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RESUMO

LETICIA MARTIMIANO FERREIRA

NEURODEGENERACAO PROMOVIDA PELO HEME EM MODELO DE INJECAO
INTRACEREBRAL

Orientador: Marcelo Torres Bozza

Co-orientador: Luiz Ricardo da Costa Vasconcellos

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséao de Curso.

A Hemorragia Intracerebral (HI) é uma doenga em que ocorre a ruptura espontanea de uma
artéria causando a liberacdo macica dos componetes sanguineos para o parénquima cerebral,
culminando em grande quantidade de hemécias, hemoglobina e, consequentemente, Heme
livre na regido acometida pelo evento hemorragico. Essa patologia € responsavel por milhdes
de mortes no mundo e até hoje ainda ndo existe nenhum tratamento efetivo ap6s ocorréncia,
apenas a reabilitacdo fisioterapica. Dentre as moléculas liberadas na hemorragia, 0 Heme € o
alvo desse estudo por ja ter sido descrito como um indutor de estresse oxidativo e inflamacao
— marcas registradas na progressdo de doencas neurodegenerativas. Na doenca relatada, o
Heme atua como grupamento prostético sendo encontrado inserido na Hemoglobina estando
restrito ao ambiente intracelular em condi¢bes fisioldgicas. Entretanto, em condicbes
patoldgicas, como nos casos de hemorragia, ocorre a liberacdo de hemacias liberando Heme
em grande quantidade podendo causar seus efeitos deletérios.
Levando o exposto em consideracdo, este trabalho tem como objetivo avaliar o papel do
Heme e dos seus mecanismos na neuroinflamacdo e neurodegeneragdo desencadeada na HI
com 0 objetivo de vislumbrar novos alvos terapéuticos.
Para este estudo foram utilizadas fémeas C57black6 e foi realizada a injecdo de Heme na
regido do “striatum” do cérebro dos animais, principal regido responsavel pelas fungdes
motoras. Para estabelecer o modelo, foram utilizados cinco grupos que foram injetados com
doses diferentes de Heme e, em adicdo, um grupo controle injetado com veiculo. Com isso,
foram analisados os efeitos da injecdo a longo prazo, avaliando as fung¢Ges sensorio-motoras
dos animais por testes como Body Swing, Rotarod, Cilindro, Corner e o teste do Pole como
forma de avaliar 0 déficit induzido pela lesdo da HI.
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Além disso, foram avaliados parametros a curto prazo associados a lesdo induzida na Hl e a
inflamacéo local. Dentre os resultados foi observada maior inflamacéo nos animais injetados
com Heme, quando comparados ao controle, além disso, foi observada lesdo nos cérebros dos
animais injetados com heme, evidenciada atraves da coloracdo de Cresil. J& os resultados dos
testes sensdrios- motores mostraram que 0s animais injetados com a maior dose de Heme
demonstram uma assimetria apos a injecdo, e apresentaram déficits motores no Rotarod, e
dificuldade em manter a coordenacdo motora no pole teste, quando comparado tanto aos
testes anteriores a inje¢do quanto ao grupo controle. Portanto, esses resultados demostram que
a injecdo de Heme pode ser utilizado para mimetizar os efeitos da HI e que pode atuar como
componente minimo e ter papel fundamental na neurodegeneracdo observada nesta doenca.

Palavras-chave: Heme, neuroinflamacéo, neurodegeneragéo, hemorragia intracerebral.
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ABSTRACT

LETICIA MARTIMIANO FERREIRA

NEURODEGENERATION PROMOTED BY HEME IN INTRACEREBRAL
HEMORRHAGE MODEL

Advisor: Marcelo Torres Bozza

Co-advisor: Luiz Ricardo da Costa Vasconcello

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

Intracerebral hemorrhage (ICH) is a disease in which spontaneous rupture of an artery causes
the massive release of blood components to the cerebral parenchyma, culminating in large
amounts of hemoglobin, hemoglobin and consequently free Heme in the region affected by
the hemorrhagic event. This pathology is responsible for millions of deaths in the world and
still this days there is no effective treatment after the event, only physical therapy
rehabilitation. Among the molecules released in the hemorrhage, Heme is the target of this
study because it has already been described as an inducer of oxidative stress and inflammation
- registered marks in the progression of neurodegenerative diseases. Heme acts as a prosthetic
group being found inserted in hemoglobin being restricted to the intracellular environment in
physiological conditions. However in pathological conditions, as in cases of hemorrhage, the
release of the blood components to the extracellular environment occurs, then, the red blood
cells can undergo lysis during the process exposing their components, so Heme in high
quantity is released in its free form being able to cause its deleterious effects. This study aims
to evaluate the role of Heme and its mechanisms in neuroinflammation and neurodegeneration
triggered in ICH and thus propose new therapeutic targets. For this study, C57blacké females
were used and a model of ICH was developed by injecting Heme in the striatum region of the
animals' brains, the main region responsible for motor functions. To establish the model, five
groups were used that were injected with different doses of Heme and, in addition, a control
group injected with vehicle. Thus, the effects of long-term injection were analyzed by
evaluating the sensory-motor functions of the animals by tests such as Body Swing, Rotarod,
Cylinder, Corner and the Pole test as a way of assessing the deficit induced by ICH injury. In
addition, short-term parameters associated with induced injury in ICH and local inflammation



were evaluated. Among the results, higher inflammation was observed in the animals injected
with Heme, when compared to the control, in addition, the animals'brains presented lesion,
observed through the staining of Cresil. The results of sensory-motor tests showed that
animals injected with the highest Heme dose demonstrated an asymmetry after injection and
had motor deficits in Rotarod, and difficulty in maintaining motor coordination in the pole
test when compared to both tests prior to injection in the control group. Therefore, these
results demonstrate that Heme injection is a good model for ICH and that it can act as a
minimal component and play a fundamental role in the neurodegeneration observed in this
disease.

Key-words: Heme, neuroinflammation, neurodegeneration, intracerebral hemorrhage.
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1. Introducéo

1.1  Acidente Vascular Encefalico (AVE)

O acidente vascular encefélico (AVE) é uma doenga cérebro-vascular que consiste em
lesdio no vaso sanguineo que pode ser causada por disturbios da coagulacdo ou
hemodinamicos. A lesdo resulta em sinais e sintomas com duracéo superior a 24 horas, sendo
eles bem variados, onde qualquer alteracdo neuroldgica subita - como fraqueza de membros,
dificuldade em andar, alteragdes visuais, tonturas e vertigens - pode ser consequéncia dessa
doenca (Nunes et al. 2005).

Aproximadamente 80% dos casos de AVE sdo causados devido a interrupcéo do fluxo
sanguineo, seja por ateroma ou por émbolos secundarios (Stokes, 2000). Esse bloqueio do
fluxo sanguineo priva determinada regido do cérebro de nutrientes deixando-o incapacitado de
realizar o metabolismo celular de forma eficiente, culminando assim em lesdo e morte do
tecido (Mazzola et al. 2007). Neste caso, o acidente vascular cerebral € caracterizado como
isquémico. O outro tipo de AVE é o hemorragico, também chamado de Hemorragia
Intracerebral (HI), no qual consiste de extravasamento de sangue de forma espontanea e
aguda no interior do parénquima cerebral (Mayer e Rincon, 2005), causando aumento na
pressdo intracraniana que pode ocasionar lesGes nos tecidos cerebrais e restringir o fluxo

sanguineo distal (O’Sullivan e Schmitz, 2004) (Figura 1).

AVE Isquémico

AVE Hemorragico

Figura 1. Tipos de acidente vascular encefalico: hemorragico e isquémico. O AVE hemorragico consiste em
extravasamento espontaneo e agudo de sangue para o interior do parénquima cerebral, enquanto que o AVE
isquémico se caracteriza pela interrupcdo do fluxo sanguineo em determinada regido do cérebro, privando-o de
nutrientes e consequentemente afetando seu metabolismo. Adaptado de http://fescenter.org/wp-
content/uploads/2013/11/What-is-a-stroke.jpg



Essa doenca cérebro-vascular possui incidéncia anual de 10,3 milhdes de novos casos.
Nos paises de baixa e média renda cerca de 75% dois casos resulta em morte e dos que
sobrevivem, mais de 80% sofrem incapacidade funcional devido as sequelas e os deficits
neuroldgicos que a doenca ocasiona (Feigin et al. 2015, 2016). Esses 80% se tornaram
dependentes de terceiros para a realizacdo de suas atividades diarias, apresentando
dificuldades em sustentar o peso no hemicorpo afetado, o que interfere no controle da postura,
gerando dificuldades na realizagdo dos movimentos do tronco e membros (Polese et al. 2008).
A incidéncia da doenca aumenta com a idade e dobra a cada década de vida apds os 55 anos.
Dados da Organizagdo Mundial de Saide (OMS) apontam o AVE como a segunda principal
causa de Obitos no mundo (Figura 2). O Unico tratamento realizado até o momento é a

reabilitacdo fisioterapica ap0s ocorréncia, que nem sempre se mostra eficaz.

Mortes em milhdes
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Cardiopatia Isquémica

Acidente Vascular Encefalico

Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica
Infeccao do trato respiratorio inferior
Doenca de Alzheimer e outras deméncias
Cancer de traquéia, brénquios e pulmao
Diabetes mellitus

Acidente de carro

Doencas diarreicas

Tuberculose

Figura 2. Principais causas de 6bito no mundo. O AVE é segunda a maior causa de morte no mundo, sendo
responsavel por aproximadamente seis milhSes de oObitos, ficando atrds apenas da cardiopatia isquémica.
Adaptado de OMS, 2016.

1.2 Hemorragia Intracerebral (HI)

Este trabalho estuda especificamente 0 AVE hemorragico, também conhecido como
hemorragia intracerebral, sendo o subtipo associado a maior taxa de mortalidade (cerca de
40% por més) (Keep, Hua e Xi, 2014). Apos Hl, as taxas de casos fatais sdo cerca de 55 % em

um ano e 70% em cinco anos (Poon, Fonville e Al-Shahi, 2014). Os pacientes que sobrevivem



normalmente apresentam grandes deficiéncias neuroldgicas, onde apenas 20% desses
individuos sdo capazes de recuperar a independéncia funcional seis meses ap6s 0 evento

hemorragico (Fogelholm et al. 2005).

A HI é responsavel por 10-30% de todas as internacGes por AVE nos hospitais
(Qureshi et al. 2001). Nos EUA, Europa e Australia, por exemplo, esse distarbio é
responsavel por 10 a 15% de todos os derrames, ja na Asia, representa de 20 a 30%, tendo
uma incidéncia de dois milhGes de casos por ano no mundo (Sangha e Gonzales, 2011), sendo
um grande problema de salde publica global. O custo terapéutico médio diario do AVE é de
US$ 1,706.60 por paciente (Neves et al. 2002). No Brasil, as doencas cerebrovasculares néo
sdo consideradas agravos de notificacdo compulsoéria, portanto, os dados de morbidade e
mortalidade em sua maioria sdo provenientes de registros hospitalares ou de formulérios de
autorizacdo de internacio em hospitais conveniados ao Sistema Unico de Sadde (Pontes-neto
et al. 2009). As estatisticas brasileiras existentes apontam o AVE como a causa mais
frequente de Obito na populacdo adulta, representando 10% dos casos, e consiste no
diagndstico de 10% das internacbes em hospitais publicos (Pontes-neto et al. 2009). A
obtencédo de dados precisos sobre a epidemiologia da HI é de extrema importancia para poder
realizar a alocacdo de recursos necessarios, fornecer orcamentos de pesquisa e estratégias de

tratamento e reabilitacdo, de forma a melhorar os resultados e terapias dessa doenca tdo grave.

1.2.1 Fatores de Risco

Os fatores de risco para a HI podem ser tanto ndo modificaveis — envolvendo fatores
genéticos que ndo podem ser alterados, quanto modificaveis — responsaveis por 90% dos
casos sendo aqueles relacionados com habitos de vida que quando tratados, diminuem a
incidéncia em mais de 75%, apenas pelo controle desses fatores (Feigin et al. 2015). Dentre 0s
mais comuns considerados ndo modificaveis estdo: idade avancada, raca, etnia e género
(Qureshi et al. 2001). A idade é considerada o fator de risco mais importante para a HI, como
dito anteriormente, a cada década de avanco a partir dos 50 anos se associa um aumento de
duas vezes na incidéncia da doenca (Adeoye e Broderick, 2010). Um estudo realizado pela
Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo demonstrou que em 20 anos a incidéncia de
hemorragia intracerebral entre negros foi de 50 a cada 100 mil — duas vezes a incidéncia da

doenca entre os brancos. Diferencas na prevaléncia de hipertensdo e no nivel de escolaridade



correlacionaram-se com essa diferenca de risco, onde o risco aumentado associado a baixos
niveis de educacdo podem estar relacionados a falta de conscientizacdo sobre prevencdo
primaria e acesso a cuidados de saude (Qureshi et al. 1999). A incidéncia de hemorragia
intracerebral na populacéo japonesa (55 a cada 100 mil) é semelhante a dos negros (Suzuki et
al. 1987) e isso pode ser devido a elevada prevaléncia de hipertensdo e uso de alcool na
populacdo japonesa (Kagan et al. 1974). Além disso, os baixos niveis de colesterol de alta
densidade (HDL — high density lipoprotein) sérico observados nesta populacdo também

podem ser a causa do maior fator de risco para a HI (Tanaka et al. 1982).

J& entre os fatores de risco modificaveis, a hipertenséo é a mais prevalente, pois ela
causa degeneracdo, fragmentacdo e necrose fribndide de pequenas artérias penetrantes no
cérebro podendo assim resultar em ruptura espontanea. Por isso, esta € considerada o fator de
risco mais importante. Ela esta presente em 70 a 80% dos pacientes e ja foi visto que o
tratamento anti-hipertensivo é capaz de levar a uma reducdo de aproximadamente 41% do
risco de AVE (incluindo a HI) (Law, Morris e Wald, 2009).

