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RESUMO

Introducdo. O acidente vascular encefalico (AVE) é uma sindrome neuroldgica
decorrente do suprimento sanguineo insuficiente ao sistema nervoso central (SNC).
Atualmente é uma das principais causas morte e invalidez no mundo, sendo que a
maioria dos casos sao de origem isquémica. O tratamento do AVE isquémico agudo
é a utilizacdo da classe dos agentes tromboliticos ativadores da fibrindlise, que
apresentam curta janela terapéutica e inumeras contra-indicacdes. Estudos
recentes apontam citocinas como o Fator Estimulador de Coldnias de Granuldcitos
(G-CSF) e Eritropoetina (EPO) como potenciais neuroprotetores em animais
submetidos a isquemia cerebral. Porém, os efeitos da associacdo destes sdo pouco
conhecidos e foram o objeto deste estudo. Métodos. Foram utilizados
camundongos suicos machos, adultos jovens, divididos nos grupos: controle, grupo
tratado com 5000 Ul/kg/dia de EPO, grupo tratado com G-CSF 100ug/kg/dia e grupo
tratado com ambos nas mesmas doses. Todos 0s animais foram submetidos a
oclusdo das artérias carotidas comuns direita (temporéria) e esquerda (permanente)
seguida de administracdo de solucéo glicosada (controles) e das drogas, 3 horas
apos a oclusao e nos quatro dias seguintes, sendo sacrificados em seguida, quando
foi obtido o peso umido do baco, coletada amostra de sangue e extraido o cérebro
para as analises. Resultados e Discussao. A relagdo peso umido do bacgo/peso
corporal foi maior em todos os grupos tratados em relacdo ao controle. A analise
dos parametros motores por meio de wire hang, grip force e pole test, demonstraram
que a cirurgia promoveu danos motores no grupo controle e esses danos foram
prevenidos nos grupos tratados. A contagem de leucadcitos circulantes foi superior
nos grupos G-CSF e EPO/G-CSF em relacédo ao controle, ndo havendo alteracao
no grupo EPO. Ja contagem de eritrocitos circulantes foi superior apenas no grupo
EPO. A area macroscopica de infarto cerebral foi significativamente menor em todos
0s grupos tratados, ndo havendo diferencas estatisticas entre eles. O tratamento
com EPO néo foi capaz de promover aumento na contagem de neurdnios, o que foi
verificado apenas quando EPO foi associada a G-CSF ou com o uso de G-CSF de

forma individual. Conclusdo. Os achados reforcam os dados da literatura em

12



relacédo aos efeitos neuroprotetores de EPO e G-CSF utilizados individualmente. A
associagao entre os dois fatores de crescimento ndo melhorou significativamente
os resultados em relacdo aos obtidos quando se utilizou os farmacos de forma

isolada.

Palavras-chave: Isquemia Cerebral, Fatores de Crescimento Celular,

Neuroprote¢cédo, Recuperacdo motora.
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ABSTRACT

Introduction. Stroke is a neurological syndrome due to insufficient blood supply in
the central nervous system (CNS). Today it is one of the leading causes of death
and disability around the world, with a majority of cases being of ischemic origin. The
treatment of acute ischemic stroke is the use of the class of thrombotic agents
activating fibrinolysis, which has a short therapeutic window and numerous
contraindications. Recent studies point to cytokines such as the Granulocyte Colony
Stimulating Factor (G-CSF) and Erythropoietin (EPO) as potential neuroprotectors
in animals submitted to cerebral ischemia. However, the effects of this association
are little known and were the object of this study. Methods. Male Swiss mice, young
adults, divided into four groups: control group, group treated with 5000 IU/kg/ day of
EPO, group treated with 100ug/kg/day of G-CSF, and group treated with both
factors. All animals were submitted to occlusion of the right (temporary) and left
(permanent) common carotid arteries, followed by administration of glycosidic
solution (control) or drugs, 3 hours after occlusion and on the next four days, then
sacrificed and the spleen and blood sample was collecteds and the brain was
extracted for analysis. Results and discussion. The wet weight/body weight
proportion was higher in all treated groups than control. The analysis of motor
parameters by means of hanging wire, clamping force and pole test, demonstrated
that surgery promoted damage in control group and these damages were prevented
in the treated groups. The circulating leukocyte count was higher in the G-CSF and
EPO/G-CSF groups than control, with no change in the EPO group. Already count
of circulating erythrocytes was superior only in the EPO group. The macroscopic
area of cerebral infarction was significantly lower in all treated groups, and there
were no statistical differences between them. Treatment with EPO was not able to
promote increased neuron counts, which was verified only when EPO was
associated with G-CSF or with the use of G-CSF individually. Conclusion. The
findings reinforce the literature data regarding the neuroprotective effects of EPO
and G-CSF individually used. The association between the two growth factors did

not improve the results in relation to when the drugs were used alone.
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Keywords: Cerebral Ischemia, Cell Growth Factors, Neuroprotection, Motor

recovery.
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1 INTRODUCAO

1.1 Acidente Vascular Encefalico

O acidente vascular encefalico (AVE) &€ uma sindrome neurologica complexa
envolvendo anormalidade usualmente subita do funcionamento cerebral decorrente
de uma interrupcdo da circulacdo encefalica ou de hemorragia (NATIONAL
INSTITUTE OF NEUROLOGICAL DISORDERS AND STROKE, 1995). Dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostram que no ano de 2015 o AVE foi a
segunda principal causa de morte no mundo, gerando 6,24 milhdes de 6bitos (WHO,
2017). Além disso, o AVE é uma doenca altamente incapacitante, sendo a principal
causa de incapacidade a longo prazo (MURRAY, 2012), por gerar graves sequelas
motoras e sensoriais (SCHELP et al., 2004).

Com base em informacfes do DATASUS, apenas no ano de 2015, foram
registradas no Brasil 166.777 de internagbes por acidente vascular cerebral, ndo
especificado como hemorragico ou isquémico. No mesmo periodo, 0 numero de
casos que resultaram em 6bitos correspondeu a um percentual de 15,4%. Dados
epidemioldgicos do estado do Espirito Santo do ano de 2012 mostram que o AVE
foi a quarta maior causa de Obitos na faixa etaria de 60 a 69 anos, e terceira maior
em homens com idade entre 70 e 79 anos. Esses dados demonstram que essa

doenca é também um grave problema na saude publica capixaba (SESA, 2012).

O AVE pode ocorrer em todas as fases da vida, mas a apresentacao clinica,
fisiopatologia e outras perspectivas clinicas sédo variaveis, dependendo da idade do
paciente (ROSA et al., 2015). A ocorréncia é rara na infancia, com incidéncia de 1-
6/100.000 casos (MALLICK et al., 2014), e mais frequente a partir dos 60 anos de
idade, sendo que 50% dos sobreviventes nessa faixa etaria requerem cuidados
especiais (STONE; HUMPHRIES, 2013).

Um AVE apresenta-se de maneira subita, por meio de sinais e sintomas
neuroldgicos focais, que variam de acordo com a &area do cérebro atingida (SA,

2009). No entanto, pode-se citar problemas na fala, fraqueza subita unilateral, perda
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de visao, frequentemente em apenas um olho e inconsciéncia como sendo 0s
sintomas mais comuns de um AVE (MIKULIK et al., 2008).

O AVE pode ser classificado em trés fases, em relagcéo a sua progressao patologica
e ao tempo apos seu inicio: agudo, subagudo e crénico. Apesar da duracéo de cada
tipo ser dependente da localizacdo, do tamanho da area de infarto cerebral (tecido
cerebral morto) e da idade dos pacientes, o agudo é descrito, de forma geral, como
as 48 horas iniciais apds a ocorréncia de um AVE; o subagudo vai de 48 até de 6
semanas a 3 meses apos o0 AVE, e o crbnico varia entre 3 a 6 meses (ZHAO et al.,
2012).

Quanto a sua fisiopatologia, os AVEs classificam-se em isquémicos (AVEI) e
hemorragicos. O AVE isquémico, que representa a maioria dos casos (70-80%), é
um déficit neuroldgico resultante da insuficiéncia de suprimento sanguineo cerebral,
que pode ser transitério ou permanente (VASQUES, 2002). Sua alta prevaléncia
justifica-se pelo fato de o AVEi ser recorrente, podendo tornar-se crbnico
(OVBIAGELE; NGUYEN-HUYNH, 2011). Ja no AVE hemorragico ocorre ruptura de
um vaso sanguineo e consequente extravasamento de sangue; a falta de
suprimento sanguineo causa infarto na area suprida pelo vaso e as células morrem
(COHEN, 2001). Tal classificacdo pode ser realizada apenas por métodos de
neuroimagem, e a distincdo entre os subtipos € fundamental para o tratamento, por
apresentarem importantes diferencas fisiopatoldégicas (YEN e CHENG, 2009;
MWITA et al., 2014).

Os principais fatores de risco para a ocorréncia de um AVE sdo histérico de
aterosclerose, hipertensédo, tabagismo atual ou no passado, obesidade,
sedentarismo, diabetes mellitus e ingestao abusiva de alcool (O'DONNELL et al.,
2010; COPSTEIN et al., 2013). Larsson e colaboradores (2013) sugerem que a
melhora da dieta e do estilo de vida é fundamental para a redugéo do risco de AVE

na populacao geral.

Ja as complicacbes mais frequentes relacionadas ao AVEI sdo coma, sindrome de

hipertensdo intracraniana, complicacbes cardiacas e, principalmente,
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transformacdo do isquémico para o hemorragico. Este ultimo € comumente
associado a fatores como diabetes, fibrilagdo atrial, hipertenséo, idade avancada,
tratamento com anticoagulantes e a regido atingida ser a artéria cerebral média
(SLUJITORU et al., 2012).

1.1.1. Fisiopatologia do AVEi

Por ser desprovido de reservas, o tecido nervoso é totalmente dependente do
metabolismo aerdbico, e utiliza oxigénio e glicose como nutrientes. Além disso, 0
fato de o cérebro apresentar uma alta taxa metabdlica torna-o mais suscetivel a
danos decorrentes de eventos isquémicos quando comparado com outros 6rgaos.
Assim, altera¢Bes no fluxo sanguineo promovem mudang¢as no metabolismo com
consequente reducdo ou parada total da atividade funcional na area atingida.
Interrupcdes superiores a trés minutos sdo suficientes para provocar alteracdes

funcionais irreversiveis e morte tecidual (ZEMKE et al., 2004).

Passados segundos a minutos da interrupcao do fornecimento de sangue para uma
regido do cérebro, a cascata isquémica € logo iniciada, a qual envolve uma série de
eventos bioquimicos subsequentes que podem levar a desintegracdo das
membranas celulares e morte neuronal no centro/nucleo do infarto (figura 1). Um
AVEi focal inicia-se com hipoperfusdo grave, que leva a excitotoxicidade e ao dano
oxidativo, que por sua vez causa lesdo microvascular e, com a disfung¢ao da barreira
hematoencefélica, tem inicio a inflamacdo pds-isquémica. Estes eventos
intensificam a lesao inicial e podem conduzir a lesbes cerebrais permanentes

(LAKHAN et al., 2009).
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Figura 1: Representacdo esquematica dos eventos que levam a morte celular no AVEi. A
hipoperfusdo da area do cérebro afetada inicia uma complexa série de acontecimentos. Mecanismos
encefélicos intrinsecos de sinalizacao intracelular e intercelular tornam-se prejudiciais em situacdes
de isquemia, provocando a faléncia energética e exacerbando as vias finais de morte celular

isquémica. Fonte: Modificado de Miguel, 2011.

1.1.1.1. Excitotoxicidade Glutamatérgica

O processo de excitotoxicidade ocorre em algumas situagdes de patologia cerebral
nas quais transportadores ionicos sofrem disfuncdo, causando acumulo de
glutamato no espago extracelular, levando a danos neuronais e, eventualmente,
apoptose (PINTO; RESENDE, 2014).

Ao longo do evento isquémico e logo apds sua ocorréncia, o potencial de membrana

é perdido e, com a disfungéo do transportador Na*/K*-ATPase, os neurdnios sofrem
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despolarizacdo. Essa mudanca na homeostase ibnica afeta o transporte de
neurotransmissores na fenda sinaptica, o que induz a ativacao de canais de calcio
voltagem-dependentes, que levam a uma volumosa liberacdo de glutamato
(CASTRO, 2013). O glutamato € o principal e mais abundante neurotransmissor
excitatério do SNC, onde desempenha um papel essencial em mecanismos
relacionados a plasticidade sinaptica, os quais sdo parte da base fisiologica dos
processos de cognicdo e memoria (PRYBYLOWSKI; WENTHOLD, 2004).

Para manter sua homeostase, 0s neurdnios possuem mecanismos envolvidos na
manutencdo intracelular da localizacédo e da concentracdo dos ions Ca?*, mediante
uma complexa relacdo entre o influxo, efluxo, captacdo e armazenamento destes
fons no reticulo endoplasmatico e mitocondria. O influxo de Ca?" tem acéo
regulatéria sobre a excitabilidade da membrana e o grau da transmissao sinaptica
por meio de ativacdo de cascatas de sinalizacao intracelular calcio-dependentes.
Com o aumento da concentracdo de glutamato nas sinapses ocorre estimulacao
exacerbada dos receptores e entrada excessiva de Ca?* no terminal pés-sinaptico.
Somada a liberacdo do Ca?* das reservas intracelulares, este estimulo eleva a
concentracdo de Ca?* acima do limiar necessario para a ativacdo de mecanismos
regulatorios, levando a ativacdo de mecanismos de excitotoxicidade, que resultam
em morte neuronal (SATTLER; TYMIANSKI, 2000).

Ha pouca ou nenhuma conversao bioguimica de glutamato no espaco extracelular,
pois ndo had uma enzima que o degrade, como ocorre para muitos
neurotransmissores. Na membrana pés-sinaptica o glutamato promove suas acdes
através de interacdes com o0s receptores especificos classificados como
metabotropicos (mGIuRs) ou ionotropicos (IGIuRs). Os receptores alfa-amino-3-
hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropidnico (AMPA) e cainato (AK) estdo relacionados a
transmissao sinaptica rapida no SNC e séo caracterizados pelas rapidas cinéticas
de ativacao e desativagao (STROEH, 2008). Canais ligados a receptores de N-metil-
D-aspartato (NMDA) tendem a permanecer abertos por mais tempo do que canais
de receptores AMPA ou do tipo AK e permitem um fluxo significativo de calcio
(FEATHERSTONE, 2010).
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1.1.1.2. Estresse Oxidativo

Normalmente, a cascata isquémica dura horas e até dias, apesar do
reestabelecimento da circulacdo sanguinea. Mesmo sendo necessaria para a
restauracdo da funcdo cerebral normal, a reperfusdo pode levar a danos
secundarios, chamados de lesbes decorrentes de isquemia/reperfusao (I/R). O
mecanismo patofisioldgico das lesdes geradas por I/R ndo € bem conhecido, mas
sugere-se que mediadores de estresse oxidativo, como espécies reativas de
oxigénio (EROs) desempenhem um papel relevante neste cenario (CASTRO,
2013).

EROs séo consideradas moléculas bifasicas, uma vez que desempenham um
importante papel em processos fisiolégicos normais, como sinalizacdo celular,
inducdo de mitose e defesa imunoldgica, mas, por outro lado, também estdo
implicados em varios processos patolégicos, através do qual eles medeiam danos
em estruturas celulares, incluindo lipideos, membranas, proteinas e &cido
desoxirribonucleico (DNA) (ALLEN; BAYRAKTUTAN, 2009). Acredita-se que seus
efeitos nocivos variem conforme a quantidade e sua for¢ca oxidante (ZACKS et al.,
2005).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio fisiologico entre oxidantes e
antioxidantes em favor do primeiro, gerando danos ao organismo (FRANCISCO,
2011). O estresse oxidativo leva a morte celular durante a isquemia cerebral, por
meio da formacdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, através de
varios mecanismos de leséo, tais como a inibicdo mitocondrial, sobrecarga de Ca?*,

lesbes de reperfusao e inflamagéo (LAKHAN et al., 2009).

Evidéncias demonstram que um rapido aumento na producdo de EROs ocorre
imediatamente apds AVEI, sobrecarregando rapidamente as defesas antioxidantes
do organismo, 0 que aumenta ainda mais os danos nos tecidos. Estes EROs podem
reagir e danificar macromoléculas celulares relacionadas a autofagia, apoptose e

necrose. Além disso, a rapida restauracéo do fluxo sanguineo aumenta ainda mais
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o nivel de oxigenacao do tecido e promove uma segunda explosdo de geracéo de

EROs, responsavel pelas lesdes de reperfusdo (RODRIGO et al., 2013).

As EROs primérias e os seus derivados tém sido relacionados a vasodilatacéo
através da abertura de canais de potéssio e alteracdes da permeabilidade vascular,
ruptura da barreira hematoencefalica e lesdes destrutivas focais em modelos
animais de AVEi (ALLEN; BAYRAKTUTAN, 2009). O aumento de EROs
desencadeia a expressao de genes pré-inflamatérios, induzindo a sintese de fatores
de transcri¢cdo, NF-kB, fator | induzido por hipdxia, fator | regulador de interferon e
STAT3. Como resultado, as citocinas sdo reguladas positivamente no tecido
cerebral, induzindo a expressao de moléculas de adesdo na superficie celular,
incluindo a molécula de adeséao intercelular 1 (ICAM-1), P-selectina e E-selectina
que medeiam a adesao de leucdécitos no endotélio de células na periferia do infarto
(YILMAZ, GRANGER, 2008).

1.1.1.3. Inflamacéo

Em termos histoldgicos, a inflamacéo caracteriza-se tradicionalmente pela presenca
de células do sistema imunolégico em determinado tecido. A inflamacéo
desempenha um papel importante na patogénese do AVEi e outras formas de lesdo
cerebral isquémica. Evidéncias crescentes sugerem que a resposta inflamatoria ndo
s6 agrava a lesao cerebral secundaria na fase aguda do AVE, mas também contribui
beneficamente para a recuperacdo do cérebro. Células imunitarias circulantes
ganham acesso ao cérebro isquémico devido primeiramente a rapida regulacéo
positiva de moléculas de adesao. Assim, tais células podem entéo ter acesso ao
cérebro lesionado e elaborar moléculas que exacerbam a morte celular isquémica.
Além disso, células cerebrais isquémicas ativam células do sistema imunologico

local, como micréglia e astrocitos (JIN et al., 2013; KIM et al., 2014).

