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RESUMO

Introducdo. O acidente vascular encefalico (AVE) € classicamente caracterizado
como um déficit neuroldgico atribuido a uma lesdo focal aguda do sistema nervoso
central (SNC), por causa vascular, sendo uma das principais causas de invalidez e
morte mundial. De todos os casos, 87% sé&o de origem isquémica. Os principais
fatores de risco associados séo idade, raca, aterosclerose, hiperlipidemia, tabagismo
e outros. Até a presente data a terapia medicamentosa aprovada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento do AVE isquémico agudo € a utilizacdo da classe dos
agentes tromboliticos ativadores da fibrindlise. Vérias citocinas parecem
desempenhar um papel na neurogénese e/ou regeneracao neuronal. Recentemente,
estudos demonstraram que o fator estimulador de col6nias de granulécitos (G-CSF)
possui efeitos neuroprotetores em camundongos submetidos a isquemia cerebral,
porém seus efeitos frente ao aumento do estresse oxidatvo e a
hipercolesterolemia/aterosclerose, uma das principais causas de AVE, ainda é
desconhecido e foi 0 objeto deste estudo. Métodos. Foram utilizados camundongos
knockout para a apolipoproteina E (ApoE”’") e C57BL/6 machos, adultos jovens, com
idade variando entre 12-14 semanas e pesando em média 28 g divididos em trés
grupos: controle ApoE”’, tratado G-CSF ApoE” e controle C57BL/6. Todos os
animais foram submetidos a oclusdo das artérias carétidas comuns direita
(temporéria) e esquerda (permanente) seguida de administracdo de solugéo
glicosada 5% (controles) e G-CSF 100ug/kg/dia (tratado) logo apés e 24h depois da
cirurgia. No terceiro dia apds a oclusdo os animais foram sacrificados e foi obtido o
peso Umido do baco, coletada amostra de sangue e extraido o cérebro. As
comparacdes estatisticas foram realizadas por teste t de Student e ANOVA de 1 via,
seguida do post hoc de Fisher. Resultados e Discussao. A contagem de leucdcitos
circulantes no grupo G-CSF ApoE” apresentou-se estatisticamente superior
(6661+1059 céls/mm?3) quando comparado ao grupo controle ApoE”’ (4044+610
céls/mm?3) e ao grupo controle C57BL/6 (3965+409 céls/mm?3) evidenciando o efeito
sistémico do G-CSF no recrutamento e maturacdo de granulécitos sanguineos. Na
dosagem do colesterol total plasmatico o G-CSF néo reverteu a hipercolesterolemia
dos animais ApoE”’. A area macroscopica de infarto cerebral foi significativamente

menor no grupo ApoE” tratado com G-CSF (0,03+0,01 cm?) quando comparado



com o grupo ApoE” controle (0,18+0,03 cm?). Observou-se ainda diferenca
significativa quando comparamos a area de infarto do grupo controle C57BL/6
(0,08+0,02 cm?) com o grupo controle ApoE™. A forca muscular, medida através do
teste do agarre (grip force), estava significativamente diminuida nos animais controle
ApoE”- 48h pébs-cirurgia quando comparados aos controles pré-cirirgicos (de
97,949,8g para 70,69+10,62g), enquanto que no grupo G-CSF ApoE” a forca
registrada antes da cirurgia foi preservada no poés-cirirgico. No ensaio para o
estresse oxidativo plasmatico o tratamento com G-CSF néo alterou os parametros
nos grupos ApoE- (controle = 23,76 + 3,36 vs G-CSF = 23,0 + 3,20 uMC-T/mg) que
estavam estatisticamente aumentados quando comparados ao grupo controle
C57BL/6 (3,97 £1,22 pMC-T/mg). O teste do TUNEL (TdT-mediated-dUtp Nick End
Labeling), para evidenciar a morte celular tecidual mostrou relacdo de células
positivas/negativas menor no grupo tratado ApoE” quando comparado ao grupo
controle ApoE”. A imunomarcagdo de neur6nios e receptores de G-CSF mostrou
estimulo a sobrevivéncia neuronal e maior presenca de receptores no grupo tratado
guando comparado ao controle. Conclusdo. Nossos achados estdo de acordo com
a literatura e contribuem para evidenciar o efeito neuroprotetor do G-CSF,
fortemente ligado a propriedade antiapoptoética, em modelo de isquemia cerebral
global mesmo na presenca do principal fator de risco para o AVE, a

aterosclerose/hipercolesterolemia, e do aumento do estresse oxidativo.

Palavras chave: Isquemia Cerebral, Fatores de Crescimento Celular, Estresse
Oxidativo.



ABSTRACT

Introduction. The stroke is classically characterized as a neurological deficit
attributed to an acute focal lesion of the central nervous system (CNS), for vascular
cause, and a major cause of disability and death worldwide. In all cases, 87% are
ischemic. The main risk factors are age, race, atherosclerosis, hyperlipidemia,
smoking, and others. To date drug therapy approved by the National Health
Surveillance Agency (ANVISA) and the Food and Drug Administration (FDA) for the
treatment of acute ischemic stroke is the use of the class of thrombolytic agents
activators of fibrinolysis. Several cytokines appear to play a role in neurogenesis and
/or neuronal regeneration. Recent studies have demonstrated that granulocyte
colony stimulating factor (G-CSF) has neuroprotective effects in mice subjected to
cerebral ischemia, but its effects opposite to increased oxidative stress and
hypercholesterolemia/atherosclerosis, a major cause of stroke, although is unknown
and was the object of this study. Methods. Were used apolipoprotein E knockout
(ApoE”) and C57BL/6 mice, male, young adults, aged between 12-14 weeks and
weighing on average 28 g divided into three groups: control ApoE™, treated G-CSF
ApoE”- and control C57BL/6. All animals underwent occlusion of common carotid
arteries (temporary) and left (standing) then administration of glucose solution 5%
(controls) and G-CSF 100ug/kg/day (treated) just after and 24 hours following
surgery. On the third day after occlusion the animals were sacrificed and the wet
weight was obtained from the spleen, blood sample collected and extracted the brain.
Statistical comparisons were performed by test t Student's and ANOVA 1 way,
followed by Fisher's post hoc. Results and discussion. The count of circulating
leukocytes in the G-CSF ApoE” group was statistically higher (6661 + 1059 cells/
mm?3) compared to the control ApoE” group (4044 + 610 cellss/mm3) and the control
C57BL/6 group (3965 * 409 cells/mm?3) highlighting the systemic effect of G-CSF in
the recruitment and maturation of blood granulocytes. In the measurement of plasma
total cholesterol G-CSF did not reverse the hypercholesterolemia in ApoE” animals.
The macroscopic area of cerebral infarction was significantly lower in group ApoE™"
treated with G-CSF (0.03 + 0.01 cm?) compared with the group ApoE~ control (0.18 +
0.03 cm?). There was also significant difference in the infarcted area of control
C57BL/6 group (0.08 + 0.02 cm?) with the control ApoE” group. Muscle strength,



measured by the grip test, was significantly reduced in ApoE” control animals 48
hours after surgery compared to preoperative controls (97.9 + 9.8g for 70.69 +
10,62g), while the group G-CSF ApoE” force recorded before surgery was preserved
after surgery. In the assay for oxidative stress plasma treatment with G-CSF did not
change the group parameters in ApoE”- (control = 23,76+3,36 vs G-CSF = 23,0+3,20
MMC-T/mg) which was statistically increased compared to the C57BL/6 control group
(3.97 £ 1.22 uMC-T/mg). The test TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick End Labeling),
to show the tissue cell death was related to positive cells/negative less in the group
treated ApoE” as compared to the control group ApoE”. The immunostaining of
neurons and G-CSF receptor showed stimulation for neuronal survival and increased
presence of receptors in the treated group compared to the control. Conclusion. Our
findings are in agreement with the literature and contribute to highlight the
neuroprotective effect of G-CSF, strongly linked to antiapoptotic property in global
cerebral ischemia model even in the presence of the major risk factor for stroke,

atherosclerosis/hypercholesterolemia, and of increased oxidative stress.

Keywords: Cerebral Ischemia, Cell Growth Factors, Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 Acidente Vascular Encefalico

O acidente vascular encefalico (AVE) é classicamente caracterizado como um déficit
neuroldgico atribuido a uma leséo focal aguda do sistema nervoso central (SNC),
sendo considerado uma das principais causas de invalidez e morte no mundo
(SACCO et al., 2013). Em numeros, o AVE representa a segunda principal causa de
morte mundial sendo responsavel por 6,7 milhdes dos Obitos, 11,9% do total
computado (CHOLLET et al., 2014; WHO, 2012). De todos os casos de AVE, 87%
sdo de origem isquémica, 10% sao decorrentes de hemorragias intracerebrais e 3%

de hemorragias subaracnéides (GO et al., 2014).

Os principais fatores de risco a ele associados séo a idade, raca, histérico familiar,
hipertenséo arterial, diabetes mellitus, aterosclerose, arritmias cardiacas, préteses
valvares, hiperlipidemia, tabagismo e outros (drogas ou horménios, por exemplo). Os
sintomas mais comuns, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
sao fraqueza subita da face, brago ou pernas - mais frequentemente de um lado do
corpo - confuséo, dificuldade de falar ou de entender a fala, de enxergar e de
caminhar (CHIBA e UMEGAKI, 2013; ZHAO et al., 2013; ALBERTSON e SHARMA,
2014).

Com base nas informac¢des do DATASUS, em 2009, o AVE representou 1,5% das
11.509.485 internacdes hospitalares registradas no Sistema Unico de Saude
(PORTARIA N¢ 664, DE 12 DE ABRIL DE 2012 DO MINISTERIO DA SAUDE).

Ainda segundo o DATASUS, o ano de 2012 as doencas cerebrovasculares foram

responsaveis por 100.194 o6bitos do total de 1.181.166 registrados no ano.

O perfil epidemiolégico de saude do Espirito Santo de 2012 mostra que as doencgas
do aparelho circulatorio, capitulo do codigo internacional de doengas (CID 10) no
qual as doencas cerebrovasculares estdo incluidas, configuram a segunda maior
causa de Obitos na faixa etaria de 20 a 59 anos e a primeira a partir dos 60 anos

(Figura 1), o que também representa um grave problema na saude publica capixaba
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(NESIS/ES, 2012). Mesmo que sabidamente o representante de maior peso sobre a
mortalidade dessa classe seja as doencas cardiovasculares, as doencas
cerebrovasculares tém também grande impacto e contribuicdo para estes numeros

visto a epidemiologia nacional e mundial.

Principais causas de 6bitos por faixa etaria, ES — 2012

Faixa Etaria  Colocacao Capitulos CID - 10 N2 de dbitos %
12 Causas externas (acidentes,homicicios e suicidios) 78,45%
22  Neoplasias (tumores) 4,11%
10a 19 anos 32 Doengas do sistema nervoso 682 3,37%

42  Doencas do aparelho respiratorio 3,23%

Figura 1. Principais causas de Obitos por faixa etaria no Espirito Santo no ano de 2012. Fonte:
(NESIS/ES, 2012)

No que tange a progressao patolégica e ao tempo apds o inicio, o AVE pode ser
classificado em trés fases: agudo, subagudo e crénico. Embora a duracdo das trés
seja dependente da localizagdo, do tamanho do infarto cerebral e da idade dos
pacientes, em geral, a aguda estd compreendida nas primeiras 48 horas apés o
inicio do AVE; a subaguda, de 48 h ou até 6 semanas a 3 meses pés-AVE; enquanto

a cronica varia de 3 a 6 meses apos o AVE (ZHAO et al., 2013).
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Os AVEs também podem ser classificados quanto a sua etiologia como hemorragico
ou isquémico. A aterosclerose de pequenas e grandes artérias cerebrais €
responsavel pela maioria dos casos, seja hemorragico ou isquémico. Cerca de 20%
dos AVEs sdo devidos a émbolos cardiogénicos, mais comumente associados a
fibrilacdo atrial intermitente. No entanto, apos intensa investigacao etiolégica, pode-
se concluir que cerca de 30% dos AVEs permanecem idiopaticos (DONNAN et al.,
2008; ALBERS et al., 2008).

