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RESUMO

Lesdes de hipoxia cerebral, tanto global quanto focal apresentam fisiopatologia
de lesdo de isquemia e reperfusao tecidual, caracterizada pela excitotoxicidade,
ativacdo microglial e neuroinflamacgdo. Estudos envolvendo a minociclina
revelam um efeito secundario neuroprotetor importante, agindo sobre
mecanismos inflamatorios, entre eles o bloqueio da ativacdo microglial, por isto,
€ visada como farmaco potencial em tratamento de lesdes de isquemia e
reperfuséo (I/R). Estudos com modelos alternativos de leséo de hipoxia cerebral
podem apresentar contribuicdes importantes para o entendimento da patologia,
além de novos dados e confirmacfes de resultados presentes na literatura. Com
isso, 0 objetivo deste trabalho é avaliar a acdo da minociclina em diferentes
modelos experimentais de lesdo de I/R cerebral. Para tal, foi utilizado modelo in
vitro com células microgliais de linhagem Bv-2, e modelo in vivo em peixe-zebra.
Ambas as metodologias passaram por padronizacdo de protocolo de hipéxia.
Nos dois modelos utilizou-se o0s seguintes grupos: Controle; Controle +
Minociclina; Hipoxia e Hipoxia + Minociclina. In vitro, em sequéncia ao protocolo
de privacao de oxigénio e glicose (POG), os grupos tratados receberam 50 yM
de minociclina por 24h. Apés as 24h as amostras foram retiradas para as
andlises neuroquimicas. Em peixe-zebra, foi realizada a inducéo da hipoxia
seguido da administracdo de minociclina a 1mg/L por 1h. Apds esse periodo
foram realizados os experimentos comportamentais e neuroquimicos. In vitro
pela técnica de MTT observou-se que a minociclina € capaz de reverter a
reducdo de viabilidade celular induzida pela hipoxia, também foi capaz de
diminuir a ativacdo de microglias ap6s POG, aumentando niveis de IL-10. Além
disso, foi possivel observar que a minociclina foi capaz de reverter o aumento
dos indices de DCFH. O protocolo POG em Bv-2 padronizado no presente
estudo reproduziu dados caracteristicos da fisiopatologia de lesdo I/R pés
hipéxia em parametros de estresse oxidativo, niveis de glutamato e citocinas pré-
inflamatoérias. Em modelo in vivo pela técnica de TTC observou-se que a
minociclina reverteu a reducao da viabilidade celular induzida pela hipdxia, além
de reverter a area de lesdo isquémica. A minociclina também se mostrou capaz
de auxiliar na recuperacdo comportamental de parametros motores apos hipoxia.
O protocolo de hipéxia em peixe-zebra padronizado no presente estudo
reproduziu dados caracteristicos da fisiopatologia de lesdo I/R em parametros
de estresse oxidativo e niveis de glutamato. Com estes resultados conclui-se
gue modelos de cultura de células e de peixe-zebra séo alternativas vantajosas,
capazes de reproduzir a literatura e propor novas importantes perspectivas para
pesquisas. E que a minociclina em dose Unica foi capaz de reverter os danos
causados sobre a viabilidade celular em ambos os modelos. Além de reduzir a
ativacao microglial in vitro, e melhorar pardmetros comportamentais in vivo.

Palavras chave: Hipdxia, minociclina, peixe-zebra, micréglia.



ABSTRACT

Global and focal Cerebral hypoxia lesions, present pathophysiology of tissue
ischemia and reperfusion injury, characterized by excitotoxicity, microglial
activation and neuroinflammation. Studies related minocycline reveal an
important neuroprotective secondary effect, acting on inflammatory mechanisms,
including the blockade of microglial activation. Therefore, this targeted as a
potential drug in the treatment of I/R lesions. Studies using alternative models of
brain hypoxia injury may present important contributions to the understanding this
pathology. Thus, the aim of this study was evaluate the effect of minocycline in
different experimental models of brain I/R injury. For this, the in vitro model
through microglial Bv-2 lineage cells, and in vivo model in zebrafish was used.
Both methodologies underwent hypoxia protocol standardization. For both
models, the following groups were applied: Control; Control + Minocycline;
Hypoxia and Hypoxia + Minocycline. In vitro, following the POG protocol, the
treated groups received 50 uM of minocycline for 24h, after 24h samples were
taken for analysis. In zebrafish, hypoxia was induced followed by the
administration of minocycline at 1mg/L for 1h. After this period, behavioral and
neurochemical experiments were carried out. In vitro by the MTT technique it was
observed that minocycline is able to reverse the reduction of cell viability induced
by hypoxia, it was also able to decrease the activation of microglia after POG,
increasing levels of IL-10. In addition, it was possible to observe that minocycline
was able to reverse the increase of DCFH levels. The POG protocol in Bv-2
standardized in the present study reproduced characteristic data of the
pathophysiology of post-hypoxia I/R injury in parameters of oxidative stress,
glutamate levels and pro-inflammatory cytokines. The in vivo model using the
TTC technique, it was observed that minocycline reversed the reduction in cell
viability induced by hypoxia, and also to reversing the area of ischemic injury.
Minocycline was also able to help in the behavioral recovery of motor parameters
after hypoxia. The zebrafish hypoxia protocol standardized in the present study
reproduced characteristic data on the pathophysiology of I/R injury on oxidative
stress parameters and glutamate levels. These results pormits to conclude that
alternative models of cell culture and zebrafish are advantageous alternatives,
able to reproduce the literature data and proposing important new perspectives
for research. And that single-dose minocycline was able to reverse the damage
caused under cell viability in both models. In addition to reducing microglial
activation in vitro, and improving behavioral parameters in vivo.

Keywords: Hypoxia, minocycline, zebrafish, microglia.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Mecanismos contribuintes para alesao de I/R............cccccccooviviinneene 16
Figura 2: Ativacao microglial frente a0 AVC.........cccoeviiiiiiieiciiiieeeeee 20

Figura 3: Desenho experimental da primeira etapa: experimento in vitro com

Células BV-2 (IMICIOGIAS).......ccciiiiiiieeiiiiicierie e e e e e e e e 28

Figura 4: Desenho experimental da segunda etapa: experimento in vivo com
modelo animal de peiXe-zebra...........coooo i 32

Figura 5: Efeito in vitro da minociclina sobre a viabilidade celular em cultura de
células de micréglia (BV-2) ap0s 0 protocolo POG..........ccccvvvviiiiiiieieeeeeeeieeee, 39

Figura 6: Efeito in vitro da minociclina sobre as caracteristicas morfologicas de

cultura de células de micréglia (BV-2) ap6s o protocolo POG...........ccccceeeeenneee. 40

Figura 7: Efeito in vitro da minociclina sobre a razdo DAP/IBA-1, em cultura de

células de microglia (BV-2) apds 0 protocolo POG.............cvveiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 41

Figura 8: Efeito in vitro da minociclina sobre a ativagdo microglial com relacao
aos imunomarcadores DAP/IBA-1 em cultura de células de micréglia (BV-2) apos
(ol o] o] (o eX0] [0 18 =@ L C 70U 42

Figura 9: Efeito in vitro da minociclina sobre os niveis de glutamato em cultura

de células de micréglia (BV-2) apds o protocolo POG...........ccccceevviiiiiiieeeeeeeee, 43

Figura 10: Efeito in vitro da minociclina sobre a oxidagdo de DCFH em cultura

de células de micréglia (BV-2) apds o protocolo POG...........ccccceevveiieiiieeeeeeee, 43

Figura 11: Efeito in vitro da minociclina sobre o contetdo de sulfidrilas em cultura
de células de microglia (BV-2) apds o0 protocolo POG..........ceeveeeeeeiiiiiiiiiic, 44

Figura 12: Efeito in vitro da minociclina sobre a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT em cultura de células de microglia (BV-2) apos o
PrOtOCOI0 POG.....oeiiiiiiiiiiiie et e e e e e ee e 45

Figura 13: Efeito da minociclina in vitro sobre os niveis das citocinas
inflamatorias IL-1B3, IL-6 e IL-10 em cultura de células de microglia (BV-2) apos
(o o] f0] (oot ] [ 18 = 1 TSP 46



Figura 14: Efeito in vivo de diferentes concentracbes de minociclina sobre a

viabilidade celular em peixe-zebra apds o protocolo de hipoxia.............ccccvvnnnn.. 47

Figura 15: Efeito in vivo da minociclina sobre a area isquémica em fatias

cerebrais de peixe-zebra apos o protocolo de hipoXia.............cceeeviieiiieeeeeeenenn. 48

Figura 16: Efeito in vivo da minociclina sobre os niveis de glutamato em cérebro

total de peixe-zebra ap0s o0 protocolo de hipOXia.........c..eeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen, 48

Figura 17: Efeito in vivo da minociclina sobre a oxidacdo de DCFH em fatias

cerebrais de peixe-zebra ap0s o protocolo de hipoxia............cceevviiieeieeriiiinenen. 49

Figura 18: Efeito in vivo da minociclina sobre os niveis de TBARS em fatias

cerebrais de peixe-zebra apds o protocolo de hipoxXia............cccceeevveieeiieeeeeeenennn, 50

Figura 19: Efeito in vivo da minociclina sobre o contetdo de sulfidrilas em fatias

cerebrais de peixe-zebra apds o protocolo de hipoxXia............cccceeevieeeeiieeeeeennennn, 50

Figura 20: Efeito in vivo da minociclina sobre a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT em fatias cerebrais de peixe-zebra apds o protocolo

(o L= ] 010 ) - VP 51

Figura 21: Efeito in vivo da minociclina sobre diferentes parametros motores de

peixe-zebra apds 0 protocolo de NIPOXia...........eevveeiiiiieieieiiiiieeeee 52

Figura 22: Efeito in vivo da minociclina na distancia percorrida por peixe-zebra

apOs 0 ProtoCcol0 de NIPOXIA.......ceviiiiieeeeeei i 53



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AVC- Acidente vascular cerebral

BDNF- Fator neurotroéfico derivado do cérebro (do inglés, brain

derived neurotrophic factor)

BHE- Barreira hematoencefalica

Ca*- Célcio

CAT- Catalase

DAMPS- Padrdes moleculares associados a danos (do inglés, damage-
associated molecular patterns)

DCF- Fluorescente 2’,7’-diclofluoresceina

DCF-DA- Diacetato de 2,7-diclorofluoresceina

DMSO- Dimetilsulféxido

ERO- Espécies reativas de oxigénio

FDA- Food and Drug Administration

GDH- Glutamato desidrogenase (do inglés, glutamate dehydrogenase)
I/R- Isquemia e reperfuséo

IGF-1- Fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (do inglés, insulin-like
growth factor-1)

IL-1- Interleucina 1

IL-10- Interleucina 10

IL-6- Interleucina 6

MCAO- Oclusédo da artéria cerebral média (do inglés, Middle cerebral artery
occlusion)

MTT- Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio

Na* /K*ATPase- Bomba de sodio e potassio

NMDA N-metil D-Aspartato

O2- Oxigénio

pH - Potencial hidrogenidnico

POG- Privacéo de oxigénio e glicose

SBF- Soro bovino fetal

SNC- Sistema nervoso central

SOD- Superéxido dismutase



TGF-3- Fator de Crescimento transformador-f3 (do inglés, transforming growth
factor B)

TNF-a- Fator de necrose tumoral alpha (do inglés, Human Tumor Necrosis
Factor-a)

tPA- Ativador do plasminogénio tecidual

TTC- 2,3,5- triphenyltetrazolium chloride

UNESC- Universidade do Extremo Sul Catarinense

VEGF- Fator de crescimento endotelial vascular (do inglés, vascular endothelial
growth fator)



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt aneas 13
1.1 ISQUEMIA E REPERFUSAO CEREBRAL- DEFINI(;AO E ASPECTOS
EPIDEMIOLOGICOS ...ttt sttt 13
1.2 FISIOPATOLOGIA DA LESAO DE I/R CEREBRAL........c.ccceevvevennnn. 15
1.2.1 Mecanismos intracelulares da les8o I/R...........ccccccuvvvviiiniiiinnnnnnnnnns 16
1.2.2 Neuroinflamacé&o e o papel da micréglia sobre a I/R cerebral ...... 18
1.3 MODELO IN VITRO ..ot e e e 20
1.4 PEIXE-ZEBRA .. ..ottt 22
15 MINOCICLINA . .ttt e e e e e e s s reeeeeeeeane 23
1.6 JUSTIFICATIV A e 25
2. OBUIETIVOS. ..ottt 26
2.1 OBJIETIVO GERAL ...ttt 26
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ot 26
3. MATERIAIS E METODOS ......coviiieeeeeeeeeeeeete e 27
3.1 PRIMEIRA ETAPA: EXPERIMENTOS IN VITRO EM LINHAGEM BV-2
DE MICROGLIAS ...ttt 27
3.1.1  Linhagem BV-2 ... 27
3.1.2 Modelo de protocolo de privacdo de oxigénio e glicose in vitro .. 27
3.1.3 Desenho experimental BV-2........ooooi 28
3.2 SEGUNDA ETAPA: EXPERIMENTOS IN VIVO EM MODELO
EXPERIMENTAL DE PEIXE-ZEBRA ........ccooiiiiiieeee et 29
3.2 1  PeIXE-ZEDIA oo, 29
3.2.2 Modelo de protocolo de hipoxia em peixe-zebra..........cccccceeeeeennes 30
3.2.3 Desenho experimental peixe-zebra ........ccccoo 31
3.3 METODOLOGIAS DAS ANALISES APLICADAS ........ccccveeveeeeevenene, 32
3.3.1 Viabilidade celular por MTT.......oiiiiiieiiieece e, 33
3.3.2 Viabilidade celular por TTC ..., 33
3.3.3 Visualizagdo da area isquémica por coloragdo de TTC................. 33
3.3.4 Ensaio de imunofluoresCéncia ........cccccoeeeeeeie 34
3.3.5 Dosagem de ProteiNas...........cuuiiiiiieeiiiiiiiice e 34
3.3.6 Dosagem de citocinas por ELISA ... 34
3.3.7 Niveis de glutamato por kit de atividade de GDH..................cccee. 35
3.3.8  OXidaG80 POIr DCFH .....oiiiiiiiiiiiii e 35



