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RESUMO

Complicacdes relacionadas a prematuridade causam, aproximadamente, um
milhdo de mortes por ano no mundo e sao responsaveis por cerca de 40% das
deficiéncias neurolégicas em criancas. A hemorragia peri-intraventricular (HPIV) é
uma das principais complicagdes relacionadas ao nascimento prematuro, sendo
considerada um evento multifatorial, definida pela ruptura dos frageis e imaturos
vasos sanguineos da matriz germinativa, com entrada subsequente de sangue no
sistema ventricular, causada, principalmente, por mudancas na pressao e fluxo
sanguineo cerebral. Atualmente ndo existem tratamentos neuroprotetores para
HPIV. As melanocortinas, incluindo o horménio adrenocorticotréfico (ACTH) tem
propriedades anti-inflamatorias e ja demonstraram efeito neuroprotetor em diversas
lesbes do SNC e doencas neurodegenerativas, fazendo do ACTH um potente
candidato para fornecer neuroprotecao apés HPIV. Desse modo, o presente estudo
teve como objetivo avaliar o efeito neuroprotetor do ACTH em modelo de HPIV
induzido pela microinjecdo de colagenase intracerebroventricular em ratos
neonatos. Com um dia de vida, os animais receberam microinjecdes na regiao
periventricular, que continham colagenase tipo VIl ou PBS. Doze horas apés a
microinjecao, todos os animais com HPIV ou Sham (total de 8 grupos com 6
animais/cada) receberam uma dose de 0,048 mg/kg de ACTH1-24 e/ou 0,06 nmol
de SHU9119 (antagonista dos receptores de melanocortinas MCR3/MCR4). Com 7
dias de vida os animais foram eutanasiados e, para investigar o efeito neuroprotetor
do ACTH, foram utilizados como principais desfechos a extensdao de leséo,
densidade neuronal/glial e gliose reativa, utilizando como parametros para gliose
reativa a expressao dos biomarcadores imunohistoquimicos GFAP, S1008 e NG2.
Os resultados mostraram que a os animais lesados que receberam a dose de
ACTHi-24, apresentaram neuroprotecao evidenciada pela reducao da extensao de
lesdo, expressdo de GFAP, S1008 e NG2 e perda neuronal no tecido
periventricular. Além disso, a infusdo do SHU9119 nao reverteu a neuroprotecao
do ACTH. Esses achados indicam que o ACTH demonstrou efeito neuroprotetor no
modelo estudado e pode ser um tratamento promissor para 0s em recém-nascidos

prematuros com HPIV.



Palavras-chave: hemorragia peri-intraventricular; melanocortinas; ACTH;
gliose reativa; GFAP; S1008; NG2.



ABSTRACT

Complications due to prematurity account for approximately one million deaths per
year in the world and corresponds for 40% of the neurologically impaired children.
Peri-intraventricular hemorrhage (PIVH) is one of the most severe premature-
related complications and is a multifactorial event, defined as the rupture of thin,
fragile and immature vessels in the subependymal germinal matrix with subsequent
leakage of blood into the ventricular system, mainly caused by changes in cerebral
blood pressure and flow. Currently, are no neuroprotective treatments for PIVH.
Melanocortins, including adrenocorticotrophic hormone (ACTH), have anti-
inflammatory properties and presented a neuroprotective effect on CNS lesions and
neurodegenerative diseases, making ACTH a potent candidate to provide
neuroprotection after HPIV. Thus, the present study aimed to evaluate the potential
neuroprotective effect of ACTH on a PIVH model, induced by the microinjection of
collagenase intracerebroventricular, in rats pups. At one day of life, the animals
received microinjection in the periventricular region containing collagenase type VIl
or PBS. Twelve hours later, all animals with HPIV or Sham (total of 8 groups with 6
animals/each) received a dose of 0.048 mg/kg of ACTHi-24 and/or 0.06 nmol of
SHU9119 (MCR3/MCR4 melanocortins receptor antagonist). After 7 days of birth
the animals were euthanized and, to investigate the neuroprotective effect of ACTH,
injury extension, neuronal/glial density and reactive gliosis (expression of GFAP,
S100B8 and NG2) were used as the main. Results showed injured animals that
received ACTH1-24 experienced neuroprotection evidenced by reduction of injury
extension, GFAP, S1008 and NG2 expression and neuronal loss in the
periventricular tissue. In addition, SHU9119 did not reverse the neuroprotection of
ACTH. These findings indicate that ACTH demonstrated a neuroprotective effect in
the model studied and can be a promising treatment for premature newborns with
HPIV.

Key-Words: peri-intraventricular-hemorrhage; melanocortins; ACTH;
reactive gliosis; GFAP, S1008; NG2
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1. INTRODUCAO

1.1 Prematuridade neonatal

A Organizagcdo Mundial da Saude (OMS/WHO 2012) define o nascimento
prematuro sendo aquele que ocorre antes da 372 semana de gestacao, podendo
ser classificado da seguinte maneira:

- Prematuro extremo: abaixo de 28 semanas de gestacao;

- Prematuro moderado: entre 29 e 33 semanas de gestacao; e,

- Prematuro tardio: entre 34 e 36 semanas de gestacao.

O parto prematuro pode ser classificado em espontaneo ou iatrogénico
(indicagcdo médica). Aproximadamente, dois tercos dos partos prematuros sao
espontaneos, sendo a ruptura prematura das membranas e o trabalho de parto
prematuro sem causa aparente os principais motivos relacionados ao nascimento
pré-termo (Purisch e Gyamfi-Bannerman 2017). Por indicagdo médica, o parto
prematuro esta relacionado a varias doencas e/ou condicbes maternas ou fetais,
incluindo pré-eclampsia, diabetes, restricdo do crescimento intrauterino e placenta
prévia (Purisch e Gyamfi-Bannerman 2017).

O nascimento prematuro é uma “epidemia” no mundo todo, com uma
incidéncia global de 15 milhées de nascimentos por ano. Segundo a OMS, em
2010, 11,1% de todos os nascimentos do mundo foram de recém-nascidos (RNs)
prematuros, situacdo que parece aumentar na maioria dos paises (WHO 2012).
Cerca de 60% dos nascimentos prematuros ocorrem na Africa e no sul da Asia,
como demonstrado na Figura 1 (WHO 2012; Purisch e Gyamfi-Bannerman 2017).
No Brasil, a ocorréncia de nascimentos prematuros se assemelha a paises de baixa
renda, cerca de 11,8%, enquanto em paises de renda média a taxa gira em torno
de 9,4%. Além disso, no Brasil, as regides mais desenvolvidas (Sul e Sudeste) sao
as que apresentam maior indice de prematuridade (12% e 12,5%,
respectivamente), seguidos pela Regiao Centro-Oeste (11,5%), Nordeste (10,9%)
e Norte (10,8%) (UNICEF 2013).
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2008 numeros:
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4000 1 E_ ¢
nascimento prematuro;
5-18% é ataxade
3000- ¢
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I prematuros ocorrem entre
1000~ E : ity
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u-
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sul da Asia
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metade o nimero de
mortes relacionadas ao
nascimento prematuro nos
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Africa do Morte e
Asia Sul-Oriental e

America Latina e
Africa Subsaariana

Figura 1. Relacao entre o nimero de nascimentos prematuros em relagao a idade gestacional por
area mundial no ano de 2010. Adaptado de WHO (2012).

Para o RN, o parto prematuro é um fator de risco que pode impactar de forma
negativa direta e/ou indireta sua saude, bem-estar e desenvolvimento da vida
adulta (Vogel 2018). Complica¢des decorrentes da prematuridade somam cerca
de 1 milhdo de mortes a cada ano e, além disso, o nascimento prematuro é fator
de risco para mais de 75% das mortes neonatais (entre 0 e 28 dias de vida) e cerca
de 50% das morbidades perinatais (MaclLellan et al. 2010; Andrikopolou et al.
2014). Nao obstante, devido aos avancgos tecnoldgicos da medicina neonatal nas
ultimas décadas e da assisténcia perinatal com procedimentos terapéuticos mais
eficazes, houve redugcdo na mortalidade neonatal e, na América Latina, estima-se
em 73% a chance de sobrevivéncia dos RNs com peso ao nascer abaixo de 1500
g (Alles et al. 2010).

O nascimento prematuro pode resultar em uma série de complicagdes a

curto e longo prazo, com frequéncia e gravidade de eventos adversos inversamente
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proporcionais a idade gestacional (IG) e qualidade dos cuidados prestados
(Blencowe et al. 2013). Em estudos recentes, a ocorréncia de complicacdes
relacionadas a prematuridade é superior a 50% em todos 0s casos, 0 que nos
mostra que reduzir a morbimortalidade nessa populagéo ainda é um grande desafio
(Marba et al. 2011; Cabral e Velloso 2014).

1.2 Hemorragia peri-intraventricular em recém-nascidos humanos

prematuros

Uma das principais complicacbes decorrente da prematuridade € a
hemorragia cerebral, e dentre elas, a hemorragia peri-intraventricular (HPIV),
descrita a seguir, que, mesmo com 0s avancos da medicina neonatal, ainda causa
sérios impactos no neurodesenvolvimento do RN prematuro (Alles et al. 2010). Sua
incidéncia é inversamente proporcional a IG e ao peso ao nascer, ocorrendo em
torno de 50% nos RNs com |G igual ou inferior a 26 semanas, 20 a 45% nos RNs
abaixo de 32 semanas e em torno de 20% naqueles com 32 a 34 semanas de IG.
Quando relacionado ao peso ao nascer, cerca de 40% dos RNs abaixo de 1500 g
desenvolvem algum grau de HPIV. Ainda, o risco de desenvolvimento de HPIV é
maior em RNs do sexo masculino quando comparado com o sexo feminino (Neves
et al. 2007; Alles et al. 2010; Brasil 2011; Marba et al. 2011; Coskun et al. 2018).
Apesar da incidéncia de HPIV ter diminuido muito nos ultimos anos (em torno de
40%), tais dados ainda sdo graves e podem variar conforme a situacao local da
unidade de tratamento intensivo onde o RN esta sendo atendido e as intervencdes
de risco a que é submetido (Neves et al. 2007; Alles et al. 2010; Marba et al. 2011).