As causas mais comuns de isquemia cerebral sdo a hipoperfuséo global, a trombose
e 0 tromboembolismo, sendo que essas duas Ultimas ddo origem a oclusdo de
artérias. Se o fornecimento de sangue é espontaneamente restaurado, e 0s
sintomas neuroldgicos recuperados completamente, o episddio é convencionalmente
denominado um ataque isquémico transitério (AIT). De outro lado, se o fluxo de
sangue nao é rapidamente restaurado ha um risco de infarto do tecido cerebral com
danos permanentes associados e persistente disfuncdo neurolégica, evento
comumente chamado de acidente vascular cerebral, sendo a maior parte dos casos
do tipo isquémico (FLYNN, MACWALTER e DONEY, 2008; RODRIGO et al., 2013;
ALBERTSON e SHARMA, 2014).

Sabe-se que o0 cérebro é altamente vulneravel a isquemia. Em parte, a
vulnerabilidade do tecido cerebral a isquemia reflete suas altas exigéncias
metabdlicas com uma demanda relativamente alta de producdo de energia e
dependente quase que exclusivamente da fosforilagdo oxidativa para isso. Embora o
peso do cérebro humano represente apenas cerca de 2% do peso corporal total,
esse O0rgao tem uma elevada atividade metabdlica e utiliza 20% de oxigénio e 25%
de glicose consumida por todo o corpo. O bom funcionamento das células cerebrais
depende de uma oferta abundante e continua de oxigénio usado pela mitocondria
para gerar adenosina-5'-trifosfato (ATP). A energia no cérebro é principalmente
formada quando a glicose é oxidada a gas carbbdnico (CO2) e agua através da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial. No individuo em repouso, cerca de 40% da
energia cerebral € usada para manter e restaurar gradientes i6nicos da membrana
celular; e ainda mais energia é usada durante atividades (BRETON; CESAR;

RODRIGUEZ, 2012).
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A isquemia inicia uma cascata complexa de eventos metabdlicos (Figura 2), muitos
dos quais envolvem a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS) que medeiam a maioria dos danos ocorridos na regiao
de penumbra do infarto. A sequéncia de eventos comeca no nivel mitocondrial com
uma diminuicdo critica na atividade da cadeia de transporte de elétrons, com
consequente esgotamento de ATP. Uma vez que a sintese de ATP mitocondrial é
inibida pela isquemia global, o ATP é consumido dentro de minutos, causando
despolarizacdo da membrana plasmatica neuronal, vazamento de potassio (K*) para
0 espaco extracelular e de sddio (Na*) para o interior das células. Essa deficiéncia
bioenergética também impede a Ca?*-ATPase da membrana plasmaética de manter a
baixa concentracdo normal de Ca?* citosélico (RODRIGO et al., 2013).

Logo em seguida a cessacdo do fluxo de sangue, a rapida interrupcdo do
metabolismo local causa um grande aumento na atividade neuronal e maior
liberacdo de glutamato. Apos a isquemia cerebral, a liberacdo neuronal de glutamato
ativa varios receptores pré e pos-sinapticos, resultando em influxo de Ca?*, levando
a lesé@o excitotéxica. Além disso, a elevada concentracdo extracelular de glutamato
pode ativar a NO sintase neuronal (nNOS) como um resultado de influxo de Ca?*.
Altos niveis de Ca?*, Na* e adenosina difosfato (ADP) podem também conduzir a
disfuncdo das mitocéndrias e geracdo de ROS e RNS, além de ativacdo de
proteases, fosfolipases, e endonucleases que conduzem a morte celular
(GYENGESI; PAXINOS; ANDREWS, 2012; RODRIGO et al., 2013; SILBERMAN et
al., 2010).

A isquemia cerebral também é seguida por uma reacdo inflamatéria no tecido
afetado, o que pode continuar por dias ou semanas apés o evento. E amplamente
aceito que tais processos inflamatérios contribuem para a progressdo da lesdo
isquémica cerebral e para a exacerbacdo dos déficits neuroldgicos focais. Porém,
por outro lado, a inflamagéo pos-isquémica também demonstrou efeitos benéficos
como, por exemplo, no contexto de tolerancia isquémica (Tl) e da reparacdo de
tecidos. A Tl no cérebro € um fendmeno transitério do aumento da resisténcia a um
desafio isquémico letal resultante de um estimulo nocivo subletal aplicado em tempo
habil antes do estimulo letal (KUNZ; DIRNAGL; MERGENTHALER, 2010).
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Figura 2. Esquema representando as vias patofisiolégicas da isquemia cerebral. A lesédo isquémica
leva a desestabilizagdo da barreira hematoencefalica, inflamacgéo e estresse oxidativo, neste Gltimo
proteinas, lipidios e DNA sdo atacados por espécies reativas de oxigénio (ROS). O estresse oxidativo
leva a ativacdo de vias de apoptose e necrose as quais determinam o tamanho final da &rea de
infarto. Trés fases distintas de geracdo de ROS que ocorrem temporalmente foram identificadas em
cultura de células .1: ocorre durante a privacéo de oxigénio e glicose a qual inibe o complexo IV da
cadeia respiratoria causando acumulacdo dos produtos intermediarios reduzidos o que permite fuga
de eletrons para gerar ROS.2: o segundo pico da ROS ocorre aproximadamente 25-35 minutos apés
a isquemia como resultado da ativagao da xantina oxidase (XO) e é evidenciado pela forte diminuigao
nos niveis de ROS apo6s exposi¢do a oxipurinol e alopurinol, inibidores desta enzima. A deplecéo de
ATP intracelular, passo anterior a esse, € necessaria uma vez que conduz a conversdo de
nucleotideos de adenina em hipoxantina e xantina, substratos para XO. 3: A restauragdo rapida de
fluxo sanguineo aumenta o nivel de oxigenacéo do tecido, conduzindo a terceira fase da geracéo de
ROS, com ativacdo da NADPH oxidase, que é o principal contribuinte para lesdo de reperfuséo.
Fonte: (RODRIGO et al., 2013 adaptado).
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Até a presente data, a terapia medicamentosa aprovada pela ANVISA e pelo Food
and Drug Administration (FDA) para o tratamento do AVE isquémico agudo é a
utilizacao da classe dos agentes tromboliticos ativadores da fibrinélise. A trombdlise
intravenosa, com ativador do plasminogénio tecidual recombinante (rtPA), é a
maneira mais rapida para iniciar o tratamento de reperfusdo aguda. O tPA é uma
serina protease a qual catalisa a converséao de plasminogénio em plasmina que, em
seguida, atua na degradacédo do coagulo sanguineo, produzido no AVE isquémico,
em produtos de fibrina. Para ser eficaz, o rtPA deve ser administrado por via
intravenosa dentro das primeiras 3-4,5h apos o inicio dos sintomas, devido ao risco
de transformacdo hemorrdgica. Nos Estados Unidos, apenas cerca de 2% dos
pacientes com AVE se beneficiam do acesso precoce a trombdlise, a maioria dos
doentes sdo submetidos a tratamento alternativo (BALDWIN et al., 2010; RODRIGO
et al., 2013; WANG et al., 2014).

A selecao para utilizacdo do tratamento trombolitico exige a presenca de um déficit
neuroldgico incapacitante, exclusdo de sangramento (através de tomografia
computadorizada do crénio) e determinacdo do tempo do inicio dos sintomas. No
entanto, apenas uma minoria de pacientes com AVE chega ao servigo de saude com
estas informacdes, bem como a tempo de serem elegiveis para receber o referido
tratamento. Além disso, devido ao risco de transformacdo hemorragica se faz
necessario encontrar novos alvos terapéuticos que diminuam o risco e aumentem o
tempo de janela terapéutica do rtPA, protegendo o cérebro dos danos isquémicos
(TSIVGOULIS; KATSANOS; ALEXANDROV, 2014; WANG et al., 2014).

Indmeras estratégias neuroprotetoras visando mecanismos importantes, como a
toxicidade do glutamato ou formacéo de radicais livres, falharam devido a falta de
eficacia ou efeitos colaterais intoleraveis. A recuperacéo das funcbes e melhoria das
atividades da vida diaria especificas sdo causadas por alteracdes intrinsecas nos
neurdnios, em redes ja existentes ou pela geracdo de novos neurbnios a partir de
células progenitoras. Relativamente a este ultimo, a estimulacdo da neurogénese no
cérebro poOs-isquémico agora parece ser uma estratégia atrativa. As células
progenitoras neurais que residem no cérebro adulto podem, efetivamente, iniciar
uma resposta compensatoria a eventos isquémicos, 0 que resulta na producgéo de

novos neurdnios. Varios agentes de grande promessa estdo atualmente em estagios
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da pesquisa clinica e podem surgir na pratica rotineira em um futuro préximo
(SAHOTA E SAVITZ, 2011; SCHNEIDER ET AL., 2005).

Algumas citocinas parecem desempenhar um papel na neurogénese e/ou protecao
neuronal. Tratamentos utilizando-as proporcionam uma nova estratégia terapéutica
para doencas neurologicas. Muitas citocinas hematopoiéticas influenciam na
proliferacdo de células precursoras neurais com relatos de que estas Ultimas
possuem receptores do tipo c-kit, que € o receptor para uma das principais citocinas
hematopoiéticas, o fator de células estaminais (SCF) que estimula a neurogénese in
vivo além de receptores para outra citocina hematopoiética, o0 G-CSF (KAWADA et
al., 2006).

1.2 Fatores de Crescimento Celular

Fatores de crescimento celular sdo polipeptideos essencialmente envolvidos na
regulacdo da sobrevivéncia, da proliferacdo, da maturacédo e crescimento de células
em desenvolvimento. Muitos fatores exibem efeitos neuroprotetores e neurotroficos
enddgenos. Tais efeitos também foram relatados com administracdo exdgena de
fatores de crescimento apds trauma cerebral e AVE. Apés a ligacdo dos fatores de
crescimento aos receptores de membrana de alta afinidade, os efeitos destes séo
mediados pela ativacdo de uma série de cinases que se translocam para o nucleo
para fosforilar fatores de transcricdo. As células, em seguida, podem ser induzidas a
crescer e diferenciar ou para obter suporte trofico suficiente para sobreviver
(SCHABITZ et al., 2003).

Uma das principais limitacdes das estratégias neuroprotetoras para o AVE € a curta
janela terapéutica durante a qual a intervencao pode ser Util. As terapias que podem
ser iniciadas apds o inicio dos sintomas tém, portanto, valor consideravel. Um
tratamento alternativo eficaz pode estar na utilizacdo de vias que tém a morte
neuronal isquémica como alvo. Fatores de crescimento celular encontram-se entre
as moléculas que interagem com tais passos. Por esta e outras razfes, tém recebido
atencdo consideravel na busca por terapias contra doengas neurodegenerativas, e
também contra o AVE (GREENBERG e JIN, 2006).
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Muitos fatores de crescimento e seus receptores S80 expressos no cérebro, e a
upregulation destes fatores e dos seus receptores ocorrem apos lesdo cerebral ou
isquemia. Varios destes fatores parecem ter efeitos benéficos para a sobrevivéncia
e protecdo dos neurbnios promovendo ainda crescimento neural, formacédo de
sinapses e neurogénese (REN e FINKLESTEIN, 2005).