A segunda causa mais comum de HI se deve a angiopatia amiléide cerebral, sendo
responsavel por cerca de 15% dos casos (Qureshi et al. 2001). Nesta patologia ocorre a
deposicdo da proteina R-amildide em vasos sanguineos do cérebro, resultando em fragilidade

vascular.

Diversas coagulopatias também conferem risco de hemorragia intracerebral. O uso de
anticoagulantes orais esta relacionado com o aumento de 8 a 10 vezes do risco de HI em
relacdo aos pacientes com a mesma idade que ndo foram submetidos a terapia anticoagulante
(Hart et al. 1995). Além desses citados, outros fatores também estdo relacionados como:
tabagismo, consumo de alcool, maus habitos alimentares e falta de atividade fisica (Jeyaraj et
al. 2018).

1.2.2 Fisiopatologia da Hemorragia Intracerebral

A hemorragia intracerebral € classificada dependendo da etiologia do sangramento
(Mayer e Rincon, 2005). Na HI priméria a hemorragia se origina da ruptura espontanea de
pequenas artérias ou arteriolas que estdo danificadas (devido a hipertensdo crénica, ou pela

angiopatia amildide, por exemplo). Esta é responsavel por 80 a 85% dos casos. Ja na HI



secundaria a hemorragia é resultante de um trauma - como a ruptura de um aneurisma, uma
ma-formacéo vascular, coagulopatia entre outros, representando 15 a 25% dos casos (Pontes-
neto et al. 2009).

No caso da HI priméaria também chamada de esponténea - que é o foco deste trabalho -
a ruptura decorrente das artérias ou arteriolas conferem um extravasamento agudo de sangue
na regido do parénquima cerebral. Esse extravasamento pode ocorrer em diversas regides
cerebrais, porém, as areas mais atingidas sd@o os ganglios da base, o talamo, o tronco
encefalico e o cerebelo. Além disso, alguns fatores de risco podem contribuir para determinar
o local da hemorragia (Qureshi et al. 2001). A regido onde ocorreu o evento hemorragico e a
presenca de quadros de hemorragias secundarias sdo fatores importantes para futuro

tratamento e recuperacdo da mesma (Biffi et al. 2015).

A HI é um processo dinamico e complexo. Muitas hemorragias continuam crescendo e
se expandindo vérias horas apds o inicio dos sintomas — processo conhecido como
crescimento precoce do hematoma (Gebel et al. 2002). Alguns fatores como distorcéo tecidual
local e a ruptura da anatomia cerebral podem levar a um processo de sangramento multifocal
em alguns pacientes, contribuindo para que ocorra um aumento do hematoma devido a adicao
de pequenas hemorragias vindas da periferia. Além disso, outras alteracbes podem contribuir
para o crescimento precoce do hematoma, incluindo a quebra da barreira hematoencefalica ou
coagulopatia local (Mayer, 2003). A maior parte desse inchaco formado e da lesdo cerebral
gue ocorre ap6s evento hemorrégico é resultado da ativacdo da cascata de coagulacdo e da
inflamacdo induzida no local (Mayer e Rincon 2005), que sera detalhada em topicos

subsequentes.

O crescimento precoce do hematoma é um fator importante, pois a massa do
hematoma pode aumentar a pressao intracraniana comprimindo assim as regifes cerebrais,
podendo afetar o fluxo sanguineo e levar a uma herniacao cerebral, sendo a principal causa de
deterioracdo neuroldégica ap6s o primeiro dia, caracterizando entdo uma intensa morte
neuronal (Mayer et al. 1994). O nimero de pacientes com deterioracdo neurologica € maior
no dia da hemorragia e diminui progressivamente a cada dia subsequente (Mayer et al. 1994).
A presenca desse hematoma inicia o edema e o dano neuronal no parénquima cerebral, pois, 0
fluido comeca a se acumular imediatamente na regido que envolve o hematoma, e assim o
edema é formado podendo persistir por até cinco dias (Qureshi et al. 2001). Esse edema

resulta da liberagdo e acumulo de proteinas séricas ativas do codgulo, podendo também ser



resultante da ruptura da barreira encefalica, e/ou devido & morte de neurénios (Wagner et al.
1996,1998).

Assim que formado o hematoma, a cascata de coagulacdo € iniciada liberando
trombina e fibrinas na regido do evento hemorragico (Knight et al. 2008). Estes produtos
liberados pelo hematoma coagulado se infiltram no tecido cerebral adjacente e sdo os
principais desencadeadores do processo inflamatorio (Aronowski e Zhao, 2011). Portanto, os
danos primarios da HI sdo consequéncias diretas do hematoma formado causando deformacao
do tecido e compressdo das areas ao seu redor, e 0s danos secundarios estdo mais relacionados
com a resposta inflamatéria desencadeada por elementos do sangue extravasado no

parénquima cerebral.

No momento do evento hemorragico, os elementos presentes no sangue, como
eritrocitos e proteinas do plasma, sdo extravasados para o parénguima cerebral liberando seus
componentes e gerando estresse oxidativo no local (Keep et al. 2014). Além disso, muitas
células entram em apoptose ou sofrem necrose proporcionando mais inflamacéo, podendo
afetar as células vizinhas que ainda estdo viaveis - como neurdnios e astrocitos, e assim
contribuir para 0 comprometimento neurologico do paciente (Sutherland et al. 2011). Esses
eritrocitos extravasados podem sofrer lise durante o processo, liberando assim a hemoglobina
contida em seu interior, que por sua vez pode liberar heme e ferro em sua forma livre,

causando dano oxidativo e promovendo resposta inflamatéria no local.

1.3 Neuroinflamacéo induzida na Hl

A inflamacdo € uma resposta adaptativa desencadeada por estimulos e condicGes
danosas como infeccdo e injaria tecidual que consiste de trés etapas cruciais: 0
reconhecimento dos indutores da inflamagdo por sensores, a producdo e liberacdo de
mediadores inflamatorios frente a ativacdo dos sensores, e a atuacdo dos mediadores nos
tecidos alvo (Medzhitov, 2008). Neste contexto, a resposta inflamatoria desencadeada pela HI
promove a producéo e liberacdo de mediadores inflamatdrios por células da imunidade inata.
Esses mediadores atuam sinalizando para células e 6rgdos o desequilibrio gerado, o que
desencadeia resposta adaptativa com o objetivo de restabelecer a homeostase no organismo

pela restauracdo do tecido danificado (Medzhitov, 2008).



Os eventos hemorragicos espontaneos culminam na liberagdo de heme e ocorrem na
auséncia de infeccdo, como € o caso da HI, sendo assim, se caracterizam como uma resposta
inflamatdria estéril. Neste caso, moléculas enddgenas séo as responsaveis por iniciar esse tipo
de inflamacdo, pois estas normalmente estdo restritas ao ambiente intracelular, e quando
expostas na circulagdo sinalizam ao organismo que houve morte celular, ou algum dano
(Medzhitov, 2008). Essas moléculas endogenas capazes de induzir inflamacéo sdo conhecidas
como padrBes moleculares associados ao dano (DAMPS). , sendo elas as indutoras do

processo inflamatdrio (Dutra e Bozza, 2014).

Neste contexto, esses fatores inflamatdrios enddgenos liberados no sistema nervoso
central (SNC) - como é o caso do heme - sdo reconhecidos pelos sensores inflamatorios que
atuam reconhecendo DAMPs liberados pelo tecido cerebral lesionado. Esses DAMPs
interagem com receptores inatos, como receptores do tipo toll (TLR) iniciando a cascata
inflamatdria. Apos o reconhecimento dos DAMPSs, uma resposta celular é desencadeada que
culmina na expressdo de genes envolvidos na fase aguda da resposta inflamatdria e assim os

mediadores inflamatorios sao liberados.

As primeiras células a responderem a injaria cerebral sdo as microglias, que séo
células residentes do SNC. As micrdglias sdo células fagociticas oriundas do saco vitelinico
embrionario e tem papel na manutencdo da homeostase tecidual proporcionando o
reconhecimento das condi¢des do tecido e promovendo a sobrevivéncia neuronal e o
estabelecimento das sinapses neuroldgicas (Mracsko e Veltkamp, 2014). No momento do
evento hemorragico, a liberacdo de DAMPs é reconhecida pelos receptores presentes na
superficie da micrdglia, e estas respondem imediatamente a injuria tecidual se ativando e
projetando seus dendritos para os sitios danificados, podendo permanecer no estado ativo
durante longos periodos. Essa ativacdo passa por mdaltiplas fases que incluem alteracéo
morfolégica, mudancgas eletrofisioldgicas, proliferacdo, capacidade migratéria, liberacdo de

mediadores inflamatdrios e inducédo de fagocitose (ladecola e Anrather, 2011).

Apbés HI, a micréglia desempenha um importante papel na fagocitose dos
componentes sanguineos liberados no parénquima cerebral, além da depuragdo de restos
celulares contribuindo para a resolucdo da inflamacgdo (Aronowski e Zhao, 2011). Por outro
lado, ela também libera quimiocinas como CXCL2 que tém atividade quimiotatica sobre
leucocitos e, portanto, exacerba a reacdo inflamatoria (Shiratori et al. 2010). Essa contradi¢do

pode ser explicada porgque assim como os macrofagos, a micréglia também pode ter o perfil
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M1 ativado classicamente ou o fenétipo M2 alternativamente ativado. A microglia polarizada
M1 produz citocinas pro-inflamatorias, como TNF-o, interleucina-1b (IL-1b) ou IL-6, além de
enzimas pré-oxidantes. Ja a micréglia polarizada M2 tem atividade de arginase, produzindo
fatores neurotréficos e IL-10. O fendtipo de microglia M2 tem sido associado com efeitos
neuroprotetores e regenerativos apds lesdo cerebral. Devido a essa polaridade,
microglia/macroéfago podem exercer efeitos controversos em doengas cerebrais e lesdes
(Kigerl et al. 2009; Liao et al, 2012).

Outro grupo celular imprescindivel para as fungbes homeostaticas do SNC e controle
do fluxo sanguineo sdo os astrocitos. Essas células formam a barreira hematoenceféalica -
separando o SNC dos vasos sanguineos, espaco periférico e meninges, também atuando como
barreira para a passagem de células do sistema imune periférico para o interior do cérebro.
Além disso, essas células também secretam fatores neuroprotetores, contribuindo com a
homeostase cerebral (Belanger e Magistretti, 2009). Em situacdes de injuria tecidual, os
astrocitos sdo ativados apresentando alteragdes morfoldgicas e funcionais - restringindo a
inflamag&o, protegendo os neur6nios, e promovendo reparo neuronal ap6s lesdo cerebral
(Sofroniew, 2005; Swanson et al. 2004.) Porém, a inibicdo dessa ativacao foi associada com
uma melhora na funcdo neuroldgica e na reducdo do edema cerebral (Munakata et al. 2013),
sugerindo que a ativacao dos astrdcitos exerce efeitos deletérios apds HI. Também foi descrito
que a inducdo de metaloproteinases pelos astrdcitos participa do edema cerebral na HI
(Tejima et al, 2007), contribuindo com o dado que os astrocitos causam efeitos deletérios.
Portanto o significado funcional dos astrocitos ativados na HI permanece incerto necessitando

de mais estudos para melhor entendimento.

Além das células locais do SNC a resposta inflamatéria ndo fica confinada ao cérebro.
Hoje em dia, ja se sabe que o dano cerebral causa alteracdo imune complexa de forma
sisttmica. A infiltracdo de células da periferia no cérebro ocasionada por processo
inflamatdrio é uma marca registrada em eventos de HI, como observado na infiltracdo de
leucdcitos na regido lesionada (Mracsko e Veltkamp, 2014). Os neutrofilos sdo células
secretoras e fagociticas do sistema imune inato e possuem diferentes tipos de granulos
citoplasmaticos e vesiculas secretoras, fazendo parte da populacdo de leucécitos que migra
primeiro para o cérebro apos a lesdo. Os mediadores inflamatorios liberados no momento da
lesdo, além de realizar o recrutamento dos neutréfilos, também propiciam o aumento da
expressdo de moléculas de adesdo na superficie dessas células e ativacdo endotelial nos

capilares sanguineos. Assim a infiltragdo ocorre envolvendo o processo de rolamento, adesédo
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e migracdo transendotelial, chegando entdo no local da injuria (ladecola e Anrather, 2011).
Uma vez no local, essas células parecem contribuir para a produgdo de espécies reativas de
oxigénio e proteases pro-inflamatdrias que em conjunto podem culminar na quebra da barreira

hematoencefalica (Wang, 2010).

A trombina presente no local hemorragico também é capaz de induzir a ruptura da
barreira hematoencefélica (Liu et al. 2010), em conjunto, a hemoglobina e seus produtos
liberados aumentam a permeabilidade da mesma (Yang et al. 2013). Isso permite que mais
neutrofilos possam infiltrar, em conjunto com as demais celulas, como linfdcitos e
macrofagos, e assim liberarem mais citocinas e quimiocinas contribuindo com a inflamacéo e
com a lesdo cerebral. Nesse contexto, o recrutamento de células da periferia para o cérebro
esta normalmente associado com a neurotoxicidade induzida no HI, embora a importancia do
recrutamento dos neutréfilos no estabelecimento da homeostase e na fungéo cerebral a longo

prazo ainda ndo esteja totalmente elucidado.