A fase inflamatoria caracteriza-se pela migracao de neutrdéfilos, ativagédo de células
gliais e secrecdo de mediadores inflamatérios potencialmente citotoxicos

sintetizados por essas células, o que pode resultar em prejuizo funcional ou morte
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das células afetadas. A ativacdo de segundos mensageiros por Ca?*, o acumulo de
radicais livres, bem como a prépria hipdxia, promovem a ativacdo de fatores de
transcricdo, que levam a expressdo de citocinas e quimiocinas que induzem a
expressao de moléculas de adeséao intercelular pelo endotélio nos capilares, que
promovem a adeséo e migracao de leucdcitos. Neutréfilos aderem as paredes dos
vasos e migram para as regides afetadas, onde produzem uma variedade de
moléculas citotoxicas tais como citocinas pro-inflamatoérias, metaloproteinases de
matriz (MMPs), 6xido nitrico (NO) e EROs, que intensificam os danos celulares (KIM
et al., 2014; SOUZA, 2012).

O termo microglia refere-se as principais células imunoldgicas residentes no SNC,
as quais atuam como ceélulas removedoras no caso de inflamacao, isquemia, e
neurodegeneracdo. A microglia pode ser ativada rapidamente em resposta a
isquemia cerebral, sendo que sua ativacéo e expansdo atinge um pico de 2-3 dias
apos o AVEi e dura até semanas apos a lesao inicial. Os papéis exatos da microglia
no AVEi sdo em grande parte desconhecidos, mas ela parece desempenhar
funcBes duplas, uma vez que pode produzir mediadores inflamatérios que
conduzem a danos e morte celular e, por outro lado, também pode produzir TGF-

B1, com acao neuroprotetora (JIN et al., 2013).

A cascata inflamatoria também inclui 0 aumento da expresséo de varias enzimas. A
via do acido aracddnico é iniciada por meio da ativacdo da fosfolipase A2,
promovida pelo aumento da concentracao intracelular de célcio. Esta enzima atua
sobre glicerofosfolipideos originando, formando &acido aracddnico, que €
metabolizado pelas ciclooxigenases ou lipoxigenases, convertendo-se em
prostoglandinas ou leucotrienos, respectivamente. Os leucotrienos, durante a
isquemia, tem sido relacionados a disfuncdo da barreira hematoenceféalica, edema
e morte neuronal (SILVA et al., 2011).

1.1.1.4. Apoptose
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O estudo da morte celular s6 despertou o interesse da comunidade cientifica
quando Kerr, Wyllie e Currie demonstraram a existéncia de pelo menos duas formas
distintas de morte celular: necrose e apoptose. A morte por necrose € rapida,
intensa e afeta um grande numero de células no tecido atingido, caracterizando-se
pelo aumento do volume citoplasmatico, destruicdo de organelas e lise da
membrana citoplasmética, com consequente extravasamento de fluidos. Ja a
apoptose caracteriza-se por atingir células individuais, que apresentam uma série
de alteracdes morfoldgicas distintas como células em picnose, com condensacao
do citoplasma e nudcleo, manutencdo da integridade de organelas, retracdo da
membrana celular e posterior fragmentacao e formacao de corpos apoptéticos, sem
liberacdo de conteudo citoplasmético. Células em apoptose sdo desmontadas a
partir de dentro, de uma forma organizada que minimiza danos e perturbacdes as
células vizinhas (BROUGHTON et al., 2009; KERR et al., 1972; SOUZA, 2012).

As lesdes isquémicas originam processos necroéticos, porém, em paralelo, algumas
células sofrem apoptose, sendo este o principal processo que ocorre na regiao de
penumbra. Diversos fatores determinam qual destes processos € predominante,
sendo os principais o grau de isquemia e a concentracao de calcio livre intracelular
(SILVA et al., 2011).

Até o momento, foram identificadas duas vias principais de inducdo da apoptose:
via intrinseca e extrinseca. A via intrinseca, também conhecida como via
mitocondrial, caracteriza-se por um evento principal: a permeabilizacdo da
membrana externa da mitocéndria, que leva a liberacéo de proteinas responsaveis
pela apoptose para o citosol. J4 na via extrinseca ha ativacdo dos receptores de
membrana da familia TNF (Tumor Necrosis Factor — Fator de Necrose Tumoral),
por meio de ligantes especificos. Uma das consequéncias € a ativacéo da caspase-
8, que leva a ativacdo das caspases 7 e 10, responsaveis pela desestruturacao
celular, além de ativar proteinas pro-apoptoticas, que levam a ativacdo da via

intrinseca, possibilitando a amplificagédo do sinal (BATISTA, 2008).
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1.1.2. Tratamento para o AVE

Apesar da enorme morbidade e mortalidade decorrente de um AVEI, as opcoes de
tratamento permanecem limitadas. O principal recurso terapéutico é o uso de
medicamentos anti-tromboliticos endovenosos, como o ativador de plasminogénio
tecidual recombinante (rt-PA), usado para desobstruir o vaso, reestabelecendo o
fluxo sanguineo e reduzindo a morte celular (T.ISHII et al., 2013). O farmaco
permanece relativamente inativo no sistema circulatério e, ao ligar-se a fibrina, a
substancia é ativada, convertendo plasminogénio em plasmina, que promove a
dissolucéo da fibrina do coagulo (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

A introducdo do tratamento com este agente trombolitico no AVE isquémico agudo
melhorou a evolucéo clinica dos pacientes que iniciam tratamento imediatamente
apos o inicio dos sintomas. No entanto, com pequena janela terapéutica e varias
contraindicacdes, este tratamento € aplicavel a um numero restrito de pacientes,
deixando a grande maioria sem tratamento especifico. Além disso, os estudos que
avaliaram uso do rt-PA no tratamento do AVE isquémico ndo demonstraram
beneficios na reducdo da mortalidade, embora ocorra reducdo de sequelas
neuroldgicas em cerca de 34% dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Dessa
forma, torna-se importante e necessaria a descoberta de novas terapias, que sejam
viaveis a mais pacientes, em especial aos nao passiveis ao rt-PA (EHRENREICH
et al., 2009).

Diversos mecanismos fisiopatolégicos fundamentais de isquemia cerebral foram
identificados nos Ultimos anos, mas a evolugdo do tratamento farmacolégico
direcionado a esses mecanismos ndo melhorou de forma significativa os resultados
clinicos apds um AVE. A principal justificativa para esse fracasso é a multiplicidade
de mecanismos que desencadeiam danos neuronais durante a isquemia,
anteriormente mencionados. Medicamentos visando um modo de acao multimodal
poderiam superar este dilema, e, recentemente, mostraram proporcionar um
beneficio notavel em estudos pré-clinicos (MINNERUP; SCHABITZ, 2009).
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Ensaios clinicos tém demonstrado que a neuroprotecdo ainda € uma opcao
promissora para o tratamento de AVE isquémico (MORETTI et al., 2014). Ela é
definida como qualquer estratégia ou combinacdo de estratégias, que antagoniza,
interrompe ou retarda a sequéncia de eventos bioquimicos e moleculares
prejudiciais que, se ndo controlada, resulta em lesdes isquémicas irreversiveis.
Assim, estratégias neuroprotetoras diferem da terapia atual, que tem como objetivo
a manutencdo da permeabilidade circulatoria ou a reversdo da oclusdo vascular,
agindo por via hemodinamica e ndo por mecanismos metabdlicos (GINSBERG,
2008). Nas ultimas décadas estudos tem elucidado mecanismos em nivel vascular,
celular e molecular, levando a identificacdo de varios alvos potenciais para a
neuroprotecdo e neuroreparacdo (MORETTI et al., 2014). Estes incluem
mecanismos de excitotoxicidade, reacdes inflamatérias e apoptose (SAHOTA;

SAVITZ, 2011; MINNERUP et al., 2012).

1.2 Fatores de Crescimento Celular

Visando superar as limitacfes da terapia farmacolégica existente e proporcionar
melhor qualidade de vida aos pacientes, novas abordagens para restaurar a funcéo
apos o AVE estdo sob investigacdo. Em estudos envolvendo o transplante de
células-tronco, sugeriu-se que a diferenciacao celular, sobrevivéncia celular e
suporte trofico € promovida por fatores de crescimento (FCs). Lanfranconi e
colaboradores (2011) revisaram estudos nos quais foi evidenciado que, na
neurogénese enddgena, FCs induzem a proliferacdo e diferenciacdo de células
estaminais neuronais adultas a partir da zona sub-ventricular dos ventriculos laterais
e 0 giro denteado do hipocampo em neurénios maduros tanto em modelos animais
guanto em humanos. Os resultados desses estudos sugerem que a terapia
empregando FCs poderia representar uma abordagem terapéutica alternativa para
promover a migracao e diferenciacéo e para melhorar a sobrevivéncia de células

estaminais enddgenas, através da modulacédo da neurogénese.
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Como dito, uma das principais limitacdes das estratégias neuroprotetoras para o
AVE é a curta janela terapéutica durante a qual a intervencgdo é eficaz. Dessa forma,
terapias que possam ser iniciadas apos o inicio dos sintomas seriam opg¢des viaveis.
Uma maneira de realizar o tratamento tardio pode estar na utilizacao de vias que
tenham a morte neuronal isquémica como alvo terapéutico e, pelo fato de estarem
relacionados a tais vias, FCs tém recebido atencdo consideravel na busca por
terapias contra o AVE (GREENBERG,; JIN, 2006).

