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Resumo

A isquemia cerebral (IC) representa uma importante causa de morbidade e
mortalidade na populacdo, constituindo, dessa forma, um problema de saude
global. A reducéo ou o bloqueio do fluxo sanguineo a uma regiao cerebral
causa uma disfuncdo na distribuicdo de oxigénio e glicose na area afetada,
resultando em morte neuronal e neurodegeneracdo. Frequentemente séo
observadas disfun¢des neuroldgicas, associadas a lesées do hipocampo, da
matéria branca (MB) e a perda da integridade da barreira hematoencefalica
(BHE). Estudos apontam efeitos benéficos do canabidiol (CBD) em
diferentes patologias neurodegenerativas, associados a uma potente
atividade antioxidante e anti-inflamatéria, além de efeito protetor sobre os
neurdnios e astrocitos, com prevencdo de morte celular por necrose e
apoptose. Considerando que a IC é uma doenga que ainda ndo apresenta
tratamento adequado, e que os mecanismos de neuroprotecdo do CBD
sobre a MB e BHE nao sé&o totalmente esclarecidos, sobretudo no sentido de
inducdo de mudancas plasticas neuronais para recuperacao funcional, o
objetivo deste estudo foi identificar a integridade da BHE em camundongos
machos e fémeas submetidos a obstrucao bilateral das artérias carodtidas
comuns (OBACC) e avaliar o efeito do CBD nesta situagédo. Foi utilizada a
medida do extravasamento do corante Azul de Evans para detectar a
integridade da BHE. Os resultados parciais mostraram que mesmo apoés 7
dias do insulto isquémicos, camundongos machos apresentaram quebra da
BHE.

Introducao

A isquemia cerebral (IC) representa importante causa de incapacidade e
mortalidade na populagdo mundial, além de causar impacto negativo sobre
0s custos dos sistemas de saude. A lesédo cerebral isquémica aguda ocorre
mediante dois mecanismos principais: i) A oclusdo de uma artéria cerebral
(acidente vascular cerebral — AVC), que leva a reducéo do Fluxo Sanguineo
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Cerebral (FSC) em uma especifica regido cerebral, ou ii) Parada cardiaca,
com reducéo global do FSC (PERCIE DU SERT, et al., 2017). Em ambas as
situacdes, disfungbes neuropsicoldgicas e déficits de memodria, sdo as
principais consequéncias observadas no paciente (FERNANDES et al.,
2008). Entretanto, existem diferencas no risco de ocorréncia e no grau de
comprometimento decorrente da IC entre os sexos. Em geral, a incidéncia
de IC e as taxas de mortalidade sdo menores em mulheres na pré-
menopausa em relacdo aos homens da mesma idade, sendo parte dessa
vantagem feminina relacionada aos niveis de estrogénio circulantes
(AHNSTEDT et al., 2016). A literatura aponta varios mecanismos envolvidos
na fisiopatologia da IC que podem ser alvos para novas ferramentas
farmacoldgicas. A neuroinflamacao pode provocar uma disfuncao da barreira
hematoencefalica (BHE), estrutura que constitui uma interface funcional
entre as estruturas anatdémicas que formam o SNC e a circulacdo periférica,
incluindo substancias quimicas no sangue. Embora muitos estudos pré-
clinicos apontem para terapias neuroprotetoras promissoras, a translacao
destes estudos para a clinica neurolégica é limitada. Uma das razdes para
esta deficiéencia decorre que o0s estudos pré-clinicos sdo realizados em
animais do sexo masculino, jovens e sem comorbidades (DHIR et al., 2020;
GUTIERREZ-VARGAS et al., 2020). Portanto, ha uma necessidade de se
testar a IC em animais de ambos 0S sexos, e em animais com
comorbidades. Isto, podera facilitar a compreenséo das diferencas sexuais
no desenvolvimento da IC e alavancar o desenvolvimento de ferramentas
farmacoldgicas que possam auxiliar no tratamento das sequelas da IC.
Considerando as atividades neuroprotetoras do CBD, este trabalho teve por
objetivo comparar o efeito da integralidade da BHE em camundongos
machos e fémeas submetidos a IC, bem como investigar o efeito
neuroprotetor do CBD nestas condicoes.
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Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas linhagem C57/B6J, com
12 semanas de idade, pesando entre 20 e 30g. Os animais foram mantidos
em biotério com temperatura controlada (22 + 1 °C) e ciclo de luz
claro/escuro (12h), e agua e racdo ad libitum. Os protocolos experimentais
foram aprovados pelo comité de ética da UEM (CEUA N° 7995230420).
Cirurgia