Com os danos causados na barreira hematoencefalica prejudicando seu funcionamento
e permitindo a passagem de diferentes tipos celulares para o interior do cérebro, células
apresentadoras de antigenos (APCs) também podem se infiltrar no local da injuria. Esse fato
se confirma visto que o niumero de APCs é reduzido na periferia e aumentado na regido do
dano cerebral no momento do pico da infiltracdo celular (Yilmaz et al. 2009; Felger et al.
2010). As células dendriticas sdao APCs profissionais que constituem a principal interface
entre a imunidade inata e a adaptativa. Em condic¢des fisiologicas elas estdo associadas a
meninges, plexo cordide e liquido cefalorraquidiano (ladecola e Anrather, 2011). Como
citado anteriormente, no ambiente da HI ha liberacdo de diversos DAMPs que sé aumentam
conforme as células vao morrendo pelos danos inflamatérios. Esses sinais de dano também
liberados pelas células locais podem ser processados pelas APCs possibilitando a
apresentacdo de antigenos provindos de tecidos que antes eram protegidos pela barreira
hematoencefalica (Kono e Rock, 2008), realizando a ponte para a resposta adaptativa. A
apresentacdo de antigenos leva ao desenvolvimento da imunidade celular e humoral, tendo
potencial de induzir autoimunidade contra o tecido no qual ocorreu a morte celular (como é

observado na esclerose maltipla, por exemplo) (Felger et al. 2010).

Linfocitos também foram encontrados no liquido cefalorraquidiano seis horas apos HI
(Lee et al. 1975), e no tecido cerebral peri-hematomal durante craniotomia em pacientes com

HI (Guo et al. 2006). Dentre os linfocitos infiltrados, as células T CD4+ sdo
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predominantemente presentes no cérebro um dia apds evento hemorrégico, atingindo seu pico
no dia cinco. Ja as células B e as natural killer (NK) possuem uma baixa taxa de infiltracao,

sugerindo um papel menor na inflamacéo induzida na HI (Mracsko e Veltkamp, 2014).

A resposta adaptativa requer um intervalo de 7-10 dias do momento da apresentacao
do antigeno a expansdo clonal das células T autorreativas e ataque ao tecido alvo (Abbas,
2010). Entretanto se a HI realmente promove resposta adaptativa com carater autoimune,
ainda é uma questdo em debate. Corroborando com ideia de que ela promove a resposta
adaptativa, ja foi observado que antigenos do SNC e resposta humoral associada estdo
presentes ap6s o AVE (Bornstein et al. 2001; Dambinova et al. 2003) e que células T
respondem a eles apoOs acidente vascular (Rocklin et al. 1971). Além disso, um modelo
experimental de inducéo de tolerancia a antigenos do SNC conferiu uma protecdo ap6s AVE,
reduzindo os danos (Becker et al. 1997). Por outro lado, um trabalho demonstrou que a
auséncia de moléculas co-estimulatérias necessarias para a apresentacdo do antigeno, nao
afetam o resultado pds hemoragico, e que o dano mediado pelas células T é independente de
antigeno (Kleinschnitz et al. 2010). Portanto, mais estudos sdo necessarios para compreender
melhor essa quest&o.

No intuito de sanar os danos do evento hemorragico as células do sistema imune como
a microglia e macréfagos infiltrantes promovem a resolucdo no local através da fagocitose de
debris celulares e liberacdo de fatores anti-inflamatérios, visando um reparo na regido
(Aronowski e Zhao, 2011). Neurbnios e astrocitos produzem fatores de crescimento que
ajudam a estabelecer um ambiente favoravel ao surgimento da neurogénese, angiogénense,
gliogénese e reorganizacdo da matriz, contribuindo com a homeostase (Greenberg e Jin,
2006). Mesmo apos resolucdo da lesdo, o local permanece com uma cavidade onde o tecido
foi destruido, além de uma cicatriz composta por células gliais. Como dito anteriormente, a
importancia da infiltragdo das células no restabelecimento do cérebro ainda ndo esta
totalmente elucidada, existindo uma dicotomia entre efeitos deletérios e benéficos promovidos
pelas células inflitrantes no tecido cerebral. Dependendo do evento hemorragico, o paciente
pode apresentar recuperacdo da funcdo neurologica, embora essa recuperacdo na grande
maioria dos casos seja incompleta, e 0 mesmo passa a apresentar algum deficit neuroldgico
(Mracsko e Veltkamp 2014).

H& uma premissa de que os eventos inflamatérios estejam associados com

neurodegeneracdo, apesar de os mecanismos desencadeados na neurodegeneracdo ainda ndo
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estarem totalmente descritos (Ransohoff, 2016). Dessa maneira, € de suma importancia o
entendimento dos mecanismos inflamatérios desencadeados pela HI para a descoberta de
novas terapias que tenham como alvo esse evento imprescindivel para o desenvolvimento do

quadro dos pacientes com AVE.

14 Heme

O heme (Ferro-protoporfirina 1X) é um grupamento prostético de diversas enzimas e
proteinas que consiste de um atomo de ferro contido no centro de um anel tetrapirrdlico,
presente nas proteinas desempenhando um importante papel em suas funcgdes (Figura 3). A
capacidade do ferro (Fe) inserido nessa estrutura de sofrer alteracdes reversiveis em seu
estado de oxidag#o trocando entre os estados ferroso (Fe?*) e férrico (Fe*), torna o heme uma
molécula capaz de realizar processos como transporte de O, transferéncia de elétrons,

metabolismo de drogas e respostas oxidantes (Soares e Hamza, 2016).

Figura 3. Estrutura do Heme (Ferro-Protoporfirina 1X). O heme é formado por uma parte organica
(protoporfirina IX) e um &omo de ferro (Fe) ligado no centro desse anel. Adaptado de
http://gnint.sbg.org.br/sbq_uploads/layers/imagem1772.jpg

Nos mamiferos, o ferro é encontrado principalmente na forma de heme (Korolnek e
Hamza, 2016), enquanto que a maior parte do heme se encontra inserida na hemoglobina. Na
hemoglobina o heme realiza sua principal funcdo propiciando o processo de transférencia de
eletrons entre o ferro e oxigénio (O2) permitindo assim o transporte de Oz no organismo e

sendo a hemeproteina em maior quantidade presente nas hemaécias (Soares e Hamza, 2016). A
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hemoglobina é a hemeproteina mais abundante e os eritrocitos sdo o tipo celular mais rico em
heme. Cada eritrécito possui aproximadamente 2,5 x 10 moléculas de hemoglobina e cada
uma possui quatro moléculas de heme em seu interior, portanto cada hemacia contém cerca de

10° moléculas de heme (Korolnek e Hamza, 2016).

O heme é sintetizado de forma conservada nos mamiferos sendo sua sintese realizada
em todas as células nucleadas, com uma parte do processo ocorrendo no citoplasma e outra
parte na mitocondria (Hamza e Dailey, 2012). O atomo de ferro utilizado para formacéo de
novos grupos heme é obtido em sua maior parte, do préprio heme — vindo da alimentacao ou
removido da hemoglobina dos eritrocitos senescentes. Este Gltimo representa a maior fonte de
ferro do organismo, que é disponibilizado por uma linhagem especifica de macréfagos
denominados eritrofagociticos ou macrofagos do sistema reticuloendotelial (Soares e Hamza,
2016). Depois de sintetizado, o heme é integrado a uma cadeia polipeptidica e passa a

desenvolver seu papel de acordo com a hemoproteina na qual esta associado.

1.4.1 Citotoxicidade do Heme

Em condicGes fisioldgicas, 0 heme se encontra restrito ao ambiente intracelular, ligado
as hemeproteinas e desenvolvendo normalmente sua funcdo, porém em situacdes de
hemorragia ocorre a liberacdo de hemdcias no parénquima cerebral podendo acarretar na
ruptura dos eritrocitos, levando a liberacdo de grandes quantidades de hemoglobina
(Roumenina et al. 2016). Uma vez que a hemoglobina é liberada, ela pode sofrer rapida
oxidacdo formando uma molecula denominada metemoglobina, que por sua vez €
estruturamente instavel e que rapidamente libera o heme na sua forma livre (Ferreira et al.
2008; Balla et al. 1993).

As caracteristicas proprias do heme que o capacitam para realizar suas fungdes
essenciais nos processos bioldgicos como o transporte de Oz também fazem dele uma
molécula citotoxica quando livre na circulacdo. 1sso se deve ao seu baixo peso molecular e a
sua propriedade lipofilica que permite que ele se intercale em ambientes apolares, como a
bicamada lipidica celular, causando assim uma desorganizagdo na membrana das células
aumentando a sua permeabilidade (Schmitt, Frezzatti e Schreier, 1993). Isso ocorre porque 0
anel porfirinico hidrofébico do heme tem elevada afinidade por lipideos membranares, com

isso, os lipideos podem sofrer peroxidacdo devido ao contato com o ferro do heme. Essa
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peroxidacdo promove a permeabilidade da membrana, podendo causar seu rompimento
seguido de morte celular. (Chiu et al. 1996; Chiabrando et al. 2014). Assim, ao interfirir na
composicao e estrutura da membrana plasmatica das células, o heme pode induzir a lise das

mesmas, promovendo morte celular e liberacdo de DAMPs.

Em adicdo aos efeitos da composicdo quimica do heme, este é considerado toxico
devido sua capacidade de induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
danificando macromoléculas de forma irreversivel. J& foram descritos diferentes mecanismos
através dos quais o heme induz a geracdo de ROS e radicais livres, como pela atuagdo do
ferro na Reacdo de Fenton, pela inducdo da enzima NADPH oxidase ou atraves do
metabolismo oxidativo mitocondrial (Graca-Souza et al. 2002; Dutra et al. 2014; Alves,
2015). Em adicdo, através da geracdo de ROS, o heme é capaz de promover a oxidacdo de
lipideos, proteinas e &cidos nucleicos (Pazos et al. 2008; Aft e Muellers, 1984; Glei et al.
2006).

O heme, além de causar dano oxidativo através da geracdo de ROS, também é capaz
de ativar as células do sistema imune, e assim, promover a inflamacdo (Dutra e Bozza, 2014).
Isso é observado pelo aumento da permeabilidade vascular, migracdo de leucécitos do
ambiente intravascular em direcdo aos tecidos e aumento das proteinas de fase aguda, em
animais injetados com heme (Wagener et al. 1999). Na circulacdo, o heme induz ativacdo das
células endoteliais, fazendo com que elas aumentem a expressdo de moléculas de adesdo que
permitem a firme ligacdo dos leucécitos na parede endotelial (Wagener et al. 1999, 2001).
Além disso, ele também induz essas células a expressarem CXCL8 - um fator quimiotatico
para neutrofilos. Essa quimiotaxia de neutréfilos também depende de outros fatores como:
geracdo de ROS, ativacao da proteina quinase C (PKC) e a prépria producdo de CXCL8 pelos
neutréfilos (Graga-Souza et al. 2002; Porto et al. 2007).

Ja foi observado que o heme é capaz de induzir a morte celular de macréfagos com
caracteristicas de necrose programada. Isso ocorre, pois 0 heme induz os macrofagos a
liberarem mediadores inflamatorios como o fator de necrose tumoral (TNF), que € um fator
essencial para ativacdo da via de morte celular necrotica programada, denominada necroptose
(Fortes et al. 2012). Essa liberacdo induzida pelo heme ocorre atraves da ativacdo do receptor
do tipo toll 4 (TLR4) (Figueiredo et al. 2007). Ainda em macrofagos, 0 heme é capaz de
induzir a ativacdo do inflamossomo via NLRP3, que é um mecanismo importante para a

mortalidade induzida em modelo de hemolise intravascular (Dutra et al. 2014). Assim, a



16

capacidade do heme em ativar diferentes vias pode contribuir para o estado de inflamacao

sistémica e resultar em intensa injuria tecidual.

Como citado anteriormente, a HIl é uma inflamagdo estéril sendo ativada por
componentes endogenos que sinalizam o dano. Em conjunto, as respostas inflamatorias
desencadeadas pelo heme ja descritas, e seus efeitos citotoxicos quando livre, indicam que ele
é um DAMP, visto que em condicdes fisioldgicas ele esta restrito ao ambiente intracelular das
hemeproteinas, e quando livre é capaz de promover e exacerbar as respostas imunologicas.
Sendo assim, elevadas concentragcbes de heme livre podem iniciar um intenso processo
inflamatdrio envolvendo morte celular, ativacdo de programas pré-inflamatorios, producéo de

ROS e dano tecidual, que em conjunto sinalizam a quebra da homeostase do organismo.

1.4.2 Controle do Heme na forma livre

Como descrito anteriormente, 0 heme possui caracteristicas que pde em risco a
integridade do sistema. Sendo assim, 0 organismo precisa estar preparado para controlar seus
efeitos deletérios quando liberado em altas concentraces, como na hemorragia intracerebral.
Dentre 0s mecanismos presentes no organismo estdo proteinas que circulam normalmente
pelo nosso corpo como a haptoglobina — que € responsavel por se ligar a hemoglobina, e a

hemopexina que se liga ao heme (Ferreira et al. 2008) (Figura 4 ).

A haptoglobina possui alta afinidade pelos dimeros que formam a hemoglobina, assim,
guando esta € liberada para o ambiente extracelular, a haptoglobina presente na circulacdo se
liga a ela, e com essa ligacgdo, ocorre a inibicdo da oxidacdo do ferro e assim o grupo heme é
estabilizado e n&o é liberado (Mcculloch et al. 2015). O complexo haptoglobina:hemoglobina
formado € reconhecido pelos macrofagos e endocitado (Graversen, Madsen e Moestrup,
2002), assim, a hemoglobina é carreada para o compartimento intracelular e ndo causa dano
na regido que foi liberada. Contudo, em situagdes de intensa hemorragia, a haptoglobina
circulante nao é suficiente para conter a liberacdo macica de hemoglobina, e neste caso, a
hemoglobina é rapidamente oxidada a metemoglobina, que por sua instabilidade, leva a

liberacdo de heme livre na circulagdo, que pode causar seus efeitos deletérios.