A maioria dos FCs atua através da ligacdo a receptores especificos ativando
diferentes vias de sinalizacdo e induzindo a expressdo de genes envolvidos na
proliferacéo e diferenciacdo celular. Assim, a resposta especifica para fatores de
crescimento € influenciada pela expresséo de seus receptores correspondentes nas
células-alvo (LANFRANCONI et al., 2011).

Estudos experimentais mostram também que fatores de crescimento
hematopoiéticos (G-CSF, EPO, GM-CSF e etc) podem interferir na evolugcédo do AVE
através de seus efeitos pleiotropicos que incluem, além da neurogénese, a
neuroprotecao, a promoc¢ao de angiogénese e a ativacao de vias antiapoptoticas
(SPRIGG; BATH, 2005). Além de estarem envolvidos na regulacdo das células
derivadas da medula 6ssea, fatores de crescimento hematopoiéticos estédo
presentes no cérebro, onde as suas funcbes sdo mediadas por receptores
expressos nos neurbnios. Dois fatores sdo particularmente promissores como
neuroprotetores para isquemia cerebral: fator estimulador de colonias de
granulécitos (G-CSF) e eritropoetina (EPO) (MORETTI et al., 2014).

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

O fator estimulador de col6nia de granuldcitos (G-CSF) € um hormonio glicoproteico
de 19,6 kDa codificado por um unico gene localizado no cromossomo 17q11-12
(SIMMERS et al., 1987). E uma citocina linhagem especifica, responsavel pelo

desenvolvimento inicial de células hematopoéticas e pela maturacdo terminal de
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neutrofilos, e exerce um papel chave na regulacdo da granulopoiese (SILVA, 2012;
ENGLAND et al., 2012).

O G-CSF é produzido pelas células do estroma da medula 6ssea (MO), por
fibroblastos, células endoteliais, mondcitos, macréfagos e microglia sob estimulo de
citocinas inflamatorias, tais como interleucina 1 e 3 (IL-1 e IL-3), Fator de Necrose
Tumoral (TNF) e por endotoxinas bacterianas (ABUD et al., 2010; HENRY et al.,
1998).

As atividades biologicas do G-CSF sdo mediadas por um receptor especifico na
superficie celular das células responsivas (Figura 2). Esse receptor (G-CSFR) esta
presente em células progenitoras mieléides, células de leucemia mieldide,
neutréfilos maduros, plaquetas, mondcitos e algumas células linféides T e B. Além
dessas células da linhagem hematopoiética, receptores para G-CSF sao

encontrados em diversos tipos celulares ndo-hematopoiéticos, incluindo neurdnios

(GUO et al., 2014).
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Figura 2: Representacdo esquematica da cascata de sinalizacdo desencadeada por G-CSF. A
dimerizacdo de G-CSFR causa a ativacao de diferentes vias de sinalizacdo, como Jak/STAT, MAPK
e AKT via PI3-quinase, que induzem diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular,

respectivamente. Fonte: Adaptado de Sanganalmath et al, 2011.
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O G-CSFR tem uma estrutura composta, que consiste de um dominio extracelular,
um unico dominio transmembranar, e um dominio citoplasmético, constituido por
trés sequéncias de amino&cidos conservados. Sua estimulagdo promove a
maturacdo, sobrevivéncia, proliferacdo e ativacdo funcional de granuldcitos
(DEMETRI; GRIFFIN, 1991).

O G-CSF recombinante (rh-GCSF) é utilizado na terapéutica com 0 home geneérico
filgrastim. Este medicamento é a forma aplicavel da citocina, produzida a partir do
genoma de E. coli (GOMES, 2010), registrado no Brasil pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2002 (BRASIL, 2002). E utilizado na pratica clinica
como mobilizador de células-tronco hematopoiéticas em situacfes caracterizadas

por intensa neutropenia ou em casos onde ha risco de neutropenia (SILVA, 2009).

Recentemente, tem sido demonstrado que o G-CSF enddgeno desempenha um
papel importante na resposta a isquemia cerebral e a administracdo de G-CSF
recombinante tem sido associada a reducdo do volume de infarto, diminuicdo da
mortalidade e melhora nos resultados clinicos. Lanfranconi e colaboradores (2011)
revisaram 17 trabalhos que avaliaram a eficacia do G-CSF em diferentes doses e
esquemas terapéuticos, em modelos animais de isquemia cerebral focal. Na maioria
deles foi verificada reducao significativa do volume de infarto, além de recrutamento

de células progenitoras neurais e melhora funcional.

1.2.2 Eritropoetina (EPO)

A eritropoetina (EPO) é um hormdnio glicoproteico de 30,4 kDa produzido
principalmente nos rins, que atua na regulacdo da producdo diaria de 2x10%!
glébulos vermelhos necessarios para manter o transporte de oxigénio pelo sangue
periférico em condicdes fisiologicas, sendo nomeada justamente devido a sua
potente estimulacdo da eritropoese (JELKMANN, 1992; 2008).

A producao de EPO ocorre em resposta a hipdxia tecidual, que induz a ativacdo do

fator de transcricdo induzido pela hipoxia (HIF - hypoxia-inducible transcription
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factor), o qual leva a aumento da producéo de EPO dentro de algumas horas. Na
medula 6ssea, a EPO atua como fator hormonal de estimulacdo mitética e de
diferenciacdo, aumentando a formacéo de eritrocitos maduros a partir de células
progenitoras eritroides. Essa acdo se da por meio da ligacdo a receptores
especificos localizados na superficie das células progenitoras, estimulando sua
diferenciacdo em hemacias (FRIED, 2009; HARDEE et al., 2006; UDUPA, 2006).

A EPO recombinante (EPOrh) é produzida pela tecnologia do DNA recombinante,
contém a sequéncia de aminoacidos idéntica a forma nativa e possui a mesma
atividade bioldgica (EGRIE et al.; 1986). E amplamente utilizada na préatica clinica
para o tratamento de anemia em pacientes com insuficiéncia renal cronica e outras
situacdes que gerem intensa anemia (LANFRANCONI et al., 2011; LANGSTON et
al., 2003).

EPO é um fator de crescimento hematopoiético que, assim como G-CSF tem sido
extensivamente testado em ensaios pré-clinicos de AVE (MINNERUP; SCHABITZ,
2009), uma vez que EPO é produzida em niveis baixos no sistema nervoso central
(SNC), e seu receptor é expresso na maioria dos tipos de células do SNC, incluindo

neurdnios, astrécitos e microglia (GENC et al., 2004).

Conforme mostra a figura 3, a ligacdo de EPO a EPOR leva a fosforilagdo da
quinase associada a receptor de tirosina (JAK-2), que tem como primeira
consequéncia a fosforilacdo/ativacdo da proteina transdutora de sinal e ativadora
da transcricdo (STAT), que dissocia-se do receptor e é translocada para o nucleo,
onde promove a transcricdo de genes como o Bcl-xL e a ciclina D1, que
provavelmente promovem os efeitos anti-apoptéticos da EPO. Além de STAT-3,
classicamente associado com a ativacdo de EPOR, acredita-se que EPO também
sinalize através de STAT-5. STAT-3 estd associada com a propagacdo de
crescimento em neurdnios maduros e a sobrevivéncia das células, aumento no
tecido inibidor de metaloproteinase de matriz (TIMP)-1, que promove a
sobrevivéncia de células, crescimento e diferenciacdo. A ativacdo da via RAS-
MAPK envolve diversos mecanismos. Em sintese estes mecanismos levam a

ativacdo de genes relacionados a respostas mitogénicas e de diferenciagdo, além
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da regulacéo da apoptose. A via PI-3K quando ativada promove fosforilacdo do AKT
e inducao de diversas proteinas anti-apoptoticas e previne a transcricdo de genes
pré-apoptéticos (MOREIRA, 2008; SOUVENIR et al., 2015).
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Figura 3: Representacdo esquematica das vias de sinalizacdo relacionadas a sobrevivéncia,

proliferacéo e diferenciacéo celular, induzidas pela EPO. Fonte: Zhang et al., 2014.

Em estudo realizado por Brines e colaboradores (2000) foi evidenciado que a EPOrh
atravessa a barreira hematoencefélica de forma eficaz e proporciona neuroprotecao
em modelos de isquemia cerebral e leséo cerebral traumética em roedores. Estudos
em modelos animais de AVE provaram a sua eficacia na reducdo volumes de infarto
e em déficit neurocomportamental (MINNERUP et al., 2009; JERNDAL et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Como dito, estudos recentes demonstraram que EPO e G-CSF possuem efeitos
neuroprotetores em camundongos submetidos a isquemia cerebral. O uso desses
fatores de crescimento celular surge entdo como promissora alternativa terapéutica
para o AVE.

Segundo Yu e colaboradores (2014), frequentemente a EPO e outros agentes
neuroprotetores ou neurotroéficos precisam ser combinados para otimizar a
recuperacdo funcional. Por esse motivo, a associacdao de diferentes fatores de
crescimento para o tratamento do AVE tem sido amplamente estudada (CUI et al.,
2016; YU et al., 2014).

