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RESUMO

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) Hemorragico representa mais de 10% de
todos os casos de AVE e possui altas taxas de morbidade e de mortalidade. Os pacientes
que sobrevivem a este evento permanecem com alguma disfungdo motora, que algumas vezes
é incapacitante. O extravasamento de sangue em um AVE hemorragico ocorre, geralmente,
em regides onde ha bifurcacdo de pequenas arteriolas penetrantes, como na regido dos
nucleos da base. O estriado, importante componente dessa regido, esta relacionado a
fungdesmotorassuperiores,comooplanejamentoeaexecucdodomovimento. Alguns estudos
demonstram que o pré-condicionamento (PC) isquémico pode gerar a tolerancia a outros
eventos que acometem o sistema nervoso. O PC é definido como fendmeno decorrente da
exposicao de um tecido ou 6rgdo a um insulto sub-letal capaz de resultar em adaptacgdes
determinantes para a tolerancia tecidual. [sso ocorre mesmo quando esses dois estimulos
sdo de origens diferentes; neste caso diz-se que o PC desenvolveu tolerancia cruzada. Desta
forma, o presente estudo dedicou-se ao estudo de efeitos celulares e funcionais do pré-
condicionamento isquémico, por oclusdo bilateral das artérias cardtidas durante 10 minutos,
sobre 0 modelo de hemorragia intracerebral (HIC), por administracdo intraestriatal de
colagenasedotipolV-Semratos.Ahipdtese de trabalho era de que o PC causaria tolerancia
cruzada para a HIC, e consequente neuroprotecdo avaliada por testes motores, volume de
lesdo, com envolvimento de astrocitose e de micréglia reativa. Foram usados 67 ratos
machos Wistar adultos, divididos em 4 grupos: Sham (controle cirtirgico), PC, HIC,PC+HIC.
Assim, os animais dos grupos PC e PC+HIC foram submetidos ao pré-condicionamento e 24
horas depois os animais HIC e PC+HIC receberama injegdo de colagenase, enquanto os animais
Sham e PC receberam uma inje¢do de salina. A avaliagdo motora dos animais foi realizada a
partir dos testes do cilindro e do Staircase. Trinta e quatro dias ap6s a HIC os animais
foram perfundidos e o estriado ipsilateral a injecao foi dissecada para obten¢do de
amostras teciduais necessarias a avaliagdo da perda tecidual e quantificagao de intensidade de
fluorescéncia de GFAP (proteina glial fibrilar acida) e 0X-42, importantes marcadores de
astrocitos e microglia, respectivamente. Os resultados demonstram que: a) a HIC causa
deficitsmotoresemambosostestes realizados,equeoPCreverteesteefeito;b)aHICcausalesao
estriatalquendoé revertidopelopré-condicionamento; c)aHICcausaaumentodaintensidade
de fluorescéncia para GFAP e para 0X-42,e o PCreverte apenas areatividade da micréglia. Em
conjunto, sugere-se que o pré-condicionamento isquémico causa tolerancia cruzada com a
hemorragia intracerebral experimental, resultando em protecdo funcional, mas nao
morfoldgica, possivelmente associada a uma diminuigdodareatividadedamicrogliaapdso
eventohemorragico.

Palavras-chave: Pré-condicionamento; Hemorragia intracerebral; Tolerancia cruzada;
Astrocito; Microglia; Rato



ABSTRACT

Hemorrhagic Vascular Stroke (EVA) represents more than 10% of all stroke cases
with high rates of morbidity and mortality. Patients who survive this event, remain with
some motor dysfunction, which is sometimes disabling. The extravasation of blood in a
hemorrhagicstroke occurs,generally,inregions where there is bifurcation of small vessels,
asintheregion of striatum. The striatum is related to the higher motor functions, such as
the planning and execution ofthe movement.Some studies have shownthatpreconditioning
(PC) can generate a tolerance to other events that accompany the nervous system. The PCis
presented as the source of the exposure of a sub-lethal, resulting in an adaptation of
determinants to a tissue tolerance. Thus, the present study aimed shows the ischemic
preconditioning effects, by bilateral occlusion of the carotid arteries for 10 minutes, on the
intracerebral hemorrhage (ICH) model, by intra- striatum administration of type IV S
collagenase in rats. The working hypothesis was tolerance to HIC, and consequent
neuroprotection by motor function, lesion volume, astrocytosis and reactive microglia. A total
of84maleWistaradultrats were divided into 4 groups: Sham (surgical control), PC, HIC, PC + HIC.
Thus, the animalsofthe PCand PC+ HIC groups wereintroduced to the preconditioning and 24
hours later, the HIC and PC + HIC animals received a collagenase injection, while the Shamand PC
animalsreceivedasalineinjection. Theevaluation ofthe animal function was performed from
cylinder and Staircase tests. Thirty-four daysafterthesurgery,thestriatumwasdissectedand
prepared to lesion volume analysis and fluorescence intensity of GFAP quantification (acid
glial fibrillary protein) and 0X-42, important astrocyte and microglia markers respectively. The
results demonstrate that: a) an HIC causes motor deficits in both tests performed, and thatthe PC
reverses thiseffect; b) an ICH causesastriatal lesion thatis not reversed by preconditioning; c)
an HIC promoted high fluorescence intensity for GFAP and 0X-42, and PC reverses the
microglia reactivity. Taken together, we suggest that ischemic preconditioning combined with
experimental intracerebral hemorrhage, promotes functional but not morphological
protection, being associated with the microglial reactivity decrease after the hemorrhagic
event.

Palavras-chave: Precondicioning; intracerebral hemorrhage; cross- tolerance ; Astrocyte;
Microglia Rat



1. INTRODUCAO

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) é uma das principais causas de morte no
Brasil, com incidéncia de cerca de 150 mil novos caso/ano. O AVE pode se apresentar de duas

formas:isquémicaouhemorragica(Donnanet al.,2008).

Naformaisquémicaocorreainterrup¢aodoaportesanguineo,gerando sofrimento ao
tecido neural e morte celular, entre outras consequéncias (Lloyd, 2010). Ja na forma
hemorragica acontece o extravasamento de sangue para o parénquima, seguido de eventos
complexos e dindmicos que envolvem diversos fatores(MayereRincon,2005).EssetipodeAVE

éconhecidocomoHemorragia Intracerebral (HIC),queseraofocodopresente estudo.

A HIC é um dos principais problemas de satde publica mundial com incidéncia
anualde10-30por100milhabitantes,ecorrespondeadoismilhdes (10-15%) deumtotalde
quinze milhdes de AVE no mundo a cada ano (Qureshi et al., 2009). Esta acomete os lobos
frontais, os nucleos da base (cerca de 50% dos casos), talamo, tronco encefélico

(principalmente a ponte) e o cerebelo (Qureshiet al.,2001; Qureshiet al.,2007).

AHICesta entre os tipos mais graves de AVE, sendo um dos que mais leva a morte do
paciente. Ademais, quando nao letal, causa diversos problemas de funcionalidade e déficits
motores, sensitivos e até mesmo cognitivos (Broderic et al., 2007). Entre os déficits funcionais

encontramos a hemiparesia, incordenagdo



motora, hipertonia espastica dos membros contralaterais ao hemisfério lesado, bem com o

fraqueza dos membros ipsilaterais.

Considerando que os nucleos da base tém importantes conexdes com regides
encefalicas responsaveis pelo controle do movimento, desde o planejamento até sua
execucdo, podemos compreender a relacdo dalesdo com os déficitsmotoresresultantes(Brown
e Sharp, 1995; Handley et al, 2009). Sendo assim, é necessario o estudo dessas regioes
onde ha grande interacdo de informacdes essenciais para a execucdo dos movimentos

voluntarios, como o estriado.

Alguns estudos (Jeyasinham et al, 2001; Cardinal et al, 2002; e Karnath et al, 2002)
indicam que o estriado pode estar relacionado com a orientagdo espacial, motivacao,
selecdo dos movimentos, execu¢do de tarefas motoras, entre outrasefetivascontribuicéesparao
comportamento. Alémdisso,ésabidoqueo estriadotemimportanteligacdocomaexecucdode

metasfuncionais,comopor exemplo a captura de um objeto.