A hemopexina por sua vez, se liga ao heme livre a com alta afinidade e assim é capaz

de reduzir sua toxicidade inibindo suas propriedades oxidantes (Paoli et al. 1999). O
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complexo hemopexina:heme é reconhecido pelo receptor CD91 expresso em diversos tipos
celulares e por esse reconhecimento, o complexo é endocitado (Hvidberg et al. 2005). Apds
internalizacdo, a acidificacdo promovida pelo vacuolo endocitico, possibilita a separacdo do
complexo, e a hemopexina livre retorna ao meio extracelular para ser reciclada (Mauk et al.
2005). A albumina é outra proteina sérica que contribui para remogdo do heme livre na
circulacdo. Ela estd presente em grandes quantidades no soro e se liga ao heme com menor
afinidade (Ascenzi e Fasano, 2009), no entanto, os receptores envolvidos no reconhecimento e

endocitose do complexo albumina: heme ainda ndo foram descobertos.

Uma vez internalizado, o heme é degradado pelo sistema enzimatico da heme-
oxigenase (HO). Ja foram identificadas duas isoformas desse sistema: Heme-oxigenase 1
(HO-1) e heme-oxigenase 2 (HO-2), elas resultam da transcricdo de genes diferentes e sdo
expressas em diferentes células e tecidos, além de diferirem nas condi¢Ges de regulacdo
(Wagener et al. 2003). A HO-1 tem sua expressdo aumentada quando induzida com heme, e
atua catalizando a degradacao do heme em quantidades equimolares de biliverdina, monoxido
de carbono (CO) e Fe?* (Ferreira et al. 2008). Esse ferro livre gerado é altamente oxidante,
por isso, a atividade da HO-1 é sempre complementada pela acdo da ferritina, que realiza o
armazenamento de grandes quantidades de ferro de maneira solGvel e in6cua. Em conjunto, a
HO-1 e a ferritina permitem a rapida transferéncia do ferro contido no heme para o interior da
ferritina, deixando-o indisponivel para catalisar reacfes deletérias (Dutra e Bozza, 2014). A
isoforma HO-2, diferente da HO-1, é expressa de forma constitutiva em alguns tecidos como
o0 cérebro e endotélio (Atamna, 2004), sendo também responsavel por catalizar a degradacéo
do heme. O aumento da expressao das heme-oxigenases e da ferritina permite que as células

sobrevivam ao estresse oxidativo causado pelo heme, tendo um papel anti-inflamatorio.

No contexto da HI, o papel das proteinas citadas capazes de conter tanto a
hemoglobina quanto o heme que foram extravasados é essencial para a melhora do quadro da
doenca, visto que elas também estdo associadas ao controle da inflamagdo. A haptoglobina
possui a capacidade de modular o perfil de citocinas pro-inflamatérias liberadas pelos
macrofagos cerebrais, e assim, ela consegue atribuir propriedades imunomoduladoras que irdo
inibir a neuroinflamagdo induzida pelo heme, previnindo a morte neuronal e os danos
cerebrais (Philippidis et al. 2004). Ela também foi identificada como um marcador da ruptura
da barreira hematoencefalica (Chamoun et al. 2001), portanto, seus niveis aumentam em
doencas neuroldgicas associadas com a integridade da barreira (Spagnuolo et al. 2014). Seu

efeito neuroprotetor foi revelado pelos déficits neuroldgicos aumentados que foram
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detectados em camundongos geneticamente deficientes, demonstrando uma maior
sensibilidade a hemorragias intracerebrais (Zhao et al. 2009). Esses animais também se
mostraram mais suceptiveis a neuroinflamacdo, visto que os niveis de citocinas pro-
inflamatdrias como TNFa e IL-1R estavam aumentados no cerebro dos mesmos (Galicia et al.
2009). Diferencas na expressdo da haptoglobina também foram observadas com o avanco da
idade (Spagnuolo et al. 2014), um periodo de vida caracterizado por um aumento de micro-
hemorragias e estresse oxidativo cerebral (Zhao et al. 2009). Nos idosos, a alta expressao
dessa proteina € detectada principalmente na regido do hipocampo e no LCR, que se
correlacionam com o desempenho cerebral prejudicado e com a reducdo da atividade

neuroldgica (Teunissen et al. 2003).
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Figura 4. Mecanismos de defesa contra o heme livre. Quando extravasadas, as hemoglobinas (HbFe?* )
desagregam seus tetrimeros 022 em dimero HbFe?* (off) que em contato com ROS geram HbFe®*(op)
(metemoglobina). Esta por sua vez pode ser capturada pela haptoglobina. Quando ocorre a saturacdo de
haptoglobina, ha liberacdo de heme livre, que é entdo sequestrado pela hemopexina. O heme pode ser ainda
sequestrado pela albumina, embora com afinidade menor. Além dos mecanismos citados existe 0 mecanismo de
catabolismo intracelular do heme pela enzima heme oxigenase 1 (HO-1). Se todas estas etapas ndo forem
suficientes para remover 0 heme livre no plasma, ocorre dano oxidativo irreversivel, assim como toda cascata
inflamatoria. Adaptado de Ferreira et al. 2008.
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A hemopexina também possui um efeito neuroprotetor, pois além de neutralizar a
reatividade pro-oxidante do heme (Gutteridge e Smitht, 1988), também é capaz de regular
positivamente a expressdao de HO-1 com subsequente liberacdo de CO. Essa atividade foi
descrita como capaz de envolver mecanismos de reparo do DNA neuronal durante condicdes
patologicas (Otterbein et al. 2011). Animais deficientes de hemopexina se mostraram
suceptiveis a sofrerem desmielinizacdo, mostrando sua importancia na sobrevivéncia de
oligodendracitos (Todorich et al. 2009). Além disso, esses animais também apresentaram um
numero reduzido de células produtoras de mielina no cortex cerebral e ganglios da base
(Morello et al. 2011), reforcando sua importancia. Seu papel neuroprotetor também foi visto
em modelo de isquemia cerebral, na qual sua administracdo intracerebroventricular foi

associada a uma melhora significativa dos sintomas neurolégicos (Dong et al. 2013).

Em conjunto, esses mecanismos protegem os tecidos do hospedeiro contra danos que
essas moléculas livres podem causar, e assim promovem a homeostase. Como citado, a
deficéncia desses sistemas pode acarretar em graves consequéncias para o organismo. No
entanto, mesmo que todas funcionem normalmente, em situacdes de hemorragia, essas
proteinas podem saturar e ndo serem capazes de conter as altas concentracdes de heme
extracelular. Dessa maneira, 0 heme e seus efeitos oxidantes vao agir sobre o organismo e

promover uma resposta inflamatoria e toda injuria citada anteriormente.

1.4.3 Heme e Neurodegeneracgao

Dentre os efeitos deletérios do heme desencadeados pelo atomo de ferro contido em
seu anel de protoporfirina, ele também €é capaz de produzir ROS, promovendo intenso
extresse oxidativo. Os neurdnios sdo extremamente sensiveis a este fendmeno, dada a elevada
taxa de consumo de oxigénio necesséria para exercer as atividades metabolicas neuronais.
Além disso, a baixa producdo de energia, 0 comprometimento mitocondrial e a degeneracédo
axonal sdo as principais consequéncias da vulnerabilidade neuronal ao estresse oxidativo,
fatores envolvidos na etiologia de varios distdrbios neurodegenerativos (Fischer e Glass,
2007).

Além de prejudicar o funcionamento dos neurénios, a produgdo de ROS também
prejudica a redistribuicdo dos canais idnicos, o que resulta na interrupcdo dos sistemas de

aminoacidos excitatérios e na estimulacdo aumentada dos neurotransmissores, efeito
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conhecido como excitotoxidade neuronal (Coyle e Puttfarcken, 1993). Esse fator é
comumente observado em distdrbios neuropsiquiatricos relacionados ao delirio e/ou deméncia
(Dong, Wang e Qin, 2009) e a melhora dos sintomas é observada ap6s administracdo de
antioxidantes, o que indica ainda mais um possivel envolvimento dos danos oxidativos

causados pelo heme em patologias (Gilgun-sherki et al. 2002).

O estresse oxidativo mediado pelo heme também afeta a neuroplasticidade do cérebro,
prejudicando o transporte axonal de organelas, lipideos e proteinas (Smythies, 1999), o que
resulta em inchaco axonal, formacdo de bolhas e degeneragdo. O estresse oxidativo
exacerbado compromete 0s mecanismos moleculares que regulam a endocitose dos neurdnios,
0 que prejudica a reciclagem dos neurotransmissores e seus respectivos receptores (Roediger
e Armati, 2003). Além disso, as espécies reativas de oxigénio produzidas pelo heme séo
capazes de inibir as enzimas responsaveis pela sintese de neurotransmissores (Elseweidy et al.
2008), afetando assim o funcionamento neuronal e reduzindo a transmissédo do sinal, levando

a morte celular programada dos neurdnios.

O heme também € capaz de induzir morte celular com caracteristicas de necrose
programada nos astrdcitos, envolvendo perda da integridade da membrana plasmatica e
inibicdo pela necrostatina-1 e antioxidantes (Laird al. 2008). J& nas células endoteliais, 0
heme causa uma morte celular com caracteristicas morfologicas de apoptose (Ponka, 1999),
sendo também capaz de sensibilizar varios tipos celulares de origem ndo hematopoiéticas a
sofrerem morte celular desencadeada por TNF, também com caracteristicas de apoptose,
ativacdo de caspases, encolhimento do nucleo, seguido da formacdo de corpos apoptéticos e

condensacédo da cromatina (Atamna, 2004).

Em conjunto, todas as propriedades do heme, quando livre no ambiente extracelular o
tornam um importante agente oxidativo e inflamatdrio, sendo reconhecido pelo sistema imune
e ativando assim uma intensa resposta neuroinflamatoria, que pode resultar em dano tecidual
e morte celular. Dependendo da extensdo e da gravidade da resposta inflamatéria o organismo

pode apresentar graves danos neuronais, culminando em neurodegeneracgdo (Lin et al. 2012)
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2. Justificativa

A inflamacgéo tem se mostrado cada vez mais um fator importante no quadro de HI.
Em conjunto, os componentes sanguineos que sdo liberados no momento da hemorragia como
hemoglobina, heme e ferro tém apresentado um papel marcante na progressao da inflamacao
gerada na doenca. Entretanto, até os dias de hoje, poucos trabalhos demonstram claramente a
capacidade do heme, quando em concentraces fisioldgicas, por si s6 induzir efeitos similares
aos encontrados na HI. Portanto, o intuito desse trabalho é avaliar o papel do heme como um
indutor minimo dentre os componente sanguineos para a inflamacdo induzida no modelo de
HI. Assim, objetivamos descrever parte dos mecanismos inflamatdérios que podem estar
envolvidos na neurodegeneracdo, e com isso dar mais um passo para as bases de novas
abordagens terapéuticas para essa doenca, ja que até 0 momento ndo existe uma proposta com

eficacia garantida.
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3. Objetivo

Este trabalho possui como objetivo descrever um novo modelo de Hemorragia
Intracerebral através da injecdo de heme, e assim estudar seu papel como um indutor minimo

para neuroinflamac&o e neurodegeneracdo que é observada nessa patologia.

3.1  Objetivos especificos

- Estabelecer o modelo de injecdo de Heme no cérebro;
- Analisar a liberagéo de citocinas promovida pelo Heme;
- Avaliar o papel do Heme na leséo cerebral;

- Avaliar a importancia do Heme como componente minimo indutor de déficit

funcional/comportamental.
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4. Material e Métodos

4.1 Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram fémeas C57BL/6 com aproximadamente
um més e meio de vida pesando entre 18- 229. Eles foram gerados e mantidos em temperatura
constante (25°C) e com ciclos de 12 horas de luz/escuriddo no biotério do Laboratério de
Imunidade e Inflamacdo do departamento de Imunologia do IMPG. Os protocolos foram

aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais do CCS.

4.2  Preparo do Heme

O heme foi pesado em tubos conicos de 1,5mL, dissolvidos em 1:10 de volume final
de NaOH (0,1 M-Sigma), diluidos 9:10 em PBS estéril e filtrado em filtro de seringa
(0,22um) logo apo6s o preparo. As solugbes estoque foram preparadas no escuro para evitar a

geracdo de radicais livres e foram utilizadas para estimulo minutos ap6s o preparo.

Foram utilizadas cinco doses diferentes de heme, onde a dose 1 (1017 moléculas) é a
guantidade aproximada de heme encontrada em modelos de injecdo de sangue autdlogo.
Tendo essa como dose base, as demais sdo 10x mais diluida (dose 0,1 - 10t® moléculas), 10x
mais concentrada (dose 10 - 10*® moléculas), 100x mais concentrada (dose 100 — 10%°

moléculas) e 1000x mais concentrada (dose 1000 — 10%° moléculas).

4.3  Cirurgia

Neste trabalho foi utilizado um modelo de hemorragia intracerebral que consiste na
injecdo de heme na regido do striatum do cérebro do animal, regido responsavel pelas funcgdes
motoras (Figura 5). O procedimento utilizado - denominado Estereotaxia, se baseia em um
mapa cartesiano em que a divisdo do cérebro é feita por coordenadas. Através destas
coordenadas € possivel chegar a regido de interesse, partindo do ponto (0,0) nos eixos antero-
posterior e médio-lateral do crénio, respectivamente, chamado de bregma. Achado o bregma
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deve-se ajustar a coordenada no eixo médio-lateral (+0,2mm) chegando assim a regido do

striatum.

Figura 5. Imagem frontal do cérebro de camundongos com a regido do Striatum destacada. (A) Imagem
representatativa de um cérebro indicando a regido do striatum pela seta, tendo a regido representada pela cor
vermelha. Adaptado de Leonardo et al. 2012. (B) Imagem de um cérebro 24 horas apds injecdo de heme
indicando que a injecéo foi exatamente na regido do striatum, imagem obtida pela lupa Zeiss Stemi Dv4.

O procedimento se inicia com a anestesia dos animais. Foi utilizado 0,7ul de
Cetamina/g em conjunto com 0,5 ul de Xilazina/g de animal mixados a uma solucdo final de
200ul de PBS estéril. A injecdo foi realizada via intraperitonial. Apds a verificagdo da
efetividade da anestesia, através do reflexo de retirada da pata, o pélo do animal foi cortado na
regido da cabeca e o mesmo foi posicionado no estereotaxico. Os olhos do animal foram
protegidos por um lubrificante em gel (Visigel) para evitar o ressecamento. Em seguida foi
realizado um corte com bisturi no centro da cabeca do animal, possibilitando assim, a
localizacdo do bregma. Seguindo as coordenadas ja estabelecidas, é possivel encontrar a
regido de interesse — o striatum . Assim, a craniotomia foi realizada neste local, abrindo-se um
orificio de aproximadamente 1mm, expondo as meninges e 0 parénquima cerebral. A injecdo
entdo € realizada, seguindo a coordenada de profundidade (-0,35mm). Foi injetado 5ul de
heme dependendo da dose desejada (0,1 , 1, 10, 100 ou 1000) no ritmo de 1ul a cada 1
minuto, utilizando uma seringa de 5ul (Hamilton Company) de injecdo automatica, com
auxilio de um injetor automatico (Figura 6). Apo0s a injecdo, a agulha foi mantida no local
por 10 minutos e retirada lentamente para evitar o refluxo do material injetado. O local aberto
foi cuidadosamente fechado com auxilio de super-cola.

Para os animais controle foram utiizadas as mesmas condic¢des, porém foi injetado 5l
de PBS esteéril. Portanto nesse estudo utilizamos seis grupos experimentais: animais controle
injetados com PBS, animais injetados com dose 0,1 de heme, animais injetados com dose 1 de

heme, animais injetados com dose 10 de heme, dose 100 e dose 1000.
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Figura 6. Procedimento cirurgico para inducdo da hemorragia intracerebral. Animal anestesiado e
posicionado na mesa estereotaxica com sua cabeca firmemente presa enquanto a injecdo ocorre com a seringa
automatica. Imagem tirada pelo autor.

4.4  Anélise Comportamental

Os animais foram submetidos a testes sensorio-motores em dias intercalados, seguindo um
cronograma (Figura 7) a fim de avaliar se houve algum dano funcional, perda de equilibrio
ou dor ao realizar os testes. Eles foram aclimatados durante 30 minutos em ambiente com
temperatura de 24° apenas com a iluminacdo de uma luminaria, apds esse periodo os testes

foram realizados nas mesmas condigoes.
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Figura 7. Cronograma dos testes sensorio-motores. Os animais seguiram o cronograma realizando os testes
em dias intercalados a fim de avaliar dano funcional, perda de equilibrio ou dor durante a realizacdo dos
mesmos.
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441 Rotarod

O Rotarod, ou teste da barra rotatdria € um dos testes mais utilizados para avaliar a
funcdo motora e o equilibrio em ratos e camundongos (Figura 8). A versdo para
camundongos foi inicialmente desenvolvida por Jones e Roberts em 1968 e consiste em
colocar o animal sobre uma esteira em forma de cilindro que gira a uma velocidade constante

ou aumentando sua velocidade gradualmente, dependendo do tipo de teste escolhido.

E avaliado entdo o tempo em que o animal consegue se equilibrar e correr sobre ela,
analisando a coordenagdo motora e se 0 mesmo sente dor ao correr. Para permanecer na
esteira, 0 animal deve caminhar de modo continuo para frente coordenando bem os membros
anteriores e posteriores. A incapacidade de realizar esse movimento faz com que 0 mesmo
caia, ou gire pelo cilindro, e assim o tempo para de ser cronometrado. O desempenho dos
animais no Rotarod melhora com o treinamento até atingir um valor estavel (Balkaya et al.
2013). Neste modelo de estudo, foi realizado o teste antes da HI para ser possivel diferenciar
entre a recuperagéo da fungdo motora e a aprendizagem da corrida. Os animais realizaram trés
corridas por dia, com intervalos de 5 minutos entre elas, e a mediana do tempo foi utilizada
para analise. Este teste foi realizado quatro dias antes da cirurgia, e nos dias 3, 8 e 13 ap6s a

cirurgia.

—

Figura 8. Rotarod. Aparelho utilizado para avaliar a fungdo motora e o equilibrio dos camundongos. Os animais
sdo colocados no cilindro rotatorio para correr em aceleragdo. A seta vermelha indica a velocidade que vai
aumentando gradualmente, e a seta preta indica o painel onde o tempo de corrida é cronometrado. Imagem tirada

pelo autor.
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4.4.2 Body Swing

Esse teste consiste em observar a simetria dos animais atraves do comportamento de
elevacdo do corpo para direita ou esquerda quando suspendidos pela cauda (Figura 9). Em
animais normais espera-se que subam aproximadamente o mesmo numero de vezes para
ambos os lados, portanto esse teste ndo precisa de treinamento.

O teste foi realizado 4 vezes com intervalos de 2 minutos, tendo 5 elevacbes
consecutivas em cada, e entdo o animal era devolvido a caixa. Esse procedimento totalizou 20
elevacdes que foram analisadas através da formula 1/(1+C) onde | se refere a utilizacédo da pata
ipsilateral a les@o (esquerda) e C a utilizacdo da pata contralateral a leséo (direita). O teste foi
realizado quatro dias antes da cirurgia e nos dias 3,8 e 13 ap0s a cirurgia.

Figura 9. Movimento de elevacéo corporal dos camundongos. Ao serem suspendidos pela cauda os animais

elevam o corpo para o lado esquerdo ou direito. Imagem tirada pelo autor.

4.4.3 Cilindro

O teste do Cilindro é usado para avaliar a simetria do animal ao se apoiar com as patas
dianteiras ao explorar o ambiente (Figura 10). Consiste em colocar o animal em um cilindro
transparente de 10cm de didmetro e 15cm de altura e analisar o uso dos membros anteriores
durante a exploracgdo vertical do ambiente, registrando o contato das patas com o vidro por 20
tentativas pelo periodo maximo de 10 minutos, avaliando se ha preférencia pela utilizacdo da

pata direita, esquerda ou ambas para realizar o apoio (Balkaya et al. 2013).
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A férmula utilizada para a analise foi: Taxa de Assimetria = [I/(I1+C+B)]-[C/(I+C+B)],
onde | se refere a utilizacdo da pata ipsilateral a lesdo (esquerda), C a utilizacdo da pata
contralateral a lesdo (direita) e B a utilizacdo de ambas numa Unica subida (Hua et al. 2002).

O teste foi realizado trés dias de antes da cirurgia, e no dia 5, 9 e 14 apds a cirurgia.

Figura 10. Teste do Cilindro. Teste usado para avaliar a simetria dos camundongos através da escolha da pata

dianteira para apoio ao explorar o ambiente. Imagem tirada pelo autor.

4.4.4 Corner

O Corner, ou teste do canto é um teste capaz de detectar a assimetria sensorio-motora
no inicio e no final do tempo apds um acidente vascular cerebral, especialmente em modelos
que acometem o striatum (Balkaya et al. 2013). O aparato desse teste consiste em uma
plataforma com dois cartdes com dimensdo de 30 x 20 x 1 ligados um ao outro formando um
angulo de 30° (Figura 11). No encontro das placas deve-se deixar uma pequena abertura para
estimular os camundongos a irem até o canto. Os animais sdo introduzidos na plataforma, e
qguando véo para a regido do canto, as vibrissas tocam ambos os cartdes e assim s&o
estimulados, levantando seus membros anteriores e explorando o ambiente da pequena

abertura. Em seguida escolhem um lado (direita ou esquerda) para virar (Balkaya et al. 2013).

Os animais normais quando submetidos ao teste ndo demonstram preferéncia lateral,
portanto para o Corner ndo ha necessidade de treinamento. Para analise foi contabilizado 10

movimentos de virada, seguindo a formula I/(1+C) onde | se refere a utilizacdo da pata
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ipsilateral a lesdo (esquerda) e C a utilizacdo da pata contralateral & lesdo (direita). Foi
realizado um pré-teste quatro dias antes da cirurgia para comparar com os dados pds cirurgia

realizados nos dias 3, 8 e 13.

Figura 11. Corner. Ao serem introduzidos na plataforma os animais vdo para a regido do canto e exploram o

ambiente se levantando e assim escolhendo o lado direito ou esquerdo para se virar. Imagem tirada pelo autor.

4.45 Pole Teste

O Pole é um teste simples que requer um equipamento basico, no qual os animais
ficam em uma situacdo que os obriga a descer um poste vertical sendo possivel analisar a
coordenacdo motora dos mesmos. Para isso, é utilizado um poste de 50cm com diametro de
10mm com superficie aspera para permitir a tracdo do animal, este poste € mantido no centro
de uma caixa com maravalha (Figura 12). Neste teste o camundongo é colocado no poste
voltado para cima, e assim que ele se voltar para baixo e comegar a descer, 0 tempo é
cronometrado até ele alcancar a maravalha. Para esse teste 0s animais passam por um
treinamento para aprender a realizar a descida, no qual sdo colocados voltados para baixo,
deixando-os descer normalmente. Esse treinamento é realizado 5 vezes, com intervalos de 2
minutos em cada descida, e com um periodo de 15 segundos para o animal explorar a caixa
logo que desceu. ApOs o treinamento 0s animais ja podem realizar o teste normalmente.
Animais que param no meio da descida, 0 que caem, devem ser posicionados para descer

novamente (Balkaya et al. 2013).
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Este teste foi realizado dois dias antes da injegdo com trés descidas com intervalos de
cinco minutos entre elas, e 0 tempo mediano foi analisado assim como nos dias 5, 9 e 14 ap6s

cirurgia.

Figura 12. Pole Teste. Teste utilizado para avaliar a coordenacdo motora do animal ao descer pela barra.

Imagem tirada pelo autor.

4.5 Retirada dos cérebros

No modelo de analise comportamental os animais foram sacrificados para retirada do
cérebro apds 16 dias. Estes foram entdo submetidos a perfusdo transcardiaca com salina por
cinco minutos com objetivo de retirar todo sangue do sistema vascular, seguido da infusdo de
paraformaldeido (4%) por cinco minutos para fixacdo do tecido. Ao final da perfusdo, os
cérebros foram dissecados e armazenados em 5ml de sacarose até 0 momento da realizacao

dos cortes histologicos.

No modelo utilizado para analise inflamatoria, os animais foram sacrificados para
retirada do cérebro apds 24 horas. Estes também foram submetidos a perfusdo transcardiaca
com salina por cinco minutos. Ao final, os cérebros foram dissecados e armazenados no

freezer -80.
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4.6  Andlise Histoldgica

4.6.1 Aquisicdo dos cortes

A realizacdo dos cortes histolégicos ocorreu no microtomo SM 2010R (Leica) que
possui uma plataforma metalizada que € mantida congelada pelo contato com o gelo seco. Os
cérebros foram fixados a plataforma na posicdo vertical com auxilio de uma camada de
solucdo PBS, apds fixacdo, os mesmos foram congelados com gelo seco para realizacdo dos
cortes. Os cérebros foram seccionados transversalmente & expessura de 20um. Os cortes
foram coletados com um pincel e transferidos a uma placa de 24 pocos contendo uma solugéo
criopreservante composta por 20% glicerol (Vetec), 30% etilenoglicol (Vetec), em tampao
fostato 0,1M, ou seja, uma solugdo que estabiliza e protege o tecido da agéo congelante do
freezer. Ao término, as placas foram armazenadas no freezer até o momento da montagem das

laminas.

4.6.2 Preparo das laminas

As laminas foram previamente tratadas com gelatina (1,59 de gelatina, 0,159 de
alimem de cromo e 300ml H20 destilada) para que permitisse uma melhor aderéncia do tecido

em sua superficie.

Os cortes foram abertos em PBS 1x e com auxilio de um pincel, foram aderidos a
lamina e deixados a temperatura ambiente para secar por 24 horas. Ap6s secagem as laminas

foram fixadas no vapor de paraformaldeido a 4% e mantidas na estufa.

4.6.3 Coloracéo de Cresil

Essa coloracdo se inicia com a lavagem das laminas em &gua destilada durante 5
minutos, em seguida elas sdo embebidas no corante cresil por 5 minutos, e voltam para a 4gua
destilada por 5 minutos. Depois sdo embebidas em alcool 70% por 5 minutos, depois 95% e
100%, 3 minutos em cada respectivamente. Para a fixagdo da coloracéo elas ficam 10 minutos
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no histochoice. Por fim a montagem foi realizada com Limoneno (Sigma), adicionando a

laminula com cuidado para nao fazer bolhas.

4.7  Microscopia

As fotomicrografias foram obtidas no microscopio Axioplan com a objetiva com aumento

de 2,5x e 10x. O software utilizado para a obtencéo das fotos foi o Zen.

48  ELISA

A quantificagdo das citocinas (IL-1p, TNF-a, IL-10, RANTES) nos sobrenadantes dos
cérebros macerados 24 horas ap0s cirurgia foi feita pela técnica de ELISA, de acordo com
metodologia preconizada pelo fabricante (PeproTech). Resumidamente, placas de 96 pocos
com fundo chato foram sensibilizadas com anticorpos de captura diluidos em PBS e mantidas
em temperatura ambiente (T.A.), overnight. Ap6s etapa de lavagem com PBS contendo 0,05%
Tween 20 (PBS-T) (Sigma), a placa foi bloqueada com PBS contendo 1% de BSA por 1h a
T.A., seguida de nova etapa de lavagem com PBS-T. As amostras e o padrdo de proteina
recombinante foram diluidos em reagente diluente (PBS 0,05% tween, 0,1% BSA) e
incubados a 4°C overnight. Ap6s lavagem com PBS-T, foi adicionado os anticorpos de
deteccdo em reagente diluente e a placa foi incubada por 2 horas em T.A. Apds o periodo de
2h a placa foi lavada com PBS-T. Foi adicionada streptavidina (1:4000) diluida em reagente
diluente por 30 minutos. Apo6s etapa de lavagem, foi adicionado o substrato
Tetrametilbenzidina (TMB) para revelar a reacdo, sendo a placa mantida no escuro. A reagédo
foi interrompida usando HCL 1M. A densidade Optica foi obtida através de leitura, com filtro

de 450 nm (Spectrax i3, molecular devices, Estados Unidos).