Em seres humanos, a hemorragia intraventricular geralmente ocorre na
matriz germinativa (MG) subependimaria, com entrada subsequente de sangue no
sistema ventricular, podendo causar também lesdo na substéncia branca
adjacente, de onde se origina a denominacao de HPIV (Airoldi et al. 2009; Alles et
al. 2010). A MG é uma area altamente vascularizada, localizada ventro-lateralmente
ao ventriculo lateral, em posicao superior ao talamo e medial em relacao ao nucleo
caudado, na altura do forame interventricular (Figura 2). A MG, entre 10 e 20

semanas de |G serve como origem de células precursoras de neurdnios e, no
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terceiro trimestre de gestacdo, provém células precursoras gliais que serao
diferenciadas em astrécitos e oligodendrdcitos a seguir (Airoldi et al. 2009). A MG,
em torno de 23 a 24 semanas de |G possui uma largura de 2,5 mm, regredindo
para 1,4 mm na 322 semana de gestacao e involui completamente por volta das 36

semanas de |G, no sentido péstero-anterior (Szymonowicz et al. 1984; Volpe 2001).
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\\ ,A -Nucleo caudado

Matriz germinativa

Figura 2. Anatomia periventricular no recém-nascido prematuro e representacdo da matriz

germinativa de ratos. (A) A matriz germinativa (MG) no humano é uma fina camada de massa
cinzenta (em verde) localizada logo abaixo do epéndima. Adaptado de Luo et al. (2018). (B) Corte
coronal do prosencéfalo de um feto de 16 semanas, onde: g: MG; CC: corpo caloso; CN: nucleo
caudado; IC: cépsula interna. Setas indicam os sulcos cerebrais que estdo no inicio do seu
desenvolvimento. Adaptado de Sarnat e Flores-Sarnat (https://neupsykey.com/developmental-
disorders-of-the-nervous-system/). (C) Em ratos, a matriz germinativa € denominada como zona
subventricular (SVZ). Imagem superior: ilustragdo de um corte coronal do cérebro do rato,
evidenciando a SVZ (linha vermelha). Imagem inferior: Fotografia de um corte coronal de cérebro
de rato contendo a SVZ. As setas indicam a SVZ. RMS: “rota migratéria rostral’. Adaptado de
Levinson et al. (2001), Lacar et al. (2010) e Sabel (2017).
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A rede vascular que nutre a MG é primitiva nas fases iniciais da gestacao e
possui caracteristicas que a torna mais vulneravel a sangramento, tais como:
didmetro dos vasos relativamente grande em comparagdo com paredes ainda
finas; auséncia de camada muscular, elastina ou colageno; imaturidade das
juncdes endoteliais e da lamina basal; e auséncia de contato direto com estruturas
gliais perivasculares (Alles et al. 2010; Ballabh 2010).

Foi demonstrado que a patogenia da hemorragia na MG no prematuro
humano esta relacionada com iniumeros fatores de risco, que podem ser divididos
em intravasculares, vasculares e extravasculares, conforme tabela a seguir
(Cloherty et al. 2005):

Tabela 1. Fatores relacionados na patogenia da hemorragia na matriz germinativa em recém-nascidos
humanos pré-termos.

Fatores intravasculares - Isquemia / Reperfusdo (infusdo de volume

apos hipotensao);

- Variacao do fluxo sanguineo cerebral (uso de
ventilagdo mecanica, por exemplo);

- Aumento do fluxo sanguineo cerebral
(hipertensao arterial sistémica, hipercapnia);

- Aumento da pressao venosa central;

- Disturbios de coagulacdo e disfuncao

plaquetaria

Fatores vasculares - Fragilidade dos vasos da matriz germinativa —
auséncia de camada muscular, pouca camada
adventicia, grande diametro luminal e paredes

finas

Fatores extravasculares - Suporte extravascular deficiente e atividade

fibrinolitica excessiva

Fonte: Adaptado de Cloherty et al. (2005).

Em todos os fatores relacionados com a variagdo do fluxo sanguineo
cerebral (FSC) arterial e venoso, o papel da circulacao cerebral passiva a pressao
provavelmente € o que ganha maior destaque, pois 0 RN pré-termo (RNPT)
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apresenta uma capacidade diminuida para regular o FSC em resposta a alteracoes
na pressao sanguinea arterial e venosa (Ballabh 2010). Autorregulacao cerebral é
a capacidade dos vasos cerebrais em manter o FSC relativamente constante,
dentro de limites fisiol6gicos, apesar da variacao da pressao sanguinea (Ballabh
2010). A adequada autorregulacado do FSC esta intimamente ligada a IG e ao peso
ao nascer, fazendo com que o RNPT se torne mais suscetivel a ruptura dos frageis
vasos da MG frente a aumentos da pressao arterial e/ou venosa (Cloherty et al.
2005).

Desta forma, a HPIV é considerada um evento patolégico multifatorial,
definida como a ruptura da rede vascular imatura e delicada da MG, causada,
sobretudo, por disturbios do FSC e aumento da pressdo sanguinea dentro dos
vasos, sendo o periodo de maior risco as primeiras 72 horas apds o nascimento
(Cloherty et al. 2005; Ballabh 2010; Aquilina 2011, Gangoni e Formiga 2012).

O sangramento na MG, quando drenado para os ventriculos cerebrais, pode
evoluir para infarto hemorragico periventricular, leucomalacia periventricular e
hidrocefalia pds-hemorragica (Volpe 2001; Ballabh 2010). Assim, na sua forma
mais grave, o sangramento na MG pode progredir para dentro da cavidade
ventricular e, em seguida, para o parénquima cerebral, dando origem aos diferentes
graus de gravidade e comprometimento estrutural, a saber:

Grau | - hemorragia restrita a MG,

Grau Il - hemorragia intraventricular sem dilatagdo ventricular,

Grau lll - hemorragia intraventricular com dilatagdo ventricular e

Grau IV - comprometimento parenquimatoso que pode significar infarto
hemorragico ou leucomalacia periventricular (Figura 3) (Volpe 2001; Ballabh 2010;
Marba et al. 2011; Lekic et al. 2012).
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Figura 3. Imagem representativa dos diferentes graus de hemorragia peri-intraventricular em recém-
nascidos humanos pré-termos. (a) Grau I; (b) Grau Il; (c) Grau lll; (d) Grau IV. Adaptado de Luo et
al., 2018.

Dessa forma, os principais mecanismos envolvidos na injuria cerebral do
prematuro com HPIV sdo: (1) a hemorragia pode ser antecedida por hipoxia-
isquemia; (2) ocorre destruicdo da MG e de seus precursores gliais e neuronais;
(3) a substancia branca periventricular é destruida (ou seja, ocorre infarto
hemorragico periventricular); (4) a lesdo da substancia branca periventricular é
resultado da ativacdo da microglia, dos produtos do sangramento intraventricular
com vasoconstricdo e geracdo de radicais livres teciduais (Figura 4); (5) o
desenvolvimento dessa porcao cerebral passa a ficar comprometido; (6) ha
aumento expressivo na pressao intracraniana e consequentemente
comprometimento da perfusdo cerebral, 0 que pode gerar reflexamente ainda mais

aumento da pressao sanguinea; (7) acontece vasoespasmo com isquemia focal; e,
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(8) ocorre hidrocefalia pds-hemorragica e leucomalacia periventricular (Volpe1997;
Cloherty et al. 2005; Alles et al. 2010; Lekic et al. 2015; Walsh et al 2017).

Apoptose neuronal ' :.‘" .
Edema celular ' 20

Proliferacdoda
microglia T

Transformagio
em M2

Figura 4. Mecanismos e vias moleculares, extracelulares e intracelulares relacionados a lesdo do

parénquima cerebral na hemorragia peri-intraventricular. O esquema mostra que, apés a lesao
vascular, ocorre uma sequéncia de eventos locais em paralelo que geram transformacgdes celularese
respostas bioquimicas que culminam em fibrose, proliferagcdo microglial, inflamacao, dano oxidativo,
edema celular e apoptose neuronal. TLR4: receptor Toll do tipo 4; Coag: coagulo; BHE: barreira
hematoencefalica; AMPK/Nrf2: “proteina quinase ativada por adenosina monofosfato/fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2”; HO: heme-oxigenase; IL: interleucina; TNF-a: fator de necrose
tumoral alfa; M2: microglia anti-inflamatoria; S1PR: “receptor da esfingosina-1-fosfato”; Wnt:
glicoproteina relacionada com a organogénese, diferenciagcao, polarizacdo e migragao celular;
MAPK: “proteino-quinases ativadas por mitégenos. Adaptado de Luo et al. 2018.
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A evolucao desse tipo de sangramento € preocupante, pois 0s graus mais
avancados de HPIV estdo associados a altos indices de mortalidade e a danos
celulares e neuroldgicos graves, com ocorréncia de sequelas motoras e cognitivas
devido a redugao no numero de axénios, dendritos, mielina e sinapses, resultando
na limitacdo do desenvolvimento dessa crianca (Neves et al. 2007; Alles et al. 2010;
Aquilina 2011; Lekic et al. 2012). De fato, apés a HPIV, o desenvolvimento normal
deste RN estara comprometido devido a destruicao dos precursores gliais locais. A
destruicdo da oligodendroglia resulta em prejuizos no processo de mielinizagao
axonal, e esta intimamente associada a déficits motores futuros (Inder 2006). Além
disso, com a destruicdo da MG, o desenvolvimento dos astrécitos destinados a
camada cortical do cérebro estara prejudicado, refletindo na perda de volume da
substancia cinzenta e, consequentemente, em déficits cognitivos (Inder 2006).
Estima-se que 40% dos RNs com HPIV apresentardo déficits neurocognitivos,
leucomalécia periventricular, hidrocefalia pds-hemorragica e paralisia cerebral,
sendo que nos RNs que apresentam hemorragia grau IV a ocorréncia de paralisia
cerebral aumenta para 80 a 90% (Coskun et al. 2018).

Na maioria das vezes, o quadro inicial da HPIV é assintomatico ou
inespecifico e os sinais e sintomas dependem da velocidade de instalacao da
hemorragia, da sua extensao, do local mais acometido e de sua evolucéao (Alles et
al. 2010). Desse modo, na sua apresentacao clinica mais grave, o RN apresenta
rapida deterioracao neuroldgica, evoluindo em minutos ou horas com estupor, coma
profundo, hipoventilacdo ou apnéia, convulsdes, auséncia de reacado pupilar,
postura em descerebracao, hipotensao, abaulamento de fontanela e perda do ténus
muscular esquelético) com indices de mortalidade de 50 a 60% (Kopelman e
Goulart 2004; Douglas-Escobar e Weiss 2013). Na sua forma ‘silenciosa’, os sinais
sao discretos, sendo a queda do hematdécrito o achado clinico mais importante. O
diagnéstico é realizado, principalmente, apds exames de imagem de rotina, sendo
a ecografia transfontanelar o método principal de escolha, pois trata-se de um
exame seguro, de baixo custo, apresenta boa sensibilidade e especificidade e,
sobretudo, pode ser realizado a beira do leito (Alles et al. 2010; Marba et al. 2011;
Douglas-Escobar e Weiss, 2013).
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O tratamento para HPIV consiste principalmente em monitorar a evolucao da
hemorragia e tratar suas complicacdes e deve ser direcionado para a manutencao
de uma perfusao cerebral estavel, mediante a manutencao da pressao arterial e do
volume circulante e de um suporte ventilatério adequado (Cloherty et al. 2005).
Transfusdes de concentrados de hemacias podem ser necessarios nos casos de
hemorragias maiores para restaurar o hematocrito e volume sanguineos normais.
Além disso, quando o RN apresenta crises convulsivas e aumento da pressao
intracraniana e perimetro cefalico, administra-se anticonvulsivantes e séo
realizadas puncdes lombares ou ventriculares para drenagem do liquor (Cloherty
et al. 2005; Mccrea e Ment 2008).