Na neurogénese enddgena, os fatores de crescimento induzem a proliferacdo e a
diferenciacdo de células tronco neuronais adultas em neurdnios maduros, da zona
subventricular (ZSV) dos ventriculos laterais e da zona subgranular do giro denteado
(DG) do hipocampo, em modelos animais e humanos. Esses resultados sugerem
gue a terapia com fatores de crescimento poderia representar uma alternativa
terapéutica para promover a migracao e diferenciacdo e melhorar a sobrevivéncia de
células tronco por modulacdo da neurogénese (LANFRANCONI et al., 2011,
MINNERUP; SEVIMLI; SCHABITZ, 2009).

Estudos experimentais mostram também que fatores de crescimento
hematopoiéticos (G-CSF, Eritropoetina, GM-CSF e etc.) podem interferir na evolugcéo
do AVE através de seus efeitos pleiotropicos que incluem, além da neurogénese, a
promocao de angiogénese e a ativacdo de vias antiapoptoticas. A maioria desses
fatores atua através da ligacdo a receptores especificos, ativando diferentes vias de
sinalizacdo e induzindo a expressdo de genes envolvidos na proliferacdo e
diferenciacdo celular. Por exemplo, a ativacdo da proteina cinase, ativada por
mitégeno (MAPK), em resposta a ligagdo no receptor, promove a proliferacdo, ao
passo que a estimulacdo da via PISK/AKT, principalmente, inibe vias apoptéticas.
Assim, a resposta especifica para fatores de crescimento é influenciada pela
expressao de seus receptores correspondentes nas células-alvo (LANFRANCONI et

al., 2011).

1.2.1 Fator Estimulador de Colénias de Granulécitos (G-CSF)

O G-CSF é uma glicoproteina de 19,6 kDa codificada por um unico gene localizado

no cromossomo 17qll-12. Esse fator € produzido, principalmente, por mondcitos
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ativados em resposta a citocinas inflamatdrias, mas também por células endoteliais,
fibroblastos, células mesoteliais e plaquetas. O fator de necrose tumoral (TNF), a
interleucina 1 (IL-1), o fator estimulador de colénia de granulécito-macréfago (GM-
CSF), a interleucina 4 (IL-4) e o lipopolissacarideo bacteriano podem induzir a
produgéo de G-CSF in vitro. As agdes do G-CSF como um fator estimulante se déao
depois da ligacao ao seu receptor (G-CSFR), que € uma proteina de membrana que
consiste em quatro dominios, uma porcao extracelular e trés por¢cdes intracelulares
com diferentes niveis de conservacdo. O G-CSF-R é expresso nao apenas por
células hematopoiéticas (neutréfilos, plaquetas, linfécitos e mondcitos), mas também
por neurénios e células gliais (LANFRANCONI ET AL., 2011; SOLAROGLU ET AL.,
2006).

A ligacdo do G-CSF ao G-CSFR ativa uma variedade de vias de sinalizagéo
intracelulares (Figura 3), incluindo as proteinas Janus cinases (JAK), os ativadores
transcricionais (STATS), e as vias Ras/MAPK e PI3K/Akt. A ativacdo dessas vias
medeia a proliferacéo, a diferenciacdo e a sobrevivéncia de células que expressam o
receptor. Os efeitos farmacologicos e o perfil de efeitos secundarios do G-CSF sao
conhecidos uma vez que o G-CSF recombinante, um medicamento licenciado, é
utiizado na préatica clinica para o tratamento da neutropenia induzida pela
guimioterapia em pacientes com cancer e para aumentar a mobilizacdo de células
tronco na medula 6ssea. O G-CSF enddgeno desempenha um papel importante na
resposta a isquemia cerebral e a administracdo de G-CSF em modelos animais de
AVE estéa associado com reducéo do volume de infarto, diminuicdo da mortalidade e
melhora nos resultados clinicos (LANFRANCONI ET AL., 2011; MINNERUP;
SEVIMLI; SCHABITZ, 2009).

Um pré-requisito para uma acao direta de G-CSF no cérebro seria a penetracéo pela
barreira hematoencefalica (BHE). Schneider et al. (2005) determinou a quantidade
de G-CSF iodado (**1I-G-CSF) no cérebro e no soro 1, 4, e 24 horas apds injecdo
intravenosa em ratas nao isquémicas e calculou a relagdo cérebro/soro de 13%-G-
CSF, utilizando **I-albumina como um controle do indice de permeabilidade, ja que
a mesma ndo atravessa a BHE em condigbes basais. Em cada ponto de

observacédo, o G-CSF mostrou uma propor¢cdo mais elevada cérebro/soro, o que
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indica a passagem através da barreira intacta (BARTOLINI et al., 2011; SCHNEIDER
et al., 2005a; ZHAO et al., 2007).

G-C5F
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Figura 3. Cascata de sinalizacdo do receptor do G-CSF ap6s a ligagdo da molécula. A regido
citoplasmatica do G-CSF-R pode ser subdividida em um dominio proximal a membrana, o qual
contém dois subdominios conservados conhecidos como Box 1 e Box 2, e um dominio de membrana
distal, o Box 3, menos conservado. Nas células miel6ides, o dominio proximal a membrana é
essencial para a sinalizacdo mitogénica, enquanto o dominio membrana distal é essencial para a
transducdo de sinais de diferenciacdo. Além disso, ha quatro residuos de tirosina (Tyr) na regiao
citoplasmatica do G-CSF-R, nas posicfes 704, 729, 744, e 764 do receptor humano. A ligagdo ao G-
CSF-R resulta na rapida fosforilag@o destes quatro residuos de tirosina que formam potenciais locais
de ligagdo para moléculas de sinalizagdo que contém homologia Src 2 (SH2) ou dominios
obrigatérios de fosfotirosina. Os residuos Tyr-704 e Tyr-744 do G-CSF-R estdo envolvidos com o
recrutamento e ativagdo de STAT3 e o residuo Tyr-764 é necessario para a formagcédo de complexos
Shc / Grb2 / P140 bem como a activagdo de p21ras. Fonte: (LANFRANCONI et al., 2011; WARD et
al., 1999).
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1.3 Aterosclerose

A aterosclerose é uma doenca inflamatdria crénica de origem multifatorial que ocorre
em resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a camada intima de
artérias de médio e grande calibre (V DIRETRIZ BRASILEIRA DE DISLIPIDEMIAS E
PREVEN(;AO DA ATEROSCLEROSE, 2013).

O endotélio normal e saudavel regula o tbnus e a estrutura vascular, além de ter
propriedades anticoagulante, antiagregante plaquetéria e fibrinolitica. A manutencéo
do tbnus vascular € conseguida através da liberacdo de numerosas substancias
dilatadores e constritoras. Uma importante substancia vasodilatadora liberada pelo
endotélio é o oxido nitrico (NO), originalmente identificada como fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF). Outros vasodilatadores derivados do
endotélio incluem a prostaciclina e a bradicinina. A prostacilcina atua sinergicamente
com NO para inibir a agregacéo plaquetéaria. A bradicinina estimula a liberacdo de
NO, de prostaciclina e do fator hiperpolarizante derivado do endotélio, outro
vasodilatador, que contribui para a inibicdo da agregacao plaquetéaria. A bradicinina
também estimula a producdo do fator ativador de plasminogénio tecidual (t-PA), e,
assim, pode desempenhar um papel importante na fibrinélise (DAVIGNON e GANZ,

2004).

A aterosclerose representa um dos principais fatores de risco para o AVE e
caracteriza-se por uma complexa disfuncdo endotelial induzida por niveis de
lipoproteinas baixa densidade (LDL) elevados, radicais livres de microrganismos
infecciosos, hipertenséo, toxinas do fumo ou a combinacdo destes e de outros
fatores que conduzem a uma resposta inflamatéria compensatoria. A disfuncéo
endotelial é representada pela diminuicdo da sintese de Oxido nitrico, oxidacdes
locais de lipoproteinas circulantes e sua entrada na parede dos vasos. Espécies
reativas de oxigénio intracelulares sdo induzidas de maneira semelhante pelos
multiplos fatores de risco para aterosclerose e levam a um maior estresse oxidativo
em células vasculares, ativando sinalizagdo intracelular de vias envolvidas em

expressdo génica e na upregulation da producdo de moléculas de adesdo que
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facilitam a aderéncia de leucocitos ao endotélio disfuncional e sua migragéo
subsequente para dentro da parede dos vasos (STOLL e BENDSZUS, 2006).

O colesterol € uma molécula envolvida em muitas fungdes, tais como a manutencao
das membranas celulares, a producdo de vitamina D e de hormonios e
possivelmente ajudando conexdes de células no cérebro. A homeostase do
colesterol é centrada no metabolismo de lipoproteinas, que medeiam o transporte de
lipidios. Quando em circulagéo, o colesterol, sendo um lipidio, requer uma vesicula
de transporte. Ocorre entdo a sua interacdo com Varias proteinas, chamadas de
apoproteinas, formando as chamadas micelas. Estas particulas, conhecidas como
lipoproteinas, sdo heterogéneas no tamanho, na forma, na composicao (variacbes
no conteudo de acidos graxos livres, triglicerideos, ésteres de colesterol,
fosfolipidios, enzimas e apoproteinas — ou apolipoproteinas), na funcédo e na sua
contribuicdo para a doenca vascular (DANIELS et al., 2009).

A placa aterosclerdtica plenamente desenvolvida (Figura 4) € constituida por
elementos celulares, componentes da matriz extracelular e nucleo lipidico e
necrotico, formado principalmente por debris de células mortas. As placas estaveis
caracterizam-se por predominio de colageno, organizado em capa fibrosa espessa,
escassas células inflamatérias e ndcleo lipidico e necrético de propor¢cdes menores.
As instaveis apresentam atividade inflamatoria intensa, especialmente nas suas
bordas laterais, com grande atividade proteolitica, nucleo lipidico e necrotico
proeminente e capa fibrética ténue. A ruptura dessa capa expde material lipidico
altamente trombogénico, levando a formacdo de um trombo sobrejacente. Esse
processo, também conhecido por aterotrombose, € um dos principais determinantes
das manifestacdes clinicas da aterosclerose (V DIRETRIZ BRASILEIRA DE
DISLIPIDEMIAS E PREVENCAO DA ATEROSCLEROSE, 2013).
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Figura 4. Fases de desenvolvimento da lesdo aterosclerética. A: artéria normal com trés camadas, a
camada intima revestida por uma monocamada de células endoteliais que estad em contato com o
sangue que se sobrepde uma membrana basal; a tinica média, com células musculares lisas (CML)
incorporadas em uma matriz extracelular complexa; e a adventicia, camada exterior de artérias, com
mastdécitos, terminagBes nervosas e microvasos. B: passos iniciais da aterosclerose com a adeséo
de leucdcitos do sangue para a monocamada endotelial ativada, dirigindo migragéo para a intima,
maturagdo dos mondcitos (0s mais numerosos leucdcitos recrutados) em macrofagos e a captagédo de
lipidios, dando origem as células espumosas. C: migragdo de CMLs para a intima, proliferagdo das
residentes na camada intima e das derivadas de média, sintese aumentada de macromoléculas da
matriz extracelular, como coladgeno, elastina e proteoglicanos, morte de macréfagos e CMLs, algumas
por apoptose, e depdsito de. lipido extracelular derivado de células mortas acumulando-se na regiao
central da placa, chamada de core lipidico ou necrético. Placas em estagio avancado também contém
cristais de colesterol e microvasos D: a trombose, complicacdo final da aterosclerose, culmina com a
ruptura fisica da placa aterosclerética o que permite que os componentes de coagulacdo do sangue
entrassem em contato com os fatores de tecido no interior da placa provocando a formacédo de um
trombo que se estende para dentro do [imen do vaso, onde podem impedir o fluxo de sangue. Fonte:
(LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2011 modificado).
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A lipoproteina de alta densidade (HDL) promove o transporte reverso, ou seja,
extracdo do colesterol a partir dos tecidos para o figado. Por outro lado, as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) fazem o transporte do colesterol do figado
para os tecidos. Antes que qualquer molécula de colesterol alcance uma fracdo de
HDL ou LDL, estas sado geralmente submetidas a um processo de maturacdo que
comeca com a sintese hepatica ou intestinal da lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL). VLDLs, LDLs e HDLs compdem trés das seis principais fracdes
de lipoproteinas, que também incluem quilomicrons, remanescentes de quilomicrons
(CRs) e lipoproteinas de densidade intermediaria (IDLs) (DANIELS et al., 2009).

