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APRESENTACAO

Esta tese ¢ constituida por:

1. Introdugdo, onde esta 0 embasamento tedrico necessario para a compreensao da proposta

de trabalho e objetivos.

2. Objetivos, onde se encontram todas as metas a serem desenvolvidas ao longo dos

capitulos.

3. Métodos, onde se descreve todas as abordagens metodoldgicas utilizadas ao longo dos

capitulos.
4. Resultados, constituidos pelos capitulos le 2:
Capitulo 1, referente ao artigo submetido a revista Neuroscience.

Capitulo 2, referente aos resultados suplementares sobre o estado oxidativo e

excitotoxicidade durante a progressao da HIC.

4. Discussdo, que contém uma interpretagcdo dos resultados apresentados nos dois capitulos,

englobando-os em um contexto geral.
7. Conclusdes.

8. Perspectivas, que abordam as possibilidades futuras de pesquisas relativas a continuacao

deste trabalho.

9. Referéncias, onde estao listadas todas as referéncias bibliograficas utilizadas na

Introdugdo e Discussao deste trabalho.

10. Anexo, onde se encontra o artigo submetido a revista Neuroscience.
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RESUMO

A hemorragia intracerebral (HIC) ¢ uma das principais causas de mortalidade em todo mundo,
desencadeando eventos adversos e déficits neurologicos graves. A partir disso, essa tese teve
como objetivo avaliar as respostas celulares e suas interagdes envolvidas na HIC e investigar
0s possiveis mecanismos que contribuem para os déficits sensorio-motores relacionados,
principalmente, a habilidade dos membros anteriores dos animais. Para isso foram realizados
dois experimentos. Em ambos os animais de 90 dias foram submetidos a HIC induzida por
colagenase no estriado dorsolateral. No primeiro experimento, apds 24h, 72h e 7 dias os animais
foram avaliados funcionalmente, e histologicamente quanto ao volume da lesao. Ainda, durante
6h, 24h, 72h e 7 dias, o estriado e o cortex foram avaliados quanto ao nimero de células
neuronais, gliais, e em apoptose; a expressdo de GFAP e S100B, no estriado e no cortex, a
secregdo de S100B, no soro e liquido cérebro-espinhal (LCE). A HIC provocou déficits
sensorio-motores e perda tecidual; induziu morte neuronal e gliose reativa no estriado. O cortex
obteve uma resposta astrocitaria similar, mas quanto a microglia houve um aumento apenas em
6h. A S100B correlacionou-se positivamente com o nimero de células gliais; e negativamente
com a for¢a e fungdo dos membros anteriores dos animais lesados. No segundo experimento,
foram avaliados o estado oxidativo, o nivel de TNF-a, a atividade da glutamina sintetase (GS)
e a captacao de glutamato nos tempos de 6h, 24h, 72h e 7 dias pds-lesdo. Apds 6h da HIC houve
aumento no nivel de TNF-a e excitotoxicidade glutamatérgica; entretanto, a funcdo de
clearence astrocitario foi restabelecida 7 dias apds o dano. A HIC gerou estresse oxidativo e
aumento de antioxidantes enddgenos, além disso, as espécies reativas de oxigénio (ERO)
inibiram a atividade da GS em 24h e 7 dias apds a lesdo. A partir dos resultados obtidos,
podemos concluir que a S100B atua na lesdo hemorragica produzindo respostas distintas, regido
dependente, contribuindo para o aumento das células gliais no estriado e cortex,
correlacionando-se positivamente com os déficits funcionais. Este ¢ o primeiro relato
descrevendo a relagdo da S100B com as alteragdes celulares e funcionais durante a progressao
da HIC experimental. Além disso, os mecanismos envolvidos na HIC demonstraram padrdes e
respostas envolvendo excitotoxicidade glutamatérgica e inflamac¢do, que colaboraram para o
dano oxidativo; em resposta ao estresse houve o aumento de antioxidantes enddgenos que

podem ter contribuido para o reestabelecimento da fun¢ao astrocitaria.



ABSTRACT

Intracerebral haemorrhage (ICH) is a major cause of mortality worldwide, triggering adverse
events and serious neurological deficits. From this standpoint, this thesis aimed to evaluate the
cellular responses and interactions involved in ICH and investigate the possible mechanisms
that contribute to sensory-motor deficits, mainly related to the ability of the forelimbs of
animals. For this, two experiments were conducted. In both, animals of 90 days of age were
subjected to ICH induced by collagenase in dorsolateral striatum. In the first experiment, after
24h, 72h and 7 days, the animals were evaluated functionally, and histologically about the
lesion volume. Also, at 6h, 24h, 72h and 7 days, the striatum and the cortex was evaluated as
the number of neuronal, glial and apoptotic cells; the expression of GFAP and S100B, the
striatum and cortex, S100B secretion in serum and cerebrospinal fluid (CSF). ICH caused
sensorimotor deficits and tissue loss; induced neuronal death and reactive gliosis in the striatum.
The cortex astrocyte obtained a similar response, but about the microglia there was an increase
only at 6h. S100B was positively correlated with the number of glial cells; and negatively
correlated with the strength and function of the forelimbs of injured animals. In the second
experiment, were evaluated the oxidative state, the level of TNF-a, the activity of glutamine
synthetase (GS) and glutamate uptake at 6h, 24h, 72h and 7 days post-injury. After 6h from
ICH, there was an increase in TNF-a levels and glutamatergic excitotoxicity; however, the
astrocyte clearance function was established 7 days after the damage. HIC generated oxidative
stress and increase of endogenous antioxidants, in addition, reactive oxygen species (ROS)
inhibited the activity of GS in 24h and 7 days after injury. Based on the results obtained, we
can conclude that SI00B acts in hemorrhagic lesions producing different responses, region-
dependent, contributing to the increase in glial cells in the striatum and cortex, correlating
positively with functional deficits. This is the first report describing the relation of S100B with
cellular and functional changes during the progression of experimental ICH. Furthermore, the
mechanisms involved in ICH displayed patterns and responses involving glutamatergic
excitotoxicity and inflammation, that contributed to oxidative damage; in response to stress
there was an increase of endogenous antioxidants which may have contributed to the re-

establishment of astrocyte function.
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1.1 HEMORRAGIA INTRACEREBRAL

A hemorragia intracerebral (HIC) resulta da ruptura de vasos sanguineos no encéfalo, sendo
responsavel pelo rapido aciumulo de sangue no parénquima cerebral (QURESHI;
MENDELOW; HANLEY, 2009; RINCON; MAYER, 2004). Comumente, a HIC atinge os
lobos cerebrais, os nticleos da base, o tdlamo, o tronco encefalico (predominantemente a ponte)
e o cerebelo, e ¢ causado principalmente, por eventos decorrentes de hipertensdo ou angiopatia
amiloide cerebral (QURESHI et al., 2001). A maioria dos sangramentos na HIC relacionados a
hipertensao arterial sistémica promovem a ruptura espontanea de pequenas artérias ou arteriolas
penetrantes a partir de micro aneurismas. Estudos indicam que a pressdo arterial intraluminal
aumenta persistentemente lesando as paredes dos pequenos vasos (FISHER, 1971, 1972; WOO;
BRODERICK, 2002). Ja a angiopatia amildide cerebral ¢ caracterizada pela deposicdo de
peptideo B amildide e alteragcdes degenerativas relacionadas ao envelhecimento (ROSAND et
al., 2000).

A cada ano, a HIC ¢ responsavel por 2 dos 15 milhdes de acidentes vasculares enceféalicos
(AVE) em todo mundo, representando 10 — 15% de todos os AVE (LLOYD-JONES et al.,
2009; SUDLOW; WARLOW, 1997). Além disso, estima-se que 30 —40% de todos os eventos
isquémicos encefalicos passam por algum grau de transformagao para hemorragia intracerebral
(THIC) (CASTILLO et al., 2002). A consequente ruptura da barreira hemato-encefalica (BHE)
apos a reperfusdo dos vasos leva a transformacdo hemorrdgica (TH) (HONG et al., 2014;
JICKLING et al., 2014; NOUR; SCALZO; LIEBESKIND, 2012), mas o tratamento com o
ativador de plasminogénio tecidual (tPA) ou cirurgia pode agravar a lesdo da BHE e aumentar
o risco de transformagdo hemorragica. Nesse sentido, a THIC ap6s o AVE isquémico agudo
contribui para mortalidade precoce e adversamente afeta negativamente a recuperagao

funcional (SUMII; LO, 2002).

A HIC ¢ uma forma catastrofica de AVE, sendo mais devastadora que o AVE isquémico.
Causa mortalidade de 30 — 50% e a recuperag@o funcional ¢ insuficiente, com apenas 20% dos
sobreviventes reconquistando sua independéncia funcional (MAYER; RINCON, 2005;
THRIFT; DONNAN; MCNEIL, 1995). Estudos clinicos e experimentais descrevem uma
deteriorag¢do neuroldgica aguda nas primeiras horas a dias ap6s a HIC (ROSENBERG, 2002;
SUKUMARI-RAMESH; ALLEYNE; DHANDAPANI, 2012; YONG et al., 2001). De fato, a

maioria das mortes apds a HIC ocorrem dentro dos primeiros 2 dias ap6s o evento (FEWEL;
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THOMPSON; HOFF, 2003; HEMPHILL et al., 2001; MATSUSHITA et al., 2000), realgando
a necessidade de terapias rapidas e efetivas em reduzir o dano que continua a ocorrer apos a
admissdo do paciente ao hospital. O tratamento para a HIC ainda ¢ limitado (MAYER;
RINCON, 2005) e pouco se sabe sobre o intervalo de tempo para intervencoes terapéuticas (XI;
KEEP; HOFF, 2006). Por isso se faz necessario o estudo do curto intervalo de tempo das

diferentes respostas do tecido neural apoés o AVE hemorragico.

1.1.1. Lesoes primaria e secundaria

O evento hemorragico intracerebral ¢ um processo dinamico e complexo que envolve fases
distintas. Muitas hemorragias tendem a expandir sobre varias horas apds o inicio dos sintomas
(MAYER; RINCON, 2005). A partir do insulto inicial, gera-se edema, apoptose e necrose, €
acumulo de células inflamatdrias nas regides ao redor do hematoma (QURESHI et al., 2003a)
produzindo o chamado efeito de massa e/ou lesdo primaria. Este € caracterizado pela
deformacao mecanica gerada pelo hematoma, produzindo uma lesao por rompimento mecanico
de neurbonios e glia (QURESHI et al, 2001) causando isquemia, liberacdo de
neurotransmissores, disfun¢do mitocondrial e despolarizagdo da membrana (GRAHAM et al.,
2000; LUSARDI et al., 2004; QURESHI et al., 2003a). A lesao encefalica relacionada ao efeito
de massa provoca aumento de pressdo intracraniana, sendo uma das causas do déficit
neurologico observado apds a HIC (XI et al., 1998). Além disso, ¢ sabido que o volume do

hematoma ¢ um fator determinante para a sobrevida apds a HIC.

A lesdo secundaria inicia-se pelos produtos de coagulacdo e degradacao da hemoglobina,
em particular a trombina, uma protease serina produzida no encéfalo imediatamente apds a HIC.
A trombina ativa a microglia 4hs apos o evento inicial (NAKAMURA et al., 2005, 2006;
WAGNER et al., 2002; XI; KEEP; HOFF, 2006) sendo responsavel pela infiltracdo de células
inflamatorias, proliferagdo de células mesenquimais, formacao de cicatriz, edema encefalico e
convulsoes (LEE et al., 1995, 1996a, 1996b, 1997a, 1997b; NISHINO et al., 1993; XI; KEEP;
HOFF, 1998; XI et al., 1998). Ainda, estudos in vitro destacam que a trombina em altas
concentragdes ¢ capaz de matar neurdnios e astrocitos (JIANG et al., 2002; STRIGGOW et al.,
2000; VAUGHAN et al., 1995). Em ratos, estudos prévios indicam que a trombina causa dano
encefélico precoce e aumento de células apoptdticas apos a HIC (HUA et al., 2002; LEE et al.,
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1996a; XI; KEEP; HOFF, 1998; Xl et al., 1998; XUE; DEL BIGIO, 2001). Além do importante
papel da trombina na lesdo hemorragica, a microglia ativada libera produtos que induzem o
rompimento da BHE, a formacdo de edema vosogénico, que provoca aumento da
permeabilidade dos vasos sanguineos, e ativagdo da apoptose em neurdnios e glia (ALVAREZ-
SABIN et al., 2004; ARONOWSKI; HALL, 2005; GONG et al., 2001; HUA et al., 2006;
MATZ; LEWEN; CHAN, 2001; YANG et al., 2006). Ao mesmo tempo, o envolvimento de
células inflamatorias, como a microglia/ macréfagos, vitais para a remog¢ao e limpeza de restos
celulares do hematoma, tem a capacidade de aumentar o dano causado pela HIC (ZHAO et al.,
2007). O tempo para a remogdo do tecido lesado ¢ essencial para reduzir a extensdo do
hematoma e os processos patologicos deletérios envolvidos na lesdo secundaria para, dessa

forma, permitir uma recuperagao mais rapida e eficiente.

Ainda, a les@o secundaria apds a HIC ¢ relacionada a diferentes vias patologicas paralelas.
Estas incluem citotoxicidade do sangue a partir da hidroélise da hemoglobina, hipermetabolismo
e aumento do fluxo sanguineo como resultado da excitotoxicidade glutamatérgica, estresse
oxidativo e inflamacdo (ARDIZZONE et al., 2004; ARONOWSKI; HALL, 2005; GONG;
HOFF; KEEP, 2000; HICKENBOTTOM et al., 1999; MUN-BRYCE et al., 2001; QURESHI
et al., 2003a; ROSENBERG et al., 1990; TANG et al., 2005; WAGNER et al., 2003; WANG;
DORE, 2007b, 2007a; XI; KEEP; HOFF, 2006; XUE; DEL BIGIO, 2000). Estas vias, somadas
a expansao do hematoma, edema e morte neuronal precoce também contribuem para o déficit
neuroldgico observado (FUJII et al., 1994; GEBEL et al., 2002; KAZUI et al., 1996; QURESHI
et al., 2003a).

A lesdo secundaria relacionada a esses eventos deletérios inicia-se horas apos a HIC (XUE;
DEL BIGIO, 2001). E ao contrario da lesdo primaria, que ocorre rapidamente a partir do efeito
de massa, a lesdo secundaria acontece mais lentamente desenvolvendo-se por horas a dias apds
o dano hemorragico (WAGNER et al., 2003) favorecendo a deterioracdo do estado patoldgico.
Assim, a lesdo secundaria e seus mecanismos subjacentes sdao alvos terapéuticos importantes
para o desenvolvimento de novos tratamentos. Apesar disso, pouco se sabe sobre o perfil

temporal da lesdo secundaria ap6s a HIC. Com base nisso, essa tese visa definir melhor algumas
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das vias patologicas envolvidas no desenvolvimento da lesdo secundaria estudando as respostas

neuronais, microgliais e astrocitarias como mediadoras nesse processo.

0-60 min
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Ba)
— i
o i
£ ! ; 4
B e : o | Liberacdode |
g' i "l glutamato
2
9 0-4h
Estiramento ] Actimulo de sddio,
S Influxo de cilcio, ST
mecanico de » U ) edema citotoxico,
e : faléncia mitocondrial
neuronios e glia necrose
4 ha7dias
» Radicais livres Aumento da
—» de oxigénio —* permeabilidade da
- BHE, edema
Expressdo de AQ4 .
i 5 - vosogénico
® Liberagdo de - em astrocitos,
= trombina, ferro B MPM colapso da BHE,
= ferroso, hemina, .| Ativacdo expressdo de
2 . [ halotransferrina 71 microglial moléculas de
o N Fatores ades3o Recrutamento de
28 complemento células PMN e
I macréfagos
et
S— TFNK-a
Plinterleucina 1p Ativagiio de
caspase, apoptose
em neurénios e
Citocromo C glia

Figura 1. Sequéncia da lesdo neural iniciada pela hemorragia intracerebral. As primeiras 4hs do evento sdo
relacionadas com o efeito direto do hematoma e as seguintes, com a liberagdo dos produtos do hematoma. BHE=
Barreira hemato-encefalica; MPM= Metalopeptidase de matriz; TNF= Fator de necrose tumoral; PMN= Cé¢lulas
polimorfonucleares (QURESHI; MENDELOW; HANLEY, 2009).

1.1.2. Morte neuronal

Durante a HIC, a rapida entrada de sangue no parénquima encefalico causa significativa
morte celular por necrose, apoptose e autofagia (KEEP; HUA; XI, 2012). O tecido necrotico
encefalico tem sido encontrado ao redor do coagulo (SUZUKI, J.; EBINA, 1980) e pode resultar
de for¢as mecanicas durante a formag¢do do hematoma ou de componentes do coagulo e
produtos de degradagdo do sangue. Ao mesmo tempo, acredita-se que a consequente
neurodegeneracao vista apds a HIC resulta da apoptose devido a fatores toxicos difundindo-se
do hematoma e da ativacdo de células inflamatérias que passam a se acumular horas apds o
inicio da lesaio (WASSERMAN; SCHLICHTER, 2007; XUE; DEL BIGIO, 2001). Além disso,
Matsushita e colaboradores (2000), trabalhando com o0 modelo de HIC induzida pela colagenase
demonstraram o aumento de células apoptéticas no interior e ao redor da lesdo hemorragica,

relacionando-as com neurdnios e astrocitos (MATSUSHITA et al., 2000). Em humanos, tem
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sido observado neurdnios apoptoticos, especialmente na periferia do hematoma (QURESHI et
al., 2003a). Entretanto, ainda que a apoptose esteja implicada na morte celular na regido peri-
hematoma (MATSUSHITA et al., 2000), ainda ndo esta claro sua importdncia no dano

encefalico induzido pela HIC.

Estudos clinicos e experimentais t€m demonstrado que a morte de células neurais resulta
em atrofia encefélica apds a HIC (FELBERG et al., 2002; HUA et al., 2006; SKRIVER EB,
1986). A atrofia tem sido estudada como um fator predominante apds a HIC (OKAUCHI et al.,
2009, 2010); de fato, a atrofia encefalica ¢ associada a lesdo secundaria, uma vez que sua
reducdo, melhora dos déficits neurologicos e reducdo da imunorreatividade encefalica a
ferritina foi observada apos o tratamento com deferoxamina, um quelante de ferro. Além disso,
foi evidenciado que a atrofia encefalica desenvolve-se gradualmente e tem seu pico entre 1 e 2
meses apos a HIC experimental (HUA et al., 2006). Assim, a atrofia encefalica associada aos
déficits neurologicos prolongados vistos apds a HIC torna possivel a relagdo desta com a morte
neuronal. Consequentemente, torna-se necessaria uma melhor compreensao da progressao da

lesdo neuronal apds a lesdo hemorragica.

1.1.3. Rompimento da barreira hemato-encefalica (BHE) e edema encefalico

A BHE ¢ um sistema especializado de células endoteliais microvasculares encefalicas que
protegem o encéfalo de substancias toxicas circulantes, fornece nutrientes e filtra componentes
danosos para o encéfalo que voltam para a corrente sanguinea. A interacdo proéxima entre as
células endoteliais microvasculares encefalicas e outros componentes da unidade como os
astrocitos, pericitos, neurdnios € membrana basal asseguram o correto funcionamento do SNC
(PERSIDSKY et al., 2006). No entanto, o rompimento da BHE ¢ um evento persistente que
ocorre durante o desenvolvimento de varias doengas e condi¢des patoldgicas do SNC como na
doenca de Parkinson, doenga de Alzheimer, AVE, encefalopatia séptica, tumores encefalicos,
isquemia permanente ou transitoria seguida de reperfusdo, entre outros. Provocando, dessa
forma, um aumento na permeabilidade microvascular com consequente edema vasogénico
(NICO; RIBATTI, 2012). Além disso, Liu e colaboradores (2012) demonstraram que a
trombina também ¢ capaz de causar o rompimento da BHE provocando edema encefalico um
dia apds o inicio da lesdo. Durante o desenvolvimento da HIC, o dano induzido pela trombina

¢ associado com a morte das células endoteliais e astrocitarias (LIU; SHARP, 2012). No
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entanto, apds 7 dias da HIC, inicia-se o reparo funcional da BHE manifestado pela diminuicao
do edema encefalico e diminui¢cdo da permeabilidade & membrana. E durante esse reparo,
observa-se o nascimento de novas células endoteliais e astrocitos até a restituicdo completa da

BHE aos 14 dias (LIU et al., 2010).

Ao mesmo tempo, o dano a barreira contribui para o edema e expansdo do hematoma
enquanto o fluido e os componentes sanguineos penetram no parénquima encefélico. A
formagdo do edema apos a lesao hemorragica eleva a pressao intracraniana e pode resultar em
herniagdo do tecido encefalico produzindo resultados funcionais insatisfatorios e prognostico
desfavoravel (BRODERICK et al., 1990; ROPPER; KING, 1984; ROPPER, 1986; ZAZULIA
et al., 1999). No entanto, estudos clinicos demonstram que o edema tardio esta relacionado a
um pior progndstico quando comparado ao edema visto nas primeiras horas apos a HIC
(GEBEL et al., 2002; ZAZULIA et al., 1999), uma vez que a forma¢ao de edema nas fases
tardias esta relacionada a sequéncia de coagulag¢do e producao de trombina, rompimento dos
eritrocitos e toxicidade dos produtos da hemoglobina. Levando em conta esses dados, se torna
evidente a importancia do estudo da lesdo secundaria apés a HIC, visto que ela interfere

diretamente no prognostico e resultado funcional do paciente.

1.1.4. Inflamacao

A inflamagdo ¢ uma rea¢do do organismo frente a uma infec¢do ou lesdo tecidual, tanto
central quanto periférica, podendo ser benéfica ou deletéria. Inclui a produgao de mediadores
que ativam, atraem, estimulam ou inibem as células provenientes do sistema imunoldgico. No
encéfalo, muitos tipos celulares como neurdnios, microglia e células endoteliais podem ser
fonte ou alvo de mediadores inflamatorios. No caso da HIC, postula-se que a sinalizacdo
dependente do receptor Toll-like 4, tanto na microglia residente quanto nos monocitos e
leucocitos infiltrantes periféricos, estdo envolvidos na inflama¢ao induzida pela HIC. A
inflamagdo age como um importante controlador da resposta de defesa frente a lesdo, iniciando
imediatamente apds a liberacdo dos componentes sanguineos no parénquima. Acredita-se que
a microglia residente e os astrdcitos sejam os primeiros tipos celulares a responderem a esse
insulto (ROLLAND et al., 2013; WANG; DORE, 2007a; WANG, 2010), envolvendo a
infiltracdo de células inflamatorias como os leucécitos, macrofagos e células T
(ARONOWSKI; HALL, 2005; GAO et al., 2008; WAGNER, 2007), seguido da liberagao de

varias citocinas, quimiocinas, radicais livres e outros quimicos téxicos como as
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metaloproteinases (MMP’s) (ARONOWSKI; HALL, 2005; GAO et al., 2008; WANG; DORE,
2007a; WANG; TSIRKA, 2005a) (Fig. 2).

Aproximadamente 24h apos a lesdo, produtos da degradacdo da hemoglobina provocam
morte celular e liberagdo de mais citocinas pro-inflamatorias como a interleucina 18 (IL-1P) e
o fator de necrose tumoral a (TNF- a) derivados, em parte, da microglia ativada (WANG;
DORE, 2007a), direcionando a resposta inflamatéria para uma nova fase. As células mortas
liberam sinais que ativam os denominados padrdes moleculares associados ao perigo (DAMP’s
— danger-associated molecular patterns) que induzem a infiltragao leucocitaria e assim agravam
a lesdo hemorragica (KONO; ROCK, 2008). No entanto, a deterioracdo neuroldgica e a
recuperacdo funcional insuficiente associadas a lesdo secunddria dependem da magnitude da
resposta inflamatoria apos a HIC (LEIRA et al., 2004; MAIER et al., 2006; YENARI et al.,
2006). Por isso se faz necessario a avaliacao da resposta inflamatdria, uma vez que ela pode

determinar o quadro neurologico e sensorio-motor observados apds a HIC.
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Figura 2. Inflamag@o induzida pela hemorragia intracerebral (ZHOU et al., 2013). Na HIC, componentes do
hematoma como fibrinogénio e heme ativam o TLR4 em células macrofagicas/ microgliais e inflamatorias
periféricas. Com a progressao da lesdo, a morte neuronal leva a formagdo de DAMP’s, que incluem a HMGBI,
uma proteina de ligagdo ao DNA intracelular e outras moléculas intracelulares derivadas da degradagdo da matriz
pelas enzimas liberadas das células mortas. O TLR4 ativado pelo heme da hemoglobina interage com duas
proteinas adaptadoras distintas (MyD88 e Trif) na microglia e iniciam a ativagdo de fatores de transcricdo que
promovem a liberagdo de citocinas e quimiocinas apos a HIC. TLR4= Receptor Toll-like 4; DAMP= Moléculas
de padrio molecular associado ao dano; DNA= Acido desoxirribonucleico; HMGB1= Proteina do grupo Bl de
alta mobilidade.
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1.1.5. Microglia

A microglia fornece uma linha importante de defesa contra germes invasores, trauma,
isquemia, doengas neurodegenerativas ou atividades neuronais alteradas que indiquem perigo
potencial ou real (BLOCK; ZECCA; HONG, 2007; COLTON; WILCOCK, 2010; DAVOUST
et al, 2008; GRAEBER; STREIT, 2010; HANISCH; KETTENMANN, 2007,
KREUTZBERG, 1996; STREIT et al., 2005; VAN ROSSUM; HANISCH, 2004). Em
condigdes fisioldgicas, elas movem seus processos em varias dire¢des procurando por qualquer
alteracdo para manter a integridade tecidual (DAVALOS et al., 2005; NIMMERJAHN;
KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005; STENCE; WAITE; DAILEY, 2001). Quando uma lesao ¢é
detectada, entretanto, as células microgliais alteram sua morfologia, a expressdo génica € o
comportamento funcional sofrendo uma mudanca definida como “ativagdo microglial”. No
caso da HIC, a liberacdo da hemoglobina e heme das células sanguineas, induzem a ativacdo
microglial via receptor To/l-like 4 (TLR4) (SMILEY; KING; HANCOCK, 2001). A microglia
ativada, no entanto, ¢ responsavel pela regulacio de varios fatores de transcrigdo como o NF-
kB, moléculas citoplasmaticas e de superficie incluindo as classes I e II do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC), complemento C3 e receptor Fc que participam na defesa do
organismo, trombina, receptores de limpeza (scavenger), pro-citocinas como o TNF-a,
quimiocinas, receptores CD4 e CDS, receptores Toll-like e varias enzimas oxidativas como a
NADPH oxidase podendo contribuir para as desordens neurais agudas e cronicas (BLOCK;
ZECCA; HONG, 2007, HUSEMANN et al., 2002; JANDER et al., 1998; PERRY; GORDON,
1987; PERRY; NICOLL; HOLMES, 2010; RANSOHOFF; PERRY, 2009; SCHROETER et
al., 1994; STREIT; WALTER; PENNELL, 1999) (Fig. 3).

Apo6s a HIC, a limpeza do hematoma ¢ um passo crucial para garantir um prognéstico
positivo e a melhora funcional. A microglia ativada e outros macréfagos provenientes do sangue
que entram no sitio da lesdo sdo responsaveis por essa limpeza. Dentro de horas ap6s o dano, a
microglia ativada engolfa os componentes do hematoma liberando grandes quantidades de
produtos pro-oxidantes e citocinas inflamatdrias que promovem lesdo neuronal e morte celular
(HANISCH; KETTENMANN, 2007; SPLETTSTOESSER; SCHUFF-WERNER, 2002; WOO
etal., 2012; ZHAO et al., 2007). No entanto, a infiltracdo dos macrofagos derivados do sangue
6 iniciam 5 dias ap6s a HIC (MACKENZIE; CLAYTON, 1999; SCHILLING et al., 2003).
Fatos que também sdo esperados em pacientes com HIC (ZHOU et al., 2013).



20

Ao mesmo tempo que a ativagdo microglial excessiva e precoce pode provocar a piora da
HIC, se iniciada tardiamente, pode exercer um papel neuroprotetor fornecendo um ambiente
propicio para a recuperacao tecidual (STREIT, 2002). Por isso, a inibi¢do completa da microglia
também pode ser desastrosa, uma vez que sua fun¢ao mais importante ap6s a HIC ¢ remover o
hematoma. Para determinar o tempo de resolu¢do do hematoma e correlaciona-lo a agdo da
microglia, diversos estudos foram feitos. Em modelos animais de HIC induzido pela colagenase
demonstrou-se que o volume do hematoma pode permanecer inalterado nos primeiros 3 a 7
dias, mas ¢ removido quase completamente, do dia 7 ao 14 apos o dano encefalico (WANG;
KLIONSKY, 2003; WANG; TSIRKA, 2005b). Consequentemente, podemos sugerir que o
papel da microglia ativada ¢ dependente do tempo e do tamanho do hematoma seguindo
paralelamente a sua resolugdo (WANG; DORE, 2007a), contribuindo, dessa forma, para o

processo de reparo da lesdo hemorragica.
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Figura 3. Vias de sinalizagdo que ativam a microglia ap6s a hemorragia intracerebral (ZHOU et al., 2013).
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1.2. INTERACAO ENTRE MICROGLIA E ASTROCITO

Os astrocitos sao as células gliais predominantes encontradas no SNC desempenhando
importante papel na homeostasia encefélica, incluindo a formacdo e manutengdo da BHE,
regulagdo do fluxo sanguineo cerebral, manuten¢do da homeostasia idnica e secre¢ao de fatores
neuroprotetores (BELANGER; MAGISTRETTI, 2009). Tem sido evidenciado que os
astrocitos t€ém potencial antioxidativo mais potente que os neuronios (LUCIUS; SIEVERS,
1996), tornando estes mais resistentes ao estresse oxidativo (SWANSON; YING;
KAUPPINEN, 2004; TANAKA et al., 1999). Durante a lesdao encefalica, os astrocitos podem
modular a sobrevida neuronal produzindo fatores angiogénicos e neurotroficos
(DHANDAPANI; MAHESH; BRANN, 2003; SWANSON; YING; KAUPPINEN, 2004) e
indiretamente afetar a lesdo neuronal a partir da modulagdo da inflamagdo, diminuindo a
expressao de mediadores inflamatérios microgliais (ALOISI et al., 1997; PYO et al., 2003).
Min e colaboradores (2006) revelam que os astrocitos podem cooperar com a microglia
prevenindo respostas inflamatorias no encéfalo regulando a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (MIN et al., 2006). Portanto, a modulagao da ativagao microglial através dos

astrocitos pode ser um novo método para minimizar a HIC e um alvo interessante de estudo.

1.3. O PAPEL DO ASTROCITO NA INFLAMACAO E MORTE NEURONAL

As respostas inflamatorias seguidas da hemorragia encefélica agravam a lesdo encefalica
provocando dano tecidual e morte celular encefalica macica (WANG; DORE, 2007a; XI;
KEEP; HOFF, 2006; YENARI et al., 2006). Neutrofilos, macréfagos e microglia ativada
acumulam ao redor do hematoma (DEL BIGIO et al., 1996) podendo contribuir para a morte
neuronal que ocorre nessa regido nas primeiras horas e dias apds a HIC. A liberacao de citocinas
inflamatérias como o TNF-0, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio, metaloproteases de
matriz e 6xido nitrico tém sido implicadas na morte neuronal (BARONE; FEUERSTEIN, 1999;
CHAN, 2001; CUNNINGHAM; WETZEL; ROSENBERG, 2005; JIAN LIU; ROSENBERG,
2005). A redugdo da morte celular e a melhora comportamental ja foram evidenciados apods a
HIC e tratamentos com imunossupressores ¢ inibidores do TNF-a (MAYNE et al., 2001a,

2001b; PEELING et al., 2001). Contudo, ndo esta claro se a morte celular ocorre como resultado



22

da inflamagao ou se uma resposta inflamatoria reduzida causaria uma diminui¢do da morte
celular. Por outro lado, evidéncias demonstram que a perda da funcdo dos astrdcitos, e ndo a

inflamacao, possa ser a causa da lesdo encefalica secundaria e, portanto, da morte neuronal.

Em estados de lesdo, os astrocitos rapidamente produzem moléculas anti-inflamatérias
(KIM et al., 2010) agindo de forma inibitoéria na resposta microglial a lesdo, sendo crucial, dessa
forma, para a preven¢do da morte neuronal e, portanto, da lesdo encefalica. A perda de funcao
e/ou morte de astrdcitos ja foi observada apos a lesao medular experimental, sendo precedida
por morte neuronal secundaria (MIN et al., 2012). Além disso, astrocitos estimulados pela lesao
produzem citocinas, incluindo TNF-q, interleucinas e interferons, que por outro lado,
estimulam sequéncias apoptodticas. A delecao de aquaporina 4 (AQP4), o principal canal de
agua no encéfalo fortemente expresso em membranas plasmaticas de astrocitos estdo
relacionadas com a expressao excessiva de citocinas pro-inflamatorias como a IL-1 e TNF-q,
produzindo piora neuroldgica e aumento de morte neuronal por apoptose apds a HIC. Dessa
forma, podemos pressupor que a morte neuronal apds a HIC pode estar intimamente relacionada
as fungdes astrocitarias, seja por um suporte insuficiente ou por meio de sua ativagao, liberando

substancias pro-inflamatorias (CHU et al., 2014; JEONG et al., 2013).

1.3.1. O duplo papel dos astrocitos

Os astrdcitos sdo as células ndo neuronais mais numerosas do SNC e sdo responsaveis por
cerca de 50% do volume encefalico humano (TOWER AND YOUNG, 1973). Possuem diversas
fungdes essenciais para o 6timo funcionamento do SNC, incluindo a captagdo e liberacao de
glutamato, tamponamento do potassio e do hidrogénio e transporte de dgua, podendo influenciar
no crescimento de neuritos, na sobrevida neuronal apds diversos insultos € em outros processos
que contribuem para a recuperacao encefalica no periodo pds-lesao. No entanto, certas fungdes
astrocitarias podem ter consequéncias patologicas apdés o AVE, como por exemplo, a
participagdo em processos inflamatorios e produgdo de substdncias  potencialmente
neurotoxicas como a S100B, que podem aumentar o volume de lesdo apds o AVE (CHEN;
SWANSON, 2003; EROGLU, 2009; GIFFARD; SWANSON, 2005; SOFRONIEW, 2005;
TRENDELENBURG; DIRNAGL, 2005). Pode também contribuir para a morte neuronal tardia
a partir da expressao de 0xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (ENDOH et al., 1993). O 6xido

nitrico ¢ uma espécie reativa de oxigénio (ERO) que pode potencializar a excitotoxicidade
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glutamatérgica e contribuir para a morte neuronal (HEWETT; CSERNANSKY; CHOI, 1994)

e 0 aumento do tamanho do infarto.

A fungdo dos astrocitos ¢ regulada por varias proteinas de canais, mantendo o fluxo de agua
e ions através da membrana celular. Esses canais sdo importantes para a fisiologia normal de
muitos tipos celulares e defeitos na sua fungcdo podem gerar sérias consequéncias (HINSON et
al., 2012; LENNON et al., 2004; WATERS; VINCENT, 2008). A delecdo da aquaporina 4
(AQP4), por exemplo, importante no controle extracelular de d4gua e no tamponamento de K+,
causa morte neuronal e glial por apoptose ap6s a HIC (CHU et al., 2014). A reducdo do canal
de K+ retificador de entrada (Kir4.1), também envolvido no tamponamento de K+, leva a um
aumento extracelular de K+ e glutamato, contribuindo para a excitabilidade encefalica e
epileptogénese (NOEBELS et al., 2010). A disfuncdo desses canais, dessa forma, leva ao
comprometimento da homeostase de dgua e solutos, a hiperexcitabilidade neuronal a partir do
aumento de K+ e glutamato extracelular podendo contribuir para muitas desordens neurologicas
e doencas neurodegenerativas (ILIFF et al., 2012). Portanto, a fun¢do ou disfun¢ao dos
astrocitos dentro da unidade neurovascular pode ter amplas implicagdes para a saude e para as

desordens do SNC.

1.3.2. Astrocitose reativa

Astrocitose reativa ¢ uma combinacao de alteracdes moleculares, celulares e funcionais em
astrocitos que ocorrem em resposta a lesdes do SNC que abrange desde hipertrofia celular até
proliferacdo e formagao de cicatriz, culminando com o aumento da expressao da proteina glial

fibrilar acida (GFAP) (SOFRONIEW; VINTERS, 2010; SOFRONIEW, 2009).

Diversos estimulos podem disparar a ativacdo astrocitaria no encéfalo de roedores, como
por exemplo, o fator de crescimento transformante alfa (TGF-a), o fator inibitorio da leucemia
(LIF), oncostatina M ¢ TNF-a (BALASINGAM et al., 1994; HOSTENBACH et al., 2014;
KLEIN et al., 1997; RABCHEVSKY et al., 1998; SOFRONIEW, 2009; SRIRAM et al., 2004;
WINTER et al., 1995). Tais mediadores moleculares podem ser liberados por qualquer tipo
celular do SNC, incluindo neurénios, astrocitos, microglia, oligodendrocitos, pericitos e
endotélio em resposta a todas as formas de insulto do SNC (SOFRONIEW, 2009). O efeito da
ativagdo astrocitaria mediada por fatores de crescimento e citocinas como a interleucina 6 (IL6),

fator inibidor da leucemia (LIF) e TNF-a, assim como neurotransmissores como o glutamato e
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espécies reativas de oxigénio (ERO) estd relacionado a diferentes aspectos e graus de
astrogliose reativa como o aumento da expressdo de GFAP, hipertrofia celular, proliferagdo e
efeitos pré ou anti-inflamatorios (SOFRONIEW, 2009). A liberacao de fatores toxicos como a
S100B, o6xido nitrico induzivel ou a participagdo em processos inflamatérios em cooperagao
com a microglia podem contribuir para o crescimento do AVE (ASANO et al., 2005). As
alteracdes sofridas pelos astrdcitos reativos variam com a natureza e severidade do insulto ao
longo de continuas e progressivas alteracdes na expressao molecular, hipertrofia celular
progressiva e, em casos severos, proliferacdo e formacao de cicatriz glial. As alteragdes da
astrogliose sdo reguladas de forma especifica ao contexto por eventos sinalizadores que tém
potencial para modificar a natureza e o grau dessas alteragdes. Esses eventos, no entanto, podem
gerar beneficios ou prejuizos nas células circundantes a lesio (SOFRONIEW, 2009). Portanto,
uma melhor compreensdo dos mediadores moleculares responsaveis pela ativagdo da
astrocitose reativa podem facilitar o direcionamento de novas estratégias terapéuticas que

atenuem os aspectos prejudiciais desse processo.

1.4. O PAPEL DA PROTEINA S100B NA PATOFISIOLOGIA DA HIC

A proteina S100B ¢ membro de uma familia multigénica de proteinas ligantes de célcio
implicada na regulagdo da homeostasia do calcio (XIONG et al., 2000), controle da estabilidade
dos microtubulos (SORCI; AGNELETTI; DONATO, 2000) e modulacdo da mitose
(DONATO, 2003).

A S100B pode ser passivamente liberada de células lesadas e/ou necroticas, podendo ser
observada no fluido cérebro-espinhal (LCE), soro e fluido amnidtico em niveis elevados, sendo
muito utilizado para proposito de diagndstico/prognostico (SEN; BELLI, 2007). No encéfalo,
a principal fonte da proteina S100B tem sido detectada nos astrocitos e oligodendrocitos assim
como em algumas subpopula¢des neuronais (DONATO, 1999; SCHAFER; HEIZMANN,
1996; ZIMMER et al., 1995).

A S100B possui efeitos dose-dependentes em neurdnios e astrécitos, estimulando o
crescimento de neuritos (KLIGMAN; MARSHAK, 1985) e proliferagdo astrocitaria
(SELINFREUND et al., 1991) em concentragdes nano molares (nM), por outro lado, pode
causar morte celular em concentracdes mili molares (mM) (HU; FERREIRA; VAN ELDIK,
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1997; HU et al., 1996; MARIGGIO et al., 1994). Pouco se sabe sobre o mecanismo de liberacao
da S100B, entretanto, postula-se que ocorra através da ligagdo do receptor para produtos finais
de glicacao avancada (RAGE - Receptor for advanced glycation endproducts) ativando o fator
de transcricdo NF-kB. A RAGE ¢ um receptor de padrao de reconhecimento envolvido na
ativa¢do da imunidade inata e a S100B tém demonstrado interagir com esse receptor em células
microgliais, astrocitdrias e neuronais (HOFMANN et al., 1999; HUTTUNEN et al., 2000;
VILLARREAL et al., 2011) causando apoptose via ativagdo excessiva da cinase extracelular
regulada pelo sinal (extracelular signal-regulated kinase — (ERK) 1/2) e superproducao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (HUTTUNEN et al., 2000). Ainda, altas doses de S100B
podem estimular a 6xido nitrico sintase (iINOS) (ADAMI et al., 2001; HU et al., 1996;
PETROVA; HU; VAN ELDIK, 2000) em astrécitos e microglia podendo contribuir para a
apoptose neuronal e astrocitaria pelo aumento da producao de 6xido nitrico (HU; FERREIRA;
VAN ELDIK, 1997). No entanto, os efeitos da S100B durante a progressao da HIC

experimental ainda sdo desconhecidos.
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Figura 4. Representagao esquematica dos efeitos extracelulares da S100B no encéfalo. (a) Em concentragdes
baixas, a S100B promove a sobrevida neuronal e estimula o crescimento de neuritos via sinalizacdo da RAGE. (b)
Em altas concentragdes, a S100B causa morte neuronal via estimulagdo excessiva da sinaliza¢do da RAGE em
neurdnios e indiretamente via ativagdo dependente da RAGE na microglia e astrocitos. IL-6= Interleucina 6; TNF-
o= Fator de necrose tumoral alfa; NO= Oxido nitrico; IL-1p= Interleucina 1p; ERO= Espécies reativas de oxigénio
(SORClI et al., 2010).
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1.5. ESTRESSE OXIDATIVO NA HIC

O estresse oxidativo tem um papel proeminente na patogénese da HIC (ARONOWSKI;
ZHAO, 2011). Evidéncias experimentais sugerem que a toxicidade da hemoglobina e o estresse
oxidativo mediado pelos produtos de degradacao da hemoglobina contribuem para a lesdao
secundaria (CHEN-ROETLING; LU; RF, 2015; LETARTE et al., 1993). O rompimento dessas
células inicia-se 24h apo6s a lesdo e continua por aproximadamente 7 dias, sendo um dos fatores
responsaveis pela deterioracao do quadro neurologico (WAGNER et al., 2003). A hemina, a
forma oxidada do heme da hemoglobina, acumula nos hematomas intracraniais gerando
citotoxicidade (CHEN-ROETLING; LU; RF, 2015). O ferro, outro produto de degradagao da
hemoglobina, também contribui para a formacao de radicais livres e para a peroxidacao lipidica
apos a HIC (KOEPPEN; DICKSON; SMITH, 2004; SIESJO; AGARDH; BENGTSSON, 1989;
WAGNER et al., 2003; WU et al., 2002, 2003).

Niveis elevados de radicais livres podem causar lesao em todos os componentes celulares,
incluindo DNA, lipideos e proteinas, provocando danos em neurdnios, células gliais, vasos
sanguineos e fibras nervosas (JI; SANG; SEUNG, 2005). Entretanto, o tecido encefalico possui
uma grande quantidade de defesas enddgenas contra a lesdo encefalica que incluem: glutationa,
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (HAZELL, 2007; YOUNG;
WOODSIDE, 2001). Porém, durante o processo de lesdo, essas defesas antioxidantes naturais
podem ser rapidamente sobrecarregadas apos o comprometimento energético, levando a um
aumento na producdo de radicais superoxido, oxido nitrico e peroxido de hidrogénio
(WARNER; SHENG; BATINIC-HABERLE, 2004). O desenvolvimento de estresse oxidativo
pode acarretar distirbios na fungdo cerebral, incluindo inibi¢cdo do transporte de glutamato
devido a nitrosilagdo da proteina transportadora pela formagao de peroxinitrito (AGOSTINHO;
DUARTE; OLIVEIRA, 1997, TROTTI; DANBOLT; VOLTERRA, 1998; TROTTI et al.,
1996; VOLTERRA et al., 1994). Assim, se faz necessario um estudo mais abrangente do estado
redox encefalico apds a HIC, uma vez que a literatura descreve uma importante contribuicao

dos radicais livres na patofisiologia do AVE.
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1.5.1. O papel dos astrdcitos no estresse oxidativo

O estresse oxidativo possui um papel pronunciado na HIC, uma vez que a sobrecarga de
ferro no encéfalo pode causar a formacdo de radicais livres e dano oxidativo. Os astrocitos
contém grande concentragdo de glutationa e enzimas envolvidas no seu metabolismo em
comparacdo com os neurénios (MAKAR et al., 1994; SLIVKA; MYTILINEOU; COHEN,
1987; WILSON, 1997; YUDKOFF et al., 1990). A glutationa ¢ o principal antioxidante no
encéfalo e a sua deplecdo resulta em um encéfalo mais vulneravel, podendo induzir
neurotoxicidade glutamatérgica a partir do prejuizo dos transportadores de glutamato e
aumentar o estresse oxidativo (LEE et al., 2010; TROTTI; DANBOLT; VOLTERRA, 1998;
VOLTERRA et al., 1994). Além disso, o fluxo de glicose através da via das pentoses aumenta
trés vezes nos astrocitos em relagdo aos neurdnios durante a exposicdo ao peroxido de
hidrogénio (H202) (BEN-YOSEPH; BOXER; ROSS, 1996), sugerindo que os astrocitos
possuem grande capacidade de eliminar as espécies reativas de oxigénio (ERO) e dessa
maneira, influenciar na sobrevida neuronal. Em suporte a esses achados, diversos estudos
utilizando meio de cultura observaram que neurénios, na presenca de astrdcitos, sdo mais
resistentes a lesdo induzida por 6xido nitrico, peroxido de hidrogénio ou superdéxido em
comparagdo com neuronios sozinhos (DESAGHER; GLOWINSKI; PREMONT, 1996;
LUCIUS; SIEVERS, 1996; TANAKA et al., 1999; XU; LEE; GIFFARD, 1999). Em
contrapartida, estudos evidenciam que astrocitos adultos sdo vulneraveis a estimulos
oxidativos, alterando a permeabilidade da membrana e a atividade mitocondrial, além de reduzir
a captacao de glutamato e atividade da glutamina sintetase (GS) ap0s lesdo induzida por H>O>
(LEWIS et al., 2012; PERTUSA et al., 2007; SWANSON et al., 1997; YANG et al., 2011). Isto
refor¢a a importancia da acao astrocitaria para a sobrevivéncia neuronal e para a resolucao de

desordens do SNC como a HIC.

1.6. EXCITOTOXICIDADE GLUTAMATERGICA APOS A HIC

Altos niveis de trombina sdo produzidos apds a HIC e podem contribuir para a morte

neuronal (XI; REISER; KEEP, 2003). Ramos-Mandujano e colaboradores descrevem que a
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trombina aumenta significativamente o glutamato extracelular mediado pelo edema em cultura
de astrdcitos expostos a um meio hiposmotico (RAMOS-MANDUJANO et al., 2007). Em um
estudo experimental, Lee e colaboradores descrevem que o glutamato acumula durante o
periodo inicial do hematoma (LEE et al., 2006). Entretanto, ainda ndo se tem claro as
consequéncias do aumento de glutamato extracelular na patofisiologia da hemorragia
intracerebral. Portanto, o estudo da captacdo de glutamato se faz necessario, uma vez que o
aumento da concentracao de glutamato no meio extracelular pode levar a efeitos desastrosos
para as células do SNC. Além disso, estudos tem observado uma relacdo entre niveis de
glutamato e lesdo secundaria na regido peri-hematoma em modelos animais de HIC, bem como
o impacto desse neurotransmissor na sobrevida de pacientes com HIC (CHIANG et al., 2006;
HARTINGS et al., 2008; MILLER et al., 2007; QURESHI et al., 2003a; WANG; GARDINER;
FERNYHOUGH, 2008).

1.7. MODELOS ANIMAIS DE HEMORRAGIA INTRACEREBRAL

Modelos animais de HIC tém sido desenvolvidos utilizando-se porcos, coelhos, cachorros,
gatos e roedores. O sangramento ¢ normalmente induzido no estriado, mas outras regides tém
sido estudadas (MACLELLAN et al., 2010). Dois modelos animais sdo frequentemente
utilizados para simular o quadro de HIC humana: a inje¢do intracerebral de colagenase
(MESTRINER et al., 2011) ou de sangue autélogo (MACLELLAN et al., 2008). A colagenase
¢ uma metaloproteinase derivada da bactéria clostridium histoliticum que, quando injetada no
encéfalo, rompe a lamina basal dos vasos sanguineos cerebrais permitindo a entrada de sangue
para dentro do parénquima (ROSENBERG et al., 1990). No intuito de limitar o nimero de
vasos sanguineos afetados e assim controlar o tamanho do sangramento, muitos
experimentadores injetam colagenase num volume pequeno de solucdao salina (~ 0,5 pl)
(MASUDA et al., 2010; WASSERMAN; ZHU; SCHLICHTER, 2007). Esse modelo ¢
realistico, uma vez que o hematoma desenvolve-se apds a ruptura dos vasos sanguineos
cerebrais provocando aumento da pressdo intracraniana, no entanto, ele nao mimetiza
precisamente a ruptura de um Unico vaso, normalmente observada em humanos. No modelo de
sangue autologo, uma grande quantidade de sangue (~ 100 pl) ¢ injetada diretamente no
encéfalo. Esse modelo visa mimetizar um unico evento que acredita-se ocorrer na maioria das

HIC em humanos. Entretanto, na maioria dos pacientes o sangramento continua por horas apds
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o insulto (WARTENBERG; MAYER, 2007). Portanto, o modelo de sangue autdlogo nao ¢
apropriado para investigar a progressao da lesdo hemorragica, uma vez que a inje¢ao de sangue
autdlogo tende a ter uma resolugdo mais rapida e efeitos mais brandos do que o modelo de

colagenase (MACLELLAN et al., 2010).

Em um estudo comparando os dois modelos de HIC, MacLellan e colaboradores (2008)
mostraram que apesar das claras limitagdes, o modelo da colagenase resultou em um maior
colapso da BHE e dano ao estriado, substancia nigra, substancia branca e cortex em relagao ao
modelo de sangue autologo. Além disso, o0 modelo de sangue autélogo demonstrou uma menor
perda de tecido entre 1 a 6 semanas, em comparacdo com o modelo da colagenase. Entretanto,
o tecido perdido continuou a aumentar durante 4 semanas no modelo de colagenase e, portanto,
produziu déficits funcionais maiores € que se mantiveram até a 4* semana (MACLELLAN et
al., 2008). De acordo com esses achados, o modelo de colagenase ¢ mais util para estudar a
progressao da lesdo encefalica como a morte celular ou dano a BHE ao redor do hematoma.
Consequentemente, o modelo de colagenase se aproxima mais da HIC vista em humanos, pois
os pacientes muitas vezes permanecem com graves déficits ao longo da vida. E importante
ressaltar que a colagenase ndo ¢ toxica para os neurdnios, ndo influenciando nas alteragdes

decorrentes da lesao secundaria apds a HIC.

Uma vez que o foco desta tese ¢ entender o perfil temporal das respostas celulares
relacionadas a lesdo secundaria ao redor do hematoma, o modelo de colagenase foi escolhido

pelo entendimento de que ele fornece resultados mais consistentes e proximos a realidade.
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2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desta tese € avaliar o perfil temporal das respostas funcionais, histoldgicas,
neurais e inflamatéria no modelo de hemorragia intracerebral experimental induzida por

colagenase em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar, nos intervalos de 24h, 72h e 7 dias apos a hemorragia intracerebral:

I. O perfil da recuperacdo sensorio-motora utilizando escore neurologico, teste de

preensao e o teste do cilindro; e o volume de lesdo através de técnicas estereologicas especificas.
- Avaliar, nos intervalos de 6h, 24h, 72h e 7 dias ap6s a hemorragia intracerebral:

II. O conteudo proteico de S100B (soro, LCE, estriado e cortex) e GFAP (estriado e

cortex).
II1. A porcentagem de células neuronais, apoptoéticas (estriado) e gliais (estriado e cortex).

IV. O estado redox através da quantificagdo das espécies reativas de oxigénio (DCF), da
lipoperoxidagdao (TBARS); do tripeptideo glutationa (GSH); e das proteinas anti-oxidantes
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (estriado).

V. Os niveis da citocina inflamatoria TNF-a (estriado).
VI. A atividade da glutamina sintetase (GS) (estriado).

VII. O glutamato extracelular através da captag¢do de glutamato (estriado).
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3.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Todos os procedimentos e desenho experimental (Fig. 5) foram aprovados pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (numero 23976), e estio de
acordo com as Orientagdes para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio adotados pelo
Instituto Nacional de Satde (EUA) e com o Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA). Ratos Wistar machos adultos (n = 101) foram obtidos do biotério do
Departamento de Bioquimica da UFRGS com 3 meses de idade (300-350 g) e alojados em
grupos de 4-5 em gaiolas de Plexiglas em condi¢des padrdes de laboratdrio (ciclo de 12hs
claro/escuro com luzes apagadas as 7:30 e temperatura controlada em 22+2 °C). Ra¢ao e dgua
foram fornecidas ad [libitum. Os animais experimentais foram divididos em 5 grupos
dependendo do seu tempo de eutandsia (Controle naive, 6h, 24h, 72h e 7 dias pds-HIC).
Entretanto, para as avaliagdes funcionais e analise histoldgica, os animais foram avaliados nos
tempos de 24h, 72h e 7 dias pds-lesdo. Para isso, foram utilizados animais sham controles ao
invés de naive para comprovar a auséncia de lesdo nos animais injetados com salina. Para as
avaliagdes funcionais, os animais foram submetidos ao teste do cilindro, escore neurolégico e
teste de preensao por um investigador que nao tinha conhecimento sobre os diferentes grupos
experimentais. Para as investigagdes bioquimicas, descritas abaixo, foram quantificados a
expressao de GFAP e S100B por ELISA, assim como as células marcadas com GFAP, S100B,
CD11b (estriado e cortex sensoério-motor), MAP2 e caspase-3 (estriado) por citometria de fluxo
para avaliar astrocito, microglia, neuronio € morte celular por apoptose, respectivamente. Em
um segundo momento, foram analisados o estado oxidativo através da medida de DCF e niveis
de lipoperoxidagdo, enzimas antioxidantes como a SOD, GPx e CAT e contetido da GSH. Além
disso, foram determinadas a atividade da GS e a captacao de glutamato como medidas indiretas
da funcdo astrocitaria. Ainda, foi realizada a analise do TNF-a no estriado para comprovar a
resposta inflamatdria e, portanto, a efetividade da lesdo. Entretanto, por se tratar de uma citocina

de rapida resposta, essa analise foi realizada apenas nos tempos de 6 e 24hs p6s-HIC.
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Figura 5. Desenho experimental. TC = teste do cilindro; EN = escore neurologico; TP = teste de preensdo.

3.1.1. Hemorragia Intracerebral

Para a cirurgia de HIC, como previamente realizado em nosso laboratério (MESTRINER
et al., 2011, 2013), os animais foram anestesiados com 4% de halotano em 30% de oxigénio e
70% de 6xido nitroso e mantidos em um aparato esteretaxico com halotano a 2%. Uma incisao
na linha média foi realizada no escalpo (entre as marcagdes do Bregma e Lambda) e um orificio
de trepanac¢do foi entdo perfurado no cranio 3.6 mm lateral ao Bregma no lado esquerdo. Entao,
uma agulha de calibre 26 (Hamilton, Reno, NV, USA) foi inserida 6.0 mm profundamente na
abertura e 0.2 U de colagenase bacteriana tipo I'Vs (Sigma-Aldrich, USA) diluida em 1.0 pL de
salina foi infundida no estriado (MACLELLAN; GYAWALI; COLBOURNE, 2006;
MACLELLAN et al., 2008; ROSENBERG et al., 1990; SZYMANSKA et al., 2006) durante 5
minutos. A agulha foi mantida na mesma posi¢do por 5 minutos adicionais e em seguida,
lentamente removida para prevenir o refluxo da substancia (SZYMANSKA et al., 2006). Nos
animais sham, a colagenase foi substituida por salina estéril. A temperatura corporal dos
animais foi mantida entre 36.5 °C e 37.5 °C durante toda a cirurgia utilizando um cobertor de
aquecimento auto regulavel (Letica, Spain). Nesse estudo, 10% dos animais morreram devido

a complicagdes da cirurgia/ lesdo.
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3.2. AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Todas as avaliagdes comportamentais foram realizadas nos tempos de 24h, 72h e 7 dias

pos-HIC.

3.2.1 Escore Neurolégico

Para o escore neuroldgico, os animais foram avaliados quanto a rotagdo ipsilateral
espontanea e habilidade de locomocao na viga de madeira para avaliar a disfun¢do motora geral.
A observacdo da rotacdo ipsilateral espontinea foi avaliada com o animal sendo erguido pela
cauda durante 10 segundos, sendo graduado de 0 (sem rotagdo) a 4 (rotagdo continua). O teste
de habilidade de locomocao na trave, que envolveu uma viga de madeira e uma caixa escura no
final da escada horizontal, foi repetida trés vezes para adaptar os animais e a sessao de teste foi
realizada apenas uma vez (ALTUMBABIC; PEELING; DEL BIGIO, 1998; IMAMURA et al.,
2003) para observacdo da locomocdo. A habilidade de locomogdo na trave foi graduada O
quando o animal atravessava a viga de madeira sem qualquer dificuldade, e 4 quando o animal
ndo conseguia se manter na viga por pelo menos 10 segundos. O escore dos dois testes foram

somados para gerar uma pontuagdo geral do déficit motor.

3.2.2 Teste de Preensio

Para o teste de preensao dos membros anteriores, os animais foram erguidos pela cauda e
segurados cerca de 10-15 cm de distincia a partir e acima da barra de ago como previamente
descrito (JEYASINGHAM et al., 2001). O animal foi entdo, rebaixado pela cauda em dire¢ao
a haste de ago até ele agarrar a barra. Neste ponto, a cauda ¢ baixada até que o corpo esteja
horizontal e o animal ¢ puxado para fora a partir da haste com uma tragdo leve e constante até
ele soltar a barra. O medidor de tensdo permanecera fixo na sua deflexdo maxima, que ¢ a forca
necessaria para romper a preensdao do animal. O teste foi repetido 3 vezes em uma sessdo, sem

contar aqueles em que o animal se segura apenas com uma pata ou sacode a haste. Uma média
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das 3 leituras admissiveis foi registrada como a pontuagdo da forga maxima de preensao (CABE

et al., 1978).

3.2.3 Teste do cilindro

Os animais foram colocados em um cilindro de acrilico (20 cm didmetro x 40 cm altura)
situados sobre uma mesa de vidro e filmados de baixo através de um espelho inclinado. Os
contatos espontdneos dos membros anteriores ipsi e contralaterais na parede do cilindro foram
filmados durante 2 min. Os animais que fizeram menos de 12 contatos independentes na parede
foram excluidos (MACLELLAN; GYAWALI; COLBOURNE, 2006; SCHALLERT, 2006),
totalizando 3 ratos. Para obten¢@o do resultado final, a média de contatos do membro anterior
contralateral a lesao (direita) foi dividida pela soma dos contatos dos membros anteriores direito

e esquerdo, multiplicado por 100.

3.3 AVALIACAO HISTOLOGICA

Ap6s 24h, 72h e 7 dias da HIC, os animais foram profundamente anestesiados com xilazina
(10 mg/Kg) e tiopental sodico (50mg/Kg; Cristalia, Brasil) e injetados com 1000 IU de heparina
(Cristalia, Brasil). Em seguida foram perfundidos através do ventriculo esquerdo utilizando
uma bomba peristaltica (Companhia Controle, Sdo Paulo, Brasil) com 100 mL de solucao salina
seguida de 200 mL de solucdo fixadora composta por 4% de paraformaldeido (PFA) (Reagen,
Rio de Janeiro, Brasil) em 0.1 M de tampao fosfato (TF) pH 7.4 a temperatura ambiente. Os
encéfalos foram pos-fixados em PFA a temperatura ambiente por 4hs, mantidos em sacarose
30% por 3 dias e entdo, congelados em isopentano e nitrogénio liquido. Sec¢des coronais (20
um) foram obtidas utilizando criostato (Leica, Germany). Uma de cada 10 secgdes (200 pum)
foi utilizada para a andlise histoldgica, iniciando a +1,7 mm do Bregma e finalizando a —4,8
mm (MACLELLAN; GYAWALI; COLBOURNE, 2006; PAXINOS; WATSON, 2007). Os
cortes foram corados com hematoxilina-eosina e o volume da lesdo foi estimado utilizando o
software Scion Image J 4.0 (Scion Corporation, Frederick, MD, USA) como previamente

descrito (MACLELLAN; COLBOURNE, 2005; MESTRINER et al., 2011, 2013).
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3.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Ap0s 6h, 24h, 72h e 7 dias da HIC, os animais foram decapitados com o auxilio de uma
guilhotina. Os encéfalos foram removidos e dissecados para a retirada do estriado e do cortex

sensOrio-motor para a analise bioquimica abaixo descrita.

3.4.1 Analise por citometria de fluxo

Estriado e cortex sensorio-motor foram dissociados com PBS/colagenase e as células foram
permeabilizadas com 0,1% PBS Triton X-100 por 10 min a temperatura ambiente e bloqueadas
por 15 min com 3% de soro normal de cabra (Sigma Aldrich - G9023). Apos o bloqueio, as
células foram incubadas com anticorpos primarios contra neuronios (anti-MAP2 rabbit - Sigma
Aldrich — M9942), astrécitos (anti-GFAP rabbit - Sigma Aldrich — G9269), células positivas
S100B (anti-S100B mouse - Sigma Aldrich - S2532), macréfago/microglia (anti-CD11b mouse
Millipore — CBL1512) e células apoptoticas (anti-caspase-3 rabbit Cell signaliing - 9661), em
concentracao final de 1:100 em temperatura ambiente por 2 h. As células foram lavadas duas
vezes com PBS e incubadas por 1 h com anticorpo IgG Alexa-fluor 633 anti-rabbit e Alexa-
fluor 488 anti-mouse, em concentrag¢do final de 1:200. Os controles negativos (amostras com
os anticorpos secundarios) foram incluidos para calibrar a voltagem da maquina e para
determinar a regido negativa do histograma (dot plot). A emissdo dos fluordcromos foi
registrada através de filtros banda especificos: verde (FL-1; 530 nm/30) e vermelho (FL-4; 670
nm long pass). As emissdes fluorescentes foram coletadas utilizando-se amplificadores
logaritmicos. Brevemente, os dados de 10.000 eventos (c€lulas intactas) foram adquiridos e o
numero de células foi determinado apds a exclusdo dos eventos de debris a partir do conjunto
de dados. O niimero de células em cada quadrante foi computado e a propor¢ao das células
marcadas com GFAP, MAP2, CDI11b, S100B e caspase 3, separadamente, foram expressas
como porcentagem de células marcadas positivas (HEIMFARTH et al., 2012). Todas as
aquisicdes citométricas de fluxo e andlises foram realizadas utilizando os softwares FACS

Calibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e Flow Jo (WEIS et al., 2012).
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3.4.2 Quantificacdo da proteina

A proteina foi mensurada pelo método de Lowry, modificado por Peterson, utilizando soro

de albumina bovina como padrao (PETERSON, 1977).

3.4.3 Tecido encefalico e amostras de soro e liquido cérebro-espinhal (LCE)

Os animais foram anestesiados via i.p com xilazina (10 mg/Kg) e tiopental soédico
(50mg/Kg; Cristalia, Brasil) e posicionados em um aparato estereotaxico, entdo, o fluido
cérebro espinhal foi obtido por puncao da cisterna magna utilizando uma seringa de insulina.
Um volume maximo de 30 pL foi coletado durante um periodo de 3 minutos para reduzir o
risco de dano ao tronco encefélico. Para as amostras de soro, foram retirados aproximadamente
ImL de sangue via puncao cardiaca. A seguir, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante
retirado. As amostras de LCE e soro foram congeladas (=70 °C) até serem utilizadas para a
determina¢do do imunocontetido de S100B. Os animais foram, entdo decapitados e os encéfalos
removidos, cortex e estriado foram dissecados no gelo e fatias transversais de 0,3 mm foram

obtidos utilizando o Chopper de tecido Mcillwain (VIZUETE et al., 2013).

3.4.4 Quantificacao da S100B

As fatias foram homogeneizadas em PBS (50 mM NaCl, 18 mM Na2HPO4, 83 mM
NaH2PO4-H20, pH 7.4), contendo 1 mM de EGTA e 1 mM de fluoreto de fenimetil-sulfonilo
(PMSF). O contetido de S100B no soro, LCE e tecido encefalico foram mensurados por ELISA,
como descrito previamente (LEITE et al., 2008). Brevemente, 50 pl de amostra mais 50 pl de
tampao Tris foram incubados por 2hs em uma placa de microtitulacdo que foi previamente
revestida com anti-S100B monoclonal. O anticorpo anti-S100 policlonal foi incubado por 30
min e entdo, o anticorpo anti-coelho conjugado com peroxidase foi adicionado por mais 30 min.
A reagdo de cor com OPD foi mensurado a 492 nm. A curva padrao de S100B variou de 0,02

tol ng/ml. Os resultados foram expressos em ng/ul e ng/pug de proteina, respectivamente.
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3.4.5 Quantificacao de GFAP

As fatias foram homogeneizadas em PBS (50 mM NaCl, 18 mM Na2HPO4, 83 mM
NaH2PO4-H20, pH 7.4), contendo 1 mM de EGTA e 1 mM de fluoreto de fenimetil-sulfonilo
(PMSF). O conteudo de GFAP foi mensurado por ELISA, como descrito previamente
(TRAMONTINA et al., 2007). A analise de GFAP foi realizada revestindo as amostras com
100 pL contendo 70 pg de proteina mantendo-as durante a noite a 4°C. A incubagdo com o anti-
GFAP policlonal de coelho por 2hs foi seguido pela incubagdo com um anticorpo secundario
conjugado com peroxidase por lh, a temperatura ambiente. A reacdo de cor com o-
fenilenodiamina (OFD) foi mensurada a 492 nm. A curva padrao de GFAP variou de 0,1 a 10

ng/mL. Os resultados foram expressos em ng/ mg.

3.4.6 Preparacio do tecido para os parametros de estresse oxidativo

O estriado foi homogeneizado em 10 volumes (1:10, w/v) de 20 mM de tampao fosfato de
sodio, pH 7,4 contendo 140 mM KCI, para determinar os pardmetros de estresse oxidativo. O
homogenado foi centrifugado a 750 % g por 10 min a 4 °C; o sedimento foi descartado e o
sobrenadante foi imediatamente separado e utilizado para as medidas (DA CUNHA et al., 2012;
SCHMITZ et al., 2012).

3.4.7 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

As TBARS foram mensuradas de acordo com Ohkawa et al. (1979). Brevemente, dois
eppendorfs foram adicionados, em ordem de apari¢ao: 200 uL de tecido sobrenadante; 50 pL
de SDS 8.1%; 375 uL de 20% acido acético em solugdo aquosa (v/v) pH 3,5; 375 uL de 0.8%
de 4cido tiobarbiturico. A mistura foi agitada e a reacdo foi realizada em banho maria por 1h.
A mistura foi deixada arrefecer em agua por 5 min, e entdo, centrifugada a 750 x g por 10 min.
The resulting pink stained TBARS were determined spectrophotometrically at 535 nm in a

Beckman DU® 800 (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA). A curva de calibragem foi
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gerada utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrdao. A TBARS foi calculada como nmol

TBARS/mg de proteina (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

3.4.8 Ensaio de oxidacao da 2°,7’- diclorofluoresceina (H2DCF)

A producdo de espécies reativas foi mensurada segundo o método de LeBel et al. (1992),
baseada na oxidagdo da 2°,7’- diclorofluoresceina (H,DCF). As amostras (60 pL) foram
incubadas por 30 min a 37 °C no escuro com 240 pL de 100 uM de solugdo de 2°,7’- diacetato
de diclorofluoresceina (H.DCF-DA) em uma placa de 96 pogos. O H,DCF-DA ¢ clivado por
esterases celulares e a H,DCF resultante ¢ eventualmente oxidada por espécies reativas
presentes na amostra. A ultima reacao produz o composto fluorescente diclorofluoresceina
(DCF) que foi mensurada a 488 nm de excitagdo e 525 nm de emissdo e os resultados foram

apresentados em nmol DCF/mg protein (LEBEL; ISCHIROPOULOS; BONDYS, 1992).

3.4.9 Ensaio da superoxido dismutase (SOD)

O ensaio da atividade da SOD ¢ baseado na habilidade de auto oxidagdo do pirogalol, um
processo altamente dependente da superoxido, que € o substrato para a SOD. A inibi¢do da auto
oxidacdo deste composto ocorre na presenca da SOD, cuja atividade ¢ entdo indiretamente
testada a 420 nm empregando o leitor de microplacas SpectraMax M5/M5 (Molecular Devices,
MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, CA, USA). A curva de calibragado foi realizada com
SOD purificada como padrao, a fim de calcular a atividade da SOD presente nas amostras. Os
resultados foram reportados como unidades por mg de proteina (MARKLUND; MARKLUND,
1974).
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3.4.10 Ensaio da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi testada utilizando-se o leitor de microplacas SpectraMax M5/M5
(Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, CA, USA). O método ¢
baseado no desaparecimento do peroxido de hidrogénio (H20-) a 240 nm em um meio de reagao
contendo 20 mM de H>O3, 0,1% de Triton X-100, 10 mM de tampao fosfato de potdssio pH
7,0, e 0,1-0,3 mg proteina/mL. Uma unidade de CAT ¢ definida como um pmol de peroxido

de hidrogénio consumido por minuto e a atividade especifica é calculada como unidade de

CAT/mg de proteina (AEBI, 1984).

3.4.11 Ensaio da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi mensurada utilizando tert-butil-hidroperéxido como substrato
(WENDEL, 1981). O desaparecimento da NADPH foi monitorada a 340 nm utilizando o leitor
de microplacas SpectraMax MS5/M5 (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies,
Sunnyvale, CA, USA). O meio continha 2 mM de glutationa, 0,15 U/mL de glutationa redutase,
0,4 mM de azida, 0,5 mM de tert-butil-hidroperéxido e 0,1 mM de NADPH. Uma unidade de
GPx ¢ definida como um pmol de NADPH consumido por minuto; a atividade especifica ¢é

representada como unidade/mg de proteina.

3.4.12 Ensaio do conteudo da glutationa

O conteudo total da glutationa (GSH) foi determinado por um ensaio ligeiramente
modificado, como descrito previamente (ALLEN et al., 2000; TIETZE, 1969). Esse ensaio
detecta somente o contetido de glutationa reduzido. Brevemente, as fatias de estriado foram
homogenizadas em tampao fosfato de sddio (0.1 M, pH 8.0), e o tripeptideo foi precipitado com
1,7% de acido meta-fosforico. O sobrenadante foi testado com o-ftaldialdeido (1 mg/mL
metanol) a temperatura ambiente por 15 min. A fluorescéncia foi mensurada utilizando os

comprimentos de onda de excitagdo e emissao de 350 e 420 nm, respectivamente. A curva de
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calibracao foi realizada com as solugdes de glutationa padrao (0-500 uM). Os resultados da

quantifica¢do de glutationa foram expressos em pmol/mg de proteina.

3.4.13 Atividade da glutamina sintetase (GS)

O teste enzimatico foi realizado como descrito previamente (DOS SANTOS et al., 2006).
Brevemente, as amostras de tecido homogenizado foram adicionadas a uma mistura de reacgao
contendo: 10 mM de MgCl2, 50 mM de L-glutamato, 100 mM de tampao imidazol-HCI (pH
7.4), 10 mM de 2-mercaptoetanol, 50 mM de hdroxilamina—HCI e 10 mM de ATP, e entdo,
incubados por 15 min a 37°C. A reagao foi interrompida pela adicdo de 0,4 mL de uma solugao
contendo: 370 mM de cloreto férrico; 670 mM de HCI; 200 mM de 4cido tricloroacético. Apds
a centrifugacdo, o sobrenadante foi mensurado a 530 nm e comparado com a absorbancia gerada
pelas quantidades padrdes de y-glutamilhidroxamato tratados com o reagente cloreto férrico.

Os resultados foram expressos em uM/mg/hora.

3.4.14 Ensaio de captacio de glutamato

A captacdo de glutamato foi realizada de acordo com Frizzo et al. (2002); o estriado foi
cortado em fatias de 400 um de espessura com o chopper Mcillwain. Brevemente, as fatias
foram pré-incubadas em solu¢do salina equilibrada de Hank (HBSS) a 35 °C por 15 min,
seguido da adi¢do de uma solugdo contendo 0,33 mCi/mL 1-[2,3-3H] glutamato com 100 uM
de glutamato ndo marcado a 35 °C. A incubagao foi interrompida ap6s 5 min com duas lavagens
geladas de 1 mL HBSS, imediatamente seguido da adi¢ao de 0,5 N NaOH. A captagao
independente de sddio foi determinada no gelo (4 °C), utilizando HBSS contendo N-metil-d-
glucamina ao invés de cloreto de sodio. Tanto a captacdo especifica quanto a nao-especifica
foram realizadas em triplicatas. A radioatividade incorporada foi mensurada utilizando um

contador de cintilacao liquida (FRIZZO et al., 2002).



43

3.4.15 Quantificacdao do TNF-a

Ap6s 6h e 24h da HIC, os niveis da expressao de TNF-a no estriado ipsilateral a lesdao foi
detectado pelo método de ELISA utilizando um kit comercial para TNF-o da eBioscience (San
Diego, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Baseado na reagdo de cor do extrato
do citoplasma e anticorpos, o valor da absorbancia foi determinado a 450 nm em um leitor de

microplacas (VIZUETE et al., 2013).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados apresentados neste estudo foram analisados por Andlise de Variancia (ANOVA)
de uma via seguida do teste pos hoc de Duncan quando apropriado. Para relacionar diferentes
fatores analisados, foi utilizada a Andlise de Covariancia (ANCOVA). Todas as varidveis estao
expressas como média + erro padrdo da média (EPM). As diferencas foram consideradas
significativas quando P<0.05. Para analise dos dados foi utilizado o software SPSS 19.0

(Statistical Package for the Social Sciences, Inc., Chicago, USA).
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RESULTADOS
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4.1 CAPITULO 1
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Para entender a resposta celular e suas repercussoes funcionais na lesdo hemorragica,
foram realizadas analises comportamentais e histologica, bem como a quantificacdo do
conteudo de proteinas gliais e imunomarcacdes de células neurais no estriado e cortex

ipsilesional durante o desenvolvimento da HIC.

4.1.1 Resultados funcionais apos a HIC

A injecdo de colagenase no estriado dorsolateral produziu disfungdo motora significativa
em todos os tempos estudados (24h, 72h e 7 dias). Para o célculo do escore neuroldgico total
foram realizadas trés avaliagdes comportamentais e assim como no teste de preensao e teste do

cilindro, os animais lesados foram comparados com animais sham controle.

4.1.1.1 Escore neuroldogico

Apb6s 24h, 72h e 7 dias, todos os animais realizaram rotagdo ipsilateral espontidnea de
moderada a severa e revelaram reduzida habilidade de locomogao na viga de madeira apods a
HIC, indicando disfun¢do motora (F;341)=269,79 P<0,0001). Entretanto, o grau do prejuizo
neuroldgico foi mais aparente nos tempos mais agudos: 24h (6,57+0,20) vs 72h (5,71+0,18)
p6s-HIC P<0,05; 24h (6,57+0,20) vs 7 dias (4,71+0,18) po6s-HIC P<0,05; 72h (5,71+0,18) vs 7
dias (4,71£0,18) p6s-HIC P<0,05. Todos os animais lesados foram diferentes do grupo controle
(P<0,05) (Fig. 6A).

4.1.1.2 Teste de preensao

Os animais submetidos a cirurgia de HIC ndo recuperaram a for¢a dos membros anteriores.
A ANOVA de uma via demonstrou uma significativa interacdo entre os fatores (F3,41y=44,63
P<0,0001). Os animais lesados tiveram uma clara redugdo da for¢a dos membros anteriores
comparado ao grupo controle (1050,42g £29,02) 24h pos-HIC (428,57g+40,43 P<0,05), 72h
pos-HIC (633,81g+55,77 P<0,05) e 7 dias p6s-HIC (675,28g+65,05 P<0,05). Ainda, diferencas
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foram encontradas entre o grupo 24h pds-HIC (428,57g+40,43 P<0,05) e os diferentes tempos
p6s-HIC (72h=633,81g+55,77 P<0,05; 7 dias=675,28g+65,05 P<0,05) (Fig. 6B).

4.1.1.3 Teste do cilindro

A andlise dos dados do teste do cilindro revelou uma diminuicao significativa no uso do
membro anterior contralateral a lesdo ap6s a lesdo hemorragica realizada no estriado esquerdo
(F3.41y=36,32 P<0,0001). Houve uma evidente assimetria no uso dos membros anteriores nos
grupos 24h pos-HIC (25,00%+0,04 P<0,05), 72h p6s-HIC (23,71%+0,03 P<0,05) e 7 dias pos-
HIC (22,57%+0,03 P<0,05) comparado ao grupo controle (49,70%+0,01) (Fig. 6C).
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Figura 6. Efeito da HIC sobre o escore neurologico (A) teste de preensdo (B) e teste docilindro (C) nos diferentes
tempos pds-lesdo no estriado ipsilesional (n= 7). Os dados sdo expressos como média + EP. * Diferenga do grupo
controle, P<0.05 e ** diferenca entre todos os grupos (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Duncan).

4.1.2 Volume da lesao apo6s a HIC

Em todos os tempos, a injecdo de colagenase no estriado dorsolateral produziu uma lesao
encefalica significativa (F;323)=26.94 P<0.0001) como ilustrado na figura 7. Apo6s 24 horas da
HIC, o hematoma comprimiu o ventriculo ipsilateral a lesio e aumentou o volume do
hemisfério ipsilateral (Fig. 7B). Adicionalmente, foi evidenciado uma reduc¢do do volume da
lesio 7 dias pdés-HIC (24.14mm’+5.47) em comparagio com os grupos 24h pos-HIC
(62.69mm>+2.57 P<0.05) e 72h p6s-HIC (40.36mm>+11.59 P<0.05). Esses achados sugerem
uma reducao do hematoma e edema durante a progressao da HIC. Além disso, todos os animais

lesados foram diferentes do grupo controle (P<0.05) (Fig. 7A).
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Figura 7. Efeito da HIC sobre o volume da lesdo nos diferentes tempos pos-lesdo (A) Imagem representativa da
progressdo da HIC (B) (n=3-5). Os dados sdo expressos como média + EP. * Diferenca do grupo controle, P<0.05
e ** diferenca de todos os grupos (ANOV A de uma via seguida do teste post hoc de Duncan).

4.1.3 Secrec¢io de S100B durante o desenvolvimento da HIC

A ANOVA de uma via demonstrou um efeito significativo da HIC sobre o contetdo de
S100B no soro (F429=20.80 P<0.0001) e LCE (F431)=11.24 P<0.0001). A analise pos hoc de
Duncan demonstrou um aumento significativo nos niveis de S100B no soro 6h pos-HIC
(6.12ng/u1+£0.90 P<0.05) em comparagdo com os animais controle (2.74ng/ul+0.47), 24h
(0.91ng/ul+0.12 P<0.05), 72h (1.21ng/pl+0.24 P<0.05) e 7 dias pos-HIC (1.00ng/pl+0.13
P<0.05) (Fig. 8A). Da mesma forma, a andlise pos hoc de Duncan revelou um aumento
significativo nos niveis de S100B no LCE 6h po6s-HIC (127.36ng/nl+22.75 P<0.05) em
comparagao com os animais controle (28.80ng/ul+14.10), 24h (52.23ng/ul+8.02 P<0.05), 72h
(24.86ng/n1+4.69 P<0.05) e 7 dias p6s-HIC (31.18ng/ul+4.54 P<0.05) (Fig. 8B).

4.1.4 Contetdo de S100B pos-HIC

A ANOVA de uma via demonstrou um efeito significativo da HIC sobre a expressao da
S100B no estriado (F4,35=5.15 P<0.005). O teste pos hoc de Duncan demonstrou um aumento

da expressdo da S100B 7 dias p6s-HIC (1.34+0.25ng/ug P<0.05) comparado com os grupos
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controle (0.87ng/ug £0.13), 6h (0.65ng/ug+0.11 P<0.05), 24h (0.86ng/ug+0.15 P<0.05) e 72h
p6s-HIC (0.43ng/pug +£0.04 P<0.05) (Fig. 8C).

No cortex, A ANOVA de uma via também demonstrou um efeito significativo da HIC
sobre a expressao da S100B (Fu36=3.28 P<0.05). Diferentemente, entretanto, o teste pos hoc
de Duncan revelou diferencga significativa 6h pos-HIC (0.90ng/pg +0.20) comparado aos grupos
controle (0.54ng/pug +£0.04 P<0.05), 24h (0.46ng/ug+0.05 P<0.05), 72h (0.52ng/pg +0.05
P<0.05) e 7 dias p6s-HIC (0.59ng/ug+0.06 P<0.05) (Fig. 8D).
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Figura 8. Efeito da HIC sobre a expressdo de S100B no soro (A) LCE (B) estriado (C) e cortex (D) nos diferentes
tempos pds-lesdo (n=5-8). Os dados sdo expressos como média + EP. * Diferen¢a do grupo controle, P<0.05 e **
diferenca de todos os grupos (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Duncan).

4.1.5 Conteudo de GFAP pos-HIC

A ANOVA de uma via no estriado demonstrou um efeito significativo da HIC sobre a
expressao de GFAP (Fu32=4.77 P<0.005). O post hoc de Duncan revelou um aumento
significativo 7 dias po6s-HIC (45.32ng/mg+14.11 P<0.05) versus grupos controle
(19.67ng/mg+3.01), 6h (15.67ng/mg+4.43 P<0.05), 24h (10.64ng/mg+1.39 P<0.05) e 72h pds-
HIC (28.36ng/mg+4.65 P<0.05), demonstrando astrocitose reativa tardia (Fig. 9A).
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Similarmente, no coértex, a ANOVA de uma via revelou um efeito significativo da HIC
sobre a expressao de GFAP (F431=6.89 P<0.001), demonstrando um proeminente aumento 7
dias pos-HIC (40.52ng/mg+7.93 P<0.05) em comparacdo com o0s animais controle
(19.12ng/mg+1.81), 6h (18.43.00ng/mg+4.72 P<0.05) e 24h poés-HIC (7.00ng/mg+1.03
P<0.05). No entanto, 24h apos a lesao (7.00ng/mg+1.03 P<0.05), a GFAP se mostrou reduzida
em comparacdo com os grupos 72h (28.87ng/mg+3.31 P<0.05) e 7 dias po6s-HIC

(40.52ng/mg+7.93 P<0.05) (Fig. 9B).
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Figura 9. Efeito da HIC sobre a expressdo de GFAP no estriado (A) e cortex (B) nos diferentes tempos pos-lesdo
(n=5-7). Os dados sao expressos como média = EP. * Diferenca do grupo controle, P<0.05 (ANOVA de uma via

seguida do teste post hoc de Duncan).

4.1.6 Quantificacio de células neurais no estriado

Como observado na fig. 10A, houve uma reducdo do nimero de neurdnios (células
MAP2+) (Fu31=30.98 P<0.0001) 6h (1,15%=+0.10 P<0.05), 24h (3.95%=+0.45 P<0.05), 72h
(4.67%+0.26 P<0.05) e 7 dias pos-HIC (3.90%=+0.41 P<0.05) em comparag@o com 0s animais
controle (7.73%+0.90 P<0.05). Diferencas entre os grupos 6h pds-HIC versus 24h (P<0.05),
72h (P<0.05) e 7 dias pds-HIC (P<0.05) também foram observados, sugerindo uma maior

sensibilizacdo dos neurdnios 6h pds-HIC devido a lesdo e efeitos dos produtos de degradacao

do sangue.
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Como demonstrado na fig. 10B, a ANOVA de uma via demonstrou efeito significativo da
HIC sobre as células astrocitarias (F434=214.15 P<0.0001), revelando um aumento
significativo 24h (2.76%=+0.13 P<0.05), 72h (4.98%+0.12 P<0.05) e 7 dias po6s-HIC
(4.94%=+0.36 P<0.05) em comparacao com os grupos nao-lesdo (0.85%=0.06) e 6h pos-HIC
(0.65+0.06). Diferengas adicionais foram observadas 24h pds-HIC versus 72h e 7 dias pés lesdo
(P<0.05).

A ANOVA de uma via também demonstrou um efeito significativo da HIC sobre as células
macrofagicas/microgliais no estriado (F;33=8.60 P<0.0001), revelando um aumento 6h
(5.10%+0.47 P<0.05), 24h (5.56%+0.69 P<0.05) e 72h (5.79%+0.47 P<0.05), atingindo um
maximo 7 dias pdés-HIC (7.72%=+0.38 P<0.05) em comparacdo com o grupo controle
(3.32%=0.43). Diferengas adicionais foram encontradas 7 dias pds-HIC versus grupos 6h, 24h
e 72h po6s-HIC (P<0.05) (Fig. 10C).

Como visualizado na figura 10D, houve um aumento progressivo no nimero de células
apoptoticas a partir de 24h da lesao (F33=21.35 P<0.0001). Ainda, o teste post hoc de Duncan
revelou diferencas significativas entre os grupos controle (0.25%+0.09) e 6h pos-HIC
(0.58%=0.12) versus 24h (1.67%+0.10 P<0.05), 72h (1.73%+0.20 P<0.05) e 7 dias p6s-HIC

(2.19%=0.46 P<0.05), compativeis com o desenvolvimento da lesdo.

O efeito da HIC sobre as células S100B positivas no estriado também foi observado
(Fa34=11.82 P<0.0001), revelando um aumento pronunciado 24h (4.57%+0.63 P<0.05), 72h
(3.62%+0.36 P<0.05) e 7 dias p6s-HIC (5.48%=+0.92 P<0.05) em compara¢do com 0s grupos
controle (1.72%+0.78) e 6h p6s-HIC (0.68%+0.08) (Fig. 10E).
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Figura 10. Efeito da HIC sobre as células neuronais (A) astrocitarias (B) macrofagicas/microgliais (C) apoptoticas
(D) e S100B+ (E) no estriado ipsilesional nos diferentes tempos pds-lesdo (n= 5-8). Os dados sdo expressos como
média + EP. * Diferenga do grupo controle, P<0.05 e ** diferenca de todos os grupos (ANOV A de uma via seguida
do teste post hoc de Duncan).

4.1.7 Quantificacdo de células gliais no cortex

Como observado na fig. 11A, houve um aumento pronunciado no niimero de astrdcitos
(F435=31.04 P<0.0001) 7 dias pos-HIC (4.59%=+0.25 P<0.05) em comparagd@o com 0s grupos
controle (2.71%+0.27 P<0.05), 6h (1.08%+0.12 P<0.05), 24h (2.33%+0.36 P<0.05) ¢ 72h pos-
HIC (2.63%+0.10 P<0.05). Diferencas entre os grupos 6h pdos-HIC versus 24h (P<0.05) e 72h
p6s-HIC (P<0.05) também foram observadas.

Como apresentado na figura 11B, houve efeito da HIC sobre as células
macrofagicas/microgliais (Fu,35=17.54 P<0.0001), revelando um aumento pronunciado 6h pos-
HIC (17.53%=*1.89 P<0.05) em compara¢do com os grupos controle (10.78%=+0.77), 24h
(3.39%+0.27 P<0.05), 72h (6.99%+0.70 P<0.05) e 7 dias pos-HIC (8.85%=+0.78 P<0.05). Além
disso, houve uma reducao significativa 24h pos-HIC (3.39%+0.27 P<0.05) em comparagao
com os grupos controle (P<0.05) e 7 dias pos-HIC (P<0.05) (Fig. 11B).
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Como observado na fig. 11C, houve efeito da HIC sobre as células S100B positivas
(F433=54.40 P<0.0001), apresentando um perfil de elevacdo crescente 24h (2.70%=0.31
P<0.05), 72h (3.94%=+0.09 P<0.05) e 7 dias p6s-HIC (5.60%+0.42 P<0.05) em comparacao

com os grupos controle (1.62%=+0.13) e 6h p6s-HIC (1.32%=+0.17).
72h 7d

A

w

@

Fk 84

(=]
%] L]
o W
1 1

-
o
1

Wk

=il Al

Controle 6h 24h 72h 7d Controle 6h Zih

-
o
L

% Células GFAP+
N

N

% Células CD11b+
W

% Celulas S100B+
£

(=]

(=]

ﬁﬁﬁ!l

Controle 6h 24h
Figura 11. Efeito da HIC sobre as células astrocitarias (A) macