE LIPIDS

A target for cerebral ischemia is phospholipids from
plasma membranes of neural cells. Phospholipid mol-
ecules of membranes from neurons, glial cells, and other
neural cells store a variety of lipid messengers. Recep-
tor-mediated events, or changes in intracellular events
[Ca®*], such as those that occur during excitatory neu-
rotransmission in activity-dependent synaptic plasticity,
uncompensated oxidative stress, and other disruptors
of homeostasis, activate phospholipases that catalyze
the release of precursors of bicactive mediators from
phospholipids. These messengers then participate in
intracellular and/or intercellular signaling pathways.
Accordingly, contemporary research into bicactive lip-
ids has focused on their neurobiological significance and
role in diseases.

Cerebral ischemia unsettles the tightly regulated
events that control the production and accumulation
of lipid messengers and their precursors, such as doco-
sahexaenoic acid (DHA), free arachidonic acid (AA),
diacylglycerol, and platelet-activating factor (PAF, 1-0-
alkyl-2-acyl-sn-3-phosphocholine), under physiological
conditions. Rapid activation of phospholipases, particu-
larly of phospholipase A, (PLA;), occurs at the onset of
cerebral ischemia [1]. There are a wide variety of PLAzs
and current investigations aim to define those affeceed
by ischemia. For example, in addition to the role(s)
of intracellular PLAss in lipid messenger formation,
a low-molecular-weight secretory PLA:; synergizes
glutamate-induced neuronal damage. Pathways leading
to PLA; activation/release are part of normal neuronal
function, whereas ischemia-reperfusion enhances these
events, overproducing PLA,-derived lipid messengers
(e.g., enzymatically produced AA or DHA oxygenation
derivatives, nonenzymatically generated lipid peroxi-
dation products, and other reactive oxygen species)
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involved in neurcnal damage. Among the consequences
of PLA, activation by ischemia are alterations in mito-
chondrial function by the rapid increase in the brain free
fatty acid pool size (e.g., uncoupling of oxidative phos-
phorylation from respiratory chain) and the generation
of lipid messengers.

PAF is a very potent and short-lived lipid messenger.
It is known to have a wide range of actions: as a media-
tor of inflammatory and immune responses, as a second
messenger, and as a potent inducer of gene expression in
neural systems. Thus, in addition to its acute roles, PAF
can potentially mediate longer-term effects on cellular
physiclogy and brain functions.

PLATELET-ACTIVATING FACTOR
CONTRIBUTES TO EXCITOTOXICITY BY
ENHANCING GLUTAMATE RELEASE

PAF accumulates during cerebral ischemia, and inhibi-
tion of this process plays a critical role in neuronal sur-
vival. PAF is a potent, short-lived phospholipid mediator
of leukocyte functions, platelet aggregation, and proin-
flammatory signaling [1]. PAF accumulates in the brain
after cerebral ischemia, and, in conjunction with gluta-
mate release and glutamate reuptake inhibition, leads to
intracellular Ca®* overload, mitochondrial dysfunction,
generation of reactive oxygen species, and inflammation-
mediated excitotoxicity [2]. Furthermore, the brain is
endowed with a variety of degradative enzymes that rap-
idly convert PAF to biologically inactive lyso-PAF [1]. Tak-
ing these findings together, PAF, when overproduced at
the synapse during ischemia, will promote enhanced glu-
tamate release that in turn, through the activation of post-
synaptic receptors, will contribute to excitotoxicity. Fig.
52.1 outlines the role of PAF as a presynaptic messenger.

We demonstrated that LAU-0901, a novel PAF recep-
tor antagonist (Figs. 52.1 and 52.2), is neuroprotective in

& 207 Elsevier Inc. All rights roservod.
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