Variaces nas concentracdes de quilomicrons e VLDL, em circulacdo sdo altamente
dependentes da expressdo génica de um tipo de apolipoproteina, a E (ApoE).
Camundongos sem ApoE funcional, que possuem a fragdo VLDL em predominancia,
tém até 500% mais colesterol no plasma e desenvolvem aterosclerose grave
rapidamente em comparacdo com camundongos do tipo selvagem (HATCH et al.,
2012. Este efeito € produto, principalmente, da perda de ligacdo ao receptor de LDL
(LDLR) no figado ja que a ApoE funciona como sitio reconhecedor para ligacdo no
receptor e internalizagdo das lipoproteinas como a VLDL. Devido a sua tendéncia
para desenvolver hipercolesterolemia e placas ateroscleréticas o camundongo
knockout para ApoE é um modelo muito usado para aterosclerose (DANIELS et al.,
2009).

1.3.1 Camundongos knockout para apolipoproteina E

Entre os fatores que estdo sendo identificados como partes do complexo de causas
da aterosclerose estdo as mutacdes em genes envolvidos no metabolismo lipidico,
incluindo o gene que codifica apolipoproteina E (ApoE). A ApoE é uma glicoproteina
com um peso molecular de aproximadamente 34kD que € sintetizada no figado,
cérebro e outros tecidos tanto em humanos quanto em camundongos. Além disso, é
um componente estrutural de todas as lipoproteinas exceto da low density
lipoprotein (LDL). Uma das mais importantes fungdes é servir como um ligante de
alta afinidade para os receptores de ApoE, ApoB e de remanescentes de
quilomicrons (ZHANG et al., 1992).
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Camundongos deficientes de ApoE s&o gerados por inativacdo do gene
correspondente através, principalmente, de técnicas de transgénese em células
tronco embrionarias. Os knockout homozigotos ou heterozigotos para o gene da
ApoE parecem saudaveis (PIEDRAHITA et al., 1992). Nao se observa diferenca nos
Seus pesos corporais em comparagdo com camundongos normais. Acasalamentos
entre homozigotos, entre heterozigotos e entre homozigotos e heterozigotos tém
ninhadas de rendimento de tamanho normal sem problemas reprodutivos aparentes.
No entanto, as diferencas fenotipicas significativas entre animais normais e 0s
mutantes homozigotos foram observados em seus perfis lipidicos e lipoproteico
(Figura 5). Os camundongos deficientes para a ApoE tém seus niveis de colesterol
total aumentado e séo cinco vezes superiores aos dos animais normais. Estes niveis
nado sao afetados pela idade ou sexo dos animais. Além disso, camundongos
knockout para apolipoproteina E (ApoE”) com ou sem dieta rica em colesterol
oferece um modelo de hipercolesterolemia refletindo o contexto da aterosclerose
(DIETRICH, 2007; MATTER et al., 2006; MEIR; LEITERSDORF, 2004; PLUMP et
al., 1992; ZHANG et al., 1992).

Animals Total cholesterol HDL cholesterol Triglyceride in

in mg/dl = 5D (n) in mg/dl = S0 {n) mg/dl = 3D (n)

Mormal 86 = 20 (46) 73 £ 28 (34) 73 £ 36 (32)
Heterozygous B8 = 22 (47) 75 = 18 (29) 102 = 40 (41)
Homozygous 434 = 129 (40) 33 = 15 (28) 123 = 51 (42)

Figura 5. Niveis plasmaticos de Colesterol Total, HDL Colesterol e Triglicerideos em camundongos
ApoE knockout heterozigotos e homozigotos comparados com animais normais. Fonte: (ZHANG et
al., 1992).

Camundongos hipercolesterolémicos ApoE knockout, desenvolvem lesBes
ateroscleroticas semelhantes as encontradas em humanos, com formagéo de placas
ateromatosas nas artérias carétidas (Figura 6) com prejuizo do seu relaxamento e
aumento do estresse oxidativo cerebral (D’USCIO, SMITH e KATUSIC, 2001;
KITAYAMA et al., 2007; NAKASHIMA e PLUMP, 1994; YONEKURA et al., 2004).
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De acordo com Drake et al., ratos knockout para a apolipoproteina E (ApoE™)
submetidos a dieta aterogénica mostram inducdo da ativacdo microglial no
parénquima cerebral dentro de 8 semanas e aumento da expressao de moléculas de
adesdo vascular. Também foram observadas deposicdo focal de lipidios e
neuroinflamacdo em &reas periventriculares e corticais com marcado recrutamento
de fagocitos mieldides ativados, células T e granuldcitos para o plexo coroide

(DRAKE et al., 2011).

Left subclavian artery

Right
coronary
artery
Right
pulmonary
anery Left
pulmonary
artery
Celiac artery

Superior mesenteric artery

Right renal artery Left renal artery

Middle caudal artery
Common
iliac
artery

Figura 6. Representacdo dos sitios de predilecdo (indicados em preto no Iimen) para o
desenvolvimento da leséo aterosclerética ao longo da arvore arterial com destaque para as artérias
car6tidas comum direta e esquerda e suas bifurcagbes (correspondente aos nimeros 3 e 4). Fonte:

(NAKASHIMA e PLUMP, 1994).



34

2 JUSTIFICATIVA

Recentemente, estudos demonstraram que a administracdo do G-CSF possui
propriedades neuroprotetoras em camundongos submetidos a isquemia cerebral,
porém seus efeitos frente ao aumento do estresse oxidativo e a
hipercolesterolemia/aterosclerose, uma das principais causas associadas ao AVE,

ainda sdo desconhecidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da terapia com o G-CSF em modelo de isquemia cerebral global

de camundongos hipercolesterolémicos, knockout para a apolipoproteina E.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do G-CSF sobre:

- a forca muscular pré e pés-oclusao bicarotidea;

- arelagéo peso do baco/peso corporal;

- a contagem de leucdcitos sanguineos 48h apds oclusdo bicarotidea;
- 0S niveis plasmaticos de colesterol total,

- 0 estresse oxidativo plasmatico;

- a &rea cortical macroscopica de infarto cerebral;

- a morte celular no tecido cerebral cortical;

- a marcacéao de neurdnios no tecido cerebral cortical,

- a marcacdao de receptores para o0 G-CSF no tecido cerebral cortical.
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4 METODOS

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados 16 (dezesseis) camundongos knockout para a apolipoproteina E
(ApoE”) e 5 (cinco) camundongos C57BL/6 machos, adultos jovens, com idade
variando entre 12-14 semanas e pesando em média 28g. Os animais receberam
adgua e racdo (Labina®, Purina) livremente, sendo controlado o ciclo de 12 horas
claro/escuro, a temperatura (22+2°C) do local onde permaneceram. Ambos foram
provenientes do Laboratério de Transgenes e Controle Cardiovascular (LTCC) do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo. Os
procedimentos foram aprovados pelo CEUA-EMESCAM sob o protocolo numero
011/2011 (anexo).

Os animais foram divididos em 3 grupos, o grupo controle ApoE 7~ (n=8) submetido a
ocluséo bilateral e administracdo de veiculo (solucdo glicosada 5%), o grupo ApoE -
tratado com G-CSF (n=8), o qual recebeu, por via subcutanea, a dose de 100
Mg/kg/dia de G-CSF (Filgrastim®, BioSidus S.A., Argentina) e 0 grupo controle
normocolesterolémico C57BL/6 (n=5) submetido a oclusao bilateral e administracéo
de veiculo (solugcdo glicosada 5%). O G-CSF e a solucdo glicosada a 5% foram
administrados nos grupos logo apos a retirada da ocluséo e readministrados apés 24

horas.

4.2 Modelo de Isquemia Cerebral Global Bicarotidea (Bi-CCA0)

Para a producédo da isquemia cerebral, através da oclusao bicarotidea (Bi-CCA0), 0s
animais foram previamente pesados e anestesiados com uma solucéo de Ketamina
(Quetamina®, Vetnil) 91mg/Kg e Xilazina (Rompun®, Bayer) 9,1mg/Kg via
intraperitoneal. Decorrido o periodo para sedacdo completa, o animal foi posicionado
em decubito dorsal, fixando-se os membros dianteiros e traseiros a mesa cirdrgica.
Com auxilio de tesoura e pingas especificas foram realizadas tricotomia e incisao na
linha média da regido cervical para exposicao das artérias carétidas comuns direita e

esquerda (figura 7). As artérias foram isoladas dos tecidos adjacentes e separadas
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do nervo vago para oclusdo com fio de nylon. A artéria cardtida comum esquerda
ficou permanentemente ocluida, e a direita foi ocluida por 60 minutos, tendo seu
fluxo liberado apds esse tempo. Os animais foram suturados e acomodados em

caixas individuais para recuperacao anestésica (SMITH et al., 1984 modificado).

Figura 7. Demonstracdo do animal em decubito dorsal com as artérias carétidas comuns direita e

esquerda isoladas e ocluidas. Fonte: Imagem prépria.

4.3 Mensuracédo da Forca Muscular (Grip Force)

A mensuracdo da forca dos camundongos foi realizada no periodo pré e poés-
cirirgico, por meio de uma adaptacdo feita em balanca eletrbnica acoplada ao
sistema de aquisicdo de dados (DATAQ, Instruments Hardware Manager, USA), de
modo que o animal exercia uma forca de tracdo na balanca contra a forca do
examinador, que tracionava o animal pela cauda (figura 8) (FOWLER et al., 2002;
KILIC et al., 2008; TILSON; CABE, 1978). A média de dez picos de forca pré e poés-
cirirgicos dos grupos controle e tratados foi tabulada para posterior analise e

comparacao dos dados registrados.
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1=1 q

Figura 8. Demonstragéo do teste de for¢ca ao qual os animais foram submetidos mostrando o agarre

das patas dianteiras ao aparato e grafico do registro dos picos pelo software. Fonte: Imagem propria.