A IC foi induzida pela oclusdo bilateral das artérias carétidas comuns
(OBACC). Os animais, posicionados em decubito dorsal em mesa cirdrgica,
foram anestesiados com uma mistura de isoflurano + oxigénio (Isoforine®!,
Cristalia, Sao Paulo, Brazil) aplicada com a ajuda de um sistema de
liberacdo continua de anestésico gasoso (1,3-1,5% de isoflurano em
oxigénio 100%) em uma mascara encaixada no focinho do animal. Por meio
de uma incisdo na parte ventral do pescoco, as artérias carétidas comuns
foram expostas, dissecadas, isoladas do nervo vago e, em cada uma delas,
colocado um clip de aneurisma para oclusao do fluxo sanguineo durante 20
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minutos, periodo em que 0s animais permaneceram em uma caixa aquecida
(30 £ 1 °C) para hipotermia induzida pela isquemia. Ap6s 20 minutos, 0s
animais foram novamente anestesiados, os clips de aneurisma removidos e
a incisdo suturada. Animais pertencentes ao grupo Sham foram submetidos
aos mesmos procedimentos cirdrgicos com excec¢do da OBACC.
Avaliacao da permeabilidade da BHE
Apo6s 1, 3, 7 ou 21 dias das cirurgias, o animal era anestesiado, e uma
solucéo a 2% do corante azul de Evans (AE, 0.2 mg/kg, 1ml/kg de peso) era
injetada via intraperitoneal. Para obtengdo do tecido cerebral, apds os
animais serem anestesiados, realizou-se perfusdo transcardiaca com
paraformaldeido 5% (PFA 4%) e posterior decaptacdo. Os cérebros retirados
foram transferidos para uma solugdo glicosilada e posteriormente
congelados (-20°.C a - 80°.C). Foram feitos ensaios bioquimicos para a
deteccédo do AE e posterior quantificacdo do extravasamento deste corante.
Analise Estatistica
Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o Software GraphPad
PRISM Os dados foram analisados por Student t-test, sendo p < 0,05,
considerado significativo.

Resultados e Discussao

O extravasamento do AE permite avaliar a quebra da BHE, em decorréncia
da neuroinflamagéo induzida pela IC. A figura 1 corrobora com tal afirmacéo,
representando resultados parciais do projeto. Uma avaliagdo do decurso
temporal da quebra da BHE em camundongos do sexo masculino € um
aspecto importante para definicdo do melhor tempo para avaliacdo de
possiveis estratégias de neuroprotecdo como por exemplo, o uso do CBD.
Camundongos isquémicos apresentaram maior extravasamento do AE apos
24, 48, 72 horas e 7 dias ap0s o insulto isquémico. Embora ndo houve
diferenca estatistica, os tempos de maior extravasamento do AE foram
detectados 48 e 72 horas da cirurgia. Dados referentes ao sexo feminino
encontram-se em analise.
*%
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Figura 1 - Decurso temporal da quebra da barreira hematoencefalica (BHE) em

camundongos machos falso operados (Sham) ou submetidos a oclusédo bilateral das artérias

carotidas comuns (OBACC). A injecao de AE foi realizada depois de 24, 48, 72 horas e 7
dias apos a cirurgia. As colunas representam as médias, as barras os erros padrédo das

Azul de Evans (ug/ml)

JéUEMW @cnrPqg G

O
Conseiho Necional de Desenvolviment Apolo 0o Desenvolvimento Clentifico
Clentitico  Tecnolégico do Parand

« Tecnokdgico do.



K UEM==

30°EAMIC

10°EAICE
4

30° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica
10° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica Jdnior

T e 12 de novembro de
2021

médias (EPM) e os circulos os valores individuais para cada animal. **P<0.01 (teste t-
Student).

Conclusodes

Neste trabalho foi possivel observar que a OBACC com duragdo de 20
minutos possui repercussdo na permeabilidade da BHE, em decorréncia da
neuroinflamacédo gerada pela IC. Os valores de maior expressado foram apdés
24 e 72 horas do evento isquémico, embora observou-se extravasao do
corante AE até 7 dias do insulto. Estudos futuros poderdo auxiliar no
desenvolvimento de terapias que atuem especificamente na neuroprotecao
e, consequente integralidade da BHE.
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