1.3 Modelo animal de hemorragia peri-intraventricular

Modelos experimentais de hemorragia intracraniana tem sido usados desde
a década de 60, valendo-se de injecao intracerebral de sangue autdlogo ou
colagenase ou por avulsdo de vasos sanguineos cerebrais em diversas espécies
(roedores, coelhos, gatos, porcos, babuinos e outros primatas) (Yan et al. 2015).

A colagenase é uma metaloproteinase e, devido a sua capacidade de
degradar o colageno, estd envolvida na ruptura das matrizes extracelulares das
células animais (Duarte et al. 2016). No sistema nervoso central (SNC), a
colagenase hidrolisa o colageno presente na membrana basal dos capilares,
causando sangramento no parénquima cerebral (Alles et al. 2010). Com base
nisso, Rosenberg e colaboradores (1990) desenvolveram um modelo experimental
utilizando infusdo de colagenase em ratos adultos. Mais tarde, outros autores (Alles
et al. 2010 e Lekic et al. 2012) desenvolveram um modelo de hemorragia
espontanea na MG de ratos neonatos utilizando microinjecdo de colagenase tipo
VII. Com isso, criou-se um modelo animal para HPIV com consequéncias
neuroldgicas que evidenciava alteragbes similares as encontradas em humanos,
como déficit motor e cognitivo, dilatacao ventricular e redugdao do volume do
encéfalo na regiao do hemisfério lesionado.
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1.4 Biomarcadores para lesao nervosa

Entende-se por biomarcadores as substancias mensuraveis, em sua maior
parte proteinas enddgenas, que tem possibilidade ou comprovagcdo como
indicadores de presenca ou gravidade de lesdo tecidual com maior ou menor
especificidade (Strimbu e Tavel 2010). Nesse sentido, a correlacdo entre niveis
séricos e liquoricos de proteinas neurogliais, exames de imagem, escores clinicos
e avaliacao neuropsicoldgica, indicam que biomarcadores podem ser utilizados
para a investigacao da fisiopatologia de lesdo do SNC (Béhmer et al. 2011). Desse
modo, biomarcadores podem ser utilizados para elucidar possiveis mecanismos
patogenéticos e atuar como preditores da lesao cerebral nos neonatos prematuros
(Douglas-Escobar e Weiss 2013; Andrikopolou et al. 2014), possibilitando que
tratamentos e intervencdes sejam realizados tao logo sejam detectadas alteracdes
neurogliais relacionadas com hemorragias cerebrais. Alguns biomarcadores
potenciais estudados no tecido nervoso, no liquor, urina ou no plasma que podem
indicar alteracdes centrais sdo a proteina acida fibrilar glial (GFAP), a proteina
S100B e a NG2 (“neural/glial antigeno 2”) (Bbhmer et al. 2011; Douglas-Escobar e
Weiss 2013; Andrikopolou et al. 2014).

A GFAP, uma das proteinas que compdbe os filamentos intermediarios do
citoesqueleto dos astrécitos, esta intimamente relacionada a modificagées na
composicao, forma e funcao dessas células e tem sido amplamente utilizada como
um biomarcador para lesdes cerebrais (Douglas-Escobar e Weiss 2012). Os
astrécitos sdo as células gliais mais abundantes do SNC e estdo envolvidos em
diversas fungdes importantes para a homeostase do SNC e sobrevivéncia neuronal,
por exemplo: (1) captagao e liberacao de diversos gliotransmissores, participando
ativamente na formacao, funcéo e estabilidade das sinapses (sinapse multipartite);
(2) metabolismo de glutamato e GABA; (3) manutengéo dos niveis ibnicos do meio
extracelular; (4) formacao da barreira hematoencefalica; (5) componentes chaves
da gliose reativa; e (6) crescimento de neuritos e secrecao de fatores tréficos
relacionados a sobrevivéncia e diferenciacdo dos neurbnios (Chen e Swanson
2003; Privat 2003; Schousboe et al. 2004; Gomes et al. 2013; Neves et al. 2017).

Desse modo, a funcao dos astrécitos pode influenciar criticamente a homeostasia
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nervosa e sobrevivéncia neuronal durante processos isquémicos e outras lesdes
SNC (Chen e Swanson 2003).

O astrécito, apds trauma, isquemia ou doengas neurodegenerativas, assume
um fendtipo reativo, apresentando hipertrofia e aumento na expressado de suas
proteinas estruturais, como a GFAP, fenbmeno chamado de gliose reativa ou
“astrogliose” (Chen e Swanson 2003; Hol e Pekny 2015). Astrogliose é uma
resposta adaptativa e complexa do SNC e estd envolvida principalmente na
protecdo e reparo tecidual, porém, em determinadas situacdes esse fenémeno
pode resultar em danos permanentes no tecido cerebral (Mestriner et al. 2015;
Sofroniew 2015). O astrdcito reativo pode se apresentar com 2 fenotipos, chamados
“‘A1” e “A2” (Liddelow et al. 2017). Os astrécitos do tipo A1 sdo ativados pela
microglia durante a inflamagdo e possuem caracteristicas neurotoxicas, pois
perdem a capacidade de desempenhar as funcdes essenciais para a homeostase
do SNC e liberam fatores téxicos locais capazes de causar a destruicdo de
neurdnios e oligodendrécitos (Liddelow e Barres 2017; Clarke et al. 2018). Em
contrapartida, o astrécito com o fenétipo do tipo A2 esta relacionado com a
regulacao da maioria dos fatores neurotréficos, os quais promovem sobrevivéncia
e crescimento neuronal e reparo das sinapses (Liddelow e Barres 2017; Liddelow
et al. 2017).

Sendo assim, a astrogliose engloba quatro caracteristicas principais: (1)
alteragdes moleculares, celulares e funcionais nos astrécitos ocorrem em resposta
a todas as formas e gravidade de lesdao e doencas do SNC; (2) as mudancas
sofridas por astrocitos reativos variam com a gravidade da leséo; (3) as alteracoes
associadas a astrogliose séo reguladas de maneira especifica por varias moléculas
de sinalizagao intracelulares e extracelulares; e (4) as mudancgas sofridas durante
a astrogliose tém o potencial de alterar as atividades dos astrécitos tanto para
ganho como para perda de funcdo, ou seja, a astrogliose pode ser benéfica ou
lesiva (Sofroniew 2015), como descrito na Figura 5.
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Figura 5. Esquema conceitual para astrogliose: seus mecanismos de reparo ou lesdo tecidual. Em
azul, processos adaptativos ou benéficos da astrogliose. Em vermelho, mecanismos pelos quais as
disfungbes da astrogliose podem ser causas primarias ou principais para os distdrbios do SNC.
GFAP-AlexD — “mutacéo no gene da GFAP para a Doenca de Alexander”; SOD-fALS — “esclerose
amiotrofica lateral causada pela mutagdo do gene codificante da superéxido dismutase”; mHtt-HD —

“proteina de huntington mutante para doenca de Huntington”. Adaptado de Sofroniew (2015).

S100B8 é uma proteina ligante de calcio, fisiologicamente produzida e
liberada por astrécitos no SNC (Béhmer et al. 2011). A S1008 desempenha duas
fungdes, dependendo da sua concentracdo local. Ou seja, em concentracoes
nanomolares a S1008 é neurotréfica, mas quando esta superexpressa € em
concentragcdes micromolares pode aumentar a neuroinflamagdo e a apoptose
neuronal (Gazzolo et al. 2009; Florio et al. 2010; Douglas-Escobar e Weiss 2013).

A expressdao de NG2 no SNC tem sido utilizada como um critério para
identificar células precursoras de oligodendrécitos (OPCs) (Chittajallu et al. 2004).
Oligodendrécitos sintetizam e mantém a bainha de mielina e estdo entre as células
mais vulneraveis do SNC a danos oxidativos mediados por radicais livres e
inflamacao (Khwaja e Volpe 2008). Em animais e humanos, apés lesées no SNC,
que resultam na perda de oligodendrécitos, a capacidade proliferativa das OPCs
aumenta rapidamente, consequentemente aumentando a expressdao de NG2

(Valny et al. 2017; George e Geller 2018). Além disso, o potencial de diferenciagdo
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das OPCs amplia, podendo se diferenciar em astrécitos ou até mesmo em
neurdnios (Valny et al. 2017).

Com isso, esses trés biomarcadores poderiam ser testados em casos de
HPIV e o que ocorre com suas expressdes comparativamente a grupos controle.
ApGés isso, poder-se-ia testar se a substancia neuroprotetora poderia gerar valores
menores desses biomarcadores e esses dados estarem relacionados com menor
area de lesao tecidual cerebral. De fato, esses sao alguns dos objetivos da presente

dissertacao.

1.4 ACTH e neuroprotecao

O horménio adrenocorticotréfico (ACTH), igualmente um dos temas
principais do presente trabalho, e os horménios estimulantes de melandcitos (a-, B-
e y-MSH) sao peptideos endégenos produzidos a partir do gene que codifica a
proteina maior pré-opiomelanocortina (POMC), coletivamente chamados de
melanocortinas (Giuliani et al. 2007, 2011, 2012). A clivagem do POMC pela enzima
pro-horménio convertase 1 na hipofise anterior leva a formacao do ACTH, o qual
pode ser clivado pela pré-horménio convertase 2, gerando a-MSH (Figura 6) (Ross
et al. 2013). O ACTH € um polipeptideo de cadeia simples e a sua sequéncia
completa compreende 39 aminoacidos (ACTHi-39), da qual o a-MSH corresponde
a sequéncia de aminoacidos 1-13. O ACTH esta envolvido com o trofismo, o
desenvolvimento e a funcdo do cortex adrenal e, preferentemente, na sintese de
glicocorticoides, como o cortisol em humanos e a corticosterona em ratos (Getting
2002; Ghaddhab et al. 2017).