4.4 Contagem de Leucécitos

Para a contagem dos leucdcitos totais sanguineos uma aliquota de 20uL de sangue,
foi adicionada a um microtubo (Eppendorf®) contendo 380 pL de acido acético a 2%
para a lise das hemacias. Apos 2 minutos de homogeneizagdo, uma aliquota de 10
uL foi colocada em cada lado da camara de Neubauer (0,100 mm profundidade,
Labor Opitik) coberta por uma laminula apropriada. Decorrido 5 minutos para a
distribuicdo adequada das células, a camara de Neubauer foi levada a um
microscépio 6ptico, onde se deu a contagem dos leucdcitos totais. Foram contadas
as células dos quatro quadrantes externos superiores e dos quatro inferiores. A
média das células contidas nos quadrantes foi realizada e multiplicada por 200, a fim
de alcancar o valor absoluto dos leucécitos totais sanguineos por milimetro cubico
(mm3).
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4.5 Dosagem de Colesterol Plasmatico

Uma amostra de sangue foi coletada com heparina no momento do sacrificio,
imediatamente transferida para um tubo contendo heparina e centrifugada a 2500
rpm durante 15 min. O plasma foi separado e mantido a -20°C até o ensaio. O
colesterol plasmatico foi quantificado através de um kit enzimatico colorimétrico
(Colesterol Monorreagente, Bioclin®) no qual a intensidade da cor, lida em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 500 nm, obtida apds reacao de cada
amostra era diretamente proporcional a concentracdo de colesterol na mesma

guando comparada com um padrao de concentracdo conhecida (figura 9).

Lipoproteing Lipase

Esteres de Colesterol )Gnlesteml + Acidos Graxos
Colesterol Oxidase
Colesterol + D: }Gulesteml-S-una +H.O,
i L Peroxidase ) .
£ H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina )Grnrnuqen-:l Cereja + 4 H}_'D

Figura 9. Reacdes enzimaticas através das quais o colesterol plasmatico é quantificado. O produto
formado pela oxidacdo da 4-aminoantipirina (4-antipiriiquinonimina) é de coloracdo avermelhada e
sua intensidade diretamente proporcional a concentragdo de colesterol no plasma. A cor vermelha,
formada pela reacdo é medida em espectrofotdbmetro. Fonte: Bula do Kit Bioclin® Colesterol

Monorreagente.

4.6 Anéalise Macroscopica das Areas de Infarto Cerebral

Os animais foram sacrificados 48 (quarenta e oito) horas apés o AVE com
sobredose de anestésico. O encéfalo foi extraido e corado com cloreto de 2,3,5-
trifenil tetrazoélio (vermelho de tetrazolio, TTC, Sigma Aldrich) a 2%, durante 30
minutos na temperatura de 37°C e entdo fixado em solucdo de paraformaldeido
(4%), de modo que o tecido ndo infartado apareceu na cor vermelho escuro,
enquanto a area de infarto de coloracdo branca. Foi realizada quantificacdo da area
macroscopica do infarto cerebral através de analise morfométrica com programa

Image J - National Institute of Health, USA — Software livre.
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4.7 Processamento e Corte Histoldgico

As amostras identificadas foram alocadas em cassetes histolégicos e posteriormente
colocadas em um processador automatico de tecidos — histotécnico (LUPE®, Brasil -
PTO5) passando por baterias de desidratacéo crescente em alcoois (70%, 80%, 90%
e 3 repeticdes de 100%), em solucao alcool-xilol (1:1), diafanizacdo em xilol puro (3
repeticdes) e inclusdo em parafina histolégica, com tempo total de processamento
de 3 horas e 10 minutos. O emblocamento do material foi realizado utilizando-se
moldes histolégicos de aluminio e os blocos parafinizados foram armazenados em
freezer (a -20°C) até o momento da microtomia. Foram obtidos cortes histologicos
coronais de 5um de espessura em micrétomo manual (Leica Biosytems, Germany) e
confeccionadas laminas para coloragdo, ensaio de morte celular (silanizadas,

Starfrost®, Knittel) e imunohistoquimica (silanizadas, Starfrost®, Knittel).

4.8 Coloracdao Hematoxilina e Eosina

Para a coloracdo com hematoxilina e eosina (HE), a bateria de desparafinizacao
guimica foi iniciada com o uso de xilol, por trés sucessivas passagens, uma bateria
de alcool PA e xilol (1:1) e trés passagens em alcool PA — todos em tempos de cinco
minutos cada. Seguiu-se 0 protocolo de dez minutos em hematoxilina, trinta
segundos em alcool-acido, lavagem em &gua corrente por cinco minutos e
passagem em eosina por dois minutos. Logo apds procedeu-se a lavagem em agua
corrente, passagem em alcool PA por trés vezes, solu¢do de alcool-xilol e baterias
de xilol PA. Todas as passagens foram realizadas com o tempo de cinco minutos. A
montagem final das laminas foi feita em meio ndo aquoso utilizando DPX [p-xylene-
bis (N-pyridinium bromide)] (Sigma-Aldrich, USA).

Foram capturadas imagens aleatorias da area cortical de cada lamina utilizando um
fotomicroscopio (Olympus® AX70) acoplado a uma camera digital (Axiocam Erc5s,

Zeiss®) nas magnificagdes de 200 e 400 vezes.
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4.9 Imunohistoquimica (IHQ)

Seguindo o protocolo utilizado no laboratério (Biogen®) aquecia-se o tampéao citrato,
pH 6,0 (Spring Bioscience® Germany) em banho-maria (95°C a 100°C), no qual foi
mergulhado o aparato onde as laminas estavam por trinta minutos. Apos esta etapa,
denominada de recuperacdo antigénica, resfriava-se o conjunto tampao-laminas a
temperatura ambiente, seguida de lavagem em agua deionizada. Posteriormente
realizou-se a secagem individual de cada lamina, demarcagdo dos cortes com
caneta hidrofobica (Sigma-Aldrich, USA), e procedia-se a etapa de bloqueio da
peroxidase enddgena, no escuro, com peroxido de hidrogénio 3% em metanol, em
camara umida por dez minutos a temperatura ambiente seguida de lavagem com
tampao de fosfato pH 7,4 (PBS) por cinco minutos. Para a etapa de bloqueio de
proteina utilizou-se solugédo de 5% de soro normal de cabra em TritonX-100/PBS por

dez minutos seguida de lavagem com PBS por dois tempos de trés minutos cada.

Os anticorpos primarios Anti-NeuN (ab177487, Monoclonal, Abcam®) e
AntiCD114/G-CSF-R (bs-2574R, Policlonal, Bioss®) foram diluidos em diluente de
anticorpo comercial (Spring Bioscience®, Germany) e incubados em camara umida
a temperatura ambiente, por uma hora nas diluicdes de 1:500 e 1:200,
respectivamente. Decorrido o tempo de incubacéo, as laminas foram lavadas em
PBS, trés tempos de trés minutos cada e, para amplificar a visualizagéo, foi aplicado
o Polimero NHistofine (Simple Stain Mouse MAX PO (R) Universal Immuno-
peroxidase Polimer for mouse tissues, Anti-rabbit, Nichirei, Japan), conjugado com
peroxidase durante trinta minutos, em camara Umida. Seguiu-se uma ultima etapa
de lavagem com PBS em trés tempos de trés minutos cada. Para revelacdo da
reacao, foi utilizado o substrato-cromégeno diaminobenzidina (DAB liquido — Spring
Bioscience®, Germany), preparado de acordo com as recomendacdes do fabricante,
e mantido sobre o material por dez minutos, sendo o excesso lavado durante cinco

minutos em agua corrente.

Para melhor deteccdo do marcador proteico, foi feita a contra-coloracdo com
Hematoxilina de Harris durante trinta segundos, retirando-se o excesso do corante
em agua corrente e subsequente imersao das laminas em agua amoniacal, por um

minuto. Como etapa final do protocolo, fez-se a montagem das laminas seguindo a
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ordem de desidratacao dos tecidos em &lcool PA, passagem rapida em alcool-xilol
(1:1), em xilol e montagem em meio ndo-aquoso DPX (Sigma-Aldrich, USA).

Foram capturadas 5 imagens aleatérias da area cortical de cada lamina, utilizando
um fotomicroscopio (Olympus® AX70) acoplado a uma camera digital (Axiocam
Erc5s, Zeiss®).) na magnificacdo de 400 vezes. Posteriormente, a andlise
quantitativa foi feita no programa Image J (National Institute of Health, USA) através
do plugin cell counter.

4.10 Ensaio Morte Celular (TUNEL)

O ensaio para morte celular utilizado foi o TUNEL (TdT mediated dUTP nick end
labeling), realizado através do kit comercial (Roche Diagnostics Gmbh, Germany ®),
via marcacao de fragmentos terminais de DNA (porcao 3' -OH), caracteristicamente
relacionado com a fragmentacdo do DNA nuclear, possibilitando a identificacdo de

células em morte nos cortes histologicos.

Os cortes foram submetidos a um pré-tratamento com uso de tampao citrato, pH 6,0
(Spring Bioscience®, Germany) em microondas, durante cinco minutos em poténcia
meédia (380-450W). Apds esta etapa, resfriava-se o conjunto tampao-laminas, por
cinco minutos, a temperatura ambiente, seguida de duas lavagens por solucédo de
tampéo PBS pH 7,4 a 0,1M. Para a etapa seguinte, era feita a secagem individual de
cada lamina e demarcacédo dos cortes com caneta hidrofébica (Sigma-Aldrich, USA).
Seguia-se a aplicacdo da solucédo reativa de TUNEL (Roche Diagnostics Gmbh,
Germany), a qual consistia mistura solucdo de marcacao com solucédo enzimética. O
tempo de reacdo foi de uma hora, em camara Umida e escura, a temperatura
ambiente e seguiam-se trés novas lavagens com PBS, um minuto cada.
Posteriormente, foi feita a aplicacdo do conversor POD (Peroxidase — Roche
Diagnostics Gmbh, Germany), durante trinta minutos, em camara imida e no escuro,
a temperatura ambiente seguida de lavagem com PBS em trés tempos de trés

minutos cada.



43

Para revelacdo da reacdo, foi utilizado o DAB liquido (Spring Bioscience®,
Germany), por dez minutos, seguido de lavagem durante cinco minutos em agua
corrente. Para melhor deteccdo, foi feita a contra-coloragdo com hematoxilina de
Harris durante trinta segundos, retirando-se 0 excesso do corante em agua corrente
e subsequente imersdo das laminas em agua amoniacal por um minuto. Para o
controle negativo foi utilizada lamina com corte de cérebro sendo omitida a etapa de

adicao da solucdo reativa.

Foram capturadas 5 imagens aleatérias da &rea cortical de cada lamina utilizando
um fotomicroscopio (Olympus® AX70) acoplado a uma camera digital (Axiocam
Erc5s, Zeiss®).) na magnificacdo de 400 vezes. Posteriormente, a analise
quantitativa foi feita no programa Image J (National Institute of Health, USA) através

do plugin cell counter.

4.11 Concentracdo Plasmética dos Advanced Oxidation Protein Products
(AOPP)

Os valores plasmaticos de produtos avancados de oxidagcdo proteica (Advanced
Oxidation Protein Products [AOPP]) foram determinados por espectrofotometria em
leitora de microplacas em parceria com o LTCC. A reacdo foi calibrada com
Cloramina -T nas concentragbes de 0-100 puM (Vetec) na presenca de iodeto de
potassio (KI) e acido acético lidas a 340 nm. O plasma foi diluido 1/5 em tampéo
fosfato (PBS), diretamente na microplaca (Kasvi K30-5096U). Em seguida, foi
adicionado 10 pL de iodeto de potassio 1,16 M e posteriormente foi adicionado 20 pL
de &cido acético glacial ultra puro. A densidade Optica foi lida imediatamente a 340
nm contra um controle contendo 200 uL de PBS, 10 pL de Kl e 20 uL de acido
acético. A analises foram realizadas em duplicata. As concentracdes de AOPP foram
expressas como UM de cloramina-T/mg de proteina (WITKO-SARSAT et al., 1996
modificado; BRADFORD, 1976).
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4.12 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism Versdo 6.0.1
(GraphPad Software; San Diego, Califérnia, EUA, Versao Trial). Para os diferentes
parametros avaliados, foram utilizados os testes t de Student e ANOVA de 1 via (de
medidas repetidas e de medidas independentes) com post hoc de Fisher. Para o
teste de normalidade foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. As diferencas entre os

grupos foram consideradas significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Forga Muscular

A forca muscular, medida através do teste do agarre (grip force) das patas dianteiras
do animal a um aparato, estava significativamente diminuida nos animais controle
48h pos-cirurgia, quando comparados aos controles pré-cirargicos (de 97,9+9,8 para
70,69+10,62g; *p = 0,0154, ANOVA de medidas repetidas post hoc Fisher),
enguanto que no grupo G-CSF a forca registrada antes da cirurgia foi preservada no

pés-cirargico, como mostrado na figura 10.