1.1. Hemorragia Intracerebral

A ruptura dos vasos sanguineos ocorre principalmente nas bifurcacdes de pequenas
arteriolas penetrantes que se originam da artéria basilar ou das artérias cerebrais anterior,
média e posterior. Dentre diversos fatores para essa ruptura, destacam-se 0s processos

degenerativos decorrentes da hipertensao,



angiopatia amiloide, o uso de anticoagulantes orais ou de origem congénita (Takebayashi

e Kaneko, 1983).

Os pacientes portadores de vasculopatias e que fazem uso de anticoagulantes
sdo os mais afetados, porque os anticoagulantes podem contribuir paraaexacerbagaode
alguns fatores associados a doenca de base, facilitando a ocorréncia da HIC (Hart, 2000), que
pode causar danos cerebrais primarios e secundarios. Alguns efeitos iniciais como a expansao
do hematoma e o aumento da pressdo intracraniana levam a lesdo primaria, enquanto que os
efeitos posteriores, como o processo inflamatorio, contribuem para a lesdo secundaria

(Wanget al,2010).

E possivel constatar, no local da lesdo e adjacentes ao hematoma, a presenca de
edema, células em apoptose/necrose e células pro-inflamatérias (Qureshi et al, 2009).
Desta forma, o hematoma pode induzir danos morfofisiol6gicos devido a deformacao
tecidual mecanica, resultando no afastamento espacial das células, despolarizacdo da
membrana, liberagdo de neurotransmissores e disfungdo mitocondrial (Qureshi et al,

2001).

Adicionalmente, uma cascata secunddria é iniciada pelos produtos da coagulacao e
do metabolismo da hemoglobina, principalmente trombina, a qual é capaz de ativar as células
microgliais cercade 4 (quatro) horasapés oinicio do evento hemorragico. Assim,amicroglia
ativadaliberamediadores quelevama disfung¢do da barreira hematoencefalica, ao surgimento

do edema vasogénico e a apoptose neuronal e glial (Nakamuraet al,2005).



A partir da ativagdo local de cascatas de coagulagdo e pelo tamponamento mecanico é
iniciada a hemostase (Broderick et al.,2007). Em sessenta e trés por cento dos pacientesnas
primeiras trés horas ap6s o inicio dos sintomas podemos encontrar alguma evidéncia de
crescimento do hematoma, que é um sinal do processo inflamatdrio (James et al., 2008).
Atualmente, sabemos que este fendmenopodeocorreraté mesmoemperiodossuperioresa

dozehorasapdso iniciodaHIC(Daviset al.,2006),conformeilustradonaFigura1.
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Figura 1: Cascata de eventos celulares e moleculares iniciados peia hemorragia intracerebral. Adaptada de
Qureshi et al, 2009.

No tecido adjacente ao hematoma, o volume do edema pode aumentar setenta e
cinco por cento nas primeiras vinte e quatro horas ap6s o evento hemorragico (Gebel et
al, 2002), alcancando o pico por volta do quinto ou sexto dia, podendo durar por cerca de
quatorze dias (Inaji et at.,2003; Butcher et al, 2004). Nessas regides, parece haver uma
fase hipometabdlica e de baixa perfusao tecidual com disfuncao mitocondrial e falha

energética.



E interessante observar que essa hipoperfusio regional, tanto em estudos clinicos
quanto em estudos experimentais, nem sempre atinge niveis suficientes para ocasionar um
fendmeno isquémico e pode ser secundaria ao hipometabolismo (Zazulia et al., 2001;
Schellinger et al,, 2003; Orakcioglu et al, 2005). Entretanto, na presen¢a de pressido
intracraniana elevada e baixa perfusdocerebral,oriscodaocorrénciadeumaisquemiaglobal

ébastantealto.

Ainda em relacdo a perfusdo cerebral, existem evidéncias de que o fenémeno de
normalizagdo do fluxo ou de reperfusdo se estabeleca entre o segundo e o décimo quarto
dia, seguido de uma fase normalizacdo, em todas as regides encefalicas vidveis apés esse

periodo(Qureshietal.,2009).

Vé-se, entdo, que o controle da perfusdo geral do cérebro é uma medida de
preservagdo inicial para combater o extravasamento de sangue, i.e. hematoma. As
consequéncias dessa lesdo na regido afetada pelo hematoma se manifestam em diferentes

formasetempos.

A primeira consequéncia ocorre entre minutos e horas seguintes ao inicio do
extravasamento e refere-se diretamente amassa de sangue depositada que causa deformagdo
tecidual local e compressdo das areas adjacentes do encéfalo e vasos. Durante este estagio,
ocorre o deposito precoce de células mortas e de restos celulares (Wisniewski,1961; Jenkins et

al, 1989; Morgenstern et al,1998).



A segunda consequéncia ocorre ainda na fase aguda e corresponde a resposta
celular e inflamatoria. Essa resposta, esta relacionada a absor¢ao de eritrdcitos e de outros
detritos celulares pds-HIC, o que também contribui para a lesdo secundaria do encéfalo. Nesse
processo, ocorre a infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos / macrofagos, assim
como a ativagdo microglial e astrogliose reativa, além da liberacdo de varios mediadores
inflamatérios que causam dano na barreira e edema encefélico (Kane et al,1992; Tomita

et al, 1994).

Os principais mediadores na expressdo da resposta inflamatéria do Sistema
Nervoso Central (SNC) sdo as citocinas (incluindo o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e
Interleucina um beta (IL-1f)), quimiocinas, moléculasde adesao, antigenos de classe [ e I, genes
responsivos ao estresse, reguladores de apoptose, fatores de transcri¢cdo e enzimas inflamatérias
como: Ciclo-oxigenase - 2 (COX-2), lipoxigenase, fosfolipase A21I e metaloproteinase-9 (MMP-9),
que sdo em parte regulados pelo fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-xB) (Nolan e

Baltimore,1992;Perryet al., 1993; Keaneet al, 1997).

E importante observar que a ativacio do NF-kB parece ser ampliada pelos produtos de
sua ativa¢do, como o IL-1B e o TNF-o. Portanto, um aumento na producdo de citocinas
poderia gerar mais citocinas e assim ampliar a produgdo de outros mediadores pro-
inflamatorios que sdo regulados pelo NF-xB (Thanos e Maniatis, 1995; Newton et al,1997;
Barnes e Karin, 1997). Este também pode ser co-ativada por espécies reativas de oxigénio

(ROS)(Karin,1999).



Ha diversos modelos experimentais de hemorragia intracerebral. Nosso laboratério
utiliza 0 modelo de indugdo por administracdo de colagenase IV-S no estriado lateral, que
demonstra eficacia em produzir sangramento que resulta em um hematoma que cresce
gradualmente entre quatro e cinco horas (Boisserand, 2013), bem como pode gerar
uma lesdo aguda e reproduzivel, mimetizando o que ocorre no Acidente Vascular

Encefalico Hemorragico (MacLellan et al,2006).

1.2. As Células Gliais

Ha duas categorias celulares distintas no sistema nervoso: os neurénios e as células
gliais. Os neurdnios sdo as células mais importantes para fung¢des exclusivas do sistema
nervoso, i.e.,, transmissao e processamento de informagao, apesardeestarememmenorntimero.
Estima-sequehajadezvezesmaiscélulas gliais do que neuronios. (Bear, 2007; Colon-Ramos,
2009). Neste trabalho investigaremos a participacdo de células gliais nos eventos

relacionados a hemorragiaintracerebral

Existem diferentes tipos de células gliais que se diferenciam por sua morfologia e
funcdo. Estdo incluidas: a microglia, que funciona como um macroéfago residente no
sistema nervoso central; as células de Schwann e oligodendrdcitos, responsaveis pela
mielinizacdo dos neurdnios no sistema nervoso periférico e central, respectivamente; e os

astrdcitos,queentreoutras



funcdes,éoresponsavel pormanterahomeostasedoSNC (DiCastroet al,2011; Henneberger

et al,2010).

Devido a sua intima ligagdo com os neurdnios, os astrocitos “percebem” sua
atividade elétrica e metabdlica, podendo ser ativados por neurotransmissores que
extravasaram da fenda sinaptica. Mais recentemente, foi sugerido que os astrocitos também
podem enviar informacdes através de “gliotransmissores” (Araque, 2008; Santello et al,

2012). A interagdo entre neurdnios eastrocitos estarepresentadanaFigura 2.

Figura 2: Representac¢do da interagdo entre astrocitos (verde) e neurdnios (amarelo). (A) Demonstra que um
astrocito pode fazer conexdo com diversos neuronios. (B) Representa que um neurdnio pode terligagdo com varios
astrocitos. Adaptadade Rossi, 2015

Na ocorréncia de dano ao sistema nervoso central os astrocitos reagem, iniciando a

chamada astrogliose reativa, um complexo e dinamico processo dindmico que envolve

diferentes formas e depende do contexto, da natureza e da



severidade da lesdo. Esta é caracterizada por algumas alteracdes moleculares e morfolégicas

emdeterminadosastrocitos(Burdaetal,2003eSofroniew,2009).

Os astrdcitos reativos tém como caracteristica o aumento da expressdo de filamentos
intermediarios, o que pode ser evidenciado pela GFAP, vimentima e nestina (Pekny e Nilsson,
2005). Essas proteinas sdo integrantes dos filamentos intermedidrios dos astrécitos e
constituem seu citoesqueleto, juntamente com os microtubulos e filamentos de actina (Li et

al,2008).

Outro tipo de célula glial estudada neste trabalho é a microglia, que em condigdes
normais permanece quiescente, porém, a ocorréncia de dano encefalico pode ativa-la. A
resposta inflamatoria gerada pela HIC experimental pode ser demonstradalogoapds oinsulto
(Gong et al.,,2000). A microglia possui um papel importante no recrutamento precoce de
leucdcitos e ativagdo da astrogliose (Xue e Del Bigio, 2000). Alguns estudos baseados em
tempo de ativagdo da microglia e liberagdo de citocinas ap6s uma HIC, demonstram que é
provavel que a micrdglia possa, na verdade, representar um componente inicial nainflamacao

(Koeppenet al,, 1995).

A primeira acdo da micréglia ap6s a HIC esta relacionada com sua participagao na
retirada dos detritos celulares depositados durante ahemorragia. Entretanto, como um produto
da sua robusta ativagdo, as células microgliais liberam uma variedade de citocinas,
quimiocinas, radicais livre, 6xido nitrico e eicosanoides, os quais quando associados a sintese e
ativacdo do complemento e proteases de matriz causam danos ao endotélio, aos

neurodnios e



oligodendrdcitos e outras células (Boje, Arora, 1992; Colton, Gilbert, 1993; Giulian,Vaca,

1993;Giulianet al.,1993;VanBeeket al,,2000;Hanisch,2002;).

Finalmente, a fase mais tardia envolve a producdo de varios fatores tréficos e
outras moléculas pro- sobrevivéncia. Nessa terceira fase verifica-se a producao da cicatriz

glial, refletindo o reparo tecidual e adaptagéo do tecido (Garcia et al.,1994).

1.3.Pré — Condicionamento Isquémico

O pré-condicionamento é definido como a exposi¢do de um determinado tecido a um
estimulo sub-letal, e posteriormente ao estimulo originalmente letal; as alteracdes e respostas
celulares derivadas da primeira exposi¢do resultam em tolerdncia tecidual ao estimulo letal
(Kirino, 2002). Presente em diversos organismos e em diferentes tecidos, incluindo o
sistema nervoso, o estudo do pré-condicionamento permite definir eventos endogenos

associadosaviasde salvacao/protecaocelular(Kirino,2002; MellereSimon,2013).

E sabido que o tecido nervoso possui estratégias de neuroprotecio endégena,
ou seja, tem capacidade de disparar um conjunto de eventos molecularesecelularesem
resposta a diferentes danos teciduais (Huber et al,, 1999), inclusive aqueles relacionados a
isquemia cerebral (Riepe et al, 1999).A resposta das vias de neuroprote¢do enddgena para
combateralesdo celularea morte depende da intensidade do estimulo e apresenta limitagdes,

umavez que a
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morte celular por necrose, que ocorre precocemente, ndo pode ser revertida (Bernaudin et

al, 1999).

Estudos indicam que esses neurdnios que passaram por um periodo de isquemia
intermitente antes de um longo periodo de isquemia apresentam super-regulagio do
transporte ativo de glicose e aumento da viabilidade celular, quando comparados a
neurdnios que passaram por um periodo prévio de isquemia continua (Stevens et al,

2008; Trendelenburgetal,2005).

O pré-condicionamento pode gerar dois tipos de tolerancia segundo o perfil
temporaleosmecanismosenvolvidos,chamadasdeprecoceedetardia.A tolerancia precoce é
uma protecdo de curta duragdo, que ocorre imediatamente apds o insulto usado para
promover o PC e tem duracdo de até uma hora. Esta resulta em modificacdes pos-
translacionais em proteinas ja sintetizadas e na atividade dessas proteinas (Obrenovitch,
2008). Essa sequéncia de eventos pode ser fortemente influenciada por fatores de

sobrevivénciaouinibidaporfatores apoptdticos (Ciechanover, 2000; Kopito,2000).

Por outro lado, a tolerdncia tardia requer indu¢do génica e sintese de novas
proteinas, que representam respostas de longa duragdo e ativacdo de genes (Nagahori et
al,, 1994).Esta, porsuavez, tem 24 horasaposainducdodo PC, possuium pico de atividade 72
horasapos o estimulo, e pode perdurar por algumas semanas (Gidday, 2006; Stowe et al,,
2011). A sintese de novas proteinas leva ao aumento da capacidade de manutencdo da
viabilidade celular e envolve uma classe conhecida como chaperonas, proteinas

responsaveis por
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auxiliar no enovelamento proteico e que encaminham as proteinas para a destruigcdo

caso ndo seja possivel atingir a configuracdo desejada (Ciechanover, 2000; Kopito, 2000).

Recentemente tem sido demonstrado que osastrocitos podem ter importante participagdo

no fendmeno de pré-condicionamento isquémico (Hirayama et al, 2015 ). Alguns dos

fendmenosestdorepresentados na Figura3.
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Figura 3:Esquema de mecanismos mediados pelos astrécitos na tolerancia isquémica. Adaptado de Hirayama et al,

2015. Legenda: Preconditioning - pré-condicionamento; severe ischemia - isquémia grave; astrocyte -

astrocito; neuron - neurénio; neuronal death - morte neuronal; neuronal survival - sobrevivéncia

neuronal; ischemic tolerance - toleranciaisquémica; HIF — fator induzido pelahipdxia.
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Considerando os principios da neurociéncia translacional, é de grande relevancia a
investigacdo de estratégias de intervencdo eficazes para minimizar os efeitos do Acidente
Vascular Encefélico (Hahn et al, 2011). Medidas que possam ser adotadas antes, durante
ou até mesmo apds a interrup¢do do fluxo sanguineo para o cérebro podem nao apenas
diminuir os custos de tratamento, como também diminuir a morbidade e a mortalidade de
pacientes em todo o mundo. Além disso, estas pesquisas podem resultar na criacdo de
novos farmacos que possam melhorar a “autodefesa” cerebral contra a isquemia, o que
beneficiaria pacientes com risco de acidente vascular cerebral e disturbios
neurodegenerativos relacionados (Massada et al, 2001; Omata et al, 2002;

Obrenovitch,2008).

O pré-condicionamento e a tolerancia isquémica tém sido objeto de estudos
clinicos. Resultados sugerem que pacientes pos-AVE que passaram por eventos transitorios
prévios tém melhor recuperagao do que os outros pacientes, indicando que ha correlagdo
entre a tolerincia isquémica espontinea com a experimental (Moncayo et al, 2000;
Wegener et al, 2004). Contudo, explicar esses mecanismos de pré-condicionamento ainda
€ um desafio, ja que alguns estudos recentes integraram a esses mecanismos conhecidos,
rotas imunes inatas comoodosreceptores Toll (TRLS) e Interferon TipoI(IFN) (Pradilloet al,

2009).

Contudo, é importante ressaltar que o pré-condicionamento nao é capaz de evitar o

AVE, masatenuaseusefeitosfisiopatolégicoseresultaemummenor
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volume de lesdo, além de beneficiar a recuperacdo apds o evento (Dirnagl et al,2009;
Stenzel-Poore et al, 2007).

Alguns estudos revelam que a tolerancia resultante do PC protege até mesmo de
estimulos subsequentes de outra origem. Esses estudos relatam que estressores fisicos e
metabolicos ndoisquémicos podemresultar emtolerancia isquémica (Durukan e Tatlisumak,
2010). Quando o PC gera uma tolerancia a um evento de origem distinta acontece a tolerancia
cruzada. Este tipo de tolerancia pode ser explicado pelo fato de que diversas vias patolégicas
convergem em vias comuns de lesdo, morte celular e reparo. Como exemplo desse fato,
diferentes causas de neurodegeneragdo possuem mecanismos comuns, tais como:

inflamacao, excitotoxicidade eapoptose.

Neste trabalho utilizamos o modelo de indu¢ao do pré-condicionamento isquémico
pela oclusdo bilateral simultanea das artérias cardtidas comuns. Este se mostrou um método
eficaz em estudos recentes do laboratorio (Boisserand, 2013),bem como é um modelo usado
em diversos outros estudos (Lehotsky et al, 2009; Koch e Perez-Pinzon, 2013;). Desta
forma, o modelo de pré- condicionamento isquémico associado a um evento hemorragico

intracerebral podeserentendidocomoumaformadetoleranciacruzada.
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2. HIPOTESE DE TRABALHO

Nossa hipdtese de trabalho é que o pré-condicionamento isquémico ird produzir
tolerancia cruzada com o evento hemorragico, e consequente neuroprotecdo.
Partindo dessa premissa, estudamos os efeitos do pré- condicionamento isquémico
sobre aspectos funcionais e morfologicos em ratos Wistar submetidos a hemorragia

intracerebral experimental.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do pré-condicionamento isquémico induzido pela oclusao bilateral das
artérias cardtidas comuns por 10 minutos sobre os déficits motores relacionadosao estriado,
bem como sobre a morfologia da lesdo em ratos Wistar adultos submetidos a hemorragia
intracerebral induzida pela administragdo de colagenase dotipoIV-S.

3.20Dbjetivos Especificos

a) Avaliarosdéficitsmotoresderatos Wistar adultossubmetidosaHICeao pré-

condicionamentopormeiodostestesdocilindroedoStaircase;

b) Verificar os efeitos do pré-condicionamento isquémico sobre o volumeda lesdo pds-

HICno encéfalo;

c) Avaliar o efeito protetor do pré-condicionamento isquémico sobre a expressdo de
0X-42 (marcador de micréglia ativada) e GFAP (marcador de astrocitos) no

estriado.

4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. Desenho Experimental
0 projeto de pesquisa do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de
Experimentacdo Animal, CEUA, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob o ntimero
27638. Foram utilizados 84 ratos Wistar provenientes do Biotério setorial do Departamento
de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), com 60 dias de vida ao
inicio do experimento. Os animais permaneceram em grupo de no maximo cinco, em caixas
de Plexiglass, em condig¢des padrdo de moradia (ciclo de claro/escuro de 12 horas), controle
de temperatura (21 + 2°C) e com 4agua e comida controlada durante o periodo do teste
comportamental. A Figura 4 apresenta um resumo do desenho experimental.
Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:
1) Sham (n=18)
2) PC-Pré-condicionamentoisquémico (n=20)
3) HIC-Hemorragialntracerebral (n=21)
4) PC+ HIC - Pré-condicionamento isquémico de 10 min e Hemorragia

Intracerebral (n=25)

(Sve I P R P FE 00 1R & |

(Pré HIC) (33 PO)

Figura 4: Desenho experimental. O dia da cirurgia para indu¢ao da HIC é considerada dia “0”.
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Os animais foram treinados no pré-operatério por quatro semanas na caixa do teste
comportamentalchamadoStaircase,umavezpelamanhdeoutraatarde. No final de cada uma
das quatro semanas pré-operatdrias, os animais eram avaliados no mesmo teste, como
melhor descrito na se¢do 4.3.1; o mesmo aconteceu durante as quatro semanas de pos
operatorio. O teste do cilindro foi realizado com os animais no pré-operatorio, no 3P0 e
depois mais uma vez na ultima semana do teste do Staircase, para que o animal nédo

tivesse uma adaptacaoereducaodaexploracaoinfluenciandonoresultado.

4.2. Procedimentos Cirargicos

Os procedimentos cirtrgicos para a indu¢ao do pré-condicionamento isquémico e

dahemorragiaintracerebralforamrealizadosemduasetapas:

a) Noprimeiro dia foi realizada a dissecagdo e o isolamento das carétidas comumfiode
sutura(semobstrucdodofluxosanguineo),comoobjetivo deexporascardtidasparao

procedimentodeoclusdocomclipcirurgico durante 10 minutos nos grupos 2 e 4.

b) Apds 24 horas da indugdo do pré-condicionamento isquémico, foi realizada a

inducdo da Hemorragia Intracerebral nos grupos 3 e 4. No mesmo momento, foi

realizada a administracdo de veiculo nos demais grupos (1 e 2).
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4.2.1. Pré-Condicionamento IsquémicoGlobal

0 modelo usado para inducdo do pré-condicionamento isquémico a isquemia
transitdria por oclusdo de dois vasos. Para explicar esse modelo, é importante rever a
anatomia da circulagdo sanguinea cerebral. As Artérias Cardtidas se originam da Artéria
Aortaemumtroncocomum,apdsseramificar, a por¢do interna da Artéria Carétida origina
as Artérias Cerebral Média e Cerebral Anterior, que sdo responsaveis pela irrigacdo da
por¢do antero-lateral do encéfalo e distribuem seu suprimento sanguineo a outras regioes

através de artérias comunicantes formando o Circulo de Willis, como representado na

Figura5.
Artéria comunicante anterior
z | Artérizs perfurantes
Artetia cerebral anterion i
| A Artéria hipotalimica
Burérla ofthimica 3
" Aurtéria recarrents [de Heubmer)
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Artéria cerebral média —I—.—‘_ﬁ:::_ |
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Figura 5: Ilustracdo do Poligono de Willis, c. Com destaque para Artéria Carétida Interna e Artéria Cerebral
Média. (Adaptado de Netter F, 2000)

Aoclusdo das Artérias Carétidas leva auma redugdo significativa do fluxo sanguineoem
regidesirrigadas pela Artéria Cerebral Média como o Estriado e o hipocampo (Smith et al,

1984; Dowden, 1999). Essa reducdo é capaz de
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promover ativacdo de mecanismos celulares de protecdo como a ativagdo da micrdglia
residente, porém sem levar a danos histologicos detectaveis (Nagahori et al,1994).Assim,esteé

ummodeloeficazdepré-condicionamentoisquémico.

No dia anterior a Hemorragia Intracerebral, os animais foram anestesiados
comIsoflurano (4%)emantidosanestesiadoscomHalotano (1,5a 2%) utilizando aparelho
de anestesia inalatéria (Narcosul) Quando profundamente anestesiados os mesmos
foram colocados em posicdo dorsal para um melhor acesso a regido do pescoco, que foi
devidamente tricotomizada e limpacomalcooliodado.Entdo,osanimaissofreramumaincisao
nalinhamédia do pescogo para alocalizagdo, exposicao e isolamento das Artérias Carétidas.
Que a seguir foram submetidas a clipagem (Clipe para Aneurisma Intracraniano em liga de
Cobalto Vicca®) por 10 minutos, de acordo com o desenho experimental ja
mencionado. Os animais que ndo estavam nos grupos 2 ou 4, passaram pelos mesmos

procedimentos exceto pela clipagem das Artérias Cardtidas.

4.2.2. HemorragiaCerebralInduzidapor Colagenase

Para reproduzir a Hemorragia Intracerebral nos animais foi utilizada a injecao de
colagenase derivada de Clostridium histolyticum no parénquima cerebral. A injegdo de
colagenase promove a dissolugdo da matriz extracelular ao redor dos capilares cerebrais, pois
a substancia é de uma familia de enzimas proteoliticas que catalisamahidrélise do colageno,

resultandoemhemorragia
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espontineanolocaldeaplicacdopelarupturadepequenosvasos.(MacLellanet al, 2008;

Jameset al,2007)

Este método é amplamente empregado como modelo de HIC atualmente, em especial
nos nucleos da base. Criado na década de 90 esse modelo é usado para reproduzir
experimentalmente os efeitos da HIC espontanea em humanos e tem como vantagens a
simplicidade, a reprodutibilidade dos resultados, a extensdo hemorragica dose-
dependente e a facil adaptagdo do modelo para aplicagdo em varias espécies de animais.
Assim,éummodelo experimental que apresenta baixa variabilidade técnica (MacLellan et

al, 2006).

Os animais foram anestesiados do mesmo modo que no procedimento descrito
anteriormente de pré-condicionamento, com isoflurano (4% para indugdo) e halotano
(1,5 a 2% para manutencdo) utilizando um aparelho de anestesia inalatéria (Narcosul).
Quando profundamente anestesiados foram colocados em posicdo ventral no aparelho
estereotaxico. Desta forma, realizada a tricotomiaealimpezadaarea,comoauxiliodeumbisturi
cirurgico foifeitauma incisao na linha média de aproximadamente 0,5 cm sobre a pele para a
exposicdo 6ssea do cranio. A seguir foi usada a broca odontolégica especial (Beltec®
LB100) para realizar um pequeno orificio que permitiu a entrada da seringa da injecao

estereotaxica (Hamilton®,n°26 USA).

Foi utilizada uma micro-injegdo com 0,2U de colagenase tipo [V diluida em 1pL de salina

estéril e posicionada nas seguintes coordenada esterotaxicas: 0,0mm anterior ao Bregma,

3,6mmlateralaoBregmae-0,6mmventralapartir
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do cranio (Paxinos e Watson, 2004). Essa substancia foi injetada ao longo de cinco minutos
e esperado mais cinco minutos para a retirada da seringa para evitar o refluxo (Szymanska
et al,2006). Nos animais dos grupos 1 e 2 foi injetado o0 mesmo volume de diluente, sob
as mesmas condi¢des. Os animais receberam adgua e comida a vontade até o 22 dia p6s-

operatdrio.

Imediatamente apds a sutura com nylon cirtirgico, os animais receberam uma
aplicagcdoo tdépica de lidocaina 10% (Xilocaina®) e tiveram o comportamento
monitorado, caso necessario, os animais recebiam uma aplicacdo extra, respeitando os
limites posoldgicos do medicamento.Respeitado
o tempo de recuperacdo dos animais, os mesmo foram avaliados sobre os resultados
imediatos da cirurgia e consequente prejuizo motor. Os animais que receberam a colagenase
deveriam exibir rotagdo corporal espontinea e déficit motor do membro anterior
contralateral ao hemisfério lesado (DeBow, 1993). Aqueles animais que ndo apresentaram

essequadroforamexcluidosdoestudo.

Com a avaliagdo histoldgica por meio da técnica de coloracdo por
Hematoxilina-eosina, descrita na secdo 4.4.1, foi possivel definir a exata localizagao
topografica da lesdo (que normalmente inclui a regido lateral do estriado), bem como sua

extensao.

22



4.3. Avaliacao Comportamental

4.3.1. Teste doStaircase

Com o Teste do Staircase avaliamos quantitativamente a habilidade funcional
doanimal,poisesteexige que omesmoexerc¢acontrole motorpreciso da pataanteriorafimde
apanhar as esferas comestiveis (Montoya et al, 1991). Este teste é usado para estabelecer
correlagdes entre o déficit funcional eadrea de lesdo, tanto isquémica quanto hemorragica

(Windleet al,2006),bem como paraavaliar o desempenho motor.

Para a realizagdo do teste, em uma sala com condi¢des controladas de iluminagao,
som e temperatura, foram utilizados aparatos compostos por caixas transparentesdeacrilico,
comumaplataformanabasedoeixolongitudinalque divide a caixa em dois lados (direita e
esquerda) (Pagnassut et al, 2012 e Boisserand, 2013),conforme demonstrado naFigura6.
Cadaum doslados, ao final da caixa, possuia sete degraus, nos quais foi possivel colocar trés
esferas comestiveis (Globulos Inertes n° 7 - 4,6mm; 65 mg + 10%; Farmacopéia

Brasileira Homeopatica - Brasil).

Durante o tempo do teste os animais deveriam subir na plataforma e realizar
apenas o movimento unilateral do membro anterior, isto € ndo poderia cruzar a linha média
com o0 membro, e pegar quantas esferas conseguisse. O niimero de esferas apanhadas é usado

como indicador da habilidade de preensdo do membro anterior (Montoya et al, 1991).
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Os animais foram adaptados para a realizagdo do teste durante quatro semanas
antes das cirurgias, em dois horarios do dia, um pela manha e um a tarde. No final da
semana os animais eram testados. Os individuos recebiam alimentacdo proporcional a
média de peso da caixa. Porém, durante o periodo de recuperacdo da cirurgia esses
receberam alimentagéo e dgua ad libitum. No periodo pds-operatdrio, os animais foram
testados da mesma forma, i.e. treinados durante a semana, duas vezes ao dia, com a

realizacadodotestenofinal dasemana (Mestriner, 2013).

Os testes pré-operatorios serviram de base para a divisio dos grupos
experimentais, pois foram divididos conforme suas médias e depois randomicamente

alocados paracadagrupo.

Figura6:TestedoStaircase.A)llustragdodoaparatoutilizadoparaoteste;B)Representagioda posi¢do do
animal na caixa paraoteste do Staircase.

24



4.3.2. Teste doCilindro

0 objetivo do teste do cilindro é avaliar o uso assimétrico dos membros anteriores
durante arealizacdo de umatarefade exploracdo e suporte corporal (Woodlee, Asseo-Garcia
et al., 2005; Maclellan, Auriat et al., 2006; Schallert, 2006). Para a realizacdo do teste os
animais foram colocados no interior de um cilindro transparente de acrilico de 20 cm de
didmetro e 40 cm de altura, situado sobre um tampo de mesa de vidro, também
transparente, conforme demonstrado na Figura 7, em uma sala com iluminacdo,

temperatura e som controlados.

Durante o tempo de 5 a 6 minutos os animais permaneceram no cilindro, e foram
filmados por uma camera digital com vista inferior do animal para que seus movimentos
exploratorios espontaneos pudessem ser observados. Foi computado o nimero de
contatos com o cilindro pelos membros anteriores utilizados para suporte corporal
durante a exploragdo. Aqueles animais que realizassem menos de 12 toques seriam

desconsiderados e excluidos (Boisserand, 2013).

Para este teste os animais ndo passaram por um periodo de adaptagdo uma vez que,
paraaobtencdo de resultados mais fidedignos, eranecessariaa exploragdo do animal e por
isso 0 ambiente nao poderia ser familiar. Na avaliagdo foi quantificado o uso assimétrico
dos membros anteriores em camera lenta e quadro a quadro (realizada por um avaliador cego
quanto a qual animal pertencia a qual grupo experimental), calculado por meio da féormula:

[contatos
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realizados com o membro anterior contralateral + % dos contatos bilateriais] / [nimerototal
dos contatos realizados com ambos os membros anterioresx 100] (Maclellan, Auriat et al.,

2006).

Figura 7: Teste do cilindro. (A) aparato para a realizagdo do teste; (B) vista lateral de animal realizando a
exploragdo; (C) vista inferior do mesmo, utilizada para a analise das imagens (adaptado de PAGNUSSAT,
2009).

4.4. Perfusao e AvaliacaoMorfologica

Para a realizagdo dos protocolos de histologia e imunoistoquimica os animais
foram profundamente anestesiados com pentobarbital 65 + 5 mg/kg via intraperitonial.
Posteriormente, para a exposi¢do do coracgao foi feita por toracotomia. A seguir injetou-
se 1000UL de heparina sédica (Cristalia) no ventriculo esquerdo e foi inserida uma
canulaligada abomba de perfusdo (Control Company). Através de outra incisdo, essa no atrio
direito, foi perfundida inicialmente, uma solucdo salina (150 mL), para a lavagem da arvore
vascular e, posteriormente, uma solucdo fixadora (200mL) composta de paraformaldeido
(PFA)4%diluidoemtampaofostato (TF)0,1McompHde7,4.

Osencéfalosforamretirados por meio de aberturada calota cranianae p6s-fixadosna

mesmasolucaofixadorautilizadanaperfusdo,pormais4horasa
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temperaturaambiente,easeguircrioprotegidosporimersaoemsacarose30% diluida em TF
a 4°C, onde permaneceram até submergirem. Depois da crioprote¢do, os encéfalos
foram congelados em isopentano resfriado em nitrogénio liquido ate a realizagdo das

secgdes (40 pum)emcriostato (Leitz)

4.4.1 Avaliacio Histoldgica

Foram selecionadas sec¢des a cada 200 um, iniciando em Bregma +1,7 mm e
terminando em Bregma-4,8 mm (Paxinos e Watson, 2004).Os cortes foram coletados em
laminas histologicas previamente tratadas com gelatina cromo-alumen. A seguir, esses
cortes foram corados com a técnica de hematoxilina-eosina. Nessa técnica histoldgica os
cortes foram hidratados e levados a solucdo de hematoxilina de Mayer por 3 minutos,
sendo, posteriormente, lavados em agua corrente por pelo menos 20 minutos. Logo apos,
os cortes foram levados a solugdo de eosinaa 0,5% no periodo de 15 segundosa 1 minuto,
comretirada do excesso de Eosina em diversasimersoes em alcool 95%. Posteriormente, foi
iniciado o processo de desidratagao (duas imersdes em alcool absoluto, uma imersao em
carboxilol e, por fim uma imersdo em xilol). Em seguida, as laminas foram montadas e
cobertas por balsamo do Canadé e laminulas. Ao final deste processo, as laminas foram
escaneadas em resolugdo 2400, para que com o auxilio do software Scion Image J 4.6 (
Scion Corporation,FrederickMD,USA) paramensurarovolumedalesdofoiusadoo principio

deCavaliere (Gundersenet al., 1988;Sancheset al 2013),pormeioda aplicagdo daférmula:

27



VH = M x IS x NS, onde:

VH = volume de um hemisfério;
M = (areatotal da secc¢do coronal do hemisfério - area do ventriculo - areado dano);
IS=intervaloentreseccdes; NS=

nimerodesecgdes.

442.  Imunofluorescéncia

A técnica de imunofluorescéncia foi realizada nas laminas com sec¢des de 20um do

estriado dorsolateral adjacente e contralateral a lesdo (Mestriner etal,, 2011).

As mesmas foram fixadas em PFA 4%, lavadas em PBS e, ap6s, bloqueadas por30minem
uma solugdo contendo 3% de soro normal de cabra (NGS) (Sigma- Aldrich) diluidos em PBS
Triton-Xa0,3% (PBS-Tx) em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram incubadas
overnight com os anticorpos primarios diluidos em PBS-Tx e NGS e mantidasa (4°C). No dia
seguinte, as laminas contendo as sec¢des foram lavadas em PBS e incubadas com os
anticorpos secundarios fluorescentes compativeis (Alexa-Flior, Molecular Probes) diluidos
em PBS-Tx e NGS por 2 horas em uma sala escura (temperatura ambiente), seguida de
lavagem em PBS. Foram feitasas seguintes marcagdes: anti-GFAP (1:200, Sigma-Aldrich) e
anti-0X42 (1:500, Millipore) e os anticorpos secundarios Alexa-Flior,488anti-mousee

647anti-rabit(MolecularProbes).

28



A seguir, os cortes foram cobertos com meio de montagem PVA-DABCO (Fluka
Analytical, Suica) e laminulas. Para o controle negativo, alguns cortes tiveramaexposicaoao
anticorpo primario omitida, sendo o mesmo substituido por PBS-Tx durante a realizagdo do
protocolo descrito. Todas as amostras foram processadas concomitantemente e incubadas
durante o mesmo tempo médio. Decorrido o procedimento acima descrito, utilizou-se um
microscopio (Nikon) para a visualizagdo das marcagbes fluorescentes (excitacdo no

comprimento de onda555nm) (Boisserand, 2013; Mestriner,2011).

443. Quantificacio dalmunofluorescéncia

Para comparar quantitativamente a marcagdo da imunofluorescéncia foram
capturadas 6 imagens de cada animal, obtidas de 3 fatias escolhidas ao acasonabordamedial
dalesdo (mas excluindo alesdo propriamente dita, para ndo alterar os resultados) para os
animais submetidos a HIC, ou na regido correspondente nos animais que receberam
apenas veiculo (Sham e PC), conformerepresentadonaFigura8. Umaarea de interesse foi

estipulada(3800 um?); 5a6animaisforamanalisados paracadagrupo.

Figura 8: Imagem representativa das regides de onde foram obtidas as imagens para a avaliacdo das marcag¢des da
imunofluoréscencia.. A) Borda medial da lesdo hemorragica no estriado esquerdo; B) Regidocorrespondente
noestriadoesquerdodosanimaisquereceberamapenas veiculo.
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Ap0s a captura, as imagens foram analisadas com o programa Image |

software versio 4.6 (http://rsbweb.nih.gov/ij/), onde o valor da densidade

integrada por unidade de area ou (densidade dptica regional) foi obtida. Os valores das
areas de interesse de cada imagem foram utilizados para obter a intensidade de coloragdo
média para cada secgdo, utilizada na férmula densidade integrada (dado gerado pelo
programa) / area de interesse (3800 um?) para obtengdo da intensidade de fluorescéncia.
Assim, fez-se a média de cada seccdo e de cada animal, para posterior andlise estatistica

(Jeongetal,2012).

4.5. Analise Estatistica

Ao final do experimento o N era de 67 animais. Um animal morreu durante o
periodo do Staircase antes da cirurgia, sete animais morreram durante a cirurgia do pré-
condicionamento, nove animais morreram apos a cirurgia da hemorragia. Apenas trés
animais foram excluidos do teste do cilindro por ndo realizarem o niimero de toques
requeridos. Todos os animais foram usados no Teste do Staircase. Para o volume da leséo,
foram utilizados os encéfalos de todos os animais submetidos a andlise comportamental,
estando os mesmos divididos entre os grupos experimentais conforme descrito
anteriormente. Para a imunofluorescéncia, foram escolhidos aleatoriamente de 5 a 6
animaisde cada grupo. Osoftware IBM SPSSStatisticsversdo21foiutilizadoparaaanalise dos

dados.
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Inicialmente, a normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro-
Wilks e a homogeneidade da variancia por meio do teste de Levene. As variaveis estudadas
apresentaram distribuicdo normal e varidncia homogénea. (P20,05). AdiferencapréeposHIC
por cada grupo foi avaliada pelo teste t de Student para amostras pareadas no teste do
Staircase.Osdadosdotestedo cilindroforamanalisadospor ANOVA demedidasrepetidase
para estabelecer diferencas entre os grupos experimentais foi realizada ANOVA de duas
vias usando o fator lesdo (HIC e Sham) e o fator tratamento (com ou sem PC). Sempre que
apropriado, oteste de comparag¢des multiplasde Duncanfoiempregadoem todas as analises

realizadas. Os dados foram expressos como média # erro padrao.
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5. RESULTADOS

51 Teste do Staircase

0 teste t de Student para amostras pareadas demonstrou que ha diferenga entre o
desempenho pré e p6s-HIC no grupo controle Sham (t(17)= 5,301, P<0,001);amelhorano
desempenhorevelaqueotesteéadequadoparaaferira fungdo motora. AANOVA de duasvias
mostrouqueniohouve diferengasentre os grupos na sessao pré-HIC (F364=0,461, P>0,1). Na
avaliagdo pos-HIC houve uma interacdo entre o fator lesdo e o fator tratamento, mostrando uma
diferenca entre os grupos (Fie4) = 9,244, P<0,001). O teste de compara¢des miltiplas
revelou que o grupo HIC teve diferenca significativa quando comparado aos demais grupos
experimentais, indicando que houve uma redu¢do do uso do membro contralateral alesdo,
como apresentado na Figura 9. Este déficit foi revertido no o grupo PC+HIC, que ndo
apresentou diferencas em relacdo aos grupos Sham e PC. Assim, sugere-se que o PC foi

capaz de assegurar a funcionalidadedomembrocontralateralap6slesaiohemorragica.
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Figura 9: Desempenho no Teste do Staircase, comparando os periodos dados pré- e p6s- hemorragia
intracerebral, expressos em média de glébulos inertes consumidos * erro padrio.
(M)representadiferencasignificativaentreogrupoHICeosdemaisgruposnopds-operatdrio. Dadosanalisados
por ANOVAdevias.(P<0,05).
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5.2 Teste do Cilindro

AANOVAdeduasviasdemonstrouquehadiferencaentre osgrupos (F1,63)=6,834,
P=0,001).0testede compara¢des multiplasrevelouque o grupo HIC teve diferenca significativa
quando comparado aos demais grupos, indicando assim uma assimetria do uso da pata
contralateral a lesdo. No entanto, ndo houve diferenca entre o grupo PC+HIC e os grupos PCe
Sham. Na Figura 10 podemos ver que houve interagdo entre o fator tempo e o fator grupo
(F=4,352, P<0,001), segundo indicado no teste de ANOVA de medidas repetidas. Na
comparagdo por pares, observou-se que os animais que sofreram HIC tém desempenho
distinto ao dos grupos que receberam veiculo, na avaliacdo no terceiro dia pds-HIC
(P<0,01).]Janareavaliagdo, no 33° dia p6s-operatorio, os grupos que sofreram lesdo tiveram
uma recuperagdo espontanea, porém apenas o grupo PC+HIC ndo apresentou diferenca paraos
grupos Shame PC (P<0,05); entretanto o grupo HIC,apesardeterumarecuperagdodontimero
detoquesentreasavaliacdodos dias 3 e 33 (p<0,05), manteve a diferenca em relacdo aos
demaisgrupos(p
<0,05). Osdadosapresentadosrevelamumefeitodalesiono32diapds-HICe queopré-

condicionamentofavorecearecupera¢aofuncionalalongoprazo.
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Figura 10: Desempenho no Teste do Cilindro em trés momentos: pré-HIC, 3° dia pés-operatdrio, PO, e 33°dia PO.

Dados expressos em médiado percentual de simetriado toque * erro padrao. (**)ambososgrupos HICe PC+HIC

sdodiferentesdosgruposShamePC.(*)indicaqueogrupo HIC é diferente dos demais grupos experimentais.
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5.3 Volume de Lesao

A ANOVA de duas vias demonstrou uma interacdo entre o fator lesdo e o fator
tratamento (F(1,42) = 12,563, P=0,001). O teste de comparagdes miultiplas revelou que os
animais submetidos a HIC apresentaram uma redugdo significativa no volume do
cortex encefalico quando comparados aos grupos veiculo, sem diferenca entre eles. Além
disso, o grupo PC apresentou uma reducdo significativa no volume encefalico quando
comparado com o grupo Sham. Os dados da Figura 11 indicam que o pré-condicionamento

ndofoicapaz de prevenir a perda tecidual nos animais submetidos ahemorragia intracerebral.
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Figura 11: Volume dalesdo estimado pela técnica de Cavalieri; dados expressos como média + erro padrdo da
relagio do volume encefdlico ipsi/contralateral. (*) demonstra que houve diferenga entre os grupos dos
animais que sofreram lesdo comparados aos grupos que receberam veiculo. (A) revela que o grupo PC
apresentoudiferencasignificativaemrelagdoao grupo Sham.
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Testes de Andlise de Regressdao com os dados até entdo apresentados revelam uma

correlagio entre o volume da lesdo e o desempenho no teste do cilindrono 3°P0 (R?=0,449,

P<0,001), bem como no teste do Staircase pos-HIC (R*=0,408, P<0,001). Entretanto, apesar

dessa correlagdo e do PC assegurar a funcionalidade motora, este ndo foi capaz de resultar em

prevengdo de perda tecidual (Figura12).
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Figura 12: Correlagdo entre (A) volume dalesdo com o teste do Staircase pds operatdrio e (B) volume dalesio

comotestedocilindrono 3°PO.
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5.4. Imunofluorescéncia

A ANOVA de duas vias demonstrou uma interacdo entre o fator lesdo e o fator
tratamento (F(1,25) = 10,769, P<0,001). O teste de comparagdes multiplas revelou que os
animais HIC apresentaram um aumento na intensidade da fluorescéncia do GFAP no
estriado ipsilateral alesdo, incluindo o grupo PC + HIC. Ainda, os animais do grupo PCndo foram

diferentesdosanimais Sham (Figura 13).
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Figura 13: Intensidade da fluorescéncia para GFAP. Dados avaliados no estriado ipsilateral a lesdo e expressos
como média + erro padrdo em porcentagem de controle, grupo Sham. (*) Diferenca significativa do grupo
HIC e PC+HIC quando comparado aos outros grupos experimentais, apés ANOVA de duas.
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Ja no estudo da micréglia, a ANOVA de duas vias demonstrou uma interagao
entre o fator lesao e o fator tratamento (F(1,23) =9,740 P<0,001). O teste de comparagdes
multiplas revelou que os animais submetidos a HIC apresentaram um aumento
significativo na intensidade da fluorescéncia de OX- 42 no estriado ipsilateral a lesdo, quando
comparado com os demais grupos experimentais. No entanto, os animais do grupo

PC+HIC nao mostraram diferenca significativa com os animais controles, grupo Sham

(Figura14).
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Figura 14: Intensidade da fluorescéncia para 0X-42.Dados avaliados no estriado ipsilateral a lesdo e expressos
como média + erro padrdo em porcentagem de controle, grupo Sham. (*) Diferenca significativa do grupo HIC
quando comparado aos outros grupos experimentais, apé6s ANOVA de duasvias.

As Figuras 15 e 16 apresentam imagens representativas da

imunofluorescéncia para GFAP e para 0X-42, nos grupos experimentais estudados.
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Figura 15:Imagensrepresentativas daintensidade daimunofluorescéncia GFAP nos grupos experimentais. A)
Sham, B) PC, C) HIC, D) PC+HIC.
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Figura 16: Imagem representativa da intensidade da fluorescéncia de 0X-42 nos grupos experimentais. A)
Sham, B) PC, C) HIC, D) PC+HIC.

6. DISCUSSAO
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O presente trabalho teve como objetivo central avaliar os efeitos do pré-
condicionamento isquémico, induzido pela oclusdo bilateral das artérias carétidas
comuns durante 10 minutos, sobre os déficits motores, a morfologia da lesdo e a marcacgdo de
astrocitos e microglia em ratos Wistar submetidos a hemorragia intracerebral
produzida pela administragdo intraestriatal de Colagenase do tipo IV-S. Os principais
achados do estudo foram: a) o pré- condicionamento reverte os deficits motores
causados pelahemorragia, avaliados nos testes do cilindro e do staircase; b) o volume da
lesdono estriado ipsiteral a hemorragia intracerebral ndo é afetado pelo pré-condicionamento;
c) a hemorragia intracerebral causa aumento da intensidade de fluorescénciapara GFAP e para

0X-42noestriado,eopré-condicionamentoreverteapenasa reatividade damicraéglia.

No teste do staircase encontramos diminuigdo do desempenho no grupo HIC no
teste realizado apés a inducdo do evento hemorragico, efeito que foi revertido no pré-
condicionado.Istosugerequeopré-condicionamentoécapaz deprevenirosdéficitsmotores

causadospelahemorragiaintracerebral.

Em diversos estudos (Handley et al,2009; DeBow et al,2003; Qureshi et al, 2001) o
mesmomodelode HICqueusamosemnossotrabalhose mostrouum importante método para
reproduzir os déficits de funcionalidade gerados pela hemorragia intracerebral. Apesar disso,
o pré-condicionamento que realizamos mostrou-se eficaz em assegurar essa capacidade

motoranotestedostaircase.
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Otestedostaircase éumimportantetestecomportamental experimental, pois a partir
dele conseguimos quantificar a habilidade do animal de se alimentar, i.e., se 0 animal consegue
fazer o movimento completo de alcangar o alimento, segura-lo e colocd-lo na boca. Durante o
experimento alguns animais conseguiam alcangar o alimento mas pareciam ter dificuldade de

manteroglébulonapata.

Com o staircase conseguimos avaliar a funcionalidade do membro anterior do
animal de forma unilateral, desta forma, sabemos se o animal estd usandoapataipsilaterala
lesdo, sendo este um dado preciso; em outros testes o animal pode usar o membro

contralateral cruzando alinha média (Mestriner, 2011).

Como citado por Rattka e colaboradores (2016) para que o teste tenha sucesso é
necessarioqueosanimaisestejammotivadosduranteafasedetreino e adaptacao. No protocolo
que utilizamos os animais passaram por uma restricdo alimentar durante todo o periodo do
teste, o que segundo alguns estudos pode ser considerado uma importante motivagdo para

que os animais busquem os globulosinertes (Klothet al,2006; Montoyaet al,1991).

Os animais foram avaliados no teste do cilindro em trés momentos
diferentes, conforme descrito nos resultados. Entre o tempo pré e as duas outras avaliagdes
podemos perceber uma diferenga entre os animais, principalmente na segunda avalia¢do, a
primeira pds-operatdria (3 dias), na qual todos os animais que sofreram lesdo (grupos HIC e
PC+HIC) tiveram uma queda no uso simétrico dosmembros.Porém,conformeesperado,houve

umamelhoraespontaneados

43



animais desses grupos. Entretanto, apenas os animais do grupo HIC apresentaram
diferenca dos demais grupos, na ultima avaliacdo (33 dias) , demonstrando que ndo foram
capazes de reverter totalmente o déficit funcional. Ja os animais PC+HIC conseguiram assegurara
funcionalidade, pois na avaliacdo 332P0 os animais ndo mais apresentavam diferenga em relacdo
aos grupos Sham e PC. Assim, podemos considerar que os dados encontrados no teste do
cilindro reafirmam que o pré-condicionamento é capaz de prevenir a perda de

funcionalidade.

O teste do cilindro é considerado um teste comportamental de facil execugcio.
Entretanto, ha alguma dificuldade na modulagdo do comportamento exploratério que pode
influenciar os resultados, o que ocorre pela falta de estimulos que leva aos animais se

tornareminativos e pouco exploradores (Schallet et al, 2006).

Desta forma, para diminuir o efeito da acomodagdo dos animais, mas também ndo
estressa-los, consideramos o estudo de Rattka e colaboradores (2016) que indica que os
animais se tornam mais inclinados ao grasping quando em ambientes escuros,
contrariando protocolos que indicam o uso de luz vermelha. E assim realizamos o teste
sobre essas circunstancias favoraveis de exploracdo, isto ¢, em um ambiente climatizado e
com luz regulada de forma a deixar a sala mais escura. No entanto, nem os cuidados sobre o
ambiente nem a melhora espontanea foram capazes de prevenir a perda da fun¢do do
membro anterior dos animais do grupo HIC, quando comparados aos demais grupos

experimentais.
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Apesar de MacLellan e colaboradores (2006) considerarem que o teste do cilindro pode
ndo ser suficientemente sensivel para demonstrar pequenas diferengas funcionais em lesdes
no estriado, o nosso trabalho foi capaz de revelar maior simetria entre os animais do grupo

PC+HICquandocomparadoscomos animais do grupo que sofreuapenasahemorragia.

Sobre o volume da lesdo, avaliado com técnicas histoldgicas, os animais dos grupos
HIC e PC+HIC apresentaram diminuicdo significativa quando comparados aos animais que
receberam veiculo (Sham), demonstrando que houve um efeito da lesdo nos animais. Tais
resultados sugerem que, apesar do pre-condicionamento gerar neuroprote¢do funcional,
ele ndo foi capaz de prevenir a perda tecidual dos animais submetidos a hemorragia

intracerebral.

O pré-condicionamento nao teve efeito sobre o volume dalesdo nos animais dos
grupos que sofreram a lesao, os efeitos da lesdo no volume encefalico era um resultado
esperado (Maclellan et al, 2006). Esse resultado pode ser explicado pela natureza da lesdo
e do pré-condicionamento. No seu experimento, Xi e colaboradores (2012) demonstraram que
as diferencas entre a isquemia e a hemorragia vdo além da fisiopatologia e resultam em

diferencasna ativagao celular.

Apesar de o tema receber boa aten¢ao de pesquisadores e de haver resultados

diferentes dos aqui relatados, os fendmenos celulares e moleculares associados ao pré-

condicionamento isquémico ainda ndo sdo conhecidos. Alguns
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relacionam o efeito neuroprotetor do pré-condicionamento a regulacdo da resposta
inflamatoria, a reducdo da excitotoxicidade e ao aumento da defesa antioxidante (Bond et

al,1999; Omataet al, 2002; Durukane Tatlisumak, 2002; Wang et al,2010)

Sobre fluorescéncia da GFAP, proteina marcadora de astrdcitos, houve
aumento da intensidade nos grupos lesionados, HIC e PC+HIC, quando comparados

aosoutros grupos experimentais.

Segundo Mestriner e colaboradores (2013), em seu estudo realizado no laboratério,
era esperado o efeito dalesao da hemorragia sobre a morfologia dos astrdcitos e, possivelmente,
sobre sua fungdo. Principalmente porque sdo essas células gliais que proporcionam uma
ligacdo entre os neurdnios e os capilares, além de regularem moléculas como os

neurotransmissores,aguaealgunsions (Huges et al,2004; Alvarez-Diaz, 2007).

Pan e colaboradores (2014) demonstraram que o pré-condicionamento é capaz de
proteger os astrécitos contra um estimulo isquémico e que alguns mecanismos especificos
de sinaliza¢do dos astrdcitos estariam ligados a essa prote¢ao. Porém, em nosso trabalho
ndohouvediferengaentre osanimais lesados e os pré-condicionados.

Um fator que pode ter influenciado no resultado na intensidade da fluorescéncia
GFAP em nosso estudo é que os animais foram sacrificados e perfundidos trinta e quatro

dias p6s hemorragia intracerebral, o que, como
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demonstradoemoutrostrabalhos(PeknyeNilsson,2005;VanBeeketal.,2000), podeser

consideradotardiopararevelarativagdoastrocitaria.

Segundo Li e colaboradores (2008) os filamentos intermediarios, tanto GFAP quanto
vimentina, podem ter caracteristicas neuroprotetores. Resultados semelhantes foram
encontrados no estudo de Hayakawa e colaboradores (2010), que demonstraram que a inibigdo
da atividade metabdlica dos astrdcitos reativos, em um modelo de isquemia, esta
relacionada com um pior desempenho funcional dos roedores. Sendo assim, os autores
mostram que os astrdcitos participam do remodelamento neurovascular e na recuperagdo

funcional.

O estudodaintensidade da fluorescéncia OX-42, marcador damicréglia reativa,
revelou que os animais submetidos a hemorragia apresentaram um aumento significativo
da fluorescéncia, quando comparados aos demais grupos. Ja os animais do grupo PC+HIC nao
apresentaram diferenca aos animais do grupoShamePC.Essesresultadosindicamqueopré-

condicionamentoécapaz dereverterareatividade damicroglia.

Segundo Abraham e Lazar (2000), na presenca de lesdes como a hemorragia
intracerebral ocorre a morte celular e sdo as células microgliais ativadas que participam da
resposta inflamatoria e realizam sua funcdo de fagocitar os restos celulares. Em sua
conformacdo ativada, a microglia pode tanto desempenhar um papel neuroprotector, como um

papel neurotoxico (Streit et al., 2002).
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Os estudos de Melchior e colaboradores (2006) e Aronowski e colaboradores
(2005), trazem evidéncias de que a microglia ativada quando associada aos leucdcitos e
astrocitos sdo os maiores mediadores de danos secundarios na hemorragia intracerebral. O
efeito global, protetivo ou danoso da ativagdo da microglia, depende das condigdes

patologicas e da severidade da lesdo (Wang,2010).

Considerando os dados apresentados, podemos sugerir que o pré-
condicionamento isquémico promove neuroprote¢do e tolerancia cruzada no modelo de
hemorragia intracerebral pela administracdo intra-estriatal de colagenase. O PC foi capaz
de assegurar a funcdo motora apés a hemorragia, possivelmente por diminuir a

reatividademicroglialnoestriado.

0 pré-condicionamento isquémico ndo foi capaz de prevenir a perda tecidual apos

a hemorragia intracerebral, possivelmente pela severidade moderada da lesao.

Novos estudos serdo necessarios para esclarecer as vias moleculares responsaveis

pelasagdesaquidescritasdopré-condicionamentoisquémico.

~. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nessa Dissertagao permitem concluir que:
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b)

d)

A hemorragia intracerebral causa déficits motores em ratos Wistar, medidos
pelostestes do cilindro e do Staircase, e o pré-condicionamento isquémico reverte

este efeito;

Aindugdo da HIC causa perda tecidual no estriado lateral dos animais, efeitoque ndo

érevertidopelopré-condicionamento;

A indugdo da HIC aumenta a expressdo de GFAP (marcador de astrocitos) e de 0X-42
(marcador de micréglia ativada) no estriado, e o pré- condicionamento

reverteapenasaativagdodamicroéglia;

Sugere-se que o efeito neuroprotetor funcional do pré-condicionamento esteja
associado diminuicdo da ativagdo microglial apds o evento de hemorragia

intracerebral.
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