Todas as melanocortinas compartiiham uma sequéncia invariavel de 4
aminoacidos (HFRW), o que explica receptores e funcdes sobrepostas entre si
(Getting 2002; Ross et al. 2013), além de possuirem a capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica em concentracées fisioldgicas e farmacoldgicas

relevantes (Giuliani et al. 2011; Spaccapelo et al. 2011).
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Figura 6. Diagrama esquematico da pré-opiomelanocortina (POMC) e seus fragmentos. (a) O
peptideo POMC sofre clivagem proteolitica pelas PC1 e PC2, com PC1 gerando o ACTH e PC2
levando a geragao do a-MSH. (b) Todos os peptideos derivados contém uma sequéncia de
aminoacidos em comum - HFRW (destacado em vermelho). O triplo peptideo KPV (destacado em
laranja) tem a capacidade de antagonizar efeitos da interleucina 1. PC1: Pr6-hormdnio convertase
1; PC2: Pré-horménio convertase 2. Adaptado de Getting (2002).

As melanocortinas s6 exercerao seus efeitos apds sua ligacdo e ativacao
dos receptores de melanocortinas (MCRs) (Lasaga et al. 2008; Catania et al. 2010;
Giuliani et al. 2012). Cinco subtipos de receptores de melanocortinas estao
descritos na literatura, classificados como MCR1 — MCR5. Os MCRs pertencem a
familia dos receptores associados as proteinas G e diferem entre si na afinidade de
ligacdo as diferentes melanocortinas e na sua distribuicdo nos tecidos (Lasaga et
al. 2008; Catania et al. 2010), conforme demonstrado na tabela 2. Todos os 5 MCRs
sdo ativados pelo ACTH, entretanto, o MCR2 n&o é ativado pelas outras
melanocortinas (Lasaga et al. 2008). O MCR2 é o receptor presente no cortex da
adrenal e sua ativacao estimula a secrecao de glicocorticoides (Lasaga et al. 2008).
O MCR4 é receptor mais prevalente no tecido cerebral, seguido do MCR3, e estéao
envolvidos na regulacdo da homeostase energética, inflamacédo e comportamento
alimentar (Catania et al. 2010). O receptor MCR4 esta relacionado com as
principais fungdes centrais das melanocortinas, incluindo neuroprotecao (Catania
et al. 2010).
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Tabela 2. Receptores de melanocortinas: suas afinidades para as diferentes melanocortinas,

distribuicao tecidual e beneficios experimentais comprovados.

Receptor  Afinidade para melanocortinas Distribuicao tecidual Beneficios experimentais comprovados
Melanécitos, células gliais, células Pigmentagao, efeitos antipiréticos e anti-
imunes/inflamatoérias, inflamatoérios

MCR1 a-MSH = 3-MSH = ACTH > y-MSH L . )
queratindcitos, fibroblastos, células
endoteliais, testiculo, rim
Glandula suprarrenal e tecido Esteroidogénese
MCR2 ACTH )
adiposo
SNC, coragao, rim, intestino, Recuperagao da fungédo cardiaca, redugéo
sistema imunoldgico, masculo da area infartada, homeostasia energética,
MCR3 y-MSH = 3-MSH = ACTH = a-MSH . ] N . o
esquelético efeitos anti-inflamatérios, natriurético,
comportamento alimentar
SNC, detectado em baixas Efeitos anti-inflamatérios e antipiréticos,
concentragdes no musculo aumento da neuroprote¢ao, aumento da
esquelético, linfocitos e alguns neurogénese, homeostasia energética,
MCR4 o-MSH = B-MSH = ACTH > y-MSH L
orgaos periféricos comportamento sexual, aumento da
espermatogénese, reversao de choque
circulatério
MCR5 a-MSH = 3-MSH = ACTH > y-MSH  Glandulas exécrinas Secregao exdcrina

Fonte: Adaptado de Lasaga et al. (2008), Catania et al. (2010) e Giuliani et al. (2012).

Trabalhos prévios demonstraram efeito neuroprotetor do ACTH e do a-MSH
em lesdes do parénquima nervoso e diante de condi¢gdes hipbxicas, como choque
circulatério, parada respiratoria e isquemia do miocardio (Giuliani et al. 2007a,
2011, 2012).

Trabalhos neste sentido foram realizados por Guarani et al. (2004) ao
demonstrar que, em ratos, o ACTH1-24 suprimiu a resposta inflamatéria sistémica e
reverteu a condicdo de choque hemorragico pela ativacdo de respostas anti-
inflamatérias. Apds reproduzir um modelo de isquemia cerebral em ratos pela
oclusdo das artérias vertebrais, Aronsson et al. (2006) descreveram que a
administracdo de a-MSH na dose de 0,5 mg/kg 30 minutos, 24, 48, 72 e 96 horas
apos o inicio da isquemia foi capaz de promover acao neuroprotetora nos neurénios
piramidais do hipocampo e, concomitantemente, reduzir a ativagdo astroglial.
Giuliani et al. (2007), apds gerarem modelo de isquemia cerebral em ratos por
microinjecdo de endotelina-1 no estriado, trataram os animais, por via

intraperitoneal, com doses nanomolares de a-MSH por 11 dias, iniciando-as 3 ou 9



35

horas apos a inducao da lesdo. a — MSH apresentou acao neuroprotetora, inclusive
em modelos graves de isquemia cerebral, com periodo de acdo terapéutica
consideravel uma vez que nao houve diferenca significativa nos efeitos quando os
tratamentos foram iniciados 3 h ou 9 h ap6s a microinjecdo de endotelina-1. Chen
et al. (2008) demonstraram que o a-MSH foi capaz de diminuir o volume da regiao
com lesao isquémica cerebral em ratos Wistar adultos submetidos a oclusao da
artéria cerebral média quando comparados ao grupo controle. A seguir, Giuliani et
al. (2011) descreveram que NDP-a-MSH, analogo sintético da a-MSH, recuperou a
resposta funcional, neste caso aprendizado e memoria, e estimulou a neurogénese
apés isquemia cerebral. Mais recentemente, Benjamins et al. (2013, 2014) e Lisak
et al. (2015) descobriram que, in vitro, o efeito direto do ACTH na oligodendroglia e
nos neurbnios protege-os de grave apoptose, excitotoxicidade e alteracdes
relacionados a inflamacdo. E muito provavel que o efeito neuroprotetor das
melanocortinas ocorra pela inibicado dos principais mecanismos de dano cerebral
(superproducao de radicais livres, excitotoxicidade, resposta inflamatéria e
apoptose), mantendo integra a transmissao sinaptica e a plasticidade neuroglial
tecidual (Figura 7) (Trato 2005; Catania 2008). Alguns estudos indicam ainda que
o efeito neuroprotetor das melanocortinas é diretamente proporcional ao momento
em que se inicia o tratamento ap6és a lesao, sugerindo-se que 18 horas é o tempo
limite para que se obtenham resultados favoraveis (Bazzani et al. 2002; Giuliani et
al. 2007; Catania 2008; Giuliani et al. 2014a).
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Figura 7. Acdo das melanocortinas na isquemia cerebral — mecanismos de dano tecidual e acéo
neuroprotetora. Melanocortinas suprimem processos mediadores de dano tecidual e promovem
processos neuroprotetores em isquemia cerebral. O grafico retrata alguns mediadores pos-
isquémicos de dano cerebral e neuroprotecdo que podem ser modulados pelas melanocortinas.
*Achados em modelos de isquemia cerebral; outros foram demonstrados em inflamagdes cerebrais
ou sistémicas, isquemia de 6rgaos, lesdo nervosa ou em células neuronais/gliais in vitro. A barra
azul indica o tempo estabelecido para a administracdo eficaz das melanocortinas na isquemia
cerebral. MCs: melanocortinas, ROS: espécies reativas de oxigénio, JNK: c-Jun quinase terminal,
p38: proteina 38, NF-kB: fator nuclear kappa B, ICAM: moléculas de adesao celular, TNF-a: fator de
necrose tumoral alfa, IL-1pB: interleucina-1-beta, iINOS: éxido nitrico-sintase induzida, Bcl2: “célula-B

de linfoma 2”, Belxl: “célula-B de linfoma extra grande”. Adaptado de Tatro (2005).

Modelos de isquemia’/hemorragia em ratos tém sido amplamente utilizados
para testar mecanismos “in vivo’ de neuroprotecao e reparacao neural apdés injuria
cerebral (Mestriner et al. 2015) e significam um grande avango para compreender
a fisiopatologia da lesdo nervosa e gerar possibilidades terapéuticas. Apesar do
desenvolvimento de modelos animais de HPIV em ratos RNs, ainda nao ha estudos
que demonstrem a acao do ACTH no tecido cerebral de ratos neonatos apés a
inducéo de HPIV.

Assim, o estudo de possiveis efeitos neuroprotetores do ACTH em condigdes
de HPIV sao importantes, ndo somente para a protecéo de neurdnios, mas também
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de outras células cerebrais, como astrécitos, oligodendrdécitos e micréglia (Catania
2008), e pode servir como uma nova abordagem terapéutica em casos onde a
mortalidade e a ocorréncia de sequelas é alta.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a agéo neuroprotetora do ACTH em um modelo de hemorragia peri-

intraventricular em ratos Wistar neonatos.

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar a indugédo de hemorragia peri-intraventricular em ratos Wistar com
um dia de vida pela infusdo de colagenase intracerebroventricular;

- Analisar histologicamente a regido periventricular para avaliar
comprometimento neuronal e glial apés hemorragia no tecido nervoso adjacente a
leséo;

- Estudar os efeitos temporais (as 12 h) apds a infusdo da colagenase na
extensdo da lesdo cerebral para definir o melhor momento de intervencéao
terapéutica;

- Realizar analise imunohistoquimica dos cortes obtidos com o intuito de
mensurar e relacionar os marcadores bioquimicos GFAP, S100B8 e NG2 com a
leséo cerebral ocorrida;

- Estudar os efeitos neuroprotetores do ACTH na extensdo da lesao
hemorragica, na contagem de neurénios e células gliais no local lesionado e na

expressao de biomarcadores relacionados com o dano parenquimatoso cerebral.
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Abstract

Few agents are currently available that promote effective neuroprotection in the peri-
intraventricular hemorrhage (PIVH), a serious premature-related complication.
Melanocortins such as ACTH.24 have anti-inflammatory properties that suggest its potential
candidate neuroprotection after PIVH. Therefore, this study sought to investigate the
neuroprotective effect of ACTH on a collagenase-induced PIVH model in Wistar rat pups.
Injury extension, neuronal/glial densities and reactive gliosis were used as the main
outcomes. Briefly, animals received microinjections containing 3 IU of collagenase type VII
or PBS on post-natal day 1 (P1) in the periventricular zone. 12 hours later, all the PIVH or
sham animals (a total of eight groups) received a combination of 0.048 mg/kg of ACTH 24,
0.06 nmol of SHU9119 (MCR3/MCR4 antagonist) or PBS in the same injury location. Our
findings revealed injured animals injected with ACTHi24 experienced an important
neuroprotection evidenced through reductions in lesion extension, GFAP, S100p and NG2-
positive cell proliferation as well as neuronal loss in the periventricular tissue. Overall, we
concluded a single dose of ACTH reversed glial reactivity, preserved neural/glial cell
densities in the perilesional tissue and reduced the extension of the PIVH damage most likely

via MCR3/MCR4 independent/compensatory pathways.