1507 Bl contole ApoE'/'

3 c-csF 100ug/kg/dia ApoE™”

Forca (g)

Pré Pos Pré Po6s

Figura 10. Mensuracéo da forca muscular (grip force) em “g” dos animais dos grupos controle ApoE",

gue recebeu solucdo glicosada 5% (n=8), e tratado com G-CSF ApoE’ na dose de 100ug/kg/dia
(n=8) pré e pos-cirurgia. Dados apresentados como média + EPM. (*p<0,05, ANOVA 1 Via de
medidas repetidas com post hoc Fisher)

5.2 Relacéo Peso umido Bago/Peso Corporal

A relacdo peso umido do baco/peso dos animais (Figura 11), apesar de néao
apresentar diferenca estatistica entre os grupos (controle = 2,03 + 0,20 vs G-CSF =
2,62 + 0,22 mg; p = 0,0698 teste t Student), mostra uma tendéncia do grupo G-CSF

a ter relagdo maior que o grupo controle.
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Figura 11. Relacdo Peso Umido do bagco/Peso do animal em miligramas (mg) dos grupos controle,
que recebeu solucdo glicosada 5% (n=8), e tratado com G-CSF na dose de 100ug/kg/dia (n=8).
Dados apresentados como média + EPM; (p=0,0698, teste t de Student).

5.3 Contagem de Leucécitos Totais Sanguineos

A partir da amostra de sangue total, foi realizada a contagem de leucdcitos
circulantes para observacdo da acdo do G-CSF no recrutamento de granuldcitos. O
grupo G-CSF apresentou contagem estatisticamente maior (6661+1059 céls/mm?3)
de leucdcitos circulantes por mm? de sangue quando comparado ao grupo controle
Apoe” (4044+610 céls/mm?3) e controle C57BL/6 (3965+409 céls/mm?3), como

mostrado na figura 12.
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Figura 12. Contagem de leucdcitos em células por mm?3 dos grupos controle C57BL/6 (n=5), controle
ApoE” (n=8) que receberam solucdo glicosada 5% e tratado com G-CSF ApoE” na dose de
100pg/kg/dia (n=8). Dados apresentados como média + EPM. (*p<0,05, ANOVA 1 Via com post hoc
Fisher)
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5.4 Dosagem Colesterol Total Plasmatico

Na figura 13, temos a dosagem do colesterol total plasmatico dos animais
ateroscleroticos que nao apresentou diferenca estatistica entre os grupos controle
ApoE 7 (401,3+23,9) e tratado com G-CSF ApoE - (405,2+59,81 mg/dL; p = 0,95
teste t Student). Para fins de comparacdo do estado basal deste parametro,
podemos visualizar também na figura 15 a média do grupo de animais C57BL/6
(63,9+8,3 mg/dL), que ndo possuem a delecdo do gene para a ApoE,
estatisticamente menor quando comparada com o grupo controle ApoE .
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/-
300
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1004

Colesterol Plasm atico (mg/dL)

Figura 13. Dosagem de colesterol total plasméatico em mg/dL dos grupos controle C57BL/6 (n=5),
controle ApoE"- (n=8), que receberam solugéo glicosada 5% e tratado com G-CSF ApoE~- na dose de
100ug/kg/dia (n=8). Dados apresentados como média + EPM; (****p<0,0001; ANOVA 1 Via com post
hoc Fisher)

5.5 Estresse Oxidativo Plasmatico

O teste para comparacdo do estresse oxidativo dos diferentes grupos foi realizado
através da medida da concentracdo plasmatica de produtos de oxidagcdo proteica
(AOPP). Na figura 14 podemos observar que o tratamento com o G-CSF no animal
ApoE-- ndo interferiu nos niveis plasmaticos de produtos oxidados. Ao compararmos
o grupo controle ApoE’ com o grupo controle C57BL/6 notamos niveis
significavamente elevados de produtos oxidados nos animais que ndo expressam a
ApoE.
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Figura 14. Concentracdo plasmatica dos produtos de oxidacdo proteica (AOPP) em uM Cloramina-
T/mg proteina dos grupos controle C57BL/6 (n=5), controle ApoE” (n=8), que receberam solucéo
glicosada 5% e tratado com G-CSF ApoE” na dose de 100ug/kg/dia (n=8). Dados apresentados
como média + EPM; (***p<0,001; ANOVA 1 Via com post hoc Fisher)

5.6 Area macroscopica de infarto cerebral

A area macroscopica de infarto cerebral (Figuras 15 e 16) foi significativamente
menor no grupo tratado com G-CSF ApoE - (0,03+0,01 cm? p = 0,0006), quando
comparado com o grupo controle ApoE - (0,18+0,03 cm?), representando uma
reducdo média de 83,3% da area. Observou-se ainda consideravel diferenca entre
0s grupos controle C57BL/6 (0,08+0,02 cm?) e controle ApoE" (0,18+0,03 cm?), com

area de isquemia mais exacerbada no grupo ApoE knockout.

Figura 15. A. Cérebro corado com trifenil tetrazélio com area pronunciada de infarto (setas), animal
do grupo controle. B. Cérebro corado com trifenil tetrazélio com pequena area de penumbra (seta),

animal do grupo tratado com G-CSF 100ug/kg/dia. Barra de escala: 5mm.
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Figura 16. Tamanho da area macroscépica de infarto cerebral em cm? dos grupos controle C57BL/6
(n=5) e ApoE 7 (n=8), que receberam solucédo glicosada 5%, e tratado com G-CSF na dose de
100ug/kg/dia ApoE - (n=8). Dados apresentados como média + EPM. (*p<0,05 ***p<0,001, Anova de
1 Via post hoc Fisher)

5.7 Ensaio TUNEL

A fim de avaliar a acdo antiapoptotica do G-CSF na neuroprotecdo evidenciada
neste estudo, performamos o teste do TUNEL no tecido cerebral. Como pode ser
visto na figura 17, tanto qualitativamente (17b e 17c) quanto quantitativamente (17d)
percebe-se uma relacao significativamente menor (de 4,48+1,08 no grupo controle
ApoE”- para 1,21+0,07 células no grupo G-CSF ApoE”) do nimero de células
positivas, marcadas, com o numero de células negativas, ndo marcadas, no grupo
tratado com G-CSF.

Os resultados quantitativos estdo baseados na relacdo células positivas/negativas.
As fotos utilizadas para a nossa analise foram obtidas aleatoriamente de areas do

tecido cerebral cortical de ambos os grupos.
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Figura 17. Ensaio do TUNEL para morte celular. A. controle negativo sem marcagéo para células em
morte. B. Grupo controle ApoE" que recebeu solucédo glicosada 5%, com numerosas células em
morte marcadas (setas). C. Grupo ApoE tratado com G-CSF na dose de 100ug/kg/dia com algumas
células em morte marcadas (setas). D. Representacdo quantitativa da relagdo entre o ndmero de
células positivas (marcadas) e o nimero de células negativas (ndo marcadas) para o TUNEL. Dados
apresentados como média + EPM. (**p<0,01, Teste t de Student)

5.8 Neurbénios marcados por imunohistoquimica

A anadlise quantitativa da marcacao especifica para células neuronais adultas,
através da utilizacdo do anticorpo anti-NeuN, mostrou presenca de numero de
neurénios, em relacdo ao numero de células glia, maior no grupo tratado com G-
CSF (3,25+0,42 células), quando comparado ao grupo controle (1,70+0,22 células)
(Figura 18c).
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Figura 18. A. Corte histologico de regido do cortex cerebral de animal do grupo controle mostrando
neurdnios (em marrom) marcados através da imunohistoquimica com utilizagdo do anticorpo Anti-
NeuN. B. Corte histoldgico de regido do coértex cerebral de animal do grupo tratado mostrando
neurbnios (em marrom) marcados. C. Relag&o entre nimero de neurbénios marcados (células NeuN
positivas) e o nimero de células ndo marcadas dos grupos controle ApoE -, que recebeu solugéo
glicosada 5%, e tratado com G-CSF na dose de 100ug/kg/dia ApoE . D. Corte histoldgico de regido
do cértex cerebral corado por hematoxilina e eosina com presenca de neurbnios (setas) e células da
glia. Magnificacao 40x. Barra de escala: 10um. Dados apresentados como média + EPM. (**p<0,01 ,
Teste t de Student)
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5.9 Receptores de G-CSF (G-CSF-R) marcados por imunohistoquimica

A figura 19 apresenta corte histolégico com células marcadas para o receptor de G-
CSF (194, setas) e analise quantitativa da marcacao de células que apresentavam o
G-CSF-R através da utilizacdo do anticorpo anti-CD114 (19b). Nota-se que o0 grupo
tratado apresentou namero maior de células positivas para a presenca do receptor
expresso (32,94+1,56 células), quando comparado ao controle (19,94+0,95 células).
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Figura 19. A. Corte histoldgico de regido do cortex cerebral mostrando marcacao de receptores de G-
CSF (setas) (G-CSF-R ou CD114) presente em células da glia e neurbnios. Magnificagdo 40x. Barra
de escala: 10um. B. Nimero de células CD114 (G-CSF-R) positivas dos grupos controle ApoE 7, que
recebeu solucédo glicosada 5%, e tratado com G-CSF na dose de 100ug/kg/dia ApoE . Dados
apresentados como média + EPM. (****p<0,0001, Teste t de Student)



53

6 DISCUSSAO

Como dito, o AVE é a segunda causa mais comum de mortalidade global, depois
das doencas cardiovasculares, e uma das principais causas de incapacidade a longo
prazo, sendo a maioria dos casos do tipo isquémico. Como tal, tem um enorme
impacto socio econdmico em todo o mundo (KUNZ; DIRNAGL; MERGENTHALER,
2010).

A partir do ano de 1970, modelos animais de isquemia cerebral foram desenvolvidos
com o objetivo de identificar os mecanismos que causam o0s danos aos tecidos e
fornecer a base para o desenvolvimento, no nivel pré-clinico, de novas terapias para
o AVE. Os modelos de isquemia cerebral utilizados na pratica podem ser
majoritariamente classificados em focais ou globais. A isquemia focal é caracterizada
por uma reducao do fluxo sanguineo em uma regido especifica do cérebro, ao passo
gue na isquemia global a reducédo do fluxo de sangue afeta a totalidade do 6rgéo. A
isquemia focal se da, na maioria dos casos, pela oclusdo das por¢cdes média ou
distal da artéria cerebral, enquanto que no modelo global faz-se a ocluséo bilateral
das artérias cardtidas comuns acompanhada ou ndo da oclusdo das artérias
vertebrais (BACIGALUPPI; COMI; HERMANN, 2010; CASALS et al., 2011; KUNZ;
DIRNAGL; MERGENTHALER, 2010).