4.9 Andlise estatistica

Para a andlise individual das doses foi realizado o teste ANOVA Bonferroni, e para
analise comparativa entre 0s grupos o teste realizado foi o two way ANOVA, Fisher test. Os
graficos foram realizados no Graphpad Prism 6.
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5. Resultados

5.1  Efeitos inflamatdrios 24 horas ap6s a injecdo de Heme.

Como mencionado anteriormente, o heme foi descrito como um importante indutor de
estresse e toxicidade celular, alem de ser considerado um DAMP, sendo capaz de ativar
resposta inflamatoria. Porém, no momento do evento hemorragico todos componentes
sanguineos sdo extravasados, podendo liberar outros DAMPs além do heme, e outros
componentes tdxicos potenciais causadores de inflamacdo. Com o objetivo de averiguar se a
injecdo de heme se assemelha ao modelo de hemorragia intracerebral, foi realizada uma

dosagem de citocinas (IL-1R, IL-10, RANTES e TNFa) presentes nos cérebros dos animais.

Como controle, utilizamos a protoporfirina (PPIX) — uma porfirina que nao possui o
ion ferro em sua composicdo - justamente para avaliar se o ferro é importante para os efeitos
inflamatorios do heme (Figura 13). Como esperado, 0s animais injetados com a
protoporfirina tiveram seus niveis de citocinas pro-inflamatorias proximos aos observados nos
animais sham, que foram submetidos ao mesmo processo, porém com a injecao do veiculo
(Figura 14). N6s observamos que em 24 horas apés inducdo da HI, os animais passaram a
produzir mais citocinas como IL-1B, IL-10, RANTES quando comparados ao nivel de
citocinas produzida pelos animais sham tanto na dose 1000 (Figura 14A, B e C) quanto na
dose 100 (Figura 14B e C). A citocina TNFa (Figura D) foi a Unica que ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre as doses injetadas e o controle.

A
7

0™ “oH oZ OH

Figura 13. Estrutura molecular do heme e da protoporfirina. (A) O heme é formado por uma parte organica
(protoporfirina IX) e um atomo de ferro (Fe) ligado no centro desse anel. (B) A protoporfirina possui a mesma
estrutura do heme, porém sem o 4tomo de ferro em seu anel. https://pt.wikipedia.org/
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Portanto, animais injetados com heme em ambas as doses (100 e 1000) induziram a
producdo de mais citocinas em relacdo ao animais sham, indicando que o modelo de HI
apenas com a injecdo de heme é capaz de causar inflamacao. Além disso, os animais injetados
com protoporfirina ndo apresentaram aumento na liberacdo das citocinas testadas indicando a

importancia do ferro para os efeitos inflamatorio do heme no cérebro.
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Figura 14. Liberacéo de citocinas 24h apds a injecdo de heme. Niveis de ELISA de (A) IL-1R, (B) IL-10, (C)
RANTES e (D) TNFa foram analisados a partir do sobrenadante do hemisfério cerebral esquerdo macerado de
camundongos 24 horas apds a injecdo de heme, protoporfirina e veiculo (Sham).*p<0,05, ** p<0,01 e
***p<0,001.
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5.2  Analise histologica 24 horas ap0s a injecao de Heme.

ApoOs observarmos que 24 horas depois da injecdo de heme ocorre resposta
inflamatoria no hemisfério injetado dos animais, n6s analisamos se apds esse mesmo periodo
0 heme também causa lesdo tecidual. Para isso, utilizamos a coloracdo de Cresil que cora o
reticulo endoplasmaético rugoso das células, local de sintese protéica. Portanto, regides sem
coloragdo ndo possuem celulas. Desta maneira, analisamos o cérebro de animais injetados
com veiculo (sham) e os animais com as maiores doses injetadas: dose 10, dose 100 e dose
1000 (Figura 15).

Nos animais sham as regides ventriculares ndo apresentaram diferencas morfoldgicas,
e a celularidade esta parecida em ambos os hemisférios (Figura 15A e B). J& os animais
injetados com a dose 10 tiveram alteracdes no ventriculo do hemisfério injetado, estreitando
seu formato (Figura 15C e D), além disso, a injecdo de heme também alterou a celularidade
da regido proxima ao striatum, onde as células estdo distantes entre si, com espacos brancos,
diferente do que é observado no hemisfério ndo injetado (Figura 15D). Os animais do grupo
dose 10 também apresentaram cicatriz no local da injecdo (Figura 15E e G), tendo células
bem espacadas ao redor da cicatriz (Figura 15F e H). A injecdo da dose 100 de heme também
alterou a morfologia dos ventriculos cerebrais dos animais, estreitando e alongando o tamanho
do ventriculo do hemisfério injetado (Figura 151 e J). Os animais submetidos a injecdo da
maior dose de heme (dose 1000) também demonstraram alteracdo na conformacéo ventricular
no hemisfério injetado (Figura 15K e L), e assim como o observado nos animais da dose 10,
esses também apresentaram cicatriz na regido do striatum — local onde ocorreu a injecédo
(Figura 15M e O). Essa cicatriz que indica a lesdo, assim como observado anteriormente,

também possui células espacacadas ao seu redor (Figura 15N).

A injecdo de heme entdo é capaz de causar lesdo com presenca de cicatriz nas doses 10
e 1000 nas 24 ap6s o evento hemorragico. Além disso, ela altera a conformacdo ventricular
nos animais injetados quando comparados ao sham, e também diminui a celularidade na

regido acometida pela HI.
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Figura 15. Analise histoldgica pela coloracdo de Cresil 24 horas apds injecdo de heme. Os animais tiveram
seus cerebros retirados e preparados para coloracéo de cresil 24 horas apds cirurgia. (A e B) os animais controle,
injetados com veiculo ndo demonstram lesdo, nem diferenca celular. Seus ventriculos cerebrais também ndo
tiveram alteracdes morfoldgicas. (C e D) Os animais injetados com a dose 10 de heme apresentaram alteracdo no
ventriculo do hemisfério injetado, estreitando seu formato. (D) Area da lesdo contornada em vermelho. (E) Os
animais submetidos a dose 10 também apresentaram cicatriz, indicada pela seta. A regido de inje¢do ao lado da
cicatriz apresentou baixa celularidade — local com contorno vermelho. (F) Regido da lesdo com poucas células
ao redor. (G) Imagem de um corte cerebral de outro animal que também apresentou cicatriz na regido do
striatum — indicada pela seta. (H) Regido da cicatriz com baixa celularidade ao redor. (I e J) Os animais
injetados com a dose 100 demonstraram diferencas no ventriculo do lado injetado, diminuindo seu tamanho e
assim alterando sua forma. (K e L) Os animais injetados com a dose 1000 de heme também apresentaram
diferengas morfélogicas nos ventriculos do hemisfério injetado. (M) A injecdo da dose 1000 também causou
lesdo na regido do striatum dos animais — local indicado pela seta. Além disso as células da regido estavam
afastadas entre si proximo ao local da cicatriz — regido contornada em vermelho. (N) Regido da cicatriz
apresentando baixa celularidade ao seu redor. (O) Outra cicatriz causada pela injecdo da dose 1000- local
indicado pela seta. As células da regido injetada tambhém afastadas entre si — regido contornada em vermelho.
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5.3  Avaliacéo sensdério-motora apos a injecao de Heme.

5.3.1 Rotarod

Visto que o heme é capaz de causar inflamac&o e lesdo no cérebro dos animais em 24
horas, passamos a realizar testes sensérios-motores nos animais por 14 dias para avaliar se a
injecdo de heme também é capaz de causar déficits comportamentais nos animais, visto que a

regido utilizada para injecédo é responsavel por grande parte da fungdo motora e coordenacéo.

O Rotarod foi o teste utilizado para avaliar a fungdo motora e o equilibrio nos
camundongos. Através de sua corrida em uma esteira em forma de cilindro - que gira a uma
velocidade que aumenta gradualmente - foi avaliado o tempo em que o animal consegue se
equilibrar e correr sobre ela. Os animais aprendem a correr com os testes, aumentando o
tempo de corrida a cada teste realizado. Isso foi observado nos animais sham - a cada dia de
corrida eles melhoravam seu tempo significativamente, demonstrando controle das funcdes
motoras e equilibrio (Figura 16A). Os Animais injetados com a menor dose de heme também
melhoraram sua corrida, porém ndo de forma significativa (Figura 16B). Os animais
injetados com a dose 1 variaram bastante seu tempo de corrida, porém sem nenhuma melhora
significativa (Figura 16C), assim como 0s animais injetados com a dose 10 (Figura 16D). As
maiores doses injetadas demonstraram que os animais ficaram na mesma faixa de tempo de
corrida desde o primeiro teste realizado, sem aprendizado e com dificuldades durante a

execucdo da mesma, e muitas vezes se arrastando sobre o cilindro (Figura 16E e F).

Ao realizarmos a comparacdo entre a corrida dos animais das maiores doses (100 e
1000) e a corrida dos animais sham — injetados com o veiculo- pudemos observar com mais
clareza o efeito da injecdo de heme sobre a funcdo motora dos animais, visto que 0s animais
sham aumentam seu tempo de corrida gradualmente, enquanto que os animais injetados com
heme ficam na mesma faixa de segundos corridos, ou pioram seu tempo, demonstrando assim,

dificuldade em executar sua fun¢do motora (Figura 16G).



38

A B C
SHAM DOSE 0,1 DOSE 1
__ s00 * % = 5004 - 500
o @ @
& 400 . 2 4004 & 4004 ~ N
P . L] [}
E a0 3} ‘:E' E 3004 E 3004 .I.
o 1 o
E 200 :f 'E' * ’ & 2004 5 26 T """" I
o o
g 100 * g 1001 é‘ 100+
= —{|® B
@ > 2 N> & 1:5 9" 2 @: 'bl Q.: 'b,
S v v ¥ S ¥ v ¢ & e
Q
D DOSE 10 E DOSE 100 F DOSE 1000
. 500 500+
E £ __ 500
s 7 = 4 ‘. - T g 400
T 300 L] I S . L
£ 001 T fee £ 3004 b
S | ew 4 A s g ol S E 300 .
- I ? e 200 |° 8 i :
o 3 s 200 L. . 1 T
g 100 g 2 I
£ g 1004 g 1004
= s E
o T T T T = ° - 0 . L]
& oy > ] T T T T :
O T L £ S
5 & &
G
500 -
8, * %
Y 400 A A
o SHAM
‘T 300+ Ao DOSE 100
o
S o ,I". .l {- m DOSE 1000
2 200
a
£ 1001 -
- w u
0 L] T T L}
< é) > >
o g g "b\
2 S [ &
&
Q

Figura 16. Avaliagdo da funcdo motora dos animais pelo teste Rotarod. Os animais injetados com (A)
veiculo (Sham), (B) dose 0,1 de heme, (C) dose 1, (D) dose 10, (E) dose 100 e (F ) dose 1000 tiveram sua
funcdo motora avaliada pelo tempo de corrida no rotarod. (G) Os animais injetados com as maiores doses
tiveram seus tempos de corrida comparados aos do sham. O eixo X indica os dias de corrida, e 0 eixo Y
representa o tempo de corrida em segundos. ** p>0,01,

5.3.2 Body Swing

No teste do body swing passamos a analisar a simetria dos animais através do
movimento de elevagdo do corpo para direita ou esquerda quando suspendidos pela cauda. Os

animais realizaram um teste quatro dias antes da cirurgia e nos dias 3, 8 e 13 ap0s a inducao
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da HI. Nesse teste, espera-se que animais normais subam aproximadamente o mesmo ndmero
de vezes para ambos os lados, demonstrando simetria. Como forma de andlise, quanto mais
préximos ao valor 1.0 mais assimétricos os animais estdo, e quanto mais proximos de 0,5

mais proximos da normalidade.

Os animais controle (sham) apresentaram valores préximos aos do dia do pré-teste, se
mantendo no eixo de simetria até o dia 13 ap6s injecdo, demonstrando que a injecdo do
veiculo ndo interferiu em sua simetria, como esperado (Figura 17A). Os animais injetados
com a dose 0,1 (10® moléculas de heme), demostraram uma tendéndia a assimetria, porém
ndo foi significativamente estatistico (Figura 17B). Os animais injetados com a dose 1 (10?7
moléculas de heme) ficaram assimétricos no terceiro dia ap0s a cirurgia (Figura 17C), ja os
injetados com a dose 10 (102 moléculas de heme) ndo apresentaram diferencas entre o pré-
teste e os testes apds HI (Figura 17D). Os animais submetidos as maiores doses: 100 e 1000
(10'° moléculas e 10%° moléculas de heme respectivamente) apresentaram assimetria, além de

reclamarem de dor durante a realizagdo dos testes (Figura 17E e F).