3.3.9 Conteddo de sulfidrila ......cccceeeeeeeiie e, 36
3.3.10 Niveis de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

36

3.3.11 Atividade da CatalaSe .......ccooeeeeiiiiiiiiiiiiiee e 37
3.3.12 Atividade da SOD ... 37
3.4 COMPORTAMENTO MOTOR DE PEIXE-ZEBRA APOS PROTOCOLO
DE HIPOXIA ..ottt ettt sttt e e 37
3.5 ANALISE ESTATISTICA ...ttt 38
4, RESULTADOS ...t et e e e e e ea e 39
4.1 VIABILIDADE CELULAR EM LINHAGEM BV-2........ccooiiiiiiiiiiieeeeene 39
4.2 MORFOLOGIA CELULAR POS PROTOCOLO POG.........c.ccoeeveenenee. 39
4.3 ATIVAC}AO MICROGLIAL ..t 40
4.4 NIVEIS DE GLUTAMATO EM BV-2.....cueiieeiee et 42
4.5 AVALIACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
CELULAS BV=2 ...ttt ettt enenenens 43
451 OXidag8o de DCFH.......cccooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 43
452 Conteddo de grupos sulfidrilas ......cccccoooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiece e 44
4.5.3 Atividade de enzimas antioXidantesS........cccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeen, 45
4.6 NIVEIS DE CITOCINAS INFLAMATORIAS EM CELULAS BV-2........ 45
4.7 TESTE DA CONCENTRAQAO DE MINOCICLINA EM PEIXE-ZEBRA
A PARTIR DA VIABILIDADE CELULAR ... 46

4.7.1 Visualizacdo da area isquémica por coloracéo de TTC em peixe-
zebra 47

4.8 NIVEIS DE GLUTAMATO EM PEIXE-ZEBRA ......cocooiieieeeeeeeeeen 48
4.9 AVALIAQAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM

PEIXE-ZEBRA . ... .ttt e e e e e e e e e e e e e 49
4.9.1 OXidac8o de DCFH......ccoiiiiiiie e 49
4.9.2 Peroxidagao lPidiCa....ccueiiiiiiiiiiiiie e 49
4.9.3 Contetdo de grupos sulfidrila ......ccccccovviiiiiiii 50
4.9.4 Atividade de enzimas antioXidantesS..........cceevevvveiiiiiiiieeeeeeeeeiiinnn 50
410 COMPORTAMENTO MOTOR DO PEIXE-ZEBRA .........ccccvvvvveeeeens 51
4.10.1 Perfil locomotor em peixe-zebra apo6s protocolo de hipoxia..... 52
5. DISCUSSAOD ......oouiiiiieieiee ettt 54

6. CONCLUSAO ..o e e, 63



7.

REFERENCIAS



13

1. INTRODUCAO

1.1 ISQUEMIA E REPERFUSAO CEREBRAL- DEFINICAO E ASPECTOS
EPIDEMIOLOGICOS

A isquemia pode ser definida como a interrupcéo parcial ou completa
do fluxo sanguineo em determinado 6rgdo ou tecido. Essa interrupcéo leva a
privacdo de substancias essenciais a sobrevivéncia celular, como a glicose,
oxigénio e outros substratos metabodlicos (Dirnagl et al., 1999). Logo apds o
episodio isquémico surge a reperfusdo, que € definida como a fase de retorno
do fluxo sanguineo ao 6rgao ou tecido acometido pela isquemia. Mesmo que seu
surgimento tenha o objetivo de restaurar a homeostase no tecido lesado, o
retorno repentino da circulagdo pode acarretar em uma onda de formacéao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e agravar o processo inflamatorio local
(Eltzschig e Eckle 2011; Mizuma; Yenari, 2017; Wu et al., 2018).

Juntos, estes episédios sdo nomeados como lesdo de
isquemia/reperfuséo (I/R), e possuem grande potencial de dano ao tecido
acometido. Este tipo de leséo esta presente em diversas patologias, contribuindo
diretamente com os altos indices de mortalidade e de déficits permanentes
(Eltzschig e Eckle, 2011; Wu et al., 2018). O infarto agudo do miocardio € uma
das doencas mais caracteristicas da lesdo de I/R. Esta patologia isquémica do
coracdao foi a principal causa de morte entre os brasileiros em 2019, chegando
em cerca de 171 mil casos (Oliveira et al.,, 2020). Outras patologias que
compartilham a fisiopatologia da lesao de I/R sdo a leséo renal aguda (Hoste et
al., 2018), obstrucao arterial aguda (Da Silveira e Yoshida, 2019), obstrucéo
intestinal (Ribeiro e Yoshida, 2019), e o acidente vascular cerebral (AVC), foco
do presente estudo.

O cérebro pode ser afetado por lesdes de I/R em diferentes condices,
com a isquemia cerebral global e a isquemia cerebral focal. Devido a sua grande
demanda de oxigénio (O2), e dependéncia constante para manter as condicdes
normais de funcionamento, pode-se observar em episédios isquémicos
cerebrais, de ambas as condi¢bes, uma cascata de eventos causadores de
danos (Dirnagl et al., 1999; Campbell et al., 2019). Estes variam conforme a

gravidade e intensidade da isquemia, mas geralmente interferem na
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funcionalidade cerebral, e sdo capazes de ocasionar sequelas permanentes
(Peskine et al, 2010; Wu et al., 2018).

A isquemia cerebral focal, ocasionada pelo AVC é a condi¢do de
maior incidéncia entre a populacdo mundial (Feigin et al., 2018). Ocorre devido
a interrupcédo aguda do fluxo sanguineo arterial, e possui duas classificacdes,
conforme sua fisiopatologia. E nomeado AVC isquémico quando o vaso é
obstruido por um émbolo ou trombo. J& o AVC hemorragico € decorrente de uma
ruptura da parede da artéria cerebral (Dirnagl et al., 1999; Campbell et al., 2019).

Estes episodios apresentam um ndcleo isquémico, que é definido
como o volume de tecido no qual todas as células cerebrais, vasos sanguineos,
e fibras nervosas sofreram a hipdxia, e consequentemente a necrose (Dirnagl et
al., 1999). Contornando o nucleo isquémico, ha uma area de transicao conhecida
como penumbra isquémica, que corresponde a um grupo de células que
perderam parcialmente o fluxo sanguineo (Campbell et al., 2019). Embora esta
area esteja metabolicamente ativa, seu funcionamento ocorre de forma reduzida
e prejudicada, apresentando-se vulneravel ao ambiente de leséo I/R, podendo
acometer mais células com o tempo e/ou também se tornar parte do nucleo
isquémico (Dirnagl et al., 1999; Del Zoppo et al., 2009; Mizuma e Yenari, 2017).

De maneira geral, o AVC afeta anualmente 13,7 milhdes de pessoas
no mundo, e é considerado a segunda maior causa de mortalidade, com 5,5
milhdes mortes por ano (Feigin et al., 2018). Outros dados epidemioldgicos
trazem estatisticas alarmantes em relacao aos sobreviventes do AVC, colocando
a patologia como uma das principais causadoras de incapacidade fisica ou
neurolégica. Suas consequéncias sdo diversas, podendo causar déficits
neuroldégicos permanentes, dentre as quais se destacam a hemiplegia, reflexos
diminuidos, dorméncia e problemas de equilibrio. Estima-se que atualmente
exista mais de 80 milhdes de sobreviventes do quadro de AVC, gerando um
grande problema econémico mundial (Johnson et al., 2019).

A isquemia cerebral global ocorre quando ha uma faléncia circulatéria
generalizada, sendo secundaria a outras causas (Sanganalmath et al., 2017).
Como exemplos, pode-se citar casos decorrentes por parada cardiaca, cirurgias
de grande porte com bloqueio da circulacdo sanguinea, e choques hemorragicos

ocasionados por traumas. Mesmo que o acometimento seja global, o cérebro é
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sempre o0 6rgdo mais atingido, e um dos primeiros a sofrer as consequéncias da
lesdo de I/R, devido ao seu alto consumo de energia e atividade elétrica,
chegando a 20% do consumo total de oxigénio (Harukuni; Bhardwaj, 2006; T
Neumann et al., 2013). Em geral, quanto mais completa a privacdo, mais grave

0 dano ao cérebro e maiores as consequéncias (Peskine et al., 2010).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA LESAO DE I/R CEREBRAL

A fisiopatologia da lesdo cerebral isquémica & complexa, com
diferentes mecanismos sendo ativados simultaneamente, como demonstrado na
figura 1. A leséo atinge o cérebro de maneira ndo uniforme, e tem como alvo
diferentes tipos celulares (Ceulemans et al., 2010; Wu et al., 2018). Alguns
mecanismos ganham destaque na lesdo isquémica, como o0 aumento intracelular
de célcio e excitotoxicidade; comprometimento mitocondrial, e ativacdo de vias
de morte celular; producdo excessiva de ERO e nitrogénio (ERN) e ativacdo de
células imunes, principalmente micréglias, que liberam mediadores inflamatorios
(Harukuni; Bhardwaj, 2006; Ceulemans et al., 2010; Campbell et al., 2019).
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Figura 1: Mecanismos contribuintes para a les&o de I/R. A ocluséo arterial ocasiona uma
cascata de acontecimentos que fazem parte da lesdo de isquemia e reperfusdo, ambos os
acontecimentos danosos da cascata poderdo resultar em necrose e/ou apoptose celular.
Adaptada de Ceulemans et al, (2010).

1.2.1 Mecanismos intracelulares da lesao I/R

Devido a interrupcédo do fluxo sanguineo e consequente escassez de
oxigénio e glicose, as células cerebrais obrigatoriamente iniciam o sistema
anaerobico. Este tipo de respira¢do causa dano mitocondrial levando a alteracdo
do potencial hidrogeniénico (pH) intracelular, o tornando mais acido, que por si
s, € capaz de ativar vias de necrose (Campbell et al., 2019). A perda de
homeostase celular resulta na falha da bomba de sédio e potassio (Na*
/IK*ATPase), despolarizacdo celular e aumento das concentracgdes intracelulares
de célcio (Ca*) (Ceulemans et al., 2010; Campbell et al., 2019).

O aumento do Ca* intracelular € um ponto chave para o
desencadeamento de varios eventos tais como a ativagdo de enzimas

proteoliticas calcio dependentes. Entre elas, as fosfolipases que promovem a
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degradacéao de proteinas estruturais de membrana e do citoesqueleto, oxidacdo
lipidica, edema celular e ativagdo da via de necrose (Szydlowska; Tymianski,
2010). O Ca* também ativa enzimas, como as endonucleases, que levam a
quebra do DNA, enzimas pro-oxidantes, como 6xido nitrico sintase e resultam
na producdo de oOxido nitrico, de ERO e ERN (Clarkson et al., 2010; Belov
Kirdajova., et al 2020).

As respostas decorrentes do aumento de Ca+, associadas a
despolarizacdo celular progressiva, e a falha na bomba de Na+ /K+ATPase
induzem a liberacdo do neurotransmissor excitatério glutamato (Choi; Rothman,
1990). O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso
de mamiferos. Em baixas concentracdes, desempenha um papel fisioldgico
importante, controlando muitas a¢des no encéfalo, como a rapida transmissao
sinaptica para a comunicacdo neurdnio a neurbnio, crescimento neuronal,
orientacdo dos axonios, desenvolvimento e maturacdo do cérebro e na
plasticidade sinaptica. Porém em altas concentra¢cbes na fenda sindptica,
contribui para a fisiopatologia de doencas como o AVC, epilepsia, além de
doencas neurodegenerativas tais como doenca de Alzheimer e de Parkinson
(Clarkson et al., 2010; Lai et al., 2014).

O acumulo de glutamato na fenda sinaptica € neurotoxico e faz com
gue ocorra ainda mais entrada de Ca+ na célula, principalmente por causar a
hiperativacdo de receptores, como o0 N-metil D-Aspartato (NMDA).
Consequentemente sdo desencadeados danosos e vias de morte celular, que
caracterizam o quadro de excitotoxicidade glutamatérgica, considerado um dos
principais responsaveis pelo dano neural, e um dos primeiros desencadeadores
de necrose e apoptose no nucleo isquémico (Clarkson et al, 2010; Lai et al.,
2014; Campbell et al., 2019; Belov Kirdajova et al., 2020).

Nessa cascata de eventos a mitocondria desempenha um papel
importante no processo de morte celular durante a lesé@o I/R. Ocorre um prejuizo
na funcionalidade da cadeia respiratoria, produzindo em excesso de ERO,
ocasionando lesdo e perda de elétrons, gerando edema celular, estresse e lise
celular, resultando em necrose. Adicionalmente ocorre o inchago na matriz

mitocondrial, ocasionando a ruptura ou abertura de canais que liberam o
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citocromo C, que ativa caspases iniciando a cascata de sinalizacao apoptotica
(Harukuni. Bhardwaj, 2006; Belov Kirdajova et al., 2014).