Embora a utilizagdo e desenvolvimento de modelos de acidente vascular em n&o
humanos e mamiferos seja uma meta importante, 0s pequenos animais sao
preferidos para pesquisas pré-clinicas por serem bem adaptados para acidentes
vasculares isquémicos, por suas variaveis fisioldgicas poderem ser monitoradas,
além de ser mais viavel e econdémico alcancar o numero suficiente de animais para
adequada analise estatistica. Desde que a melhor caracterizacdo genética e
molecular dos camundongos foi alcancada e muitos animais transgénicos desta
espécie foram desenvolvidos um nuamero crescente de estudos foram realizados a
partir da década de 1990 (BACIGALUPPI; COMI; HERMANN, 2010).

A fim de mimetizar a isquemia  cerebral nos camundongos
hipercolesterolémicos/ateroscleréticos geneticamente modificados, foi executado,

neste estudo, um modelo global com oclusdo de ambas as carétidas comuns, direita
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e esquerda, sendo a primeira temporaria e a ultima definitiva. O modelo foi escolhido
pela relativa simplicidade da técnica e exacerbada capacidade de causar areas de
isquemia pelo cérebro podendo assim evidenciar melhor o efeito da droga testada
(TRAYSTMAN, 2003).

Nem todas as células cerebrais morrem imediatamente ap6s a oclusdo de uma
artéria cerebral. A taxa de morte celular no tecido cerebral afetado evolui temporal e
espacialmente (KUNZ; DIRNAGL; MERGENTHALER, 2010). Astrup (1981)
introduziu esse fenbmeno com o conceito penumbra, segundo a qual a reducao do
fluxo sanguineo cerebral € maior no centro ou "nucleo" do territorio isquémico. Esta
area é caracterizada por um rapido decréscimo nos niveis de ATP e estoques de
energia, o0 que inevitavelmente resulta em falha metabdlica precoce e morte celular
em poucos minutos, a menos que o fluxo de sangue seja rapidamente restaurado.
Em torno desse 'core' de isquemia cerebral esta uma area em que a reducdo do
fluxo sanguineo cerebral € menos grave devido a perfusdo residual de vasos
colaterais. Esta regido periférica do territorio isquémico € denominada "penumbra
isquémica". A penumbra representa um tecido cerebral potencialmente aproveitavel
em que a atividade neuronal € suprimida, mas que ainda é viavel (ASTRUP, 1981,
KUNZ, DIRNAGL e MERGENTHALER, 2010).

O tamanho final da area de infarto depende de multiplas circunstancias, tais como a
existéncia ou auséncia de circulacdo colateral, a saude prévia do tecido isquémico, o
"ambiente local’ (excitotoxicidade, resposta inflamatéria e etc.) e até mesmo a
resposta genética ao insulto isquémico. Desde a criacdo do conceito de penumbra, o
acidente vascular encefélico isquémico é reconhecido como um processo dinamico e
Nao apenas como um processo irreversivel, resultando somente na morte definitiva
dos neurbnios. A enorme diversidade de varidveis que poderiam influenciar a
evolucdo do AVE isquémico levanta uma grande variedade de opc¢des de alvos
terapéuticos. Infelizmente, apesar da grande quantidade de conhecimento adquirido
ao longo dos ultimos 25 anos, ainda existem poucos tratamentos com eficacia clinica
comprovada contra o AVE (SEGURA; CALLEJA; JORDAN, 2008).

Durante o século XX, estudos pré-clinicos identificaram pelo menos 75 agentes

como potencialmente ativos e estes foram testados em 178 ensaios clinicos. Apenas
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trés deles foram positivos e apenas um medicamento, o rt-PA, foi registrado pelas
autoridades de saude publica mundial. Terapias farmacologicas tém o potencial de
reduzir a incapacidade motora e cognitiva em uma grande parte dos pacientes que
sobrevivem ao AVE. A capacidade do cérebro para se reorganizar ap0s o evento
isquémico, através de mecanismos de plasticidade, pode ser modulada por agentes
farmacolégicos. Um grande numero de intervengdes terapéuticas esta em estudo
como a utilizacdo de pequenas moléculas, fatores de crescimento, e também
moléculas maiores, como 0s anticorpos monoclonais, e até células tronco
(CHOLLET et al., 2014).

O fator estimulador de colbnias de granuldcitos (G-CSF) é um fator de crescimento
gue esta envolvido na diferenciacédo de células progenitoras hematopoiéticas para a
formacao de granulécitos e de neutrofilos que hoje € utilizado na clinica para o
tratamento da neutropenia, principalmente em pacientes em quimioterapia
antineoplasica, além de estar sendo usado para faciltar a recuperacéo
hematopoética apds transplante de medula Ossea, para mobilizar as células
progenitoras do sangue periférico em dadores saudaveis, e para tratar a neutropenia
congénita grave. No mercado existem algumas apresentacdes e a liberagdo do
comércio pela ANVISA no Brasil ocorreu no final dos anos de 1990 (SOLAROGLU et
al., 2006; ANVISA, 2014).

A funcdo natural de G-CSF na mobilizacdo de células-tronco da medula Ossea
desencadeou investigacdes iniciais de seu uso potencial no tratamento de infarto do
miocéardio e do AVE com a ideia de que mobilizacdo poderia ser direcionada para o
orgao lesionado melhorando a evolucdo da doenca. Evidéncias, tanto em termos do
coracdo quanto de cérebro, no entanto, levantaram dividas sobre a percepcéo de
que a mobilizacdo das células-tronco induzida por G-CSF € o Unico, ou até mesmo
mais importante mecanismo deste fator hematopoiético nestes casos (DIEDERICH
et al., 2014; SCHABITZ; SCHNEIDER, 2007; SCHNEIDER et al., 2005a).

Uma série de estudos pre-clinicos utilizando G-CSF para o tratamento de AVE
isquémico foi iniciada para responder a questdo: as células mobilizadas da medula
0ssea € que contribuem para melhor resultado? A capacidade de células derivadas

de medula o6ssea restaurarem a funcdo do cérebro danificado foi de fato
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demonstrada, mas o mecanismo desta agdo permanece incerto (DIEDERICH et al.,
2014; MINNERUP; SEVIMLI; SCHABITZ, 2009).

Lu e Xiao (2006) demonstraram que a injecdo subcutanea de G-CSF aumentou a
mobilizacdo de células CD34* (ou seja, células precursoras hematopoiéticas)
circulantes que foram observadas ao redor dos espacos perivasculares no
hemisfério isquémico, indicando que as células CD34* mobilizadas por G-CSF
podem chegar aos tecidos cerebrais isquémicos através da circulacdo sanguinea.
Entre 0os mecanismos responsaveis pela maior sobrevivéncia e melhora das
consequéncias neuroldgicas apos a isquemia cerebral e administracdo do G-CSF
estd que as células CD34+ mobilizadas integram no tecido, substituem as células
danificas e promovem a reconstrucao dos circuitos neurais. Outra hipétese razoavel
€ que a interacdo de células CD34+ com as células do parénquima do tecido
isquémico pode levar a producdo de fatores troficos, como o brain-derived
neurotrophic fator (BDNF), que contribuem para a recuperacao das fungdes neurais
(LU; XIAO, 2006).

A isquemia cerebral contém varios grupos de células em diferentes estagios de
apoptose ou necrose. A morte neuronal depois de isquemia pode envolver uma
combinacdo de processos apoptéticos e necréticos mesmo no nivel de cada
neurénio. O cérebro de mamiferos adultos tem células-tronco neurais e células
progenitoras neurais na zona subventricular anterior, na via migratoria rostral, no
bulbo olfatério e no DG. O G-CSF e seu receptor sdo também expressos em
neurdnios das regides citadas e levam a um aumento na populacdo de células que
expressam marcadores neuronais maduros, indicando sua funcdo de regular a
diferenciacdo de células tronco e progenitoras neuronais adultas (LU; XIAO, 2006;
SCHNEIDER et al., 2005a).

Uma primeira indicacdo de um potencial efeito sobre as células do tecido cerebral
surgiu com a observacao que o G-CSF teve um efeito protetor direto nos neurbénios
cultivados in vitro e submetidos a inducdo de morte celular pela presenca de
glutamato. Apés a isquemia cerebral, G-CSF enddgeno é provavelmente liberado
para atuacdo no receptor (G-CSF-R) que estd super expresso em regides

periisquémicas em risco, a chamada penumbra, podendo fornecer protecao contra a
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morte de neurdnios por apoptose. Schneider mostrou que, apds a interacdo com seu
receptor, o G-CSF atua através da via JAK de sinalizacdo e ativa trés rotas anti-
apoptoticas independentes: a do transdutor de sinal e ativacdo de transcricdo
(STAT3), da quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e da fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K/Akt) (CHOI et al.,, 2011; MINNERUP; SEVIMLI; SCHABITZ, 20009;
SCHABITZ et al., 2003).

O principal efeito na atuacdo do G-CSF é visto através da via PI3K/Akt, ja que a
ativacdo de PI3K responde por sua atividade anti-apoptética. Em células
hematopoiéticas, o G-CSF ativa as vias de sinalizag&o intracelular, incluindo STAT3
e Akt, os quais sao ligados a supressdo da apoptose e proliferacdo. Por isso, a
sinalizacdo de G-CSF e o seu papel na supressdo de apoptose parecem ser
conservados tanto em células da linhagem hematopoiética quanto em neurénios. O
envolvimento da via antiapoptética PI3K/Akt em neurbnios é o mais provavel
mecanismo para o efeito de reducdo do volume de infarto agudo apds tratamento
com G-CSF (SCHNEIDER et al., 2005a; SOLAROGLU et al., 2009).

O teste do TUNEL foi utilizado neste estudo para avaliar a acdo do G-CSF sobre
morte celular induzida no tecido cerebral pela oclusdo carotidea e consequente
isquemia tecidual. As células positivas para o TUNEL estavam em menor numero no
grupo tratado com G-CSF quando comparado ao controle, nas primeiras 48 horas
apos o evento isquémico. Resultado semelhante foi encontrado por Matchett et al.
(2008) ao submeter ratos a oclusdo bicarotidea e tratamento com G-CSF
50ug/kg/dia antes e apds ao dia da cirurgia e por Hong et al. (2012) que avaliou
ratos submetidos a oclusédo da artéria cerebral média, na presenca de hiperlipidemia,
e tratados com G-CSF 50ug/kg/dia por 5 dias (HONG et al., 2012; MATCHETT et
al., 2008). Tais achados evidenciam o papel do G-CSF na inibicdo da morte celular

no tecido cerebral.

Além dos mecanismos citados acima, o G-CSF pode atuar através da inducao da
angiogénese, ou seja, formacdo de novos vasos sanguineos, restaurando o
fornecimento de sangue e, consequentemente, reduzindo a area da isquemia e
também através de efeitos antiinflamatérios ao diminuir expressao de TNF-q, iNOS e
TGFB, mediadores pro-inflamatorios (HONG et al., 2012; SEHARA et al., 2007).
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Minnerup et al. (2008) revisaram 13 estudos que avaliaram a eficacia do G-CSF em
modelos animais de isquemia cerebral focal num total de 277 animais, utilizados
para determinar o tamanho da area do infarto, e 258 animais utilizados para fins
avaliacado de resultados funcionais. A reducdo global do tamanho do infarto foi de
42% e melhora funcional de déficits sensorio-motores de 24% a 40% foi observada.
Neste mesmo estudo, a eficacia aguda do G-CSF (no prazo de 6 horas) pareceu ser
dependente da dose, e 0 seu efeito benéfico apds a administracao tardia também foi
confirmada (MINNERUP et al., 2008).