O teste Tukey Two-Way ANOVA revelou diferenca significativa na assimetria dos
animais injetados com a dose 1 entre e o pré-teste e o dia 3; com a dose 100 entre o dia 3 e 0
dia 13; e na dose 1000 entre o pré-teste e o dia 8, e o pré-teste e dia 13. Os animais injetados
com as maiores doses confirmaram essa assimetria observada na andlise indivual, visto que
guando analisados de forma comparativa aos animais sham, mantiveram resultados
significativos em relacdo a taxa de assimetria (Figura 17G). Esses resultados confirmam que
a injecdo de heme nas maiores doses séo capazes de afetar o comportamento dos animais,

comprometendo suas respectivas simetrias.
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Figura 17. Avaliacdo da assimetria dos animais pelo teste Body Swing. Os animais injetados com (A)
veiculo (Sham), (B) dose 0,1 de heme, (C) dose 1, (D) dose 10, (E) dose 100 e (F ) dose 1000 tiveram sua taxa
de assimetria avaliada pelo body swing. (G) Os animais injetados com as maiores doses foram comparados com
0s animais sham. O eixo Y indica a taxa de assimetria, portanto quanto mais préximo ao 1.0 mais assimétrico o
animal se encontra, enquanto o valor 0.5 representa simetria. O eixo X representa os dias de teste. *p<0,05, **

p<0,01 e ***p<0,001.
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5.3.3 Cilindro

Para obter robustez em nossos dados, passamos a avaliar a simetria dos animais por
outro teste amplamente utilizado na literatura, o teste do Cilindro. Este teste visa avaliar como
estd 0 apoio do animal através dos membros dianteiros para apoio ao explorar o ambiente do
cilindro. Aqui, nés avaliamos a preférencia pela utilizacdo da pata direita, esquerda ou ambas
para a realizacdo desse apoio. O eixo 0.0 representa simetria e equilibrio nas elevacgdes,
enguanto que o valor 0.5 representa assimetria.

Os animais injetados com veiculo se mantiveram bem proximos ao valor 0.0 durante
todos os dias de testes, demonstrando equilibrio e simetria conforme esperado (Figura 18A).
Os animais injetados com a menor dose variam muito, porém a media do grupo tende a
aumentar, com tendéncia a assimetria, mas nao é significativo (Figura 18B). Os animais
submetidos a dose 1 ficam assimétricos apos a injecdo de heme (Figura 18C), enquanto 0s
animais da dose 10 variaram muito, com alguns animais com tendéncia a assimetria e outros
ndo (Figura 18D). O teste dos animais do grupo da dose 100 ndo teve diferenca estatistica
guando comparados ao pré-teste (Figura 18E), porém os animais estavam prostados e alguns
ndo completaram as 20 elevacGes esperadas durante o periodo de 10 minutos, assim como 0s
animais do grupo da dose 1000, que também estavam prostados e desestimulados durante a
realizacdo do teste. A dose 1000 causou uma assimetria nos animais no terceiro dia apos
injecdo (Figura 18F). Ao compararmos os dados dos animais submetidos as maiores doses
com 0s animais sham, notamos que 0s animais apresentaram assimetria significativamente
estatistica nos dias 3, 8 e 13 ap0s a injecdo de heme (Figura 18G). Portanto a injecdo de
heme quando realizada nas maiores doses também é capaz de causar assimetria pelo teste do

Cilindro, confirmando nossos resultados anteriores.
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Figura 18. Avaliacdo da assimetria dos animais pelo teste do Cilindro. Os animais injetados com (A) veiculo
(Sham), (B) dose 0,1 de heme, (C) dose 1, (D) dose 10, (E) dose 100 e (F) dose 1000 de heme tiveram sua taxa
de assimetria avaliada ap6s realizacdo do teste do Cilindro. (G) Os animais das doses 100 e 1000 foram
comparados aos dos animais sham. O eixo Y indica a taxa de assimetria, quanto mais préximo ao 1.0 mais
assimétrico o animal se encontra, enquanto o valor 0.0 representa simetria. *p<0,05, ** p<0,01.

5.3.4 Corner

O Corner também é um teste que avalia a taxa de assimetria dos animais. Ele se baseia

na preféncia de lado que o animal tem ao realizar a virada ap06s explorar o ambiente do canto.

Foi realizado um pré-teste quatro dias antes da cirurgia para comparar com 0s dados pds



43

cirargicos realizados nos dias 3, 8 e 13. O corner foi realizado apenas com grupos de maiores
doses. A forma de avaliacdo é a mesma que a do teste body swing, portanto quanto mais
préximos os valores de 0.5 mais simétrico o animal esta e quanto mais proximos ao valor 1,0

mais assimétrico o animal se encontra.

Os animais controle permaneceram com seus valores proximos aos observados no preé-
teste, indicando que a injecdo do veiculo ndo interferiu em sua simetria (Figura 19A). Ja os
animais injetados com a dose 100 ficaram assimétricos apés a injecao de heme (Figura 19B).
Os animais do grupo da dose 1000 tiveram valores variados entre si, ndo apresentando uma
assimetria significativa (Figura 19C). Quando observados em conjunto, 0s animais dos
grupos das maiores doses ndo sao estatisticamente diferentes dos animais injetados com

veiculo (Figura 19D).
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Figura 19. Avaliac8o da assimetria dos animais pelo teste do Corner. Os animais injetados com (A) veiculo
(Sham), (B) dose 100 de heme e (C) dose 1000 tiveram sua taxa de assimetria avaliada pelo teste do corner (D)
Os animais submetidos as maiores doses de heme foram comparados aos animais sham. O eixo Y indica a taxa
de assimetria, portanto quanto mais préximo ao 1.0 mais assimétrico o animal se encontra, enquanto o valor 0.5
representa simetria, ja o eixo X representa os dias de teste. ** p<0,01.
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5.3.5 Pole Teste

O Pole é um teste simples no qual os animais ficam em uma situacdo que os obriga a
descer um poste vertical sendo possivel analisar a coordenacdo motora dos mesmos. Neste
teste 0 camundongo € colocado no poste voltado para cima, e assim que ele se voltar para
baixo e comecar a descer, o tempo é cronometrado até ele alcancar a maravalha. Animais
normais tendem a segurar no poste com firmeza e descer devagar, muitas vezes girando ao

realizar a descida.

Os animais controle fizeram a descida pelo pole na mesma faixa de tempo que
realizaram no pre-teste (Figura 20A). Os animais injetados com a dose 100 desceram um
pouco mais rapido do que o observado no pré-teste, porém ndo foi significativo (Figura 20B).
Os animais injetados com a maior dose realizaram a descida aproximadamente no mesmo
tempo que o pré-teste (Figura 20C). Quando analisados em conjunto, 0s animais injetados
com heme desceram significativamente mais rapido do que os animais injetados com veiculo
no dia 9 apds HI (Figura 20D).

Portanto a injecdo de heme afetou a coordenagdo motora dos animais, visto que
quando submetidos a HI desceram muito mais rapido que os animais sham, demonstrando

falta de firmeza ao segurar o pole e descer sobre ele.
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Figura 20. Avaliacéo da fungdo motora dos animais pelo teste do Pole. Os animais injetados com (A) veiculo
(Sham), (B) dose 100 de heme e (C) dose 1000 tiveram sua coordenacdo motora avaliada pelo tempo de descida
do teste do pole. (D) Os animais injetados com heme foram comparados com os animais sham. O eixo Y indica
tempo de corrida em segundos, e 0 eixo X 0s dias de teste. *p<0,05 e ***p<0,001.

5.4  Andlise histologica 16 dias apos a injecao de Heme.

Apos realizacdo dos testes sensorio-motores nos animais, fizemos a retirada do cérebro
dos mesmos no décimo sexto dia apds HI para verificar se havia lesdo através da coloracdo de
Cresil. Como citado anteriormente, essa coloracdo marca reticulo endoplasmatico rugoso das

células, portanto regides sem coloracdo ndo possuem células.

Os animais injetados com o veiculo ndo apresentaram lesdo e mantiveram a anatomia
dos ventriculos similar ao de um animal ndo injetado, além disso, a morfologia celular
aparece bem corada em ambos os animais (Figura 21A e B). Os animais injetados com a dose
0,1 também ndo apresentaram lesdo, mantendo a regido do striatum bem similar com a
observada nos animais injetados com o veiculo (Figura 21C e D). Os animais injetados com a

dose 1 de heme apresentaram uma anatomia muito diferente da observada nos animais
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injetados com veiculo. A regido injetada interferiu na morfologia do cérebro na regido dos
ventriculos, diminuindo seu tamanho quando comparado ao lado direito (Figura 21E). O
mesmo foi observado em outro animal injetado com a dose 1: a regido diminiu tanto seu
tamanho quase ficando imperceptivel, além disso, o lado injetado apresentou poucas células
na regido do striatum, com partes ndo coradas entre elas (Figura 21F), os grupos celulares
estdo afastados entre si, diferentemente do que é observado no lado esquerdo da imagem, no
qual as células estdo proximas e em grande quantidade. O animal injetado com a dose 10
também mostrou essa diferenca celular, apresentando células com espacos em branco entre
elas (Figura 21G), j& o outro animal do grupo dose 10 também teve seu ventriculo alterado
apos HI (Figura 21H). Os animais injetados com a dose 100 de heme também demonstraram
diferencas no local da injecdo: a morfologia do ventriculo diminuiu, e as células também
estavam mais separadas, com espacos bem vazio entre elas, diferente do observado no
hemisfério ndo injetado (Figura 211 e J). A regido injetada demonstrou uma grande area
lesionada, totalmente sem células (Figura 21J). As imagens dos cortes cerebrais da dose 1000
ndo demonstraram uma diferenca tdo robusta nos ventriculos (como observado nas outras
doses) (Figura 21K e L), porém esta dose foi a Unica que apresentou cicatriz no local em que
a agulha entrou para realizacdo da injecdo (Figura 21M e N). O animal injetado com a dose
1000 também apresentou cicatriz em uma regido distal a da injecdo, mostrando que nédo
apenas a area injetada foi afetada (Figura 210). As células estdo bem concentradas e em
grande namero na regido da cicatriz quando comparado com as demais aréas do corte (Figura
210 e P).

Portanto, a injecdo de heme ap6s 16 dias é capaz de alterar a morfologia dos
ventriculos cerebrais e diminuir a celularidade na regido injetada. Isso é observado conforme

as doses vao aumentando, sendo assim a cicatriz s6 foi observada na dose 1000.



47

Figura 21. Analise histologica pela coloracé@o de Cresil ap6s 16 dias de cirurgia. Os animais tiveram seus
cérebros retirados e preparados para coloracdo de cresil 16 dias apds cirurgia. (A e B) os animais controle,
injetados com veiculo ndo demonstram lesdo, nem diferenca celular. (C e D) Os animais injetados com a dose
0,1 de heme apresentaram imagens similares com os animais controle, sem alteragdo no ventriculo nem nas
células. (E e F) Os animais injetados com a dose 1 demonstraram diferencas no ventriculo do lado injetado,
diminuindo seu tamanho e assim alterando sua forma. (F) A regido injetada demonstrou alteracdo na quantidade
de células, que se apresentaram mais distantes das outras, com regifes brancas entre elas - regido indicada pelo
contorno vermelho. (G) Animal injetado com a dose 10 também demonstrou alteracdo na quantidade celular
indicada pelo contorno vermelho, enquanto o (H) outro animal da mesma dose demonstrou uma dimiui¢do no
ventriculo do lado que a injec¢do foi realizada. (I e J ) Animais injetados com a dose 100 apresentaram alteragdes
nas células do lado injetado, regido contornada em vermelho, mostrando células bem espacadas e em menor
nimero do que as observadas do lado ndo injetado. (K e L) Animais injetados com a dose 1000 néo
apresentaram diferencas robustas na anatomia do ventriculo, porém (M) apresentaram cicatriz na regido da
injecdo indicada pela seta. (N) A regido na qual a agulha entrou possui muitos espacos em brancos, com baixa
celularidade. (O) Uma regido um pouco distal da injegdo, porém ainda na area do striatum também apresentou
cicatriz— indicada pela seta. (P) Essa cicatriz possui muitas células visto a intensidade da coloracdo, que é
diferente das demais regibes do corte.
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6. Discussao

O heme é caracterizado como grupamento prostético associado as hemeproteinas, e
desenvolve funcdes fisioldgicas essenciais ao organismo. Em casos de hemorragia
intracerebral, heme € liberado para 0 meio extracelular e exerce citotoxicidade atraves de suas
funcdes oxidativas (Romenina et al. 2006). Além disso, ja foi descrito pelo nosso grupo que o
heme também é capaz de ativar as células do sistema imune, e assim, promover a inflamacéo
(Dutra e Bozza, 2014). Dentre elas, foi observado que heme é capaz de induzir a ativagéo do
inflamossomo via NLRP3 em macrofagos, sendo também capaz de ativar TLR4, culminando
na producdo de TNF-o (Dutra et al. 2014; Figueiredo et al. 2007). Levando esses achados em
consideracdo, averiguamos se a injecdo de heme na regido cerebral do animal também
promove inflamacdo, e observamos isso através da producéo de citocinas como TNF-a, IL-18,
IL-10 e RANTES - citocina atrativa de linfécitos. NOs observamos que 24h ap0s a injecdo
com heme ocorre processo inflamatério com liberacdo de IL-18 e RANTES de forma
significativa. Além dessas citocinas pro-inflamatérias nos avaliamos a liberacdo de TNF-a,
porém, o heme ndo foi capaz de induzir aumento na liberagdo dessa citocina de forma
significativa em relacdo aos animais injetados com veiculo. Um dos motivos para a auséncia
de significancia estatistica na liberacdo de TNF no estimulo com o heme pode ser causado
pelo baixo nimero de animais que utilizamos para a realizacdo desse experimento. Além das
citocinas pro-inflamatérias, analisamos também a producdo de IL-10, uma citocina anti-
inflamatdria. Pudemos observar que a injecdo de heme induziu a producdo dessa citocina em
doses significativas. Isso pode ser explicado, pois no momento da inflamacdo células do
sistema imune sdo ativadas liberando mediadores inflamatérios com intuito de recrutar mais
celulas, aumentando a inflamagdo. Contudo outras células realizam o suporte no local,
liberando citocinas anti-inflamatdrias, auxiliando na fagocitose de células mortas, e tentando
promover a homeostase (Kigerl et al. 2009). Portanto, a liberacdo de IL-10 pode contribuir
com a ideia que o heme promove inflamacao.

O aumento da inflamacdo observado sugere que o principal elemento presente no
heme que o torna apto a realizar atividades deletérias realmente é o ferro, como proposto,
visto que a injecdo de protoporfirina ndo foi capaz de liberar quantidades significantes de
citocinas, com valores similares ao sham.

Além de promover inflamacdo, o heme também se mostrou capaz de induzir lesdo

tecidual em 24 horas apés injecéo. Pela coloracdo de Cresil pudemos observar que os animais



49

injetados com o veiculo apresentaram a morfologia dos ventriculos bem semelhante entre
eles, diferente do observado nos cérebros dos animais submetidos as maiores doses de heme,
0s quais tiveram seus ventriculos cerebrais deformados, e com conformacdes bem diferentes
aos observados nos animais sham. Isso pode ser explicado, pois a injecdo causou uma intensa
morte celular — justificando a baixa celularidade observada, e os espagos em branco presentes
na regido acometida. As células podem ter morrido por apoptose ou por necrose, afetando
células vizinhas que ainda estdo viaveis (Sutherland et al. 2011), diminuindo assim a
celularidade da regido. Essa morte celular pode ter recrutado algumas células que antes
estavam proximas ao ventriculo e com sua saida 0 mesmo ficou deformado. Ademais, a
injecdo das maiores doses de heme causou uma cicatriz na regido injetada, o que indica lesdo
tecidual, visto que houve morte celular nessa regido por se apresentar sem coloracao. A regido
em volta da cicatriz também estava alterada quando comparado ao hemisfério ndo injetado,
apresentando poucas células e muitos espacos em branco. Portanto, a lesdo observada segue
uma dose dependéncia visto que os animais injetados com a dose 100 ndo apresentaram
diferencas tdo robustas quanto os animais da dose 1000.

Além de observarmos se 0 heme é capaz de causar lesdo cerebral em 24 horas,
também observamos se essa lesdo se mantém até o décimo sexto dia apds HI. Nossos
resultados demonstraram que a deformacdo dos ventriculos observada em 24 horas se
manteve até duas semanas nos animais injetados com as maiores doses. Os animais sham e 0s
injetados com a dose 0,1 ndo apresentaram alteracfes visiveis nos ventriculos, nem alteracédo
na celularidade. Isso foi de certa forma esperado, visto que essa dose ndo teve efeitos
significativos nos demais resultados, provavelmente devido a baixa quantidade de heme
injetada. Isso pode se dever ao fato de as baixas doses de heme serem controladas pelos
mecanismos protetores presentes no organismo citados anteriormente. Os animais injetados
com as demais doses além de demonstrarem alteracdo na morfologia dos ventriculos, também
apresentaram regides de baixa celularidade. Diferentemente do observado nos animais em 24
horas apds injecdo de heme, apenas um animal apresentou cicatriz ap6s 16 dias. Ja foi descrito
gue mesmo apos resolucdo da lesdo, o local permanece com uma cavidade onde o tecido foi
destruido e que ha cicatriz composta por células gliais (Keep et al. 2012). Porém, pelo fato de
apenas um animal apresenta-la podemos deduzir que na maioria dos animais um processo
robusto de reparo aconteca nos quais a regido lesionada se recupera de forma maciga. Além
disso, uma outra explicacdo seria o0 animal ainda estar em processo de reparo na regido, visto
gue a mesma estava com muitas células - podendo indicar infiltrado inflamatorio. Porém,

mais estudos precisam ser realizados para compreender melhor essa questéo.
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No teste do Rotarod, devido aos déficits motores, de equilibrio e coordenagdo motora
descritos no modelo de HI (Jeong et al. 2003), era esperado que 0s animais apresentassem
dificuldade ao correr, levando a diminuicdo do tempo da corrida caso 0 modelo de HI com
heme funcionasse. Foi 0 que observamos em nosso modelo: 0s animais injetados com a maior
dose de heme apresentaram dificuldades em se manter no cilindro rotatério, muitas vezes se
arrastavam ao invés correr, e assim, caiam. Os animais injetados com o veiculo aprenderam a
realizar a corrida, aumentando seu tempo a cada teste realizado, como descrito na literatura
(Balkaya et al. 2013). Na analise, houve diferenca significativa entre o sham e a maior dose
em apenas um dia de corrida. Vale ressaltar que tivemos um problema com o aparelho durante
a realizacdo do experimento, sendo assim, excluimos um ndmero grande de animais.
Aumentando o numero de animais testados acreditamos que 0s grupos que ainda ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa, como o da dose 100 também passem a
apresentar diferenca estatistica quando comparados ao sham.

O Body Swing foi o teste de simetria realizado com maior facilidade.lsso pode ser
justificado por ser um teste de execucdo de movimento espontaneo do animal, diferentemente
dos demais que conta com a motivacdo do animal em querer realizar. Esse teste apresentou
diferengas significativas nos animais injetados com a dose 1, a dose 100 e a dose 1000 quando
analisados individualmente antes e pds injecdo. Curiosamente, 0s animais injetados com a
dose 10 n&do apresentaram tal significancia. Apesar do observado, quando comparados 0s
grupos experimentais ao sham, os animais submetidos as doses 100 e 1000 demonstraram
maior assimetria. Todos os animais realizaram o teste normalmente, apenas alguns animais
das maiores doses reclamavam de dor ao serem erguidos pela cauda e demoraram em realizar
os levantamentos, porém realizaram o teste mesmo assim.

Os resultados do teste do cilindro foram similares aos ja descritos, visto que 0s
animais injetados com veiculo demonstraram tendéncia a realizar o apoio na mesma
proporcéo de vezes com a pata direita, esquerda ou ambas, sem demonstrar preférencia (Hua
et al. 2002). J& os animais injetados com heme, demonstraram preférencia de lado de apoio, se
tornando assimétricos quando comparados ao pré-teste. De inicio nds acreditdvamos que 0s
animais teriam preferéncia de apoio com a pata dianteira esquerda, visto que realizamos a
injecdo nesse hemisfério — afetando o controle motor do lado contralateral & lesdo. Porém, no
decorrer dos testes notamos que ndo € isso que ocorre. Alguns animais tendem a utilizar o
apoio apenas com a pata direita, ou apenas com a esquerda, e em outro dia de teste fazem o
contréario. Isso demonstra que o controle do equilibrio do animal foi afetado, deixando o

mesmo assimétrico em relacdo ao grupo controle, e ao seu proprio teste realizado antes da
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injecdo. Além de se tornarem assimétricos, os animais das maiores doses também
demonstraram falta de motivacdo para explorar o cilindro, ficando prostrados no centro do
ambiente, e muitas vezes ndo realizam os 20 movimentos de apoio. Esse comportamento ndo
¢ observado nos animais sham que se mostraram bem ativos explorando o ambiente
normalmente e realizando os movimentos rapidamente.

No teste do corner ndo foi possivel observar diferenca estatistica entre os animais
injetados com heme e os injetados com veiculo, porém os valores na analise ficaram proximos
da significancia, portanto se aumentarmos o nimero de animais desse teste acreditamos que a
analise ficara estatisticamente diferente dos animais sham, visto que os animais variaram
muito entre si, 0 que atrapalhou a analise. Além disso, 0s animais demoraram muito tempo
para realizar o movimento de virada, por isso estipulamos de 8-10 movimentos, porém na
literatura utilizam de 10-15 (Hua et al. 2002). Os animais também se mostraram acoados e/ou
desestimulados em explorar o ambiente do canto, o que dificultou o andamento do teste.

O teste do Pole foi utilizado para avaliar a coordenacdo motora, 0s animais que
descem muito rapido ndo conseguem ter firmeza ao segurar no pole, e assim escorregam por
ele descendo rapidamente. Isso foi 0 que observamos nos animais injetados com heme nas
maiores doses. Enquanto os animais injetados com veiculo realizaram a descida caminhando e
até mesmo girando sobre o pole, mostrando coordenagdo motora e firmeza nos movimentos.

Os resultados dos testes sensorio-motores condizem com a lesdo observada nos
animais injetados com heme, visto que a area injetada é a regido do striatum - local de
inducdo da HI utilizado pela maioria dos modelos. Essa regido é a mais acometida pelo AVE
hemorragico em humanos, correspondendo a area dos ganglios da base, que por ser uma
regido grande, suporta grandes hematomas assim como 0s encontrados nos pacientes
(Maclellan et al. 2012). Essa area tem como objetivo cuidar para que 0s movimentos sejam
iniciados e terminados no tempo certo e realizados harmonicamente. Além da funcdo motora,
essa regido cerebral esta relacionada com funcbes emocionais, cognitivas e com a motivagéo
(Lent, 2010). Portanto, comprometendo a celularidade dessa regido, foi possivel observar
danos funcionais e comportamentais nos animais.

Dentre 0os modelos existentes para estudar a HI estd 0 modelo de injecdo de sangue
autologo, criado por Masuda e colaboradores em 1988, no qual o sangue é coletado de um
vaso superficial do animal e injetado no cérebro. Outro modelo desenvolvido é o de injecéo
de colagenase bacteriana — enzima que realiza a digestdo do colageno. Esse modelo foi
proposto por Rosenberg e colaboradores em 1990, e nele a hemorragia ocorre em vasos in situ

imitando a expansdo gradual do hematoma. Também ha o modelo de microbaléo
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desenvolvido por Sinar e colaboradores em 1987, neste modelo o objeto de estudo é o efeito
de massa. Nele, forma-se 0 edema, mas os efeitos da presenca do coagulo e de elementos do
sangue ndo estdo presentes. Por ultimo, existe 0 modelo de avulsdo de vasos cerebrais, que
consiste na exposicdo das veias corticais superficiais pela craniotomia, que sdo avulsionadas
utilizando a ponta de uma agulha, resultando numa hemorragia cortical. Também j& foi criado
um modelo mais simplificado de HI através da injecdo de hemoglobina (Yang et al. 2012),
porém os mais utilizados atualmente sdo o modelo de injecdo de sangue aut6logo e o de
injecdo de colagenase.

O modelo proposto nesse trabalho — de indugdo de HI com a injecdo de heme —
utilizou camundongos fémeas, sendo esse um fator que pode influenciar nos resultados, pois
muitos trabalhos utilizam machos em detrimento a fémeas alegando que o ciclo hormonal das
mesmas pode aumentar a variabilidade, porém, em ambos 0s géneros 0os hormoénios sexuais
podem influenciar a progressao da lesdo (Gokhale et al. 2015). Foi descrito que a testosterona,
dependendo da idade do animal, pode ter papel deletério ou protetor, enquanto que nas
fémeas, o0 estrogénio apresenta carater neuroprotetor, e isso € levado em consideracdo em
casos clinicos, ja que a menopausa é considerada um fator de risco para o AVE. Portanto, o
papel desse hormonio deve ser levado em consideracao neste trabalho (Gokhale et al. 2015).

A escolha do uso de fémeas foi uma das limitacGes encontradas em nosso trabalho
devido a quantidade necessaria para realizacdo de todos experimentos propostos, além disso,
0s proprios animais dificultaram a realizacdo deste trabalho, pois seus dados variavam muito
entre si, e alguns reclamavam de dor logo no pré-teste, sendo entdo excluidos da analise.

Apesar das limitagbes e do processo ser invasivo aos animais, esse modelo possui
como vantagem causar os danos observados na HI com uma menor quantidade de volume
injetado. A maior dose injetada tem 6ul de volume final, o que interfere menos na pressdo
intracraniana dos animais quando comparado aos modelos atualmente utilizados em
camundongos, que injetam 15ul (Sansing et al. 2011). Além disso, grande parte dos trabalhos
utilizam apenas trés testes sensorio-motores nos animais, nosso trabalho realizou cinco testes
dando mais robustez ao resultado final. As doses de heme utilizadas neste trabalho foram
estabelecidas pela quantidade aproximada de heme encontrada no modelo de injecédo de
sangue autologo utilizada na literatura. Portanto, a dose base ¢é a dose 1 referente a quantidade
de heme encontrado em 15ul de sangue (10" moléculas), as demais sdo 10x mais diluida
(dose 0,1 - 10%® moléculas), 10x mais concentrada (dose 10 - 10'® moléculas), 100x mais
concentrada (dose 100 — 10 moléculas) e 1000x mais concentrada (dose 1000 — 10%°

moléculas).
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Dada a importancia da HI ja citada neste trabalho, e a emergéncia de uma terapia
eficaz, ainda sdo necessarios mais estudos para compreender melhor a relacdo da
fisiopatologia da doenca com a inflamacéo e neurodegeneracdo observada a fim de encontrar
novos alvos terapéuticos. Este trabalho teve o objetivo de estabelecer um novo modelo
visando a importancia do heme como componente minimo indutor de dano. Dado o modelo,
novas questdes ainda precisam ser preenchidas para melhor compreendimento. Dentre as
estratégias terapéuticas, o papel do NLRP3 pode ser estudado melhor, visto que ele parece ser
ativado nesse modelo e ser importante para inflamacao observada. Além disso, o ferro parece

desenvolver papel crucial para essa patologia, sendo um bom alvo para uma futura terapia.
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7. Conclusao

A injecdo de heme foi capaz de induzir aumento na producéo de citocinas no cérebro
dos animais, e assim promover inflamagdo. Além disso a injecdo de heme também causou
lesdo tecidual no cérebro dos animais caracterizada pela morte celular e presenca de cicatriz
na regido injetada, de maneira dose resposta. O heme também foi capaz de promover déficits
motores nos animais, dificultando seus movimentos de corrida, e deixando-0s assimétricos e
sem equilibro. Em conclusdo sugerimos que o heme € um bom modelo para estudo da HI e
parece ter papel fundamental na neuroinflamagéo e neurodegeneracdo que é observada nessa

patologia.
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