Apesar de a acao neuroprotetora individual de EPO e G-CSG ser bem descrita na
literatura, os efeitos da associacdo entre EPO e G-CSF ainda sao pouco

conhecidos, sendo objeto do presente estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito neuroprotetor da terapia com o G-CSF e eritropoetina, de forma
individual e associados, em modelo de isquemia cerebral global.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos dos diferentes tratamentos sobre:
- 0 peso relativo do baco;
- a contagem de eritrdcitos e leucécitos sanguineos;
- a forca muscular;
- 0 equilibrio e coordenacdo motora dos animais;
- a area macroscopica de infarto cerebral,

- a relacdo neurdnios/células da glia.
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4 METODOS

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados camundongos sui¢cos, machos, com idade variando entre 8 a 12
semanas e pesando entre 30 e 40 gramas. Os animais receberam agua e racao
(Labina®, Purina) ad libitum e tiveram controlado o ciclo de 12 horas claro/escuro,
bem como a temperatura (22+2°C) e a umidade (60+5%) do local onde
permaneceram. Os animais utilizados sé@o provenientes do Biotério Central do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo CEUA-UFES sob o protocolo

ndmero 055/2014. O delineamento experimental é demonstrado na figura 4.
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Figura 4. Desenho experimental.

Os animais foram divididos em 4 grupos, o grupo controle (n=8) submetido a ocluséao
bilateral e administracdo de veiculo (solucdo glicosada 5%), o grupo tratado com G-
CSF (n=8), o qual recebeu, por via subcutanea, a dose de 100 ug/kg/dia de G-CSF
(Filgrastim®, Bio Sidus S.A., Argentina) (PERUCH, 2015), o grupo tratado com EPO
(n=8), que recebeu, por via subcutanea, EPO (Hemax Eritron®, Aché) na dose de
5000 Ul/kg/dia (JIA et al., 2010), e o grupo tratado com G-CSF e EPO, que recebeu
ambas as drogas, nas doses de 100 ug/kg/dia e 5000 Ul/kg/dia, respectivamente.
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O tratamento foi iniciado 3 horas ap0s o inicio da oclusdo, sendo administrado
novamente nos quatro dias seguintes. No quinto dia os animais foram submetidos
a testes comportamentais e, em seguida, sacrificados com sobredose de solucao

anestésica.

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

Para a producéo da isquemia cerebral, através da oclusao bicarotidea (Bi-CCAO0),
0s animais foram previamente pesados e anestesiados com uma solucdo de
Ketamina (91mg/Kg) e Xilazina (9,1mg/Kg) via intraperitoneal (i.p.). Posteriormente,
o animal foi posicionado em decubito dorsal, fixando-se os membros dianteiros e
traseiros a mesa cirargica. Com auxilio de tesoura e pincas especificas realizou-se
tricotomia e incisdo na linha média da regido cervical para exposi¢cdo das artérias
cardtidas comuns direita e esquerda. As artérias foram isoladas dos tecidos
adjacentes e separadas do nervo vago para oclusdo com fio de nylon. A artéria
cardtida comum esquerda ficou permanentemente ocluida e a direita foi ocluida por
90 minutos tendo seu fluxo liberado apds esse tempo. Os animais foram suturados
e acomodados em caixas individuais para recuperacéo anestésica (SMITH ET AL,
1984 modificado).

4.3 Teste de resisténcia de agarre (wire hang)

Os testes para avaliacdo de parametros motores foram realizados no periodo pré-
cirurgico e poés-cirargico, antes do sacrificio. Os experimentos foram realizados
conforme descrito por Sango e colaboradores (1996), com algumas modificacdes.
Os animais foram habituados & sala de experimentagcdo e manipulados pelo
experimentador duas horas antes do experimento. Como aparato, foi utilizada uma
grade metalica com espacamento de 1 cm entre barras de 0,8 mm de diametro.
Inicialmente o animal foi colocado sobre a grade, que foi brevemente agitada para
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gue o animal a agarrasse. A grade foi entdo invertida e mantida acima de uma caixa
preenchida com maravalha, a uma altura suficiente para manter o animal agarrado
a grade, mas incapaz de feri-lo durante a queda. A laténcia para queda foi medida
com o uso de um cronbmetro. Foram feitas trés tentativas, com intervalo de trés

minutos entre elas, registrando-se o tempo médio.

Figura 5: Demonstracéo do teste de resisténcia de agarre. Fonte: Moraes, 2014

4.4 Mensuragao da Forga Muscular (grip test)

A mensuracdo da forca dos camundongos foi realizada no periodo pré e pos-
cirurgico por meio de uma adaptacéo feita em balanca eletrénica 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 o tracionava pela cauda. O pico maximo de forca, expresso em
gramas (g), foi registrado automaticamente no momento em que o animal soltava o
suporte (Figura 6). Dez tentativas foram realizadas por animal num periodo maximo
de 2 minutos e obtida a forca média.
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Figura 6: Demonstracdo do teste de forca. A imagem mostra o agarre das patas dianteiras ao
aparato, com o examinador tracionando o animal pela cauda (esq.) e o registro dos picos de forca
pelo software (dir.). Fonte: Imagem propria

4.5 Teste de escalada em haste vertical (pole test)

O método foi realizado conforme descrito por Ogawa e colaboradores (1985), com
algumas adaptacoes. Utilizou-se uma haste vertical de 50 cm de altura, envolta em
gaze para impedir o deslizamento dos animais, a qual foi colocada em uma caixa
preenchida com maravalha. Os camundongos foram colocados no topo do aparato
com a face voltada para cima, e o tempo gasto pelo animal para orientar-se para
baixo e descer até a base da haste foi cronometrado. Cada animal foi submetido a
uma secao de treino e trés ensaios com intervalos de trés minutos, e o tempo médio

para a descida foi registrado para andlise.

4.6 Contagem de Leucdcitos sanguineos totais

Para a contagem dos leucdcitos totais sanguineos uma aliguota de 20 pL de sangue
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foi adicionada a um microtubo (Eppendorf®) contendo 380 pL de acido acético a
2% para promover hemdlise. Ap6s 2 minutos de homogeneizacdo, uma aliquota de
10 pL foi colocada em cada lado da camara de Neubauer (0,100 mm profundidade,
0,0025 mm? — Labor Opitik) coberta por uma laminula apropriada. Decorridos 5
minutos para a distribuicdo adequada das células, a camara de Neubauer foi levada
a um microscopio 6ptico, onde se deu a contagem dos leucécitos totais. Foram
contadas as células dos quatro quadrantes externos superiores e dos quatro
inferiores. A média das células contidas nos quadrantes foi calculada e multiplicada
por 200, a fim de alcancar o valor absoluto dos leucdcitos totais sanguineos por

milimetro cubico (mm?).

4.7 Contagem de Hemacias

Para a contagem de eritrocitos, foram acrescentados 20 microlitros de sangue
homogeneizado em um tubo de ensaio contendo 4mL de solucao diluente (solucéo
salina 0,9%). Homogeneizou-se a solucéo final por inversées sucessivas do tubo.
Preencheu-se a camara de Neubauer com 10 pL da solu¢cdo em cada lado e,
passados 5 minutos para a distribuicdo das células, as hemacias de 5 quadrantes
meédios foram contadas e o valor obtido multiplicado por 10.000, para a obtencéo do

numero de hemécias por milimetro cubico (mm3).

4.8 Determinacdo da area macroscoépica de infarto

ApOs o sacrificio, os cérebros foram retirados e colocados em placa de Petri, com
uma pequena aliguota de solugéo fisiologica, e levados ao freezer durante 20
minutos. Em seguida, o cérebro foi cuidadosamente acomodado na matriz para
corte de cérebro de camundongo - brain blocker, e foram feitos cortes coronais,
sendo o primeiro corte de 3 mm e os trés demais cortes de 2 mm. Cada corte foi

colocado individualmente em microtubos Eppendorf® contendo solu¢do do corante
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cloreto de 2,3,5 — trifeniltetrazoélio (TTC) a 2%, que foram levados ao banho-maria a
temperatura de 37°C durante 30 minutos. Decorrido esse tempo, o corante foi
retirado e acrescentada solugéo de formol 4% em salina e foram armazenados em
geladeira durante 24 hs para fixacdo do corante. No dia seguinte foram obtidas
imagens digitais para posterior analise no programa Image J.

O principio da técnica de coloracdo com TTC baseia-se na reacdo de reducao do
cloridrato de TTC, originalmente incolor, a 1,3,5-trifenil formazan, de coloragéo
vermelha, sendo que a reacdo ocorre na presenca de enzimas desidrogenases,
abundantes na mitocondria (KRAMER et al., 2010).

4.9 Processamento e Corte Histoldgico

As amostras identificadas foram alocadas em cassetes histolégicos e
posteriormente colocadas em um processador automatico de tecidos — histotécnico
(LUPE®, Brasil - PT05) passando por baterias de desidratacdo crescente em alcodis
(70%, 80%, 90% e 3 repeticbes de 100%), em solucdo alcool-xilol (1:1),
diafanizacdo em xilol puro (3 repeticdes) e inclusdo em parafina histologica, com
tempo total de processamento de 3 horas e 10 minutos. O emblocamento do
material foi realizado utilizando-se moldes histolégicos de aluminio (dimensdes
15x15x5 mm) e os blocos parafinizados foram armazenados em geladeira (4°C) até
0 momento da microtomia.

Foram obtidos cortes histol6gicos de 5 um de espessura em micrétomo manual
(Leica Biosytems, Germany) e confeccdo de laminas para coloracdo com

hematoxilina e eosina (HE).

4.10 Coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE)

Para a coloragdo com HE, a bateria de desparafinizacdo quimica foi iniciada com o

uso de xilol, por trés sucessivas passagens, bateria de alcool PA e xilol (1:1) e trés
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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 agua 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, solucéo 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 DPX [p-xylene-bis (N-pyridinium bromide)] (Sigma-
Aldrich, USA).

Foram capturadas cinco imagens aleatdrias da area cortical de cada lamina
utilizando um fotomicroscopio (Olympus® AX70) acoplado a uma camera digital
(Axiocam Erc5s, Zeiss®), nas objetivas de 40x.

4.11 Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism Versdo 5.0.1
(GraphPad Software; San Diego, Califérnia, EUA). A analise dos dados referentes
aos diferentes testes comportamentais e a avaliagdo da area macroscépica de
infarto cerebral foi realizada por meio de andlise de variancia (ANOVA) de uma via
com post-hoc Bonferroni. Para os dados de peso relativo do baco e contagens de
leucdcitos e hemacias, a analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA de
uma via com post-hoc Dunnett. Em ambos os casos, as diferencas entre os grupos

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

5.1 Relagédo peso umido do bago/peso corporal

Apés o sacrificio dos animais, o peso relativo do bago foi avaliado. Tanto o grupo
tratado com EPO, quanto com G-CSF e com EPO e G-CSF apresentaram a relacao
peso Uumido do baco/peso corporal estatisticamente superior ao grupo controle
(Figura 7).

% %
101
-I- E3 Controle
8 B8 EPO
T B3 G-CSF
64 @ EPO/G-CSF

Peso bago/ peso animal (g)

Figura 7. Peso relativo do bagco dos animais dos diferentes grupos experimentais (n=8). Dados

apresentados como média + EPM. **p<0,05, ANOVA uma via, post hoc Dunnett.

5.2 Teste de resisténcia de agarre (wire hang)

A laténcia para queda dos animais foi avaliada por meio da tarefa de wire hang com
0 objetivo de verificar se o tratamento foi capaz de evitar a perda de forca muscular
dos animais submetidos ao AVE. Conforme resultados obtidos, os animais tratados
com G-CSF e EPO apresentaram laténcia semelhante a animais antes da
intervencado cirdrgica, enquanto os animais controle sofreram queda em periodo

inferior (figura 8).
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Figura 8. Tempo de laténcia para queda dos animais. Valores expressos em segundos — ‘s’,
referentes a animais no periodo pré-cirtrgico, e no periodo pés-cirdrgico do grupo controle, do grupo
tratado com G-CSF na dose de 100ug/kg/dia, do grupo tratado com EPO na dose 5000 Ul/kg/dia e
com ambos (n=8). Dados apresentados como média + EPM. **p<0,05; ANOVA uma via, post hoc

Bonferroni.

5.3 Mensuracao da For¢ca Muscular (grip test)

Por meio do teste de agarre, pdde-se verificar que os animais tratados com EPO e
G-CSF apresentaram forca muscular estatisticamente superior aos valores
apresentados pelos animais do grupo controle, e ndo houve diferenca estatistica
entre a forca dos animais submetidos a diferentes tratamentos e a forca dos animais

controles pré-cirargicos, conforme mostrado na figura 9.
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Figura 9. Mensuracéo da forgca muscular (grip strenght). Valores expressos em “g”, referentes a
animais no periodo pré cururgico, e dos animais dos grupos controle pés-cirargico, do grupo tratado

com G-CSF na dose de 100ug/kg/dia, do grupo tratado com EPO na dose 5000 Ul/kg/dia e com
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ambos (n=8), apds oclusao bicarotidea. Dados apresentados como média + EPM. **p<0,05; ANOVA

uma via, post hoc Bonferroni.

5.4 Teste de escalada em haste vertical (pole test)

Ainda para verificar o efeito do tratamento sobre parametros motores dos animais,
foi avaliado o tempo de descida dos mesmos na tarefa pole test. Os dados revelam
que, apesar de os animais tratados apresentarem tempo de descida superior aos
aos controles pré-cirdrgicos, essa diferenca ndo foi significativa. J& os animais
controles pdés-cirurgia tiveram tempo de escalada significativamente superior aos
demais (figura 10). Esses resultados demonstram que animais submetidos a
oclusdo bicarotidea e tratados com EPO e G-CSF mantém a agilidade e

coordenacao motora semelhante a animais controles pré-cirurgia.
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Figura 10. Tempo de descida no teste de escalada em haste vertical. Valores expressos em

segundos - ‘s’, referentes aos animais dos diferentes grupos experimentais (n=8). Dados

apresentados como média + EPM. **p<0,05; ANOVA uma via, post hoc Bonferroni.

5.5 Contagem de Leucdcitos sanguineos totais

Partindo da amostra sanguinea coletada, realizou-se a contagem de leucdcitos
totais, para atestar o efeito de G-CSF no estimulo da leucopoese. O grupo tratado

com G-CSF apresentou contagem estatisticamente superior de leucécitos totais

43



circulantes por mm? de sangue quando comparado ao grupo controle, enquanto o0s
animais tratados apenas com EPO ndo apresentaram aumento na contagem. O
grupo EPO/G-CSF também apresentou diferenca estatisticamente significante em

relacdo ao grupo controle, conforme figura 11.
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Figura 11. Contagem de leucdcitos. Valores expressos em leucécitos/mm3, dos animais controle e
tratados (n=8). Dados apresentados como média + EPM. *p>0,05; **p<0,05; ANOVA uma via, post
hoc Dunnett.

5.6 Contagem de Hemécias

Ainda a partir da amostra de sangue, foi realizada a contagem de eritrocitos, com o
objetivo de constatar a acdo de EPO na eritropoiese. O grupo tratado com EPO
apresentou contagem estatisticamente superior de eritrécitos circulantes por mm?
de sangue, quando comparado ao grupo controle (figura 12). Os animais tratados
apenas com G-CSF ndo apresentaram aumento na contagem de hemacias. Ja o
grupo EPO/G-CSF, apesar de mostrar uma tendéncia ao aumento na contagem,
nao apresentou diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
controle.
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Figura 12. Contagem de eritrocitos. Valores expressos em eritrécitos/mm3 dos diferentes grupos
experimentais (n=8). Dados apresentados como média + EPM. **p<0,05; ANOVA uma via, post

hoc Dunnett.

5.7 Area macroscoépica de infarto cerebral

Apods a coloracao do tecido cerebral com TTC, o exame macroscopico dos cortes
cerebrais (Figura 13) mostrou uma area extensa infartada (cor branca) em animais
nao tratados (42,27+5,572%), enquanto que esta area foi significativamente menor
nos grupos tratados com EPO (9,048+1,745%), G-CSF (10,80+3,864%), e EPO/G-
CSF (14,15+0,9221%). A analise morfométrica indicou que a extensdo da area
infartada foi significativamente menor (p <0,05) nos animais tratados com o0s
diferentes farmacos em compara¢do com a area medida no grupo controle, e que
nao houve diferenca significativa na area de infarto cerebral entre os diferentes

esquemas terapéuticos empregados (Figura 14).

Figura 13. Cortes coronais de cérebros corados com TTC. A. Cérebro de animal do grupo controle,
com extensa area de infarto (setas). B. Cérebro com pequena area de penumbra, de animal do grupo
tratado com EPO e G-CSF (5000 Ul/kg/dia + 100pg/kg/dia).
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Figura 14. Area macroscopica de infarto cerebral em relacdo a area cerebral total (%), dos grupos
controle pds cirdrgico, grupos tratados com EPO na dose 5000 Ul/kg/dia, do grupo tratado com G-
CSF na dose de 100ug/kg/dia, e do grupo tratado com com ambos (n=4). Dados apresentados como
média + EPM. **p<0,05; ANOVA uma via, post hoc Dunnett.

5.8 Relacédo neurdnios/células da glia

Na analise histolégica com coloracdo por HE (figura 15A), foram examinados os
efeitos dos diferentes esquemas terapéuticos cinco dias apés isquemia. Observou-
se que os grupos tratados com G-CSF e com EPO/G-CSF de forma associada
apresentaram resultados significativamente superiores em relacao a contagem de
neurénios/células da glia. No grupo tratado apenas com EPO, apesar de haver uma
tendéncia a maior relacdo, esse aumento ndo foi estatisticamente significante
(figura 15B).
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Figura 15. A. Corte histoldgico de regido do cértex cerebral corado por hematoxilina e eosina com

presenca de neurdnios (setas) e células da glia. Magnificagdo 40x. Barra de escala: 20um. B.

Relacéo entre o nimero de neurdnios/células da glia (n=5). Dados apresentados como média + EPM.

**p<0,05; ANOVA uma via, post hoc Dunnett.
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6 DISCUSSAO

Define-se isquemia cerebral como a reducédo do fluxo sanguineo cerebral a niveis
criticos, gerando, por consequéncia, danos em todo o tecido cerebral (isquemia
global) ou em uma determinada regido (focal) (HARUKUNI, BHARDWAJ, 2006).
Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito neuroprotetor dos fatores de
crescimento EPO e G-CSF utilizando um modelo de isquemia cerebral global como

forma de mimetizar um AVE.

O AVE é determinado dentro de segundos ap6s a reducao do fluxo sanguineo para
uma determinada regido encefélica, resultando em imediata baixa dos niveis de
oxigénio e glicose no tecido lesado. Inicia-se uma série de eventos bioquimicos que
comecam pela desintegracdo da membrana celular e culminam com a morte
neuronal (LAKHAN et al., 2009). Para a avaliacdo do efeito neuroprotetor das
drogas utilizadas no presente estudo, os animais utilizados foram submetidos a
atividades capazes de avaliar sua atividade motora, além de avaliacdo

hematoldgica e histoldgica.

O progresso recente nos tratamentos agudos € encorajador, mas eles normalmente
s6 podem ser aplicados a uma pequena parcela da populacdo acometida por AVE.
Para além da fase aguda, existem poucos tratamentos eficazes e novas abordagens
sdo necessarias (ENGLAND et al., 2016). Apesar dos enormes investimentos em
pesquisa pré-clinica e clinica, poucas intervencdes eficazes para prevenir lesdes
cerebrais isquémicas foram encontradas, além do rapido restabelecimento do fluxo
sanguineo. Na verdade, o uso do ativador do plasminogénio tecidual recombinante

(rtPA) é a unica intervengdo com eficacia clinica comprovada para AVE isquémico.

Apesar da disponibilidade e evidéncia de eficacia generalizada, o tratamento de
AVE agudo com ativador do rtPA é subutilizado nos paises industrializados, como
EUA e Reino Unido, onde menos de 8% dos pacientes com AVEi recebem este
tratamento. A principal razdo para as baixas taxas de uso do rtPA é atraso pré-
hospitalar relacionado com o paciente e/ou testemunha responsavel pela tomada
de decisbes apos a ocorréncia de um AVE (DOMBROWSKI et al., 2015).
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A enorme complexidade da cascata de lesdes desencadeadas durante 0 processo
de isquemia-reperfusdo € um grande desafio para qualquer potencial tratamento
para a isquemia cerebral (NGUYEN et al., 2014). Essa complexa fisiopatologia do
AVE envolve inUmeros processos inter-relacionadas e coordenadas, incluindo a
falha energética, perda de homeostase idnica celular, acidose, aumento dos niveis
de calcio intracelular, excitotoxicidade, toxicidade mediada por radicais livres, a
geracdo de produtos de &cido araquidénico, citotoxicidade mediada por citocinas, a
ativacdo do complemento, perturbacdo da barreira hematoencefalica, ativacdo de

células gliais e a infiltracdo de leucocitos (WOODRUFF et al., 2011).

Neste contexto, a sinalizacdo de fatores hematopoéticos surge como um potencial
sistema protetor no cérebro, por atuar nos mecanismos-chave na patologia aguda
do AVE e melhorar sua recuperacao, pelo menos em parte, por meio da formagéo
de novos neurdnios. Para fins terapéuticos, fatores como EPO e G-CSF cumprem
idealmente os critérios de uma droga para AVE, por atuarem em mecanismos de
acao tanto de sua fisiopatologia aguda quanto da cronica (SCHNEIDER et al.,
2005).

EPO e G-CSF sado susceptiveis de desempenhar um amplo papel no sistema
nervoso, assim como o fazem na formacao do sangue, uma vez que 0s receptores
para ambos sao expressos no cérebro (YU et al.,, 2014). A EPO é produzida
principalmente pelo figado no periodo pré-natal e, no pés-parto, 90% da producéo
de EPO passa a ocorrer nos rins, em resposta a hipoxemia. EPO circula para a
medula éssea, onde ela suprime a apoptose de unidades formadoras de col6nias
eritrdides, promovendo a proliferacdo e o desenvolvimento destas células em
eritrocitos maduros. A protecao anti-apoptética de EPO em precursores eritroides
foi uma indicacéo de que ela pode proteger de forma semelhante células de outros
tecidos, incluindo o cérebro (NGUYEN et al., 2014).

Os beneficios do tratamento com EPO na terapia do AVE sdo enormes.
Demonstrou-se que a EPO administrada por via sistémica € prontamente permeavel
a barreira hematoencefalica, oferecendo assim uma vantagem para a sua utilizacédo
clinica na terapia do AVE humano (SOUVENIR et al., 2015).
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O G-CSF também é apontado como neuroprotetor no AVEi quando administrado
em diferentes doses, na presenca de tratamento trombolitico, como indutor de
recuperacdo funcional e promovendo a angiogénese e neurogénese, além de
reduzir o volume da leséo decorrente do AVE, quando administrado de forma aguda
(ENGLAND et al., 2016). Na fase aguda do AVEI, a acdo anti-apoptotica, anti-
inflamatoéria, imunomoduladora e a ac¢do protetora contra a neurotoxicidade
excitatoria tém sido relatados como papéis neuroprotetores do G-CSF (MIZUMA;
TAKIZAWA, 2016).

6.1 Funcédo esplénica e parametros hematologicos

Neste estudo, as medidas de peso Umido do bagco em relagéo ao peso corporal e a
contagem de leucécitos totais e eritrocitos foram obtidas para que se pudesse
avaliar o possivel efeito de G-CSF e EPO alterando a funcéo esplénica, bem como
o recrutamento de leucécitos e a eritropoese. Conforme resultados apresentados,
foi encontrada diferenca significativa entre todos os grupos tratados e o grupo
controle para a relacéo peso umido baco/peso corporal do animal, sugerindo o efeito
desses farmacos na alteracdo da funcao esplénica, promovendo o aumento do

volume do baco.

Doycheva e cols. (2014), ao avaliar os efeitos do uso de G-CSF em isquemia
neonatal, ndo verificaram aumento do peso do baco ap6s 3 dias consecutivos de
tratamento. Ja no estudo realizado por Kiang e cols (2014), que avaliou os efeitos
de G-CSF na neutropenia induzida por radiacéo, foi verificado aumento significativo
no peso umido do baco de animais nos quais foi administrado o G-CSF durante 14

dias.

Os tecidos hematopoéticos e relacionados a imunidade apresentam caracteristicas
estruturais e funcionais em comum, atuando como filtros vasculares, com uma rede
vascular onde células sanguineas sdo armazenadas (TORRES et al., 2000). O baco

desempenha diferentes funcbes relacionadas a hematopoiese, como

armazenamento e eliminacdo de hemacias (hemocaterese) e plaquetas e, além de
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participar da hematopoiese inicial, da producéao linfécitos e plasmaocitos, degradacéo
de hemoglobina, estoque de ferro, remo¢cdo de corpusculos de Howell-Jolly,
corpusculos de Heinz e parasitas dos eritrocitos (LOPES et al., 2007). Logo, o
aumento de seu volume em consequéncia do tratamento com EPO e G-CSF era

esperado, devido a inducao da eritropoiese e leucopoese gerada por tais fatores.

Com a administracdo de EPO e G-CSF esperava-se 0 aumento na contagem de
eritrocitos e leucocitos, respectivamente, uma vez que essas sao as atividades
biolégicas primarias desses fatores de crescimento. Evidéncias sugerem que EPO
promova aporte da eritropoese por desempenhar um papel instrutivo na
determinacdo do destino da célula progenitora hematopoiética. EPO suprime a
determinacdo de linhagens nao-eritroides e, principalmente em doses elevadas,
aumenta o recrutamento de células progenitoras eritréides, reduzindo células
progenitoras comprometidas da linhagem de granulécitos/macréfagos e
megacariocitos, além de suprimir as células formadoras de colénias linfoides, por

meio de reprogramacéo de transcricdo (GROVER et al., 2014).

Assim como o aumento da contagem de eritrécitos resultante do tratamento com
EPO, também eram esperados maiores niveis de leucdcitos sanguineos em animais
tratados com G-CSF. Isso porque foi demonstrado que sua administragéo produz
um aumento dose-dependente da contagem de leucécitos sanguineos em
individuos sadios, de forma que sua deficiéncia gera neutropenia. De forma
semelhante ao que ocorre com EPO, a administragdo de G-CSF estimula o
desenvolvimento de leucdcitos na medula 6ssea, possibilitando que estes atinjam a
corrente sanguinea em tempo inferior ao habitual (MOLINEUX, 2002; PRICE et al.,
1996). O aumento na contagem de leucdcitos em animais tratados com G-CSF ja
pode ser identificado a partir do segundo dia ap0s sua administracdo, como
demonstrado por Floel e cols. (2011).

6.2 Anélise da funcdo motora

Além de examinar as medidas histopatologicas em roedores, é importante avaliar o
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resultado funcional apés um AVE, uma vez que esta avaliagcdo pode complementar
dados histologicos quando avalia-se os efeitos, os resultados e tratamentos
direcionados ao AVE (SCHAAR et al., 2010). Neste estudo, para verificar se as
lesBes celulares geradas pela isquemia promoveram alteracfes funcionais, avaliou-
se 0 desempenho de animais do grupo controle, que receberam solucéo glicosada,
animais tratados com G-CSF, tratados com EPO e tratados com ambos os fatores

de crescimento em tarefas capazes de avaliar parametros motores.

A tarefa de wire hang permite detectar anormalidades neuromusculares através da
avaliacdo da capacidade do camundongo em sustentar seu proprio corpo, o que
requer forca muscular. Nossos resultados demonstraram que animais dos
diferentes grupos avaliados n&o apresentam diferenca em relagdo ao grupo controle
no parametro avaliado. Dessa forma, os animais submetidos a ocluséo bicarotidea
e posterior tratamento com G-CSF e EPO sao capazes de sustentar seus corpos
por tempo semelhante a animais ndo submetidos a isquemia, enquanto os animais

controle pos-cirargicos ndo apresentaram a mesma capacidade.

Devido a natureza analitica deste meétodo, utilizou-se um teste de carater
quantitativo para avaliar a forca muscular em camundongos. Para tal proposito, a
tarefa escolhida foi o teste de forca de agarre, no qual é feita uma medida da forca
muscular dos membros anteriores do animal, e € considerado um método mais
objetivo que o wire hang (HUTTER-SAUNDERS et al., 2012). Os animais tratados
apresentaram valores para a forca de agarre estatisticamente superiores aos
valores apresentados pelos animais do grupo controle, ndo havendo nenhuma
diferenca estatistica entre a for¢ca dos animais submetidos a diferentes tratamentos
e a forca no periodo pré-cirdrgico. Assim, a manutencdo da forca muscular em

animais tratados, ja antecipada pelo wire hang, foi novamente observada pelo grip.

O teste de escalada em haste vertical, também conhecido como pole test é uma
tarefa motora cujo objetivo € avaliar a forgca dos membros anteriores, capacidade de
compreensao e equilibrio em camundongos (BOUET et al., 2007). Os resultados
obtidos neste teste reforcam os apresentados nas tarefas de wire hang e grip force,

demonstrando que as diferentes terapias avaliadas foram capazes de manter a
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atividade motora semelhante a de animais controles ndo isquemiados. Manwani e
colaboradores (2011) afirmam que tanto a escalada em haste vertical quanto wire
hang sdo testes que permitem avaliar forca motora, equilibrio e coordenacédo de
maneira simples e de baixo custo, podendo revelar os déficits motores em modelos
experimentais de AVE (MANWANI et al., 2011).

No estudo de Gibson e cols. (2005), a administracdo de Unica dose de G-CSF
apresentou efeitos beneficios sobre os parametros motores, avaliados por rotarod
e grid test, exibindo resultados condizentes com os do presente estudo. Um trabalho
recente forneceu evidéncias iniciais de que danos cerebrais decorrentes de um AVE
podem ser reparados pela administracéo sistémica do fator de células-tronco (SCF)
associado ao G-CSF, que promoveram recuperagcdo motora mesmo administrados
de forma tardia (CUI et al., 2016). Tais resultados demostram que a associacdo de

G-CSF a outros fatores de crescimento pode ser uma terapia viavel para o AVE.

6.3 Area macroscopica de infarto cerebral e Histologia

Na patologia isquémica observam-se duas éareas distintas: o centro da leséo,
denominado centro isquémico e uma regido mais periférica, a penumbra isquémica
(LO et al., 2003). O centro isquémico é uma regiao caracterizada por diminuicao do
oxigénio e dos estoques de ATP, o que resulta na faléncia metabdlica e morte das
células em minutos, a ndo ser que, o fluxo sanguineo seja rapidamente restaurado
(KUNZ, et al., 2010).

O conceito originalmente proposto para “penumbra” refere-se as regides de tecido
cerebral nas quais o fluxo sanguineo é suficientemente reduzido para causar hipoxia
suficientemente grave para prejudicar funcdes fisioldégicas, mas ndo a ponto de
provocar a falha irreversivel do metabolismo energético e necrose celular (ASTRUP
et al., 1981). A penumbra isquémica é também muitas vezes definida como um
tecido viavel que envolve o centro isquémico, irreversivelmente danificado
(ARSENE et al.,, 2011). Um estudo recente revelou que muitos neurbnios na

penumbra isquémica podem sofrer apoptose apenas varias horas ou dias apos o
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evento isquémico e, dessa forma, sdo potencialmente recuperaveis por algum
tempo depois do AVE (WOODRUFF et al., 2011).

A reducéo significativa na &rea de infarto cerebral nos animais tratados com EPO
encontrada neste estudo também foi demonstrada por Sirén e colaboradores
(2001), os quais demonstraram reducdo meédia de 75% da area de infarto com a
administracéo de 5000 Ul/kg de EPO, via i.p., no inicio de 60 minutos de ocluséo da
artéria cerebral média. Os resultados ainda estdo de acordo com os de Brines e
colaboradores (2000), que verificaram reducao significativa do volume de infarto em
ratos submetidos a isquemia cerebral focal, mesmo com a administracdo de EPO

de forma tardia, 6 horas apos oclusao-reperfuséo.

Apesar de ter promovido reducao da area de infarto, a administracdo de EPO nao
levou a aumento significativo da relacdo neurénios/células da glia. Resultados
contraditérios como este foram encontrados também por Ratilal e colaboradores
(2014), que apesar de ndo observarem reducdo do volume de infarto apés a
administracdo de EPO, os autores verificaram outros efeitos neuroprotetores e
sugeriram que EPO tenha efeito indireto sobre o edema cerebral, em consequéncia
da preservacdo da barreira hematoencefalica. Outros possiveis mecanismos para
a acao neuroprotetora de EPO seriam por indugdo de componentes-chave do
arsenal antioxidante do cérebro (ZHANG et al, 2010), supressdo de
metaloproteinases de matriz (LI et al., 2008) e da inflamacéo (VILLA et al., 2003) e
por protecdo das sinapses contra niveis toxicos de glutamato, por diminuir a
probabilidade de libertagdo do neurotransmissor (KAMAL et al., 2011).

A melhora expressiva da area de lesao cerebral no grupo tratado com G-CSF
também consiste com os dados encontrados na literatura consultada. Resultados
semelhantes foram encontrados no estudo de Gibson e colaboradores (2005), que
observaram reducéo de 45% no volume de lesdo cerebral, porém em um modelo
de isquemia focal, com oclusdo de 60 minutos e uma unica administracdo de
50ug/kg de G-CSF, por via subcutdnea, no inicio do periodo de reperfuséo.
Observou-se, em outro estudo, a reducdo da é&rea de infarto mediada pela

administracao de G-CSF em modelo de isquemia neonatal em ratos (LI et al., 2015).
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Apesar desses resultados positivos, Popa-Wagner e colaboradores (2010) nao
verificaram efeitos significativos de G-CSF na reducao do volume de infarto em

animais idosos.

Um estudo realizado por Liu e colaboradores (2010) avaliou os efeitos da terapia
utilizando EPO em combinacdo com G-CSF em modelo animal de isquemia focal.
Os resultados obtidos demonstraram que os dois fatores atuam sinergicamente
promovendo angiogénese e plasticidade do tecido no modelo estudado, levando a
uma maior recuperagao funcional do que quando administrados de forma isolada
(LIU et al., 2010). Num outro estudo, 0os autores sugerem que a recuperacao
funcional produzida por essa terapia combinada ocorra de forma dependente do
tempo, e que 0 mecanismo envolvido seja, provavelmente, a inducdo da atividade
de HIF-1 (YU et al., 2014).

Um estudo recente avaliou a associagédo de EPO e G-CSF em pacientes com AVE
cronico. Neste estudo, os pacientes receberam EPO (300 U/kg) e G-CSF (10 pg/kg),
uma vez ao dia, cinco dias por més, durante trés meses, e foram acompanhados
durante seis meses. Houve aumento significativo nos niveis de EPO, células
estaminais hematopoiéticas CD34+, glébulos brancos e neutréfilos no quinto dia de
cada ciclo e, nos resultados funcionais, a forgca da mao dominante foi aumentada no
grupo tratado. Nao foram observados eventos adversos graves (SHIN, CHO, 2016).
Os resultados deste estudo duplo-cego forneceram a primeira evidéncia de que a
terapia EPO+G-CSF tem potencial terapéutico seguro e benéfico para pacientes
com AVE crénico. No entanto, o tamanho da amostra é limitado e os autores frisam

a necessidade de estudos que incluam pacientes agudos e subagudos.

Tomados em conjunto, nossos dados revelam que a associacdo de EPO e G-CSF
melhorou os parametros motores dos animais tratados, reduziu expressivamente a
area de infarto cerebral e aumentou a contagem de neurbénios. No entanto, 0s
resultados obtidos nas doses utilizadas, no tratamento agudo, ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre os resultados observados quando se
utilizou esses farmacos de forma isolada. Vale ressaltar que ndo foram observados

efeitos deletérios, o que viabiliza futuros estudos que utilizem diferentes doses e
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esquemas de administracdo, com a avaliacdo de diferentes parametros e estudos

na fase crbénica.
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7 CONCLUSOES

Os diferentes esquemas terapéuticos avaliados (tratamento com EPO na dose de
5000 Ul/kg/dia, G-CSF na dose de 100ug/kg/dia e a associacao de ambos, durante

cinco dias) promoveram:

- Preservacdo da forgca muscular, do equilibrio e da coordenagdo motora dos

animais avaliados por meio de wire hang, grip force e pole test;
- Aumento da relag&o peso umido do baco/peso corporal do animal,
- Aumento da contagem de leucdcitos, exceto no grupo tratado apenas com EPO;

- Aumento da contagem de eritrcitos, sendo este aumento significativo apenas no

grupo tratado com EPO;
- Reducéo significativa da area de infarto cerebral;

- Aumento significativo da relacéo neurdnios/células da glia, exceto quando tratados
apenas com EPO.

Apesar de todos os esquemas terapéuticos apresentarem efeitos positivos no
tratamento da isquemia cerebral no modelo animal utilizado, os efeitos ndo diferiram
de forma expressiva entre os diferentes grupos, mostrando que, nas doses
utilizadas, no intervalo de administracdo empregado, na fase aguda do AVEi néo
houve efeito sinérgico entre as drogas. Estudos adicionais na fase crbnica e
incluindo diferentes doses seriam necessarios para verificar a viabilidade da terapia

estudada.
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