A maioria dos estudos pré-clinicos ndo consideram as comorbidades, tais como
hipercolesterolemia, que estdo frequentemente presentes em pacientes que sofrem
um AVE. A hipercolesterolemia ndo s6 promove o desenvolvimento da placa
aterosclerética, mas também induz a inflamacdo local na parede de vasos e de
artérias periféricas, situacdo esta associada com grandes alteracfes sistémicas,
afetando quase todos os subtipos de células do sistema imune inato e adaptativo
(HERZ et al., 2014). Existem evidéncias de que os fatores inflamatérios fora do
cérebro marcadamente influenciam na susceptibilidade ao AVE e em suas
consequéncias. A inflamacdo sistémica exacerba o dano cerebral em modelos
animais experimentais de isquemia cerebral (AYATA et al., 2013; HERZ et al., 2014,
KIM et al., 2008).

A hiperlipidemia promove o aumento do estresse oxidativo e eleva o risco para o
AVE aterotrombatico e cardioembdlico. No entanto, o seu impacto sobre a regulagéo
cerebrovascular no o6rgdo normal ou isquémico € pouco compreendida.
Independente de estenoses ateroscleréticas, a hiperlipidemia prejudica a funcéo
endotelial e do mudsculo liso em artérias sistémicas e cerebrais e perturba
relaxamento dependente do endotélio das artérias carotidas e basilar. Além disso,
lipoproteinas de baixa densidade oxidadas aumentam o recrutamento de leucécitos
na microvasculatura. Portanto, a hiperlipidemia pode ter impacto na fisiologia
vascular cerebral através do endotélio, musculo liso, e células circulantes (AYATA et

al., 2013).
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A reducgdo significativa da area de lesdo cerebral encontrada neste estudo, em
animais hipercolesterolémicos, também foi mostrada por Sugyama (2011), o qual
demonstrou reducdo da média de volume de infarto por administracdo de G-CSF
apos oclusdo unilateral da artéria carétida comum (SUGIYAMA et al., 2011). Os
achados estao ainda de acordo com os de Gibson, Bath e Murphy (2005) e Schébitz
et al. (2003) que, no caso, ao utilizarem o modelo de isquemia cerebral focal, com
oclusdo da artéria cerebral média por 60 e 90 minutos acompanhada por tratamento
com G-CSF 50ug/kg em camundongos e 60ug/kg em ratos, respectivamente,
mostraram reducdo da &rea de infarto cerebral no grupo tratado em 45 e 47%
(GIBSON; BATH; MURPHY, 2005; SCHABITZ et al., 2003).

Observou-se ainda, ao compararmos somente 0s grupos controles C57BL/6 e ApoE"
-, uma area mais exacerbada de isquemia nos animais hipercolesterolémicos. Tal
observacdo foi constatada por Herz et al. (2014) ao submeter dois grupos de
animais, um ApoE knockout e outro C57BL/6, ambos com dietas
hipercolesterolémicas, a isquemia cerebral focal e comparacdo das areas de infarto
cerebral (HERZ et al., 2014). No estudo de Elali et al. (2011) a condicéo
aterosclerética exacerbou também o edema cerebral de camundongos ApoE”
submetidos a oclusédo da artéria cerebral média quando comparados aos C57BL/6
ditos selvagens (ELALI et al., 2011).

As medidas de peso umido do baco em relacdo ao peso corporal e a dosagem de
colesterol total plasmatico foram mensuradas para que pudéssemos avaliar possivel
efeito do G-CSF alterando a funcdo esplénica e a condicdo aterosclerotica,
respectivamente. Nao foi encontrada diferenca significativa entre os grupos para a
relacdo peso umido baco/peso animal possivelmente devido ao curto prazo de
tratamento previsto no estudo ndo sendo possivel notar ainda aumento estatistico no
volume do 6rgdo devido ao aumento do numero de leucdcitos circulantes nos
animais tratados com G-CSF, ainda que Doycheva et al. (2013) também n&o tenham
encontrado diferenca significativa ao tratar ratos com 50ug/kg/dia de G-CSF por 5
dias e avaliada a relacdo peso baco/peso corporal apdés 14 dias da cirurgia de
ocluséo carotidea (DOYCHEVA D, SHIH G, CHEN H, APPLEGATE R, ZHANG J H,
2013).
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Os niveis de colesterol plasmatico total nos grupos ApoE”, ja elevados pela
condicao aterosclerética pré-existente, ndo foram alterados pelo tratamento com o
G-CSF. Resultado semelhante foi encontrado por Matsumoto et al. (2010) em
coelhos que receberam dieta hipercolesterolémica e foram tratados com 100
ug/kg/dia de G-CSF por 5 dias e também por Hasegawa et al. (2006), nos quais 0s
niveis de colesterol total ndo foram diferentes entre os grupos (HASEGAWA et al.,
2006; MATSUMOTO et al., 2009).

O teste de forga utilizado, baseado num modelo descrito por Kilic et al. (2008), com
modificacdes, permitiu avaliar um dos sintomas mais marcantes ap0s um evento
isquémico cerebral: a perda de forca e/ou movimento principalmente em membros
(KILIC et al., 2008). No modelo de isquemia desenvolvido, o teste foi capaz de
detectar diminuicdo estatistica da média de forca apds a cirurgia de oclusdo das
artérias carotidas, ndo observada no grupo que recebeu tratamento com G-CSF
100ug/kg/dia. A diminuicdo da area macroscoépica de infarto cerebral juntamente
com a preservacdo da forca muscular pos-cirurgia, e constatado o aumento do
namero de leucdcitos circulantes, nos animais tratados, contribuem para evidenciar

o efetivo papel neuroprotetor do G-CSF.

De acordo com Harrison et al. (2003), um grande numero de estudos em animais
experimentais tem mostrado que a hipercolesterolemia aumenta a producédo de
radicais livres de oxigénio, ndo apenas por células endoteliais, mas também por
células de masculo liso e células da adventicia de artérias. Estes radicais livres
iniciam varios processos envolvidos na aterogénese, incluindo expressdo de
moléculas de adesdo, estimulacdo da proliferacdo de musculo liso vascular,
apoptose no endotélio, oxidacdo de lipidios, de proteinas e etc. e representam um

dos principais fatores de risco para o AVE isquémico (HARRISON et al., 2003) .

O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), tais como superdxido (O?-) e hidroxila (radicais OH),
com defesas antioxidantes, o que leva a danos oxidativos de lipidios, proteinas e
DNA. O corpo humano tem desenvolvido varios mecanismos para proteger as
biomoléculas contra os efeitos deletérios de ROS. Estes incluem as enzimas

antioxidantes, como o superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
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redutase (GSSG-R), a glutationa peroxidase (GSHPx), bem como antioxidantes
soluveis em agua e em lipidios, tais como GSH, ascorbato (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E) e B-caroteno (ALBUALI, 2014).

As proteinas sdo o0s principais alvos para o dano oxidativo in vivo devido a sua
relativa abundancia e a sua capacidade de eliminar algumas espécies reativas que
sdo geradas durante o estresse oxidativo. As reacfes de oxidacdo induzem a
modificacdo de residuos de aminoéacidos, alteram a estrutura e funcdo de proteinas,
e podem também levar a formacdo de ligacdes cruzadas de proteina e a
fragmentacao. A acumulacéo de produtos de proteinas oxidadas aumenta durante o
processo normal de envelhecimento e € causalmente relacionada a diversas
doencas relacionadas a idade e/ou crénicas. Uma familia de compostos oxidados de
proteinas plasmaticas, denominada “advanced oxidation protein products" (AOPP),
se acumula em diversos disturbios tais como diabetes mellitus, sindrome metabdlica,
aterosclerose, doenca arterial coronariana e doenca renal crénica. Os AOPP sdo um
grupo de produtos de proteina que contém ditirosinas, pentosidinas e carbonilas
geradas pela reacdo de proteinas plasmaticas com acido hipocloroso (HOCI) e
cloraminas durante o estresse oxidativo, geralmente carreadas pela albumina na
circulacdo sanguinea (COLOMBO et al., 2014).

Os valores plasmaticos das AOPP nao foram influenciados pelo tratamento com G-
CSF nos grupos ApoE”. Ao compararmos 0s grupos controles C57BL/6 e ApoE™"
notamos que a condigéo hipercolesterolémica aumenta marcadamente a quantidade
dos produtos oxidados plasmaticos corroborando para a evidencia da sua

contribuicdo no processo da aterogénese.

A andlise imunohistoquimica nos permitiu avaliar o nimero de neurdnios nos cortes
histol6gicos através da utilizacdo do anticorpo anti-NeuN especifico para neurdnios
maduros e também avaliar a presenca do receptor de G-CSF, o G-CSF-R ou CD114,
nas células cerebrais através da utilizacdo do anticorpo anti-CD114. Nossos
achados permitem inferir, novamente, que o tratamento com G-CSF previne a morte
celular, mais especificamente agora a morte neuronal, vista pela presenca de maior
namero destas células no tecido tratado quando comparado ao controle. Resultado

semelhante foi descrito por Solaroglu et al (2009) que, juntamente com aumento do
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namero de células NeuN positivas apds 24 horas de tratamento com uma Unica dose
de G-CSF, mostrou a diminuicdo da expresséo, através de imunoblot, de enzimas
como caspase-3 ativada envolvidas no processo de apoptose desencadeado pela
inducdo da isquemia cerebral evidenciando esta via como a provavel responsavel
pela neuroprotecdo (SOLAROGLU et al., 2009).

Encontramos também maior nimero de células expressando o receptor para o fator
de crescimento no tecido tratado indicando que o tratamento tem papel regulatério
estimulando provavelmente a expressdo do receptor que ja sofre upregulation
influenciada pelo proprio evento isquémico como descrito por Schneider et al. (2005)
gue mostrou inducdo do mMRNA, do G-CSF-R 6 horas ap6s inducéo de isquemia por
oclusdo da artéria cerebral média além de inducédo da producéo do ligante G-CSF
(SCHNEIDER et al., 2005b).
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7. CONCLUSOES

- O tratamento com o G-CSF 100ug/kg/dia por dois dias preveniu a exacerbacdo da
area de infarto cerebral e preservou a forca muscular pos cirurgia de inducdo da

iIsquemia cerebral global;

- N&o alterou os niveis plasmaticos de colesterol total dos animais ApoE”, nem os
niveis plasmaticos de produtos de oxidacao proteica, utilizado como parametro para

mensurar o estresse oxidativo plasmatico;

- Preveniu a morte celular visto que o grupo tratado apresentou relacdo de células
positivas/células negativas para o TUNEL menor quando comparado ao grupo
controle, ou seja, menos células em morte celular. Além disso, apés marcacgéo
especifica para neurdnios, a quantidade destes, em relacdo as células da glia, no
tecido cerebral de animais do grupo tratado estava significativamente maior em

relacdo ao grupo controle;

- Pareceu promover upregulation dos receptores G-CSF-R visto a maior presenca

destes no tecido cerebral dos animais tratados quando comparados ao controle.

Ao considerarmos o0s achados acima descritos juntamente com 0 aumento
significativo da contagem de leucécitos totais sanguineos e tendéncia de maior
relacdo peso baco/peso corporal no grupo tratado com G-CSF este estudo
evidenciou a atuacdo do farmaco sistemicamente e corroborou para atribuicdo do
efeito neuroprotetor encontrado ao G-CSF mesmo nha presenca da

hipercolesterolemia e aumento do estresse oxidativo plasmatico.
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