1.2.2 Neuroinflamacgéo e o papel da microglia sobre a I/R cerebral

ApOs o episodio isquémico inicial, ainda na primeira hora surge a
reperfusdo tecidual, com intuito de reestabelecer o aporte de oxigénio e
nutrientes da area atingida (Eltzschig e Eckle 2011). Porém este mecanismo
acaba contribuindo para a lesdo dos tecidos acometidos, em consequéncia do
restabelecimento de oxigénio, que favorece a formacdo de EROs, migragao de
células imunes periféricas e diferenciacdo celular. Em conjunto, estes fatores
contribuem para a neuroinflamacéo e morte celular (Ceulemans et al., 2010;
Mizuma e Yenari, 2017; Radak et al., 2017).

Devido aos mecanismos de lesdo celular, o ambiente isquémico se
encontra repleto de EROs, padrdes moleculares associados a danos (DAMPS)
e mediadores inflamatérios (Kamel e ladecola, 2012). Consequentemente, a
resposta imune também é ativada, com predominio do perfil pro-inflamatério.
Principalmente na fase aguda, a ativacdo imune pode acontecer de forma
descontrolada, causando leséo celular adicional e prejudicando principalmente
as células adjacentes ao nucleo isquémico que nao tinham sido afetadas como
a regido da penumbra (Ceulemans et al., 2010; Campbell et al., 2019).

Especificamente, as células residentes do sistema nervoso central
(SNC), microglia e astrdcitos, sdo primeiramente ativadas em consequéncia da
hipbxia, posteriormente, as células imunes periféricas também chegam no local
da leséo apds as primeiras horas do evento isquémico (Kamel e ladecola, 2012).
No episddio de lesdo por I/R a microglia € a principal célula responséavel por
coordenar a resposta imune,e regular o dano neuronal. Tais funcionalidades
estdo associadas ao seu desempenho no inicio da cascata inflamatoria e por
possuir a caracteristica de ser modulada de diferentes formas conforme o
estimulo, assumindo fendtipos benéficos, mas também prejudiciais durante o
episodio isquémico (Morrison e Filosa, 2013; Belov et al., 2020).

De forma geral, no cérebro saudavel, as microglias apresentam

morfologia ramificada caracteristica, e geralmente sdo descritas em um estado
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de “repouso” ou MO, embora estejam constantemente trabalhando para manter
a homeostase sinptica e neuronal do SNC (Farber e Kettenmann, 2005).
Quando ativada, a micréglia apresenta uma morfologia amebodide, de tamanho
maior que o da célula em repouso. Nesta condicdo a microglia se apresenta
moldavel, podendo se apresentar em fenotipos distintos M1 ou M2, com
diferentes respostas ao estimulo, assumindo por exemplo, funcées de reparo,
citotoxicidade, regulacao imune e pré-inflamatéria (Tang e Le, 2016; Kanazawa
et al., 2017; Jiang et al., 2020).

Em seu fenotipo M1, a micréglia apresenta resposta imune pro-
inflamatoria. Assim libera citocinas como interleucina 1 (IL-1B), interleucina 6
(IL-6), fator de necrose tumoral alpha (TNFa) e também libera mediadores
citotoxicos como iNOS, levando a producdo de ERO e colaborando com o
aumento do estresse oxidativo e com a neuroinflamacéo (Kanazawa et al., 2017;
Block et al., 2007). Por tais aspectos, esse fendétipo é responsavel por lesionar
células que ainda se mantinham integras pds lesdo, agravar o quadro
inflamatorio, ocasionando morte neuronal e migracdo células inflamatérias
adicionais para o local devido ao dano causado na barreira hematoencefélica
(BHE) (Tang e Le, 2016; Jiang et al., 2020).

Com caracteristicas opostas, o fenotipo M2 apresenta respostas
neurotréficas, restauradoras, antioxidantes e anti-inflamatorias, sendo benéfico
para o tecido lesionado (Neumann et al., 2006). A ativacdo do perfil M2 associa-
se com o aumento da sintese de moléculas como o fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-1), além da expressao de citocinas
como a interleucina 10 (IL-10) e fator de crescimento transformador-g (TGF-B)
(Kanazawa et al., 2017).

Se tratando da lesdo isquémica, a micrdglia sai do estado de repouso
e é ativada, migrando para o local acometido e se torna protagonista da resposta
inflamato6ria do SNC, como mostra a figura 2 (Gaire, 2021). O fenétipo M1
predomina a resposta microglial aguda, principalmente nas primeiras 12 horas,
0 que acaba exacerbando o ambiente inflamatério e acarretando em uma maior

area de lesdo. Nos dias seguintes, o perfil M1 demonstra uma tendéncia
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decrescente. Ja o fendtipo M2 mostra ativacdo apos o final do primeiro dia, e
mantém o aumento nos dias seguintes (Jiang et al., 2020; Kanazawa et al, 2017).

Estudos apontam que a inibicdo da ativagao microglial atenua a lesao
cerebral induzida por isquemia, em razdo da exacerbacao inflamatéria causada
por M1 (Yrjanheikki et al., 1998; Franco et al., 2012). Em contraste, também
existem evidéncias de que a ativacdo microglial M2 é necessaria para a
neurogénese do tecido, reduzir a apoptose neuronal e recuperar a
funcionalidade do SNC apds isquemia cerebral (Neumann et al., 2006). Por este
motivo, estudos que visam estratégias para modular o fenotipo microglial vem
crescendo nos estudos de isquemia cerebral (Gaire, 2021; Kanazawa et al,
2017).

M1 microglia

Mediadores

pré-inflamatérios |

— & _’ \\,‘"‘__ .
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Figura 2: Ativacdo microglial frente ao AVC. Durante o episddio isquémico decorrente do AVC,
a micréglia é ativada e assume dois diferentes fenétipos. Em M1 suas caracteristicas pro-
inflamatérias levam a liberacdo de mediadores que resultam em neurodegeneracgéo e alteracdes
funcionais. Em M2 as caracteristicas anti-inflamatérias e liberacdo de fatores de crescimento
resultam em neuroprotecao e recuperagdo da lesdo isquémica. Adaptada de Adaptado de Gaire
(2021).

1.3 MODELO IN VITRO

Modelos in vitro possibilitaram uma grande compreensao da
fisiopatologia das doencas humanas, gerando grandes possibilidades
experimentais e de analises. Essa estratégia permite a investigacdo de

mecanismos bioquimicos e moleculares especificos de certa linhagem celular,



21

sendo mais pratico, econdmico e possibilita a diminuicdo do uso de animais em
pesquisas (Holloway et al., 2016).

Para mimetizar episédios isquémicos em culturas celulares, o
protocolo de privacdo de oxigénio e glicose (POG) é adotado em diversas
literaturas (Kalda et al., 1998; Antonic et al., 2012; Ferrer-Acosta et al., 2017;
Sommer, 2017; Juntunen et al.,, 2020). As metodologias tém em comum a
diminuicdo da concentracdo de O:2 por infusdo de gas nitrogénio, e a troca do
meio de cultura comum, com aporte de nutrientes (Biotina, Vitamina B12 e Acido
Para Aminobenzoico) e glicose, para um meio sem estes componentes
(Goldberg e Choi, 1993; Sommer, 2017). No entanto divergéncias em alguns
detalhes sao verificadas como, o tempo de protocolo de POG que varia na
literatura, podendo ser entre 1 a 24 horas. ApGs o tempo determinado, as células
retornam as condi¢cbes ideais de cultivo, em estufa padrdo e com meio
enriquecido com nutrientes e glicose (Holloway et al., 2016).

O retorno as condi¢cdes padrdoes se assemelha a reperfusdo que
acontece apos as lesdes isquémicas, o que aumenta a semelhanca do modelo
com as condic¢@es in vivo (Goldberg e Choi, 1993). Tem se descrito que o modelo
POG provoca excitotoxicidade e aumento de glutamato extracelular, lesao
mitocondrial, tumefacdo celular em 1 hora, seguida de morte celular, liberacao
de mediadores inflamatorios e estresse oxidativo, todos eventos caracteristicos
de leséo de I/R in vivo (Kalda et al., 1998; Antonic et al., 2012; Ferrer-Acosta et
al, 2017; Juntunen et al, 2020). Hu et al (2012), utilizando modelo POG relataram
que a adicdo de micrdglia M1 a cultura de células resultou em um aumento de a
morte neuronal, em contraste, a micréglia M2 protegeu neurbnios contra 0s
danos da POG.

Diante do exposto, a micréglia é considerada uma peca chave na
cascata inflamatoria e no desfecho da lesdo, sendo um alvo potencial para
pesquisas envolvendo tratamentos para isquemias cerebrais (Hu et al., 2012;
Gaire, 2021). Para aprofundar os estudos desta linhagem celular in vitro, uma
das estratégias mais adotadas € a utilizacdo da linhagem celular BV-2 (mus
musculus), que s&o microglias imortalizadas derivadas de ceérebros de

camundongos saudaveis com 10 dias de idade. Como mostra os estudos de



22

Zeng e colaboradores (2017), e Fu e colaboradores (2020), que aplicaram a

linhagem BV-2 no modelo de POG citado anteriormente.

1.4 PEIXE-ZEBRA

A descoberta e a aprovacao de um novo farmaco envolvem uma série
de processos, que normalmente passam pela etapa de validacdo em modelos
animais para finalmente, chegarem em humanos. O peixe-zebra (Danio rerio),
um pequeno teledsteo de dgua doce, de apenas 3 a 4 cm, pertencente a familia
Cyprinidae, veem sendo utilizado de forma crescente para potenciais validacoes
e pesquisas em diversas areas da biologia, como: genética e gendmica,
teratologia, biologia do desenvolvimento, comportamento e toxicologia (Vascotto
et al., 1997; Veldman e Lin, 2008).

E possivel citar diversos beneficios em se trabalhar com o modelo de
peixe-zebra, como: baixo custo animal, demanda de pouco espaco, facilidade de
reproducéo, rapido desenvolvimento e menor investimento financeiro quando
comparado aos roedores (Walcott e Peterson, 2014). Além disso, a pesquisa em
diversas areas da biologia se torna aplicavel, ja que grandes segmentos dos
cromossomos do peixe-zebra se igualam aos cromossomos humanos, e de
camundongos (Barbazuk et al., 2000). O Instituto Sanger iniciou em 2001 o
sequenciamento do genoma total do peixe-zebra, observando uma homologia
de aproximadamente 70-80% com o genoma humano (Stern e Zon, 2003).

Este pequeno teledsteo € muito usado em pesquisas com farmacos,
principalmente para fins de triagem medicamentosa, pois é capaz de absorve-
los diretamente da agua pelas suas branquias e acumula-los em diferentes
tecidos, dentre eles o SNC (Yang et al., 2009). H4 também um alto grau de
conservacao entre humanos e peixes-zebra em respeito as respostas aos
medicamentos, o que indica um alto grau de sequéncia de aminoacidos
identificadas em sitios de proteina ativa, onde muitos medicamentos se ligam
(Milan et al., 2003).

No que se trata de doencas neuroldgicas, 0 peixe-zebra vem se
fortalecendo como um modelo alternativo importante. Isso se deve ao alto grau

de similaridade entre o SNC do peixe-zebra e dos seres humanos, o tornando
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capaz de fornecer dados fundamentais sobre o desenvolvimento e funcao
cerebral, elucidar mecanismos neurais e moleculares de doencas neurolégicas,
além de triagem medicamentosa (Chen et al., 2021). Diversos sistemas de
neurotransmissdo amplamente estudados em mamiferos ja foram identificados
e descritos em peixe-zebra, tais como: colinérgico (Behra et al.,, 2002),
dopaminérgico (Boehmler et al.,, 2004), GABAérgico (Kim et al., 2004),
histaminérgico (Kaslin e Panula, 2001), serotoninérgico (Rink e Guo, 2004),
glutamatérgico (Rico et al., 2010).

Pesquisas envolvendo danos cerebrais de lesdo I/R no modelo de
peixe-zebra sdo pouco mencionadas na literatura. Yu e Yang (2011),
padronizaram pela primeira vez o protocolo de hipdxia em peixe-zebra a partir
da infusdo de nitrogénio em tanque de agua vedado, e este foi reproduzido e
adaptado por Braga et al (2013). Para que o peixe-zebra se iguale as condi¢cdes
impostas em pacientes apds quadro de isquemia cerebral, adotou-se a faixa de
oxigénio relatada como hipdxia severa de curto prazo em peixe-zebra, que é de
<1,5mg L de O2 dissolvido na agua (Ngan e Wang, 2009). Essa faixa é capaz
de levar a perda de consciéncia nos animais em poucos minutos, e pode resultar
em 6bito. Os resultados obtidos demonstram que a fisiologia e 0 comportamento
do peixe-zebra sdo afetados pela diminuicdo drastica dos niveis de O2, de
maneira semelhante aos modelos tradicionais de hipdxia-isquemia (Yu e Yang,
2011; Braga et al., 2013).

1.5 MINOCICLINA

A minociclina € um derivado de tetraciclina semissintética, que tem
sido utilizado como um medicamento antimicrobiano para o tratamento de
diversas doencas infecciosas (Garrido-Mesa et al., 2013). E um farmaco
altamente lipofilico, capaz de cruzar a BHE, e possui meia-vida variavel entre 15
e 23 horas (UpToDate, 2021). Além de seus efeitos antimicrobianos, foi
reconhecido que o farmaco possui efeitos anti-inflamatorios, antiapoptéticos e
neuroprotetores em estudos experimentais e clinicos de diferentes patologias
neuroldgicas, incluindo a lesdo cerebral isquémica (Garrido-Mesa et al., 2013;
Chen et al., 2017; Malhotra et al., 2018).
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Em modelos experimentais de distlrbios neurolégicos agudos, a
minociclina se mostrou um importante inibidor da ativacdo da micréglia, sendo
essa caracteristica associada fortemente a sua capacidade neuroprotetora
(Yrjanheikki et al., 1999; Guimaraes et al., 2010). Sobre a mitocondria, exerce
protecdo, inibindo a ativacdo das caspases 1 e 3 e inibindo a liberacdo do
citocromo C (Yong et al., 2004 Matsukawa et al., 2009). Além disso, reduz a
les&o excitotoxica e protege o cérebro contra estresse oxidativo (Morimoto et al.,
2005; Heo et al., 2006; Guimaraes et al., 2010). Por fim, € capaz de aumentar da
expressdo de BDNF (Wen et al., 2015).

Em pesquisas com foco no AVC, a minociclina é descrita como um
agente terapéutico promissor na atenuacgéo da neuroinflamacéo, principalmente
em razdo da sua acdo sob a micréglia. Estudos pré-clinicos relatam que a
minociclina inibe a ativacdo microglial, reduzindo a morte celular e
consequentemente, diminuindo a &area de infarto apés a oclusdo da artéria
cerebral média (MCAO) (Franco et al., 2012; Cardoso et al., 2013). Outros
estudos concluiram que a supressao da ativacdo microglial pela minociclina
resultou também em niveis reduzidos de citocinas pro-inflamatérias (Yrjanheikki
et al., 1998; 1999; Bye et al., 2007; Yang et al., 2015). Em estudos clinicos, 0s
dados ainda s&o limitados, mas em sua maioria revelam que o tratamento com
minociclina melhora significativamente o resultado neurolégico em pacientes
isquémicos agudos (Malhotra et al., 2018; Naderi et al., 2020).

A Unica droga aprovada pela FDA (Food and Drug Administration)
para o tratamento do AVC agudo € o ativador do plasminogénio tecidual (tPA),
um agente trombolitico. Porém, a reperfusdo que ocorre apdés a terapia
trombolitica pode exacerbar a lesdo cerebral causada pela isquemia cerebral
(Piccardi et al., 2018). Por este motivo, a administracao de neuroprotetores como
a minociclina se torna tdo importante, e vira foco de pesquisas que visam reduzir

a lesdo neuronal consequente da neuroinflamacao e agravada pela reperfusao.
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1.6 JUSTIFICATIVA

Pesquisas apontam a minociclina como um farmaco promissor no
tratamento da neuroinflamacéao resultante de episodios de leséo I/R cerebral. O
farmaco apresenta acao anti-inflamatoria e neuroprotetora, com destaque para
a inibicdo da ativacao microglial.

Os estudos preé-clinicos de isquemias cerebrais em modelos de
roedores ja estdo bem descritos na literatura, assim como 0 uso da minociclina
no tratamento do mesmo. A partir desta afirmacéo, o presente trabalho propds
dois modelos alternativos, in vitro utilizando a linhagem microglial BV-2, e in vivo
utilizando o peixe-zebra, com intuito de aprofundar o entendimento da acéo da
minociclina perante a lesdo de I/R. E além disto, corroborar com os achados na
literatura, e possibilitar a validagdo dos modelos alternativos propostos para que
sejam utilizados em demais pesquisas.

Para o modelo in vitro, a escolha da linhagem microglial BV-2 teve o
intuito de investigar de forma particular a resposta desta célula, que apresenta
papel tdo importante na acdo da minociclina e na fisiopatologia da lesdo I/R
cerebral. J& o modelo in vivo com o peixe-zebra representa a parte inovadora
deste estudo, que apostou nas vantagens do modelo para estudos neurolégicos,
realizando pela primeira vez a administracdo da minociclina em peixe-zebra para
tratamento de isquemia cerebral. Ambos o0s modelos experimentais se
complementam com suas particularidades, enriquecendo os resultados obtidos

pelo trabalho.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a agao neuroprotetora da minociclina em diferentes modelos

experimentais de lesdo de isquemia e reperfusdo cerebral

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizar a técnica de inducdo de lesédo I/R cerebral tanto em
modelo experimental in vitro, quanto in vivo em peixe-zebra.

- Avaliar se a minociclina promove efeito protetor na viabilidade celular
no modelo de lesé&o I/R cerebral in vitro e in vivo.

- Avaliar se a minociclina promove efeito protetor sobre o estresse
oxidativo em modelo de leséo I/R cerebral in vitro e in vivo.

- Avaliar se a minociclina é capaz de regular a liberacdo de glutamato
em modelo de leséo I/R cerebral in vitro e in vivo.

- Avaliar se a minociclina interfere na ativacdo microglial em modelo
de lesé&o I/R cerebral in vitro.

- Avaliar se a minociclina promove efeito protetor sobre parametros
inflamatoérios em modelo de leséo I/R cerebral in vitro.

- Avaliar se a minociclina promove efeito protetor em parametros

motores avaliados em modelo de lesao I/R cerebral in vivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 PRIMEIRA ETAPA: EXPERIMENTOS IN VITRO EM LINHAGEM BV-2
DE MICROGLIAS

3.1.1 Linhagem BV-2

A linhagem celular microglial BV-2 (Mus musculus) foi obtida do Banco
de Células do Rio de Janeiro. BV-2 é uma linhagem celular de microglias
imortalizadas, derivadas de cérebros de camundongos saudaveis com 10 dias
de idade. As células foram cultivadas conforme o Data Sheet 0356-BV-2, em
meio RPMI (Sigma), suplementado com soro bovino 10%, 100 U/mL de penicilina
(Hyclone, Logan, UT, EUA) e 10 U/mL de glutamax (Invitrogen [Thermo Fisher

Scientific]) a 37°C em estufa umidificada contendo 5% de CO..

3.1.2 Modelo de protocolo de privacao de oxigénio e glicose in vitro

As células sdo cultivadas por aproximadamente uma semana até
atingirem a confluéncia desejada (10.000 células por poco em placa de 96 pocos,
condas em camera de Neubauer), para entdo serem utilizadas nos
experimentos. No presente estudo, adaptou-se o protocolo de privacdo de
oxigénio e glicose (POG) segundo Goldberg e Choi (1993). Primeiramente, as
células BV-2 foram retiradas das condi¢tes padrdes de cultivos e colocadas em
meio RPMI sem soro bovino fetal (SBF) e sem glicose em uma estufa
umidificada, a 37°C. Esta estufa foi perfundida com gas nitrogénio, e seus niveis
foram regulados com o auxilio do oximetro, até que chegasse na porcentagem
desejada, de 95% de nitrogénio e 5% de O2. As células foram mantidas nestas
condicdes por 4 horas, tempo necessario para causar isquemia celular.

Apos as 4 horas de POG, as células retornaram ao meio RPMI com
glicose e nutrientes, e para a estufa de cultivo padrdo. Este retorno a situacao
de norméxia mimetiza a reperfusdo da leséo de I/R. Vinte e quatro horas apos
passarem pelo protocolo POG, as células foram retiradas da placa de 96 pocos

e armazenadas em -20°C para as analises.
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3.1.3 Desenho experimental BV-2

As células foram divididas em quadro grupos: Controle,
Controle+minociclina, Hipoxia, Hipoxia+minociclina. Os grupos Hipoxia
passaram pelo protocolo descrito acima, conforme padronizado por Goldberg e
Choi (1993). Os grupos Controles se mantiveram cultivados em meios com
condicbes padrdes para sobrevivéncia.

Os grupos tratados com minociclina, receberam o farmaco na
concentragéo 50uM por pogo por 24h. O tratamento com minociclina foi baseado
na literatura de Rueger et al (2012), que a partir de uma andlise de curva de
dose, afirmou que concentragbes de 10 e 50uM de minociclina aumentaram
significativamente a viabilidade celular. O grupo Hipdéxia+minociclina foi exposto
ao farmaco logo em sequéncia do protocolo POG.

As amostras das células cultivadas no experimento foram coletadas
24h apos o protocolo POG e armazenadas para as analises conforme a figura 3.
As analises realizadas foram: viabilidade celular, imunofluorescéncia, niveis de

citocinas inflamatorias, niveis de glutamato e parametros de estresse oxidativo.
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Figura 3: Desenho experimental da primeira etapa: experimento in vitro com células BV-2
(micrdglias). llustracdo dos quatro grupos, e da sequéncia experimental de cada um deles. A
placa com o meio alaranjado representa o0 meio de cultura RPMI comum para cultivo. A placa
com meio de cultura cinza representa o meio RPMI sem glicose e nutrientes. A placa com meio
de cultura verde representa o tratamento com a minociclina. A letra “N” na estufa representa a
infusdo de gas nitrogénio da estufa. O eppendorf representa a retirada da célula da placa, e
armazenamento para as analises no tempo de 24 horas ap6s protocolo POG. Apenas 0 grupo
Hipdxia e Hipdxia+minociclina passaram pelo protocolo POG. O grupo Controle+minociclina e
Cipdxia+minociclina ficaram em contato com o meio em que a minociclina de 50um estava
dissolvida por 24h, o restante voltou para o meio padrdo RPMI. Fonte: Da autora, 2022.

3.2 SEGUNDA ETAPA: EXPERIMENTOS IN VIVO EM MODELO
EXPERIMENTAL DE PEIXE-ZEBRA

3.21 Peixe-zebra

Para a realizacdo deste projeto, foram utilizadas 230 peixes-zebras
(Danio rerio) adultos (com aproximadamente 4 meses de idade) de ambos 0s
sexos da linhagem heterogénea do fenétipo short-fin (SF). Divididos em 4
grupos: Controle; Controle+minociclina; Hipdxia; Hipoxia+minociclina.

Os animais foram obtidos através do biotério do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), e mantidos
no Laboratério de Psiquiatria Translacional, da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC), em aquérios de 50 litros, com &gua declorada e
continuamente aerada, em um namero de 30 animais por aquario. A temperatura

da agua foi regulada em 28,5 + 1°C, sendo os peixes mantidos em ciclo de claro-
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escuro de 14h/10h controlado por fotoperiodo (luzes acesas as 7h; luzes
apagadas as 21h). As condic¢des fisico-quimicas da agua foram averiguadas
antes e depois dos experimentos. E a alimentagcdo dos peixes ocorreu duas
vezes por dia com artémias. A utilizacdo dos animais seguiu 0 protocolo
experimental que foi submetido para a Comissdo de Etica de Uso em Animais
(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, com o numero de
protocolo de aprovagéao: 52/2020 (Anexo A) e 66/2021 (Anexo B).

3.2.2 Modelo de protocolo de hipoxia em peixe-zebra

Para reproduzir a condi¢do de isquemia cerebral em modelo de peixe-
zebra, adotou-se o protocolo de hipdxia padronizado por Braga e colaboradores
(2013). Para isto, foi utilizado um tanque adaptado com duas aberturas, uma
para saida de oxigénio e outra para acoplar uma bomba de gas nitrogénio e o
sensor do oximetro. Neste tanque foi adicionado 1,5 litros de agua. O gas
nitrogénio ao ser perfundido no tanque, diminui o oxigénio dissolvido na agua. A
taxa de oxigenacdo da agua foi mantida inferior a 1,5 mg/L de oxigénio
dissolvido, esta taxa ja é relatada em literatura como uma hipoxia grave em
peixe-zebra (Ngan e Wang, 2009). A oxigenacéo da agua foi monitorada por todo
o processo utilizando o oximetro (AKSO, AKLA- 63114). E sempre que
necessario o nitrogénio foi perfundido no tanque, até atingir a taxa desejada
inferior a 1,5 mg/L.

Apds a estabilizacdo da faixa de oxigénio dissolvido na agua,
adicionou-se dois peixe-zebra por vez ao tanque, e este foi selado em sequéncia
para manter um ambiente propicio a hipoxia. No tanque, 0s animais passam por
estagios de comportamento caracteristicos de leséo I/R cerebral, como descrito
por Braga et al (2013). Primeiramente nhadam no topo e apresentam agitacao,
apos alguns minutos perdem a postura, e por fim permanecem iméveis, com a
respiracio mais lenta. E neste Ultimo estagio que o peixe-zebra deve ser retirado
do tanque de nitrogénio, e colocado em um aquario padrdo, com condicdes
normais de oxigénio. A retirada do tanque no tempo ideal é crucial para a
sobrevivéncia do animal, por isso a faixa de mortalidade deste protocolo de leséo
I/R cerebral pode chegar a 40% (Yu et al., 2011).
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3.2.3 Desenho experimental peixe-zebra

Os 230 peixes-zebras (Danio rerio), foram divididos em 4 grupos:
Controle (n=48); Controle+Minociclina (n=48); Hipoxia (n=67);
Hipdxia+Minociclina (n=67). Os grupos submetidos a lesdo I/R cerebral
passaram pelo protocolo de hipdxia descrito acima, conforme padronizado por
Braga e colaboradores (2013), por isso o N por grupo foi maior em relacao ao
controle, considerando o risco de mortalidade do modelo (Yu et al.,2011). Os
grupos mantidos em condic¢do “controle” passaram pelo tanque (sem nitrogénio)
apenas para igualar o estresse, e em seguida permaneceram alojados nos
aqguarios comuns de condicdo padrdo. Os grupos tratados com minociclina
receberam o farmaco na concentracdo de 1mg/L, diluido junto a 4gua do aquério,
por 1 hora.

Para estabelecer a concentracdo de 1mg/L de minociclina, foi
previamente avaliado o efeito do farmaco em quatro concentracdes diferentes,
de 90mg/L, 50mg/L, 10mg/L e 1mg/L. Ambas concentracdes foram analisadas
em condicbes de normédxia e hipoxia a partir da técnica de TTC (2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride). De forma quantitativa € possivel mensurar a
guantidade de TTC que foi convertido em formazan por mitocéndrias viaveis,
possibilitando avaliar a viabilidade celular como parametro para toxicidade da
minociclina. A concentracdo de 1mg/L foi escolhida por apresentar boa
viabilidade nas duas condic6es. Com destaque para a condi¢do de hipdxia, em
gue esta concentracdo de minociclina foi capaz de obter resultado semelhante
ao controle. O tempo de 1h foi definido apds observacdo de comportamento do
peixe-zebra.

O grupo Hipdxia+minociclina foi exposto ao farmaco logo em
sequéncia do protocolo de hipdxia. Ao ser retirado do tanque de nitrogénio, o
peixe-zebra foi colocado em um aquario com 1mg/L de minociclina diluida em 1
litro de &gua, durante 1 hora. Ao finalizar 1 hora, os peixes foram eutanasiados,
assim como os demais grupos 1 hora ap0s passarem pelo tanque. Doze animais
de cada grupo passaram pelo teste comportamental de novel tank, ao qual foram

submetidos rapidamente, para que em seguida fosse realizada a eutanasia. O
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cérebro total do peixe-zebra foi retirado para analises bioquimicas de viabilidade
celular, niveis de glutamato e estresse oxidativo.

Para analisar o estresse oxidativo, utilizou-se o niumero de 30 animais
por cada grupo, formando um N de 6 amostras, composto por um pool de cinco
cérebros totais homogeneizados em tampéao PBS. Para o kit de analise dos
niveis de glutamato, foram utilizados 6 animais por grupo, cada cérebro
individualmente foi homogeneizado em tampédo presente no kit, conforme
instrucdes do fabricante. Para a técnica de analise de viabilidade celular, foram

utilizados 12 cérebros por grupo.
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Figura 4: Desenho experimental da segunda etapa: experimento in vivo com modelo
animal de peixe-zebra. llustracdo dos quatro grupos, e da sequéncia experimental de cada um
deles. Todos o0s grupos passaram pelo tanque, mas apenas 0S grupos Hipoxia e
Hipdxia+minociclina passaram pelo protocolo de hipdxia, a letra “N” indica a infusao de nitrogénio
no tanque. O aquario com a tonalidade esverdeada representa a minociclina 1mg/L dissolvida
em agua. O aquario de tonalidade azulada representa o aquéario padrao de condicionamento.
Fonte: Da autora, 2022.

3.3 METODOLOGIAS DAS ANALISES APLICADAS
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3.3.1 Viabilidade celular por MTT

O ensaio MTT envolve a conversédo do corante amarelo solivel em
agua MTT [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio] em um
formazan roxo insoluvel pela acdo de enzimas mitocondriais. O MTT foi
adicionado a uma concentracdo de 1 mg / ml nas placas, 24 horas ap0s
passarem pelo protocolo POG, e incubado por 4 horas em estufa de cultivo
celular. Foi utilizado dimetilsulféxido (DMSO) para dissolver o MTT e formar os
cristais de formazan insolUveis. A leitura da placa foi realizada em absorbancia
de 570 nm (Andrighetti-Frohner et al., 2003).

3.3.2 Viabilidade celular por TTC

Apés eutanasia os cérebros inteiros foram imediatamente imersos em
frascos contendo 1 mL de solugcéo TTC de 2% em Tampao fosfato-salina (PBS)
(pH 7.4) a 37 °C por 40 min. Os frascos foram cobertos com papel aluminio
devido a propriedade sensivel a luz do TTC. Ap6s 40 min o TTC foi removido e
10% de formalina em PBS (pH 7.4) foi adicionada para acabar com a reacao
enzimatica. Os cérebros foram secos a 40 °C por 30min e os tecidos foram
pesados. Em seguida, os cérebros foram transferidos para 96 placas de pocos
e incubados com 200 yL de DMSO. As placas foram protegidas da luz e mantidas
sob constante agitacao por 4h para solubilizar o formazan produzido a partir da
reacao TTC. A absorcao do sobrenadante foi lida a 490 nm em um leitor de
microplacas. Os resultados foram expressos em absorvéncia por peso seco de
tecido (g), que foram normalizados em percentagem em relacdo ao controle
(Braga et al, 2013).

3.3.3 Visualizacdo da area isquémica por coloracao de TTC

O TTC é um reagente que pigmenta a regido cerebral que apresenta
capacidade de gerar formazan, que corresponde as células viaveis, sendo
assim, as células lesionadas pela isquemia ficam sem pigmentacdo. O cérebro
integro foi submetido ao TTC em solucédo de cloreto de 0,1% de TTC (Zhang e
Jun, 2012), e em seguida o tecido foi fixado em 4% de formaldeido. O cérebro
foi fatiado ao meio para melhor observacdo do resultado, e para auxiliar na

precisao das fatias foi utilizado o gel de acrilamida 20% como base rigida. Apds
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fatiado, imagens foram registradas com auxilio de um microscopio estereoscopio

para observar o tamanho da area de infarto.

3.34 Ensaio de imunofluorescéncia

As amostras de BV-2 foram fixadas e coradas com o anticorpo IBA-1.
As amostras foram lavadas em PBS e incubadas com AlexaFluor 647 (Thermo
Fisher Scientific; cat. A32787; 1:800) ou AlexaFluor 488 (Abcam; cat. Ab150061;
1:800) e anticorpos secundarios IgG anti-coelho. de IgG de burro AlexaFluor 488
(Abcam; cat. Ab150065; 1:800) ou AlexaFluor 594 (Abcam; cat. Ab150076;
1:800). Os nucleos foram corados com DAPI (Life Technologies; cat. D1306;
1:1000). As imagens foram adquiridas pelo Axio Observer combinado com um
dispositivo confocal LSM 780 com ampliagcdo de 630 x (Carl Zeiss). A marcacao
de IBA-1 foi identificada como a area de co-localizacdo de DAPI e quantificadas

usando o software Fiji/lmageJ.

3.35 Dosagem de proteinas

A guantidade total de proteinas de cada técnica foi mensurada usando
o ensaio de proteina de Lowry. Reagente fenol de Folin foi adicionado a
amostras, sua principal funcéo € ligar-se a proteinas, onde ele é posteriormente
reduzido. A alteracdo de cor resultante a partir de amarelo para azul pode ser
seguido através da medicao da absorbancia a 700 nm. Albumina de soro bovino

foi utilizada como padréo de proteinas (Lowry et al., 1951).

3.3.6 Dosagem de citocinas por ELISA

Os niveis das citocinas IL-6, IL-1B e IL-10 em amostras de células BV-
2 foram determinados através do kit comercial de ensaio de imunoabsorcdo
enzimatica ELISA (Wood et al., 2019). As amostras foram homogeneizadas em
tampao fosfato salina. Foi adicionado primeiramente o diluente em cada poco e
posteriormente a amostra, padréo ou controle. Em seguida, a placa foi coberta e
incubada por duas horas a temperatura ambiente. Apds a incubacao as placas

foram lavadas com tampéao de lavagem. IL-6, IL-1 e IL-10 foram acrescentados
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em cada poc¢o e novamente incubados por 2h a temperatura ambiente. Depois
de lavadas, foi adicionada solucéo substrato em cada poco e incubada por mais
30 min, a temperatura ambiente. Depois da incubacéo, foi adicionada solucéo
stop para parar a reacdo. A densidade Optica foi lida em comprimento de onda
de 450 nm.

3.3.7 Niveis de glutamato por kit de atividade de GDH

Conforme informado no boletim técnico do Kit de Ensaio de Atividade
de Glutamato Desidrogenase (GDH) (MAK099) Sigma-Aldrich, o tecido (50 mg)
e as células (1 x 10 6) foram ser homogeneizados em 200 uL de Tampao de
Ensaio GDH gelado. Foi realizada uma curva padréo a partir da solu¢éo padrao
do kit gerando O (branco), 2, 4, 6, 8 e 10 nmol / po¢o padrées. Em cada poco foi
adicionado 2 pL do controle positivo aos pocos e 48 pL de amostra, gerando um
volume final de 50 pL. Uma solucéo principal com o Tampao de ensaio GDH,
Desenvolvedor GDH e glutamato é formado conforme as quantidades descritas
no kit. Essa solucgé&o principal foi adicionada em todos 0s poc¢os e a placa agitada
levemente em seguida. Incubou-se a placa a 37 ° C e apés 3 minutos, foi tomada
a medicao inicial (T inicial) na absorbancia de 450 nm. Continuando a incubar a
placa a 37 ° C foram tomandas medi¢cdes em 450 nm a cada 5 minutos até o
valor de a amostra mais ativa ser maior que o valor do padrdo mais alto (10
nmole / pogo). O célculo da atividade é feito primeiramente pela subtragdo do T
final e T inicial. Em seguida utilizou-se a equacéo: Atividade GDH =B x Fator de
Diluicdo de Amostra / (Tempo de reacao) x V. em que B = Quantidade (nmol) de
NADH gerado entre T inicial e T final. O Tempo de reacdo = T final - T inicial

(minutos) e o V = volume de amostra (mL) adicionado ao poco.

3.3.8 Oxidacéo por DCFH

A producéo de espécies reativas em amostras de BV-2 e em cérebro
total de peixe-zebra foi determinada de acordo com o método de Ali, LeBel e
Bondy (1992), utilizando-se o diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCF-DA).
Nas aliquotas das amostras, adicionou-se a forma diacetato do DCF, a qual é

permeavel a membrana celular, e estas foram incubadas durante 30 min a 37
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°C. No meio intracelular, esterases clivam o grupamento acetato do DCF-DA,
gerando a forma reduzida DCFH. As espécies reativas presentes no meio
oxidam o DCFH, produzindo o produto fluorescente 2’,7’-diclofluoresceina
(DCF). A fluorescéncia foi medida usando comprimentos de onda de 480
(excitacdo) e 535 nm (emissao). A curva de calibracao foi realizada utilizando-se
DCF padrao (0-10 puM) e os resultados estdo expressos como pmol de DCF.mg
de proteina.

3.3.9 Conteudo de sulfidrila

Para determinacdo do conteudo de grupos sulfidrila nas amostras de
BV-2 e em cérebro total de peixe-zebra, as amostras foram incubadas tampao
PBS com EDTA 1mM (pH 7,4). A oxidacéo dos tidis livres da amostra leva a
formacdo de pontes dissulfeto. Apds foi adicionado o DTNB, reagente de cor,
que foi reduzido pelos tidis ndo oxidados, gerando um derivado amarelo (TNB),
que foi lido espectrofotometricamente a 412 nm. Os resultados foram expressos
em nmol de TNB.mg de proteina-1 (Aksenov; Markesbery, 2001).

3.3.10 Niveis de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Para determinacdo dos niveis de acido tiobarbitarico (TBA-RS), os
cérebros totais foram homogeneizados em tampao PBS gelado (pH 7,4). Logo
apos o homogeneizado foi precipitado por meio de uma reacéo acida com &cido
tricloroacético (TCA, Vetec®) a 10 % com sulfato de soédio adicionado ao
sobrenadante na proporcdo 1:1 (v/v). ApoOs centrifugacdo, o sobrenadante foi
tratado com &cido tiobarbitarico (TBA, SigmaAldrich® St. Louis, MO, EUA) 0,67
% na proporcéo de 1:1(v/v). A mistura foi levada a um banho fervente durante 2
horas e, apds, resfriada em agua a temperatura ambiente. A absorvancia obtida
através da coloracdo rosea resultante foi medida em espectrofotdmetro a 532
nm. Concomitantemente, foi feita uma curva de calibracdo com 1,1,3,3-
tetrametoxipropano, na qual todos os pontos foram tratados da mesma forma
gue as amostras. Os resultados foram expressos como nmol de TBA-RS.mg de

proteina-1 (Esterbauer e Cheeseman, 1990). Em amostras de BV-2 nao foi
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possivel a realizacdo da técnica, pois os componentes do meio RPMI interferiram

na leitura.

3.3.11 Atividade da Catalase

A atividade enzimética da catalase (CAT) em amostra de BV-2 e
cérebro total de peixe-zebra foi determinada através do método de Aebi (1984).
Foi adicionado na amostra, Triton 0,1 % seguido de agitacdo. Esta mistura foi
conservada em gelo durante 15 minutos. Ao tampé&o fosfato de potassio 10 mM,
pH 7,0, foi adicionado H202 30% (v/v). Este meio foi colocado em cubeta de
quartzo e o aparelho estabilizado contra um branco corrido separadamente de
tampéo fosfato. Apds adicdo da amostra, foi realizada a leitura da queda da
absorvancia do H202 a 240 nm, a temperatura ambiente, durante 180 segundos.
Para o calculo, utilizou-se o coeficiente de extingdo do H202 de 43,6 mM-1cm-
1. Os resultados da atividade enziméatica estdo expressos em U.mg de proteina-

1 (unidade de atividade da CAT por mg de proteina).

3.3.12 Atividade da SOD

A atividade da Superoéxido dismutase (SOD) em amostra de BV-2 e
cérebro total de peixe-zebra foi determinada de acordo com Bannister e
Calabrese (1987). Primeiramente, foram realizadas leituras da auto-oxidacéo da
adrenalina. Apods, foram adicionados a amostra CAT 10 mM, tampao glicina 50
mM e adrenalina 60 mM, e ao branco foi adicionada adrenalina 60 mM. A
atividade enzimética foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da
adrenalina medida espectrofotometricamente em 480 nm a temperatura
ambiente. A atividade da enzima foi expressa em U.mg de proteina-1 (unidade

de atividade da SOD por mg de proteina).

3.4 COMPORTAMENTO MOTOR DE PEIXE-ZEBRA APOS PROTOCOLO
DE HIPOXIA

A avaliacdo comportamental dos animais ocorreu de acordo com o

meétodo previamente descrito por Rosemberg e colaboradores (2011). Apds o
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periodo de execucdo do protocolo de hipoxia, os animais foram transferidos ao
aparato do novel tank, cujo formato trapezoidal possui dimensdes previamente
padronizadas na literatura (23,9 cm de comprimento na parte inferior x 28,9 cm
na parte superior x 15,1 cm de altura e 15,9 cm na diagonal, possuindo 7,4 cm
de profundidade na parte superior e 6,1 cm na parte inferior) (Levin et al., 2007).
O aquério foi preenchido com &gua até 1,5 L e dividido virtualmente em trés
areas verticais idénticas (inferior, central e superior) contendo cinco sessées
horizontais por area. O perfil comportamental dos animais foi analisado
individualmente e filmado por um periodo de 6 minutos, sendo avaliados os
seguintes parametros: tempo de mobilidade, distédncia percorrida, tempo nas
areas do fundo, centro e topo e niumero de entradas nas areas no fundo, centro
e topo. Estes parametros sdo escolhidos devido ao repertorio comportamental
do peixe-zebra e baseados na tendéncia natural do animal em primeiramente
explorar a area inferior do aparato e posteriormente transitar nas &reas
superiores (Wong et al., 2010). Todos os parametros comportamentais foram
quantificados através de analise automatizada utilizando o software ANY-maze®
(Stoelting, CO, EUA).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis continuas foram apresentadas na forma de média * erro
padrdo e comparadas com o teste de analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida pelo teste post hoc de Tukey quando necesséario. Imagens de
imunofluorescéncia foram quantificadas com auxilio do software ImageJ. Todos
os testes foram analisados e graficos confeccionados no software GraphPad
Prism 4.0. Em todas as andlises foi adotado como nivel para significancia

estatistica um valor de p<0,05 e um N minimo de 5.
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4. RESULTADOS
4.1  VIABILIDADE CELULAR EM LINHAGEM BV-2

A andlise de viabilidade celular mensurada pela técnica de MTT foi
realizada 24h apos as células finalizarem o protocolo POG (figura 5). O grupo
hipoxia apresentou reducéo significativa dos niveis MTT em formazan quando
comparado aos grupos controles (p=<0,0001). Ja o grupo Hipdxia+minociclina
apresentou um aumento significativo em comparacao ao grupo Hipdxia, sendo o
farmaco capaz de reverter o dano apos hipoxia (p=0,0212). Observa-se também
uma reducao significativa quando comparado ao grupo Controle+minociclina (p=
0,0328).
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Figura 5: Efeito in vitro da minociclina sobre a viabilidade celular em cultura de células de
micréglia (BV-2) apds o protocolo POG. Os resultados representam média * erro padrdo. Os
valores estdo expressos em porcentagem. *p<0,05 em comparacgéo ao grupo Controle. # p<0,05
em comparacao ao grupo Controle+minociclina. & p<0,05 em comparagdo ao grupo hipoxia
(ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey).

4.2 MORFOLOGIA CELULAR POS PROTOCOLO POG

Utilizando um microscopio Optico, foram realizadas imagens em
aumento de 40x, de cada grupo (figura 6). Apds as 24h de protocolo POG, foi
possivel observar alteracdes na morfologia para os grupos Hipoxia quando
comparados aos Controles. Dentre as alteragbes observadas, a hipoxia foi capaz
de promover modifica¢des consideradas caracteristicas de microglia ativada, tais
como seu formato ameboide e arredondado, e apresentando reducéo e perda de

ramificacOes, caracteristicas de microglias em repouso. O grupo relacionado ao
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teste da minociclina isoladamente, assim como no grupo tratado com o farmaco
apos o protocolo POG, nao foram observadas altera¢cdes no aspecto morfoldgico

celular.
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Figura 6: Efeito in vitro da minociclina sobre as caracteristicas morfolégicas de cultura de
células de microglia (BV-2) apés o protocolo POG. As imagens foram obtidas no aumento de
40x. Os resultados representam uma imagem representativa para de cada grupo avaliado sendo:
A representa o grupo Controle; figura B representa o grupo Controle+minociclina; figura C
representa o grupo Hipoxia e figura D representa o grupo Hipoxia+minociclina. As setas indicam
micréglias em repouco, com caracteristica estrelada.

4.3  ATIVACAO MICROGLIAL

A deteccéo da ativacao microglial foi avaliada por imunofluorescéncia,
utilizando dois imunomarcadores, DAPI como marcador de nucleo e IBA-1 como
marcador de microglia ativada (figura 8). As imagens sdo mostradas em 40 x
apresentando a sobeposicdo dos dois imunomarcadores em MERGE, e
quantificada pelo ImageJ. Os resultados permitem observar uma diferenca
significativa de ativacao microglial para o grupo Hipdxia em relacdo ao controle
(p =<0,0001) e Controle+minociclina (p= 0,0050). O grupo Controle+minociclina
também apresentou um aumento significativo para a intensidade dos
marcadores DAP/IBA-1 quando comparado ao grupo controle (p =0,0175). Ja o

grupo Hipoxia+minociclina apresentou uma reducao significativa da marcacao
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de ativacdo microglial quando comparado ao grupo Hipdxia, indicando a

reversdo pela minociclina perante o efeito do insulto de hipdxia (p = 0,0016)

(figura 7).
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Figura 7: Efeito in vitro da minociclina sobre a razao DAP/IBA-1, em cultura de células de
micréglia (BV-2) ap6s o protocolo POG. Os resultados representam média = desvio padréo.
Os valores estéo expressos em unidades arbitrarias. *p<0,05 em comparagéo ao grupo Controle.
# p<0,05 em comparacdo ao grupo Controle+minociclina. & p<0,05 em comparacdo ao grupo
Hipdxia (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey).
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Figura 8: Efeito in vitro da minociclina sobre a ativacdo microglial com relacédo aos
imunomarcadores DAP/IBA-1 em cultura de células de micréglia (BV-2) apds o protocolo
POG. Imagens representativas dos imunomarcadores em cada grupo. O MERGE represente a
sobreposicdo de DAPI e IBA-1. E possivel visualizar uma marcag&o mais intensa de IBA-1 no
grupo Hipoxia, e a redugcdo da marcacdo no grupo Hipdxia+minociclina. Figura A representa o
grupo Controle; figura B representa o grupo Controle+minociclina; figura C representa o grupo
Hipoxia e figura D representa o grupo Hipdxia+minociclina.
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4.4 NIVEIS DE GLUTAMATO EM BV-2

A quantificagcéo do glutamato total foi realizada por meio da reagéo de
conversédo do Glu em a-cetoglutarato, catalisada pela enzima L-glutamato
desidrogenase (GDH). Foi observado um aumento significativo nos niveis de
glutamato para o grupo Hipdxia quando comparado ao grupo Controle (p=
0,0275), o grupo tratado com a minociclina n&o apresentou resultados

significativos (figura 9).
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Figura 9: Efeito in vitro da minociclina sobre os niveis de glutamato em cultura de células
de micréglia (BV-2) ap6s o protocolo POG. Os resultados representam média + erro padréo.
Os valores estédo expressos em nmol.mg de proteina. *p<0,05 em compara¢éo ao grupo Controle
(ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey).

4.5  AVALIACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
CELULAS BV-2

45.1 Oxidacéo de DCFH

Com o objetivo de verificar a formacdo de espécies reativas nos
diferentes grupos, foi quantificado os niveis de oxidacdo de DCFH (figura 10). O
grupo Hipoxia apresentou maior oxidagcdo em comparag¢ao com o grupo controle
(p = 0,0049) e Controle+minociclina (p = 0,0030). O grupo Hipdxia+minociclina
mostrou que o farmaco reverteu o parametro, diminuindo significativamente a
oxidacdo de DCFH (p=0,0217).
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Figura 10: Efeito in vitro da minociclina sobre a oxidagdo de DCFH em cultura de células
de microglia (BV-2) apds o protocolo POG. Os resultados representam média + erro padréo.
Os valores estdo expressos em nmol.mg de proteina. *p<0,05 em comparacdo ao grupo
Controle. # p<0,05 em comparac¢éo ao grupo Controle+minociclina. & p<0,05 em comparacao ao
grupo Hipdxia (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey).

45.2 Contetdo de grupos sulfidrilas

Com a andlise do conteudo de grupos sulfidrila, um marcador de dano
oxidativo proteico, foi possivel observar que o grupo Hipoxia apresentou uma
reducao significativa do contetdo em relacédo ao grupo Controle (p= 0,0130) e
controle+minociclina (p=0,0115). O grupo Hipdxia+minociclina ndo apresentou

resultado significativo neste parametro (figura 11).
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Figura 11: Efeito in vitro da minociclina sobre o conteddo de sulfidrilas em cultura de
células de microglia (BV-2) apés o protocolo POG. Os resultados representam média + erro
padréo. Os valores estdo expressos em nmol.mg de proteina. *p<0,05 em comparag&o ao grupo
Controle. # p<0,05 em comparacéo ao grupo Controle+minociclina. (ANOVA de uma via seguida
de post-hoc de Tukey).
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4.5.3 Atividade de enzimas antioxidantes
Foram avaliadas as defesas antioxidantes enzimaticas por meio da

atividade de SOD e CAT. Ambas ndo apresentaram diferenca significativa de

atividade entre os grupos (figura 12).
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Figura 12: Efeito in vitro da minociclina sobre a atividade das enzimas antioxidantes SOD
e CAT em culturade células de microglia (BV-2) ap6s o protocolo POG. Figura A representa
o gréfico da atividade de SOD; Figura B represente o grafico de atividade de CAT. Os resultados
representam média + erro padrdo. Os valores estdo expressos em nmol.mg de proteina. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos ao adotar p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de
post-hoc de Tukey).

4.6 NIVEIS DE CITOCINAS INFLAMATORIAS EM CELULAS BV-2

Trés citocinas inflamatorias foram dosadas para analise da resposta
imune microglial (figura 13). As citocinas proé-inflamatérias IL-1B e IL-6
apresentaram perfil semelhante, aumentando de forma significativa no grupo
Hipoxia quando comparado aos grupos Controle (A p= 0,0067; B p= 0,0041) e
Controle+minociclina (A p=0,0019; B p= 0,0015). A citocina anti-inflamatéria IL-
10 apresentou niveis elevados no grupo Hip6xia+minociclina quando comparado
aos grupos controle (p = 0,0070) e Controle+minociclina (p= 0,0039).
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Figura 13: Efeito da minociclina in vitro sobre os niveis das citocinas inflamatorias IL-1p,
IL-6 e IL-10 em cultura de células de micréglia (BV-2) apds o protocolo POG. Figura A
representa o grafico de niveis de IL-1B; Figura B representa o grafico de niveis de IL-6 e Figura
C representa o grafico de niveis de IL-10. Os resultados representam média + erro padréo. Os
valores estéo expressos em nmol.mg de proteina. *p<0,05 em comparacéo ao grupo Controle. #
p<0,05 em comparacéo ao grupo Controle+minociclina. (ANOVA de uma via seguida de post-
hoc de Tukey).

4.7 TESTE DA CONCENTRACAO DE MINOCICLINA EM PEIXE-ZEBRA A
PARTIR DA VIABILIDADE CELULAR

Como na literatura ndo foram encontradas concentracdes
padronizadas de minociclina em peixes-zebras adultos, foi necesséario a
realizacdo de testes em diferentes concentracdes. A andlise quantitativa de TTC
foi a técnica escolhida para avaliar a melhor concentracdo de minociclina, por
ser um bom parametro para avaliacédo de viabilidade celular e toxicidade.

As quatro concentragbes de minociclina: 1mg/L, 10mg/L, 50mg/L e
90mg/L, foram testadas em condic¢des de hipoxia e normoxia (figura 14). O grupo
Controle-hipoxia apresentou uma reducdo da conversdo do TTC quando
comparado ao grupo Controle-normoéxia (p=0,0113). As quatro concentragdes

apresentaram bons resultados quando utilizadas em condi¢cdes de normoxia,
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mas na condic¢ao de hipdxia a concentracdes de 1mg/L de minociclina teve maior
destaque, conseguindo a melhor recuperacéo apoés hipéxia em peixe-zebra (p=
0,0027), aumentando a viabilidade celular de forma semelhante a condi¢gbes do
controle. Sendo assim, a concentracdo de 1mg/L de minociclina foi escolhida

para dar continuidade aos experimentos.
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Figura 14: Efeito in vivo de diferentes concentragdes de minociclina sobre a viabilidade
celular em peixe-zebra apds o protocolo de hipéxia. Os resultados representam média + erro
padréo. Os valores estéo expressos absorbancia/peso do cérebro. *p<0,05 em comparacao ao
grupo controle da condi¢do de Hipdxia. # p<0,05 em comparacao ao grupo Normoxia. (ANOVA
de uma via seguida de post-hoc de Tukey).

4.7.1 Visualizacdo da area isquémica por coloracdo de TTC em peixe-
zebra

A partir da coloracdo de fatias cerebrais de peixe-zebra utilizando o
TTC, é possivel observar a area isquémica apés protocolo de hipoxia. O grupo
Controle apresenta coloracdo correspondente a células viaveis, assim como o
grupo Controle+minociclina. O grupo Hipdxia apresenta a maior parte da fatia
cerebral sem pigmentacdo, correspondente reducdo da viabilidade celular na
porcdo afetada. No grupo HipoOxia+minociclina é possivel observar a
recuperacdo da coloracao por TTC, assemelhando-se a imagem do Controle

(figura 15).



48

A - B
£
o
o
o .
£ s
c
o -~
o o
o
-
fos
o
o
c ©
£
S
Kt S
> o
-8 .E
= =
-+
©
>
QO
=2
T

Figura 15: Efeito in vivo da minociclina sobre a area isquémica em fatias cerebrais de
peixe-zebra apds o protocolo de hipdxia. Imagens representativas de fatias cerebrais de cada
grupo. Figura A representa o grupo Controle; figura B representa o grupo Controle+minociclina;
figura C representa o grupo Hipdxia e figura D representa o grupo Hipdxia+minociclina. Conforme
o formazan produzido é possivel observar diferentes coloragfes, a menor viabilidade celular é
vinculada ao grupo Hipdxia por apresentar menor coloragdo. O grupo Hipdxia+minociclina traz
visualmente o efeito positivo da minociclina perante uma melhor viabilidade celular apés hipdxia.

4.8 NIVEIS DE GLUTAMATO EM PEIXE-ZEBRA

Da mesma maneira do experimento in vitro, a analise de glutamato
extracelular foi realizada por meio da reacdo de conversao do Glu em a-
cetoglutarato, catalisada pela enzima GDH (figura 16). Os grupos Hipoxia (p=
0,0063) e Hipdxia+minociclina (p= 0,0074) apresentaram um aumento de

glutamato significativo, em comparagédo com o grupo Controle.
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Figura 16: Efeito in vivo da minociclina sobre os niveis de glutamato em cérebro total de
peixe-zebra apds o protocolo de hipdxia. Os resultados representam média + erro padrdo. Os
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valores estdo expressos em nmol.mg de proteina. *p<0,05 em comparacdo ao grupo Controle
(ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey).

4.9 AVALIACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM PEIXE-
ZEBRA

49.1 Oxidacéo de DCFH

A fim de verificar a formacdo de espécies reativas nos diferentes
grupos, foi quantificado os niveis de oxidacdo de DCFH (figura 17). O grupo
Hipdxia apresentou maior oxidagdo em comparacdo com o grupo Controle (p=
0,0317) e Controle+minociclina (p= 0,0185). Ja o grupo Hipdxia+minociclina ndo

apresentou diferenca significativa em compara¢do aos demais grupos.
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Figura 17: Efeito in vivo da minociclina sobre a oxida¢cdo de DCFH em fatias cerebrais de
peixe-zebra apés o protocolo de hipéxia. Os resultados representam média + erro padrdo. Os
valores estéo expressos em nmol.mg de proteina. *p<0,05 em comparagédo ao grupo Controle; #
p<0,05 em comparacéo ao grupo Controle+minociclina. (ANOVA de uma via seguida de post-
hoc de Tukey).

4.9.2 Peroxidacdo lipidica

A peroxidacao lipidica em tecido cerebral de peixe-zebra foi analisada
pela técnica de TBARS (figura 18). O grupo HipoOxia apresentou maior oxidacao
em comparacao com o grupo Controle (p= 0,0096) e Controle+minociclina (p=
0,079). O grupo Hipdxia+minociclina ndo foi capaz de reverter esse aumento na

oxidagao.
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Figura 18: Efeito in vivo da minociclina sobre os niveis de TBARS em fatias cerebrais de
peixe-zebra apds o protocolo de hipoxia. Os resultados representam média + erro padrdo. Os
valores estéo expressos em nmol.mg de proteina. *p<0,05 em comparagéo ao grupo Controle; #
p<0,05 em comparacdo ao grupo Controle+minociclina. (ANOVA de uma via seguida de post-
hoc de Tukey).

4.9.3 Conteudo de grupos sulfidrila

A analise do conteudo de grupos sulfidrila ndo apresentou diferenca

significativa entre os grupos (figura 19).

200000 — Caontrole
mm Conftrale + Minociclina
€ & 150000 T = Hipoxia
= L, o
= o —‘7 == H|p0x|a+rv1|nm:|clma
w g
< & 1000004
D
S E
% =)
(C_; E 500004
0

Figura 19: Efeito in vivo da minociclina sobre o contetdo de sulfidrilas em fatias cerebrais
de peixe-zebra ap6s o protocolo de hipdxia. Os resultados representam média * erro padrao.
Os valores estédo expressos em nmol.mg de proteina. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos ao adotar p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey).

494 Atividade de enzimas antioxidantes

Foram avaliadas as defesas antioxidantes enzimaticas por meio da
atividade de SOD e CAT. Ambas néo apresentaram diferenca significativa de
atividade entre os grupos (figura 20).
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Figura 20: Efeito in vivo da minociclina sobre a atividade das enzimas antioxidantes SOD

e CAT em fatias cerebrais de peixe-zebra apds o protocolo de hipoxia. Figura A representa
o grafico da atividade de SOD; Figura B represente o gréafico de atividade de CAT. Os resultados
representam média + erro padrdo. Os valores estdo expressos em nmol.mg de proteina. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos ao adotar p<0,05 (ANOVA de uma via seguida de
post-hoc de Tukey).

410 COMPORTAMENTO MOTOR DO PEIXE-ZEBRA

Complementando os achados bioquimicos, foi realizado o teste
comportamental de Novel Tank, com intuito de avaliar a capacidade motora dos
peixe-zebra apos protocolo de hipdxia (figura 21). Avaliando a distancia
percorrida (A), o grupo Hipoxia apresentou uma redu¢do comparado ao Controle
(p= 0,0155), e o tratamento com minociclina foi capaz de reverter essa reducao
(p=0,047). O numero de cruzamentos também foi reduzido no grupo Hipoxia em
comparacao ao Controle (p= 0,0054), assim como o angulo de giro absoluto

(p=0,035), ambos parametros foram revertidos no grupo Hipdxia+minociclina.
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Figura 21: Efeito in vivo da minociclina sobre diferentes pardmetros motores de peixe-
zebra ap6s o protocolo de hipdxia. Grafico A representa a distancia percorrida (m); Gréfico B
representa o tempo mavel (s); Grafico C representa o0 nimero de cruzamentos e a Grafico D
representa o angulo de giro absoluto. Os resultados representam média + erro padrdo. *p<0,05
em comparacao ao grupo Controle; # p<0,05 em comparac¢éo ao grupo Hipdxia. (ANOVA de uma
via seguida de post-hoc de Tukey).
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4.10.1  Perfil locomotor em peixe-zebra apés protocolo de hipoxia

O software Any-Maze proporciona o traco do nado de cada peixe de
forma individual. Uma imagem representativa para cada grupo representa o perfil
locomotor apresentado anteriormente no grafico A: distancia percorrida. E
possivel observar a reducdo de tragcos na imagem do grupo Hipdxia em
comparacdo a imagem do Controle. Ja o grupo Hipdxia+minociclina se

assemelhou aos tragos do grupo Controle (figura 22).
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Figura 22: Efeito in vivo da minociclina na distancia percorrida por peixe-zebra ap6s o
protocolo de hipoxia. Imagens representativas do traco do nado de cada grupo. Figura A
representa o grupo Controle; figura B representa o grupo Controle+minociclina; figura C
representa o grupo Hipdxia e figura D representa o grupo Hipoxia+minociclina.
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5. DISCUSSAO

Episodios de isquemia cerebral, principalmente o AVC, afetam um
grande numero de pessoas anualmente, a apresentam grandes indices de
mortalidade (Feigin et al., 2018). Além disto, estes episodios sdo capazes de
causar diversas sequelas em sobreviventes, e dependendo da gravidade podem
incapacitar o individuo ao longo da vida (Johnson et al., 2019). Mesmo que seja
uma patologia de grande incidéncia para a populacédo, seu tratamento padrao €
considerado limitado, pois ndo auxilia na resolucdo da neuroinflamacéo
resultante da lesdo I/R (Piccardi et al.,, 2018). Sendo assim, as isquemias
cerebrais sao foco de diversas pesquisas, que visam principalmente agir sob a
neuroinflamacéo. O presente estudo analisou em modelo experimental in vitro e
in vivo, a acdo aguda da minociclina, farmaco que ja é descrito na literatura como
um potencial tratamento para a neuroinflamacdo decorrente de episédios
isquémicos, além de outras doencas que compartilham dessa fisiopatologia
(Naderi et al., 2020).

O estudo partiu do modelo mais basico, utilizando células BV-2 de
microglias com a estratégia importante de analisar os efeitos diretos do farmaco
na linhagem celular. A escolha desse tipo celular é devido a microglia ser uma
célula residente do SNC que tem grande destaque perante lesdes
neuroinflamatérias (Karve et al., 2016). Nas lesdes isquémicas cerebrais, essa
célula é descrita na literatura como peca chave do inicio da cascata inflamatoria,
e sua importancia se deve principalmente pela alteracao de fenotipo que ocorre
a partir do estimulo (Gaire, 2021). A micrdglia quando ativada em seu fenétipo
M1 apresenta caracteristicas pro-inflamatérias e consequentemente, colabora
para o aumento da lesédo (Franco et al., 2012). Ja o fenétipo M2 quando ativado,
a microglia € caracterizada por ser anti-inflamatéria, com importante papel para
neurogénese do tecido lesado (Neumann et al., 2006).

Para mimetizar a fisiopatologia da lesé&o I/R in vitro, o presente estudo
utilizou o protocolo POG, padronizado por Goldberg e Choi (1993), em que as
células sdo mantidas na condicdo de privacdo de oxigénio e glicose, e em
seguida voltam as condi¢Oes padrdes, se igualando a reperfuséo apos o episodio

isquémico. Para a avaliacdo da resposta aguda da lesdo, apds 24h todos os
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grupos passaram pelo teste de MTT. O teste quantifica a viabilidade celular por
meio da atividade de desidrogenases, e consequente formacéo de formazan por
mitocondria saudaveis (Andrighetti-Fréhner et al., 2003). O grupo Hipdxia
apresentou resultados de baixa viabilidade celular, quando comparado aos
grupos Controle, se assemelhando aos achados de Goldberg e Choi (1993), e
também corroborando aos achados de Xiang et al (2014), que ao reproduzir o
modelo POG em BV-2, obteve reducéo significativa do MTT no grupo Hipdxia
comparado com o Controle.

A reducdo da viabilidade celular apés o protocolo POG foi minimizada
para o grupo tratado com minociclina, o farmaco tem como uma de suas agdes
a protecdo mitocondrial (Yong et al., 2004). A minociclina tem acgao anti-
apoptotica relacionada a mitocondria, inibindo a liberagcédo do citocromo C. Além
disso, essa molécula tem demonstrado exercer protecdo mitocondrial regulando
o equilibrio entre as proteinas pré-apoptoticas e anti-apoptoticas da familia Bcl-
2. (Zhu et al., 2002; Teng et al., 2004; Wang et al., 2004). Em modelo de estresse
por fadiga cronica em roedores, a minociclina foi capaz de restaurar
significativamente a atividade das enzimas dos complexos mitocondriais (I, Il e
IV) e 0 estado redox mitocondrial (Kumar et al, 2012). Com os resultados obtidos
pelo teste de MTT no presente estudo, é possivel sugerir que o efeito agudo
neuroprotetor da minociclina tem importante correlacdo com a acao protetora
sobre a mitocéndria.

Além de diminuir a viabilidade celular, os efeitos celulares do
protocolo POG também se mostraram visuais, através da diferenca de
morfologia da micréglia apés hipoxia. As micréglias sédo células residentes do
SNC, que em repouso apresentam ramificacbes caracteristicas, e quando
ativadas assumem uma morfologia amebdide (Farber e Kettenmann, 2005).
Apés o protocolo POG, a micrdglia assumiu caracteristicas de uma célula
ativada, condizente com a fisiopatologia de isquemias cerebrais (Gaire, 2021).
Esta mudanga morfolégica de perfil ameboide também foi descrita por Suk
(2004), ao reproduzir o protocolo POG em células BV-2.

Para confirmar a ativacao microglial visualizada em microscépio apos
protocolo POG, foi realizada a técnica de imunofluorescéncia, utilizando o

marcador IBA-1. Esse anticorpo é amplamente utilizado para marcar micréglias
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ativas, porém sem diferenciar os fendétipos M1 e M2 (Ito et al.,1998). Os
resultados apresentados confirmaram a visualizacdo microscopica de ativagédo
microglial, j& que o grupo Hipdxia apresentou aumento significativo da corre¢céo
DAP/IBA-1. Este resultado também corresponde aos acontecimentos
fisiopatoldgicos da lesdo cerebral isquémica descritos na literatura (Gaire, 2021).

Quando comparado com o0 grupo Hipoxia, o0 grupo
Hipoxia+minociclina apresentou uma redugdo na marcacdo de IBA-1. Esse
acontecimento esta ligado a um dos mecanismos neuroprotetores mais descritos
da minociclina, na qual a inibicdo da ativacdo microglial consequentemente é
capaz de promover a diminuicdo da liberacdo de mediadores pré-inflamatérios
danosos (Garrido-Mesa et al., 2013) Estudos indicam que esta inibicdo esta
fortemente ligada ao fendtipo M1, ja que o farmaco atenua a inducdo da
expressdo dos marcadores do mesmo (Kobayashi et al., 2013) além de induzir
o fenotipo M2 (Michels et al., 2015). Os resultados apresentados no presente
estudo corroboram com os achados da literatura, apontando que uma Unica
concentracdo de minociclina foi capaz de reduzir a ativacdo microglial 24 horas
apos o insulto isquémico (Yang et al., 2015).

Considerando que os fen6tipos microgliais M1 e M2 sao
caracterizados por citocinas especificas, o presente estudo avaliou os niveis das
citocinas pro-inflamatorias IL-13 e IL-6 e da citocina anti-inflamatéria IL-10. A IL-
18 e IL-6 apresentaram perfil de expressdo semelhante, com aumento
significativo no grupo Hipoxia, quando comparado ao Controle. Essas citocinas
sdo associadas ao fendtipo microglial M1, por terem caracteristicas pro-
inflamatoérias apresentando niveis elevados principalmente na fase aguda
(Kanazawa et al., 2017). Em ambas as citocinas pro-inflamatérias, o grupo
tratado com minociclina ndo foi capaz de reverter o aumento de forma
significativa. Mesmo que a reducdo dos niveis de IL-1B e IL-6 seja uma
caracteristica ja citada da minociclina, as metodologias de pesquisas se diferem
(Naderi et al.,, 2020). Estudos in vitro que adotaram protocolo POG e
conseguiram reduzir o nivel de citocinas inflamatérias utilizando a minociclina,
avaliaram a acdo do farmaco em diferentes condicbes de incubacéo
(tempo/concentracdo), e realizaram mais de uma administracdo do mesmao,

algumas metodologias até realizaram um pré-tratamento com minociclina antes
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de induzir o POG (Suk, 2004; Rueger et al., 2012; Lu; et al., 2016). E importante
ressaltar que novos estudos, em diferentes contextos de exposicdo da
minociclina ainda sdo necessarios para maior entendimento do mecanismo de
acao deste farmaco in vitro. Além do mais, ndo podemos descartar que outras
citocinas e vias inflamatérias estejam envolvidas no processo de insulto celular
induzido por POG e na neuroprotec¢ao do farmaco.

Em contrapartida, a citocina anti-inflamatéria IL-10 apresentou um
aumento significativo dos seus niveis no grupo Hipoxia+minociclina quando
comparado ao grupo Controle e ao Controle+minociclina. Tais achados remetem
que a minociclina pode estar apresentando um possivel papel anti-inflamatorio,
com sinergismo entre o ambiente de privagao de oxigénio e glicose e a acao do
farmaco. A via da IL-10 pode ser crucial para entendimento da neuroprotecéo
causada pelo farmaco, além do estudo de outros marcadores anti-inflamatorios
e neurotréficos. Na literatura, em modelo de isquemia cerebral em roedores,
Yang e colaboradores (2015), apresentaram resultados semelhantes aos
encontrados neste estudo, com niveis elevados de IL-10 utilizando apenas uma
dose de minociclina, o que reforca a importancia desta via. Além disso, a
minociclina esta associada com a supresséao do fen6tipo M1 e favorecimento do
fendtipo M2, que esté ligado a liberacéo dessa citocina anti-inflamatéria (Michels
et al., 2015).

As analises realizadas exclusivamente no modelo in vitro
possibilitaram resultados interessantes a respeito da ligacao direta da micréglia
com os efeitos terapéuticos da minociclina, e que seriam inviaveis de reproduzir
diante da complexidade do organismo vivo. Porém o modelo em cultura de
células também apresenta limitacdes, principalmente em doencas que
apresentam uma fisiopatologia de grande complexidade, como as isquemias
cerebrais, dificultando a reproducéo de todos os parametros descritos in vivo, no
modelo in vitro. E necessario levar em consideracdo varios fatores, como a
auséncia da BHE, do fluxo sanguineo, da infiltragdo imune periférica, do conjunto
celular do SNC, a impossibilidade de avaliar comportamento e sequelas, entre
outros (Sommer, 2017).

Devido a complexidade dos acontecimentos da leséo I/R, foi adotado

0 modelo experimental in vivo utilizando peixe-zebra. Diferente dos estudos de
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isquemias em roedores que ja sdo bem estabelecidos na literatura (Naderi et al.,
2020), o peixe-zebra comeca a surgir como uma alternativa para modelos
experimentais de lesédo de I/R cerebral (Chen et al., 2021). Além das vantagens
financeiras e de manipulacdo deste modelo animal (Walcott e Peterson, 2014),
o protocolo de hipoxia cerebral em peixe-zebra é de facil execucéo e capaz de
reproduzir os danos cerebrais e motores caracteristicos da fisiopatologia da
doenca (Yu e Yang, 2011; Braga et al., 2013).

Diferente do experimento in vitro, em que as analises foram realizadas
no tempo de 24 horas apods protocolo POG, no modelo de peixe-zebra o tempo
foi reduzido para 1 hora apés protocolo de hipdxia. Braga e colaboradores
(2013), definiram com seus resultados que os danos causados ap6s o protocolo
de hipdxia perduraram apenas nas primeiras horas. Isso se explica, devido ao
peixe-zebra pertencer a familia Cyprinidae, conhecidos por serem tolerantes a
baixas concentracbes de O2, apresentando capacidades adaptativas como
aumento da éarea da superficie da branquia e expressdo aprimorada
da mioglobina, transportador de oxigénio (Roesner et al., 2006; Xu; Yang et al.,
2011). Porém de forma aguda, o modelo em peixe-zebra é confiavel e
reprodutivel para uso no estudo de danos cerebrais isquémicos (Braga et al.,
2013).

Para avaliar os efeitos da minociclina apds protocolo de hipoxia em
peixe-zebra, foi necessaria a padronizacdo da concentracdo do farmaco
utilizado. Na literatura ndo existem referéncias indicando doses, tempo e
administracdo de minociclina em peixes-zebra adultos, tampouco investigacdes
voltadas aos seus possiveis efeitos neuroprotetores. Para chegar na
concentracdo ideal do farmaco, foi adotada a andlise quantitativa de TTC em 4
diferentes doses: 90mg/L, 50mg/L, 10mg/L e 1mg/L. Todas foram testadas em
um grupo de condicdo normdxia e um grupo que passou pelo protocolo de
hipxia. A andlise de TTC permite avaliar a formacdo de formazan por
mitocondrias saudaveis, se tornando um bom indicador de viabilidade celular e
toxicidade farmacolégica (Preston e Webster, 2000), assim como a técnica de
MTT in vitro.

As quatro concentracdes apresentaram resultados semelhantes ao

controle em condigbes de normdxia, mas na condi¢cdo de hipoxia a dose de
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1mg/L de minociclina teve maior destaque. Resultando na melhor recuperacao
apos lesdo I/R em peixe-zebra, sendo capaz de aumentar a viabilidade celular
de forma semelhante a condi¢cdes do controle, e por isso foi escolhida como a
concentracédo ideal de minociclina para o presente estudo.

A andlise quantitativa de TTC no grupo HipOxia revelou a leséo cerebral
resultante do protocolo, apresentando atividade reduzida em comparacdo ao
Controle. Este resultado se assemelha aos de Braga e colaboradores (2013), no
tempo de 1 hora apds protocolo de hipdxia. Além da analise quantitativa, foi
realizada a técnica de coloracdo de TTC, que possibilitou a visualizacdo deste
marcador de viabilidade celular em fatias cerebrais de peixe-zebra. O grupo
Hipoxia expressou resultado condizente para andlise quantitativa de TTC,
apresentando uma importante area da fatia cerebral sem coloracdo. Em
contraste, o controle apresentou coloracdo em todas as areas do cérebro. Yu e
Yang (2011), obtiveram resultados semelhantes ao padronizar o protocolo de
hipoxia, apontando que 30 minutos apos o episodio isquémico, a fatia do cérebro
do peixe-zebra praticamente ndo apresentava coloragéo por TTC.

O grupo Hipodxia tratado com a minociclina de 1mg/L foi capaz de se
igualar ao Controle, apresentando fatias cerebrais pigmentadas pela formacao
de formazan, e consequentemente recuperando a viabilidade mitocondrial. Estes
resultados fortalecem os dados encontrados in vitro pela analise de MTT,
reforcando o papel protetor importante da minociclina sobre a mitocéndria, e sua
grande influéncia perante a area isquémica atingida.

Em modelos de isquemia cerebral em roedores, diversos estudos
utilizando minociclina demonstraram a reversao da area isquémica por coloracao
de TTC (Koistinaho et al., 2005; Franco et al., 2012; Cardoso et al., 2013). Entre
estes, se destaca o estudo de Yang e colaboradores (2015), por apresentar a
reversdo do dano I/R também de forma aguda, e com uma Unica dose de
minociclina em roedores. Sendo assim, o modelo alternativo utilizando protocolo
de hipdxia em peixe-zebra reforca as evidencias descritas na literatura da acao
da minociclina perante lesfes I/R. A reprodutividade do resultado também traz
seguranca para a adesao do modelo em outras pesquisas envolvendo leséo I/R

cerebral.
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Além dos danos celulares a da ativacdo imune descritos
anteriormente, episddios de isquemias cerebrais se caracterizam por
apresentarem excitotoxicidade glutamatérgica (Campbell et al., 2019). No
presente estudo foi analisado os niveis de glutamato nos dois modelos
propostos. De forma aguda, o glutamato apresentou niveis elevados no grupo
Hipdxia de ambos os modelos experimentais, quando comparado ao Controle.
Porém, o tratamento com minociclina ndo foi capaz de reverter esse aumento
em nenhum dos modelos, mesmo que esse farmaco ja tenha sido associado a
capacidade de reduzir a excitotoxicidade do glutamato, e também diminuir morte
neuronal induzida por toxicidade glutamatérgica (Garrido-Mesa et al., 2013;
Gonzalez et al., 2007; Noble et al., 2009). Possivelmente o efeito da minociclina
sob o neurotransmissor glutamato esta relacionado a outras especificidades de
tratamento, o que impossibilitou a percep¢do em concentracdo Unica e de forma
aguda. Além disso, somente um parametro da expressao de glutamato foi
analisado no presente estudo, ndo descartando a realizagdo de outras
metodologias que complementariam o entendimento da acdo aguda da
minociclina sobre o neurotransmissor.

Uma das consequéncias do dano mitocondrial e da excitotoxicidade
glutamatérgica é a superproducado de radicais livres de oxigénio, que leva ao
estresse oxidativo na regido afetada pela isquemia. Através de danos no DNA,
peroxidacao lipidica, alteracdo da estrutura e funcéo das proteinas, o estresse
oxidativo causa lesdo e morte de neurbnios e células residentes do SNC na
regido isquémica (Ceulemans et al.,, 2010; Campbell et al.,, 2019). Alguns
parametros avaliativos do dano oxidativo foram realizados pelo presente estudo,
nos dois modelos experimentais propostos. A oxida¢do de DCFH dependente de
espécies reativas é um indicador de dano muito utilizado, e se mostrou elevado
nos grupos Hipdxia quando comparados ao Controle. Apenas na linhagem BV-
2, 0 grupo Hipoxia+minociclina foi capaz de reverter esse aumento de forma
significativa. Na peroxidacao lipidica avaliada pela técnica de TBARS, o grupo
Hipoxia em modelo de peixe-zebra apresentou niveis elevados deste marcador
quando comparado aos Controles. Os danos oxidativos apresentados apos
lesdo de I/R correspondem a excitotoxicidade glutamatérgica observada no

grupo Hipbxia em ambos os modelos experimentais.
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No presente estudo, o conteddo de sulfidrilas e a atividade das
enzimas antioxidantes CAT e SOD foram analisadas, entretanto ndo apontaram
diferencas significativas entre os grupos estudados. Apenas na andlise da
oxidacdo de DCFH a minociclina se mostrou capaz de reverter o aumento
causado pelo protocolo POG. Na literatura, ja é descrito que o farmaco possui
propriedades sequestrantes de radicais, devido a presenca de anel fendlico em
sua estrutura, agindo sobre radicais de oxigénio livre, incluindo anion superoxido,
radical hidroxila e peroxido de hidrogénio sob condicfes de estresse oxidativo
(Dai et al., 2017).

A fim de complementar as analises bioguimicas, a acdo da minociclina
pés protocolo de hipdxia foi avaliada pelo teste comportamental novel tank em
peixe-zebra, com foco principal em parametros motores. Sabe-se que pacientes
que passam por episodios isquémicos cerebrais, como no AVC, podem
apresentar sequelas motoras agudas de diversas maneiras, dependendo da
intensidade e da regido cerebral atingida (Fure et al., 2006). O modelo de hipdxia
em peixe-zebra também apresenta sequelas motoras, porém apenas nos
primeiros momentos apos retornarem a condicdo de normoéxia. Braga e
colaboradores (2013), mostraram uma reducdo da distancia percorrida e nos
angulos de giro causada por hipéxia apenas em animais submetidos a 1h de
recuperacédo. Estes dados foram reproduzidos pelo presente estudo, ao adotar
o tempo de 1h de recuperagcdo apds protocolo de hipoxia, caracterizando os
déficits motores apresentados nas primeiras horas por sobreviventes de
episédios isquémicos.

O grupo Hipo6xia+minociclina foi capaz de reverter o comportamento
motor apresentado pelo grupo Hipoxia. Sugerindo que a administracao Unica de
minociclina, ainda na primeira hora ap6s protocolo de hip6xia tem potencial
protetor contra os danos motores causados pela lesdo I/R. Estes resultados
positivos encontrados no teste comportamental, indicam a possibilidade de
estarem interligados com os efeitos neuroprotetores agudos da minociclina
observados no presente estudo, que resultaram em menor dano ao SNC e
teoricamente menores sequelas. Estes resultados corroboram com achados de

estudos em roedores, em que a minociclina também foi capaz de melhorar
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parametros comportamentais e cognitivos apds inducéo de leséo I/R (Tao et al.,
2015; Yew et al., 2019; Wang et al., 2020).
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a padronizacdo dos
modelos de hipdxia in vitro e in vivo foi eficaz, alcancando os parametros
esperados apds uma leséo de I/R, causando estresse oxidativo, diminuicao da
viabilidade celular, aumentando os niveis de glutamato e ocasionando a ativacédo
microglial com aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias. Tais resultados
fortalecem as vantagens dos modelos alternativos propostos para estudos de
doencas isquémicas.

O tratamento com a minociclina em dose Unica foi capaz de reverter
os danos causados sob a viabilidade celular para os grupos submetidos ao
protocolo de hipéxia em ambos os modelos. Também foi capaz de reduzir a
ativacdo microglial in vitro, e melhorar parametros comportamentais in vivo.
Sugerindo que a administracdo da minociclina, ainda na primeira hora apos
episodio de hipoxia cerebral, € capaz de diminuir sequelas motoras, e que este
efeito protetor estd possivelmente relacionado a protecdo mitocondrial e ao
aumento de viabilidade celular, além da modulacdo da ativagdo microglial
ocasionada pelo farmaco.
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