Key-words: peri-intraventricular hemorrhage; melanocortins; ACTH; reactive gliosis;

GFAP; S1008; NG2-positive cells.
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INTRODUCTION

Complications due to prematurity (i.e., in infants born prior to 37 weeks of gestation)
account for approximately one million deaths per year in the world, which corresponds to
75% of all human neonatal deaths (Maclellan et al. 2010; Andrikopolou et al. 2014) as well
as 40% of the neurologically impaired children (Florio et al. 2010). Premature births account
near 15 million per year, representing 11% of all births in 2010 (WHO 2012; Purisch and
Gvamfi-Bannerman 2017).

Peri-intraventricular hemorrhage (PIVH) is one of the most severe premature-related
complications and leads to serious neurodevelopmental problems (Alles et al. 2010). Its
incidence is inversely proportional to gestational age and newborn weight, affecting nearly
50% of infants born on or before the 26™ week (Alles et al. 2010; Brasil 2011; Marba et al.
2011). Moreover, the risk of PIVH and its damaging consequences is higher in male than in
female newborns (Coskun et al. 2018).

PIVH affects the germinal matrix (GM) - a highly vascularized area, located between
the head of the caudate nucleus and thalamus, underneath the periventricular ependyma -
responsible for neuronal and glial proliferation and migration. For instance, GM provides
glioblasts that differentiate into oligodendroglia and astrocytes during brain development
(Ballabh 2010). PIVH is a multifactorial event, defined as the rupture of thin, fragile and
immature vessels in the GM with the subsequent leakage of blood into the ventricular
system, mainly caused by changes in cerebral blood pressure and flow (Cloherty et al. 2005;
Ballabh 2010; Aquilina 2011). It more frequently occurs during the first 72 hours after birth,
damages the GM and the adjacent white matter resulting in cerebral palsy, periventricular
hemorrhagic infarct, periventricular leukomalacia, post-hemorrhagic hydrocephalus, and
cognitive deficits (Alles et al. 2010; Lekic et al. 2012; Coskun et al. 2018).

Neuroglial proteins can be used as biomarkers to indicate the presence or severity of
tissue injury and are used to investigate physiopathology in the central nervous system
(CNS) (Florio et al. 2010; Douglas-Escobar and Weiss 2013; Andrikopolou al. 2014). Some
biomarkers studied in the nervous tissue, cerebrospinal fluid or plasma can be overexpressed
after brain injury indicating changes in tissue protection and repair (Florio et al. 2010;
Sofroniew 2015). Some neuroglial proteins such as glial fibrillary acid protein (GFAP),

S100B protein and NG2 (neural/glial antigen 2) can elucidate possible mechanisms and
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severity of brain injury in prematurity (Gazzolo et al. 1999, 2009; Florio et al. 2010;
Douglas-Escobar and Weiss 2013; Andrikopolou et al. 2014). GFAP is the cytoskeletal
intermediate filament mostly expressed in mature astrocytes (Douglas-Escobar and Weiss
2013). S100B is a calcium-binding protein physiologically expressed and released by
astrocytes in the CNS (Bohmer et al. 2011). The expression of NG2 has been widely
employed as a criterion to identify oligodendrocyte progenitors (Chittajallu et al. 2004).

Adrenocorticotropic hormone (ACTH) and o-, B- e y-melanocyte-stimulating
hormones (a-, B- e y-MSH) are endogenous peptide products of the pro-opiomelanocortin
gene, collectively called melanocortins (Giuliani et al. 2007, 2011, 2012). Melanocortins act
via five melanocortin receptors (MCRs) (Lasaga et al. 2008; Catania et al. 2010; Giuliani et
al. 2012), classified as MCR1-MCRS5 (Lasaga et al. 2008; Catania et al. 2010). MCR4 and
MCR3 are the most prevalent MCRs in the brain and are involved in the regulation of energy
homeostasis, control of inflammation and feeding behavior (Catania et al. 2010). MCR4
mediates most of the central effects of melanocortins, including neuroprotection (Catania et
al. 2010).

Several studies have shown neuroprotector effects of ACTH and a-MSH in lesions
of nervous parenchyma and in hypoxic conditions, such as hemorrhagic shock, prolonged
respiratory arrest, myocardial ischemia, ischemic stroke and neurodegenerative diseases
(Giuliani et al. 2007, 2011, 2012). For example, ACTHi.24 suppressed the systemic
inflammatory response and reverted shock condition in rats by activating anti-inflammatory
pathway (Guarini et al. 2004). Moreover, Aronsson et al. (2006) reported the administration
of 0.5 ml/kg o-MSH at 30 min, 24 h, 48 h, 72 h and 96 h post-ischemia provided
neuroprotection in pyramidal neurons in the hippocampus, concomitant with a reduction in
astroglia activation in a rat model of cerebral ischemia. Giuliani et al. (2007), showed a-
MSH presented long-lasting neuroprotective action, even in severe models of cerebral
ischemia. The same research group also reported treatment with nanomolar amounts of
NDP-a-MSH, a synthetic analogue of a-MSH, induced functional recovery, with
improvement in learning and memory, and increase neurogenesis after cerebral ischemia
(Giuliani et al. 2011). In the same way, Chen et al. (2008) reported a-MSH reduced the
infarct volume in focal brain ischemic stroke in adult male Wistar rats subjected to right
middle cerebral artery occlusion. Finally, Benjamins et al. (2013, 2014) and Lisak et al.

(2015) found a direct protective effect of ACTH on oligodendroglia and neurons in vitro,
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which protected these cells from apoptosis, excitotoxity and inflammatory-related changes.
Hence, the neuroprotective effect of melanocortins may occur by inhibiting/modulating a
wide range of combined mechanisms, i.e. oxidative stress, glutamatergic excitotoxity,
inflammation and apoptosis, thus improving the synaptic transmission and plasticity (Trato
2005; Catania 2008).

Thus, the translational research on melanocortins sounds a promising pathway, since
neuroprotective options are very scarce to treat PIVH in the clinics (Catania 2008). In this
study we sought to investigate the potential neuroprotective effect of ACTH on a

collagenase-induced PIVH model in rat pups.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Animals

Offspring male Wistar rats (N=48) from a local colony at UFCSPA were used in the
experiments. The litters were standardized (8 pups per mother) and maintained under
standard laboratory conditions, with water and food ad libitum, room temperature at 22 °C
and light / dark cycle of 12 h. The day of birth was considered the day 0 (P0O). Efforts were
made to minimize the number of animals needed and their suffering - all experimental
procedures were performed followed all ethical rules established by the 8th Edition of Guide
for Care and Use of Experimental Animals published by National Research Council of the
National Academies, 2011 (available at https://grants.nih.gov/grants/olaw/guide-for-the-
care-and-use-of-laboratoryanimals.pdf) in accordance with ARRIVE guidelines and the
National Council for Control of Animal Experimentation’s guideline (Concea, Brazil). This
study was reviewed and approved by the Animal Ethics Committee from UFCSPA, under
the number 506/17.

2.2 Peri-intraventricular hemorrhage model

PIVH induction was performed on P1 (that corresponds to 24-26 weeks of gestational

age in humans) by injecting 3 IU of collagenase type VII (Sigma-Aldrich, USA), diluted in
2 uL of PBS, under stereotaxic surgery (Alles et al. 2010). Briefly, P1 pups were anesthetized
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with isoflurane (2% for induction and 0.5% for maintenance). After that, a 30-gauge needle
was attached to a 5 uL Hamilton syringe (Hamilton, Reno, USA) and percutaneously
introduced into the right periventricular region of each newborn animal using a free hand
technique (Xue et al. 2003). The technique aimed to achieve the periventricular region,
included subependymal region and the striatum. The microinjections were performed using
a custom-made guide (to place the needle 4 mm below the skull and 3 mm away from the
right ear, tangential to an imaginary line from the ear to the eye). The injection was delivered
throughout 5 min and kept placed in the same position for additional 2 minutes to prevent
backflow. After this procedure, the animals were maintained in a heated surface for
anesthetic recovery (Xue et al. 2003; Balasubamarian et al. 2006; Alles et al. 2010) and then

they returned to their mothers in standard living cages.

2.3 Experimental Groups

In this study, microinjections (2 pL of total volume) containing a) 3 IU of collagenase
type VII; b) PBS; c¢) 0.048 mg/kg of ACTHi24; and c¢) 0.06 mmol of SHU9119
(MCR3/MCR4 antagonist) were used in the following groups:

- Sham group (Sham, n=6): received only PBS.

- ACTH group (ACTH, n=6): received only 0.048 mg/kg of ACTHi-24 (A0298,
Sigma-Aldrich, USA);

- Antagonist group (ANTAG, n=06): received only 0.06 nmol of the SHU9119, a
MCR3/MCR4 antagonist (ab141164, Abcam, UK);

- Antagonist plus ACTH group (ANTAG + ACTH, n=06): received both, ACTH and
SHU9119;

- Collagenase group (COL, n = 06): received only 3 IU of collagenase type VII;

- Collagenase + ACTH group (COL+ACTH, n=06): received a first microinjection
containing collagenase and, 12 h later, a new injection containing ACTH;

- Collagenase + Antagonist group (COL+ANTAG, n=06): received a first
microinjection of collagenase and, 12 h later, a new injection containing SHU9119;

- Collagenase + Antagonist + ACTH group (COL+ANTAG+ACTH, n=06): received
a microinjection of collagenase and, 12 h later, new injections with both SHU9119 and

ACTH. ACTH was administered 5 min after of infection of SHU9119.
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All the microinjections were delivered in the periventricular tissue using the same

custom-made guide and technique, as described above.

2.4 Histological and Immunofluorescence procedures

After 7 days of birth (P7), all animals were deeply anesthetized using isoflurane 5%
and were perfused through the left cardiac ventricle with heparin (1,000 IU) followed by 100
mL of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). The brains were removed
and left for post-fixation in the same fixative solution at 4°C for 24 h. After this, the material
was cryoprotected by diving the brain in 30% sucrose in PBS at 4°C for 2 days. Coronal
sections (50 pum thick) were performed using cryostat (Leica, Germany) to hematoxylin-
eosin and immunofluorescence approach for GFAP, S1008 and NG2.

For histological evaluation, sections were stained with hematoxylin—eosin (for
technical reasons, n = 5 in the “ANTAG”, “COL+ACTH”, “COL+ANTAG” and
“COL+ANTAG+ACTH” groups). The right striatum adjacent to the microinjection site was
sampled from 0.70 mm to 0.26 mm posterior to the bregma. The images of each microscopic
field were digitalized and a 1 mm? equidistant grid of points was utilized. The estimated area
of the induced lesion or corresponding normal tissue was measured by point count method,
using the following equation:

A =3palp
where: A = area estimation, ) p = sum of points overlaid striatum and a.p = point area (1
mm?) (Alles et al. 2010), after was calculated the mean of each rat of each group.

The number of neurons and glia cells per mm? (n = 5 in the “SHAM”, “ANTAG”,
“COL”, “COL+ACTH”, “COL+ANTAG” and “COL+ANTAG+ACTH” groups) was
estimated using a light microscope (Olympus BX-61, Japan) coupled to a CCDDP72 high
performance camera (Olympus, Japan) and Image Pro-Plus 7.0 software (Media
Cybernetics, USA). For this analysis, five digitized images (40 x) from selected areas of
striatum were obtained from each section (Fig. 1). The area of interest (AOI, measuring
approximately 4000 um?) was overlaid on the center of each microscopic image. All the cells
located inside this AOI or intersected by the lower and/or left edges were counted (edges of
inclusion). The cells touched by upper and/or right edges were not counted (edges of

exclusion) (Saur et al. 2012).
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For GFAP immunofluorescence, the sections were treated in 10% methanol and 3%
H>0:> for 30 min and washed carefully. Then, the sections were incubated with anti-GFAP
monoclonal antibody conjugated with Alexa Fluor 488 (Invitrogen, USA) diluted 1:500 in
PBS containing 0.3% Triton X-100 with 3% albumin bovine serum for 46 h at 4 °C. After
washing several times with PBS, the sections were covered with Fluoromount (F4680,
Sigma-Aldrich, USA) and coverslips. The same immunofluorescence technique was
performed to anti-S100B monoclonal antibody conjugated with Alexa Fluor 488 (ab196442
— Abcam, UK) diluted 1:100 overnight. For the NG2 immunofluorescence, the sections were
treated in 10% methanol and 3% H>O; for 30 min and washed carefully. Then, the sections
were pre-incubated with the anti-NG2 antibody (ab129051 — Abcam, UK) at concentration
of 1:200 in PBS containing 0.3% Triton X-100 with 3% albumin bovine serum overnight at
4 °C. After washing several times with PBS-Tx the sections were incubated in a rabbit anti-
rabbit IgG conjugated with Alexa fluor 555 (ab150086 — Abcam,UK) at concentration of 2
pg/mL in PBS-Tx at RT for 1 h. Sections were washed several times in PBS and covered

with Fluoromount and coverslips.

2.5  Data acquisition and quantification

Images of the area adjacent to the lesion in the periventricular region were acquired
using a confocal microscope (LeicaTCS SP8, Germany) with a plan apochromatic 63x/1.4
water-immersion objective lens. Spectral detectors were adjusted do capture emission from
lasers wave-length of 520 nm to visualize GFAP and S100f and 565 nm to visualize NG2.
The z-stack acquisition was performed at 0.2 um using a resolution of 1,024 x 1,024 pixels.
For the three biomarkers studied, immunohistochemical data were obtained from 1.70 to
1.80 posterior to the bregma (Paxinos and Watson 1998). Adjustments of sharpness, color
saturation, brightness and contrast were made to all images using Photoshop CS3 program
(Adobe Systems, Inc., USA) without altering their content.

The area of positive GFAP cells were obtained through binarization with Image]
1.501 Software (National Institutes of Health, USA). The use of the binary method provided
the correlation between the point counting method and the binarization was performed,
where we counted the total number of green pixels (“pix”) in each image, starting to count

from different green pixel intensities. A strong correlation was acquired with the pixel from
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intensity 19 (pix = 19), where it was established that all pixels above the intensity 19 are
considered positive GFAP and below this were considered pix = 0, that is, black.

To establish the GFAP area through the binary count of pixels was: (1) adjusted the
contrast to start counting at pix = 19; (2) produced a graph of the intensity of green pixels
by the histogram command; (3) through the List command, was identified the amount of pix
= 0; (4) subtracted the amount of pix = 0 from the total pixels of the image, obtaining the
absolute number of green pixels in the image — considered positive GFAP; (5) used a simple
three rule to calculate the area (%) occupied by “GFAP + pixels”.

For the stereological estimation of the number of immunofluorescent marked S10083
and NG?2 cells, images of the striatum in the periventricular region were obtained with a
confocal microscope and Image Pro-Plus 6.0 software (Media Cybernetics, USA). For this
analysis, two images (60x) were obtained from each section. Three area of interest (AOI)
measuring 900 um? for S100B and 100 um? for NG2 was overlaid on each image. The cells
located inside this AOI or intersected by the lower and/or left edges were counted (edges of
inclusion). The cells touched by upper and/or right edges were not counted (edges of
exclusion) (Saur et al. 2012).

The numerical density of immunofluorescent marked cells was estimated using the
following formula (Dall’Oglio et al. 2013):

Nv = (1/[a/f x h]) x Q.Q/>.P)
where, Nv = estimated numerical density, a/f = AOI; h dissector height; > Q = sum of cells
counted and ) P = sum of analyzed AOTI’s.

3. STATISTICAL ANALYSIS

The extension of the periventricular lesion was compared between groups using a
one-way analysis of variance followed by the Tukey test for multiple comparisons. The non-
parametric data corresponding to the number of neurons and glial cells per mm?, the
percentual values of GFAP coverage, and the number of S1008- and NG2- positive cells per
mm?® were compared between groups using the Kruskal-Wallis test corrected for ties
followed by the Dunn's test for multiple comparisons. The statistically significant level was

set a priori at p < 0.05.
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4. RESULTS

The microinjection of collagenase in periventricular region of the brain induced a
reliable injury in the newborn rats, as expected. Moreover, a single dose of ACTHi-24 12 h
after the collagenase-induced injury promoted neuroprotection evidenced by different

morphophysiological outcomes, as follows.

Injured area

Collagenase-induced lesions were classified from minimal to maximum and the
ACTH administration seemed to prevent the severity of the injury (Fig. 2a-b). The post hoc
comparisons revealed the COL and COL+ANTAG groups exhibited larger injury area in the
ipsilesional hemisphere (right) when compared with the sham animals, as expected (p < 0.05;
Fig. 2¢). Interestingly, SHAM, ACTH, COL+ACTH and COL+ANTAG+ACTH groups did
not differ in terms of the damaged area (p > 0.05; Fig 2c). No between-group differences

were found in the uninjured (left) hemisphere (p > 005; Fig 2d).

Neuronal and glial densities

Differences were observed regarding neuronal (KW = 34.35; p < 0.001; Fig. 3a) and
glial densities (KW = 35.79; p < 0.001; Fig. 3b) in the perilesional area. The SHAM group
showed a higher density of neurons when compared with COL and COL+ANTAG groups
(p < 0.001). In addition, the ACTH administration prevented the neuron loss, since the
groups SHAM, COL+ACTH and COL+ANTAG+ACTH did not differ (p > 0.05).
Curiously, the ACTH showed neuroprotective properties even in the presence of the MCR3
and MCR4 antagonist (Fig. 3a-c). In terms of glia cells, the SHAM group exhibited a lower
cellular density when compared to the COL, COL+ANTAG and COL+ANTAG+ACTH
groups (p < 0.05; Fig. 3b-c). However, SHAM, COL+ACTH and COL+ANTAG+ACTH
did not differ (p > 0.05). It is important to notice the ACTH did not change neuronal and

glial densities in the uninjured animals.
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GFAP, S100p and NG2 expression

There was a main group effect for GFAP in the perilesional tissue (KW =33.35; p <
0.001; Fig. 4a-b). The post hoc comparisons reveled SHAM, ACTH, ANTAG,
ACTH+ANTAG, COL+ACTH and COL+ANTAG+ACTH did not differ (p > 0.05).
However, the SHAM group exhibit lower % of GFAP covered area in comparison with COL
and COL+ANTAG groups (p < 0.05).

Main effects were also observed for S100B-postive cells (KW = 38.76; p < 0.001;
Fig. 4c-d). The post hoc tests revealed no changes when comparing the undamaged groups
(p > 0.05), showing the ACTH and the antagonist per se did not influence the S100p
immunofluorescence. Notwithstanding, the SHAM group showed a lower density of S100B-
positive cells in comparison with COL and COL+ANTAG groups (p < 0.05). However, the
SHAM, COL+ACTH and COL+ANTAG+ACTH did not change, suggesting the ACTH
alleviated the increase of S100f cells in the perilesional tissue.

The density of NG2-positive cells was highly significant as well (KW = 36.12; p <
0.001; Fig. 4e-f). The post hoc tests exhibit no changes in all the uninjured animals (p >
0.05). The SHAM group had a lower number of NG2-positive cells when compared with
COL and COL+ANTAG (p <0.05). In the same direction of the above-described results, the
ACTH prevented the injury-induced-NG2-positive cells proliferation in the perilesional
tissue. Overall, the single dose of ACTH seems to reduce all the studied biomarkers of

reactive gliosis.

5. DISCUSSION

PIVH is one of the main prematurity-related complications leading to injury in the
germinative matrix (including its glial precursors) and deficits in neuropsychomotor
development in newborns (Inder 2006; Alles et al. 2010). Currently, the clinical management
of this complication is based on life-maintaining procedures, whereas effective
neuroprotectant options are scarce (Cloherty et al. 2005).

Thus, we sought to test the potential neuroprotective effect of ACTH in rat pups

submitted to the PIVH model induced by the intracerebroventricular microinjection of
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collagenase type VII. Different histophysiological outcomes were used to test the drug-
induced neuroprotection such as lesion extension, neuro-glial densities and
immunofluorescence for GFAP, S100B and NG2. Our study reproduced the animal model
of PIVH and confirmed the hypothesis that ACTH-24 provides neuroprotection in this rat
model. To the best of our knowledge, this is the first study to show a single injection of
ACTHi.24, 12 h post-injury, can induce neuroprotective effects in a PIVH model in rat pups.
Specifically, the ACTH reduced the injured brain area, alleviated the neuronal loss and
decreased GFAP, S100B and NG2 expression in the perilesional tissue. Overall, our results
are in agreement with the literature, since the melanocortins induce neuroprotectant effects
by suppressing inflammatory mechanisms, apoptosis and cellular excitotoxity, which may
explain the better sensorimotor recovery, ability to walk and cognition in different models
of CNS injury (Bazzani et al. 2002; Huang and Tatro 2002; Guarini et al. 2004; Aronsson et
al. 2006, 2007; Chen et al. 2008; Giuliani et al. 2006a, 2006b, 2007, 2011, 2014, 2015; Gatti
et al. 2012; Bitto et al. 2012; Schaible et al. 2013; Benjamin et al. 2013, 2014; Lisak et al.
2015; Medvedeva et al. 2017).

Reactive gliosis is a hallmark in virtually every type of brain injury and plays a
critical role in neural plasticity and recovery (Pekny and Pekna 2014; Sofroniew 2015).
Particularly, glia can either decrease or increase the brain damage, depending on the severity
and time post-injury. PIVH is considered a serious clinical condition, typically associated
with the development of intense reactive gliosis (Mukai et al. 2017). Therefore, effective
neuroprotectants in the acute phase of injuries, such as PIVH, should be able to minimize
damage-related gliosis (Stocchetti et al. 2015; Carbonara et al. 2018). In this context,
astrocytes and NG2-positive glia have been thought to have an important role in
neuroprotection (Dawson et al. 2000; Trendelenburg 2005; Song et al. 2017; Becerra-Calixto
and Cardona-Gémez 2017). While astrocytes increase the expression of molecules like
GFAP and S1008 in the perilesional region to protect the remaining tissue (Sofroniew 2015;
Becerra-Calixto and Cardona-Gomez 2017), they can also undergo intense hypertrophy and
proliferation, which may result in anisomorphic astrogliosis and glial scar development
(Pekny and Pekna 2014; Sofroniew 2015). Moreover, NG2-positive glia proliferates to
promote tissue repair, although the failure of these newly-generated glia to differentiate into
functional cells may contribute to reduce the functional efficacy of the repair (Tanaka et al.

2001; Song et al. 2017).
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Our findings show administering ACTH reduces injury-related GFAP expression - a
cytoskeleton protein highly influenced by several hormones and growth factors (Yang and
Wang 2015). The same pattern was observed for S100B, a calcium-binding protein that
regulates astrocyte differentiation (Brozzi et al. 2008). However, the fact the basal
immunolabeling pattern of GFAP and S100B-positive cells was unaffected by ACTH
administration in undamaged animals suggests ACTH infusion interacts with injury-
triggered mechanisms that reduce inflammation (Caruso et al. 2013) and modulate reactive
astrogliosis. Interestingly, we found the infusion of the MCR3 and MCR4 antagonist
(SHU9119) did not reverse the neuroprotective effects of the ACTH. In the same way,
Kaneva et al. (2012) reported SHU9119 did not reverse a-MSH anti-inflammatory effects in
a rheumatoid arthritis model in vitro, suggesting a-MSH acts by modulating other receptors.
Conversely, Giuliani et al. (2011) showed the infusion of the HS024 - a potent MCR4
antagonist - suppressed the neuroprotective effects of NDP-a-MSH in an experimental
ischemic stroke model. In the same way, several authors have shown the infusion of
SHU9119 blocks MCR3 and MCR4 in regulating eating behavior, metabolism and
cardiovascular response (Obici et al. 2001; Gutierrez-Juarez et al. 2004; Schuhler et al. 2004;
Bassi et al. 2015). However, the fact the SHU9119 infusion did not reverse the ACTH-
related neuroprotection in the present study can be explained in several ways. The SHU9119
dose used may have primarily blocked MCR3-related signaling, which might explain a
compensatory neuroprotection via the viable/unblocked MCR4 receptors. Moreover, as
suggested in several papers, glial cells express MCR1 receptors (Ignar et al. 2003; Catania
et al. 2010; Giuliani et al. 2012; Arnason et al. 2013; Mykicki et al. 2016; Carniglia et al.
2017; Benjamins et al. 2018), which would contribute to activate anti-inflammatory
pathways and may explain why the SHU9119 did not work as expected. Furthermore,
ACTH-related neuroprotection may have occurred by activating other signaling routes such
as the cholinergic anti-inflammatory pathway (Borovikova et al. 2000; Tracey 2007; Ottani
et al. 2009) or modulating the interaction between melanocortin and dopaminergic systems
(Derkach et al. 2018). Hence, our study suggests a single dose of ACTH reverses astroglial
reactivity after an experimental PIVH model, although the precise mechanisms behind the
reduction in GFAP, S100B and NG2 immunolabeling are still a matter of debate.
Notwithstanding, the current study opens new research avenues on the ACTH-induced

neuroprotectant mechanisms after PIVH.
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The collagenase-induced PIVH also increased the immunodetection of NG2-positive
cells. Typically, NG2-positive cells regulate neuroimmunological mechanisms to maintain
cellular proliferation/migration and differentiate into oligodendrocytes, astrocytes or
microglia (Nakano et al. 2017; Song et al. 2017). For example, ablation of NG2-positive
cells resulted in increased inflammation, neuronal damage and atrophy in the hippocampus
via activation of the interleukin-1 beta (IL-1p) pathway (Nakano et al. 2017). On the one
hand, NG2-positive cells can differentiate into oligodendrocytes to produce new myelin
sheaths around injured axons, contributing to neural repair and recovery. On the other hand,
these cells may turn into reactive glia and contribute to shape the glial scar (Song et al. 2017).
Nonetheless, lower levels of NG2-positive cells surrounding a damaged area may indicate a
milder brain injury (Wang et al. 2016). Our results revealed ACTH infusion reverses the
increase in NG2-positive cells typically seen after PIVH. Overall, we found a single dose of
ACTH after PIVH reduced reactive gliosis, promoting a tissue-saving effect.

This study provides preclinical evidence to show ACTH may be of use in the
treatment of PIVH - an urgent need due to the burden of the disease. For example, the vast
majority of RNPTs who suffer PIVH will experience life-long deficits in terms of
sensorimotor and cognitive performance, impairing their daily living activities and quality
of life (Inder 2006; Coskun et al. 2018). Moreover, the monetary and non-monetary costs of
PIVH to society are extremely high (Marba et al. 2011; Lekic et al. 2015).

In terms of translational potential and feasibility, we know ACTH crosses the blood-
brain barrier (Giuliani et al. 2011; Spaccapelo et al. 2011) and can be delivered in the typical
routine of neonatal intensive care units (NICUs). For instance, RNPTs usually receive
peripheral catheters in neonatal ICUs as a standard procedure, which facilitates the systemic
administration of the drug. Intraventricular injections might be suitable as well since RNPTs
have a large frontal fontanelle, which facilitates the intervention - the puncture of this
structure is a widely used procedure to collect cerebrospinal fluid in ICUs (Cloherty et al.
2005; Shah et al. 2012). Thus, by using intraventricular injections it is possible to provide
higher ACTH levels in a short period of time, thus enhancing the binding ratio of
melanocortin receptors and triggering neuroprotective effects. However, the confirmation of
these positive results in human newborns and the selection of the best path to deliver the

drug are steps for further studies.
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In conclusion, the present findings revealed a single dose of ACTH reverses glial
reactivity, preserves neural and glial densities in the perilesional tissue and reduces the
extension of the PIVH damage. Further studies are needed to clarify the possible existence

of ACTH-related neuroprotective effects that are independent of MCR3 and MCR4 binding.
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Legends

Figure 1 (a) Cellular quantification procedure performed in the striatum adjacent to
microinjections in the experimental groups. Numbers represent the place of tissue sampling
and counting. Scale bar = 1 mm. (b) The stereological area of interest (4000 um?) with
including (solid lines) and excluding (dashed lines) borders. Neurons are indicated by thin

arrows and glia by a dashed arrow. Haemotoxylin and eosin technique. Scale bar = 20 um.

Figure 2 (a) Representative illustration of minimal, intermediary and maximal injury area
in the right hemisphere. Scale bar = Imm. (b) Number of rats in each experimental group
showing minimal, intermediary or maximal injury in the right hemisphere striatum. Note the
occurrence of more extensive lesion in the groups microinjected with collagenase than in the
others. n = number of animals (¢) Values (mean = SD in mm?) for the area of the right
hemisphere striatum where microinjections were done in the experimental groups (n =5 in
ANTAG, COL+ACTH, COL+ANTAG and COL+ANTAG+ACTH groups; n=6in SHAM,
ACTH, ACTH+ANTAG and COL groups). *p < 0.05 in each comparison indicated. (d)

Corresponding values (mean + SD in mm?) for the contralateral, right hemisphere striatum.

Figure 3 Values (median + interquartile ranges) for (a) the density of neurons and (b) glia
cells in the right hemisphere striatum of rats (n = 5 in “SHAM”, “ANTAG”, “COL”,
“COL+ACTH”, “COL+ANTAG” and “COL+ANTAG+ACTH” groups; n = 6 in “ACTH”
and “ACTH+ANTAG” groups). Values in n° cells/mm?2. *p < 0.05 in each comparison
indicated. (c¢) Representative images of the neurons and glia cells observed in each

experimental group. Scale bar = 20 um.

Figure 4 Values (median + interquartile ranges) for the immunofluorescent coverage area
of GFAP (a) and density (cells/mm?3) of S100B (¢) and NG2 (e) cells (n = 6 in all groups) in
the right striatum adjacent to tested microinjections. *p < 0.05 and **p < 0.01 in each
comparison indicated. (b), (d) and (f) are representative images of the corresponding results
in each group studied. Scale bar = 25 pm. Final image adjustments were made using

Photoshop CS3 software (Adobe Systems, Inc., USA).
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Fig. 3
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Fig. 4
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4. DISCUSSAO

A HPIV é umas das principais complicacbes relacionadas ao nascimento
prematuro, causando sérios impactos no desenvolvimento neuropsicomotor do
RNPT devido a destruicdo da MG e dos seus precursores gliais locais (Alles et al.
2010; Inder 2006). Atualmente, ndo existe um tratamento especifico para a HPIV,
somente terapias paliativas para monitoramento da evolu¢do da hemorragia e de
suas complicacdes vitais (Cloherty et al. 2005). Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito neuroprotetor do ACTH em ratos neonatos submetidos
a HPIV pela microinjecéao intracerebroventricular (ICV) de colagenase tipo VII.

No modelo estudado, a administracdo de 3 Ul de colagenase ICV foi
suficiente para produzir hemorragia na regiao periventricular, conforme estudo
piloto realizado (dados ndo mostrados), corroborando com Alles et al. (2010) e
Lekic et al. (2012). A HPIV é considerada uma condi¢ao clinica/neurolégica grave,
caracterizada pela presenca de uma intensa gliose reativa (Mukai et al. 2017),
condicao observada no modelo estudado. Apds a inducao de lesao cerebral, tanto
a GFAP quanto S100B e NG2 apresentaram aumento na sua expressao, mostrando
que os trés biomarcadores propostos podem ser utilizados para indicar lesdo no
SNC relacionada a HPIV, conforme ja sugerido por Florio et al. (2010), Douglas-
Escobar e Weiss (2013) e Andrikopolou et al. (2014). O aumento destes
biomarcadores também foi descrito em outros modelos de hemorragia cerebral e
HPIV em ratos (Lekic et al. 2012; Joseph et al. 2016; Dawes et al. 2016; Neves et
al. 2017) e em RNs prematuros humanos com HPIV (Gazzolo et al. 1999; Gazzolo
et al. 2001; Whitelaw et al. 2001; Stewart et al. 2013).

Observamos, ainda, que a expressdo destes biomarcadores esta
proporcionalmente relacionada a extensdo da lesdo, pois nos grupos em que a
expressao de GFAP, S1008 e NG2 esta mais elevada também encontramos o
maior nimero de animais apresentado a extensdo maxima de lesao. Os grupos
“controle” também apresentaram algum grau de lesdo e de expressao dos
biomarcadores, isso ocorreu, provavelmente, por microtraumas causados pela

inser¢do da agulha na regido periventricular do encéfalo do rato.
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No presente estudo mostramos, pela primeira vez, que a administracao de
uma unica dose de ACTH1-24, 12 horas apés a inducao de HPIV, apresentou efeito
neuroprotetor em ratos neonatos, evidenciado pela reducéo da extensao da leséo,
preservacao no numero de neurénios e reducao da expressao dos biomarcadores
de lesao cerebral (GFAP, S1008 e NG2). Importante ressaltar que as
melanocortinas, incluindo o ACTH, tem demonstrado efeito neuroprotetor em
diversos modelos de lesées do SNC, in vivo e in vitro, pela supressao dos principais
mecanismos inflamatorios, apoptose e excitotoxicidade, reduzindo a extensao da
lesdo e promovendo recuperacgao funcional, como processos cognitivos, orientacao
sensoério-motora e marcha dos animais lesados (Bazzani et al. 2002; Huang e Tatro
2002; Guarini et al. 2004; Aronsson et al. 2006, 2007; Giuliani et al. 2006a, 2006b,
2007, 2009, 2011, 2014a, 2014b, 2015; Chen et al. 2008; Gatti et al. 2012; Bitto et
al. 2012; Schaible et al. 2013; Benjamins et al. 2013, 2014; Lisak et al. 2015;
Medvedeva et al. 2017). O efeito neuroprotetor das melanocortinas esta
relacionado, principalmente, a ativacao dos seus receptores presentes no SNC,
sobretudo o MCR4, como ja demonstrado por Giuliani et al. (2006b, 2007b, 2011,
2017) e Spaccapelo et al. (2011).

A ativacdo da resposta inflamatéria possui um papel fundamental na
evolucao e desfecho de processos isquémicos/hemorragicos e em doencas
neurodegenerativas, além de ser responsavel por sequelas irreversiveis em lesées
do SNC (Leone et al. 2013). A ativacao dos receptores de melanocortinas por seus
agonistas naturais ou sintéticos exerce efeitos anti-inflamatérios e
imunomoduladores e a sua eficacia no tratamento de disturbios inflamatorios
agudos, cronicos e sistémicos tornam as melanocortinas um tratamento promissor
para insultos do SNC, pois ainda apresentam efeitos neuroprotetores e
neurotroficos (Leone et al. 2013; Bertolini et al. 2009; Catania et al. 2010; Chen et
al. 2018).

Interessante que quando adicionamos o antagonista dos receptores de
melanocortinas MCR3/MCR4, SHU9119, no modelo estudado, o0 mesmo nao foi
capaz de bloquear totalmente o efeito do ACTH, diferente de alguns trabalhos onde,
esse mesmo antagonista, aboliu a acdo central e sistémica relacionada ao

comportamento alimentar, fungbes metabdlicas e cardiovasculares dos MCR3 e
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MCR4 (Obici et al. 2001; Gutierrez-Juarez et al. 2004; Schuhler et al. 2004; Bassi
et al. 2015). Porém, corrobora com Kaneva et al. (2012) onde a administracao do
SHU9119 ndo aboliu os efeitos anti-inflamatérios do a-MSH em modelo in vitro de
artrite reumatoide. Por outro lado, um potente antagonista para o MCR4 (HS024,
Tocris Bioscience, Reino Unido) foi capaz de suprimir totalmente o efeito
neuroprotetor do NDP-a-MSH em modelo de isquemia cerebral (Giuliani et al.
2011). Deste modo, parece que o SHU9119 esta preferencialmente associado ao
bloqueio dos efeitos relacionados ao comportamento alimentar dos MCRs do que
os efeitos anti-inflamatérios e neuroprotetores, ou, talvez, ele possa apresentar uma
especificidade maior para o MCRS3, receptor que também esta relacionado ao
comportamento alimentar. Além disso, varios trabalhos sugerem que as células
gliais também podem expressar receptores MCR1, que contribui para a ativacao de
vias anti-inflamatérias e também pode explicar a razao pelo qual o SHU9119 foi
incapaz de bloquear os efeitos neuroprotetores do ACTH neste estudo (Ignar et al.
2003; Catania et al. 2010; Giuliani et al. 2012; Arnason et al. 2013; Carniglia et al.
2017).

Tratamentos com efeitos neuroprotetores para RNPTs sao imprescindiveis,
pois, além da HPIV deixar sequelas incapacitantes durante toda a vida do paciente,
possui um alto custo social para a familia e, apesar de todo o avanco da medicina
neonatal, as sequelas decorrentes deste tipo de complicagdo ainda sdao muito
frequentes, em menor ou maior grau (Neves et al. 2007; Alles et al. 2010; Aquilina
2011; Lekic et al. 2012). As primeiras horas de vida do RN prematuro séao criticas
e praticamente definem seu progndéstico e evolugdo. Medidas terapéuticas que
possam ser adotadas durante esse periodo e que sejam eficazes podem melhorar
a qualidade de vida desse paciente e todo o desfecho de sua internacdo na UTI
neonatal.

No modelo estudado observamos uma agao neuroprotetora do ACTH, o que
nos leva a acreditar que ele possa ser um tratamento promissor para a HPIV. Afim
de explorar melhor os efeitos do ACTH como neuroprotetor no RNPT é necessario
realizar estudos onde seja avaliado e acompanhado o desenvolvimento neuromotor
e cognitivo do modelo estudado, a curto, médio e longo prazo, definindo assim se
todos os mecanismos de neuroprotecdo do ACTH apresentam carater definitivo.
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Em conjunto com a pesquisa translacional, deve-se investigar o melhor momento
de se iniciar a intervencao e por quanto tempo manté-la, ou seja, dose, frequéncia
e tempo de tratamento. Um estudo clinico para uso do ACTH seria um avanco para
a medicina neonatal, tendo em vista que as terapias existentes hoje sdo apenas de
suporte.

Em termos praticos, a administracdo de ACTH nos prematuros internados
na UTI neonatal poderia ser realizada por via endovenosa, pois sabe-se que o
ACTH tem a capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica (Giuliani et al.
2011; Spaccapelo et al. 2011), além disso, no momento de sua internagdo, os RNs
prematuros sao imediatamente cateterizados pelos vasos sanguineos umbilicais ou
ja4 possuem algum outro dispositivo intravenoso instalado. E importante ressaltar
que, apesar do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal estar imaturo no RN prematuro,
nao se sabe efetivamente se a administracao endovenosa de ACTH iria influenciar
na produgdo de cortisol ou se sua biodisponibilidade iria diminuir devido os
receptores MCR2 presentes no cértex da adrenal (Dannevig et al. 2005; Mérelius
et al. 2016). A via intraventricular € comumente utilizada para tratamento de
infeccbes do SNC, pois, em teoria, a concentracdo de antibiéticos quando
administrados ICV é maior em relacao a via endovenosa (Shah et al. 2012), e ainda,
em neonatologia ou pediatria, sdo realizadas puncdes ventriculares para
administracédo de antibi6ticos ou para coleta ou drenagem de liquor (Cloherty et al.
2005). Nos prematuros € uma via de facil acesso, pois 0s mesmos possuem a
fontanela bregmatica ampla, o procedimento pode ser realizado no leito, com
auxilio do aparelho de ecografia para visualizagdo correta do local de puncéo, e
com acompanhamento de neurocirurgiao e neurologista pediatrico. Acreditamos
que, com a administracdo de ACTH via ICV a biodisponibilidade da medicacao para
o SNC estara aumentada e rapidamente o ACTH podera se ligar aos seus
receptores MCR3 e MCR4, desempenhando seus efeitos neuroprotetores.

Os efeitos adversos da administracdo do ACTH incluem, principalmente,
hipertensdo arterial sistémica, irritabilidade e sintomas relacionados a fungéao
adrenal, relacionados a altas doses e a tempos prolongados de tratamento (Ito et
al. 2002; Hamano et al. 2006; Gomes et al. 2008; Kondo et al. 2008). Isso é diferente
do que é proposto no presente estudo, o qual utilizou uma intervencéao terapéutica
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de curta duracéo, especificamente durante a fase aguda da hemorragia. Tal ponto
€ relevante ressaltar pois pode contribuir para a aplicabilidade do ACTH na rotina
das UTlIs neonatais.

Nos ultimos anos, tem-se investido muito em tecnologias pesadas para
aumentar a sobrevida dos pacientes internados em UTI neonatal, porém medidas
para tratar e/ou mesmo evitar sequelas causadas tanto pelo tratamento quanto pela
prépria prematuridade também precisam ganhar atencdo. Apesar do melhor
tratamento para HPIV ser o RN ndo nascer prematuro, o desenvolvimento de
terapias que proporcione a equipe de saude devolver para 0s pais uma crianga
saudavel é fundamental e tera reflexo na vida dessa familia e na sociedade como
um todo. Neste estudo, o ACTH apresentou efeito neuroprotetor em modelo de
HPIV e encorajam novos estudos visando a translagéo deste potencial tratamento
para os RNPT com lesdes do SNC.
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5. CONCLUSOES

- A microinjecao de 3Ul de colagenase no tecido cerebral do rato produziu
gliose reativa intensa, evidenciada pelo aumento dos biomarcadores GFAP, S1003
e NG2.

- Uma unica dose de ACTH1-24, 12 h ap0s leséo, reverteu a reatividade glial,
reduziu a perda neuronal no tecido adjacente a lesao e reduziu a extensao da lesao
causada pela HPIV.

- O antagonista dos receptores de melanocortinas MCR3/MCR4, SHU9119,
nao reverteu a acao neuroprotetora do ACTH.

- O efeito neuroprotetor do ACTH pode atuar por vias independentes dos
receptores de melanocortinas MCR3/MCR4.

- O ACTH apresentou efeito neuroprotetor no modelo estudado e é um forte
candidato para ser estudado na HPIV de RNs prematuros.
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6. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para este estudo podemos citar:

1. Avaliar o desenvolvimento neuromotor e cognitivo, do modelo animal, a
curto e longo prazo, a fim de determinar se os efeitos neuroprotetores do ACTH
apresentam carater definitivo.

2. Realizar outros estudos para avaliar o envolvimento dos receptores de
melanocortinas MCR1 e outras vias que possam estar associadas aos efeitos
neuroprotetores do ACTH.

3. Promover estudos com perspectiva translacional para verificar a
aplicabilidade da administracdo do ACTH nos recém-nascidos prematuros com
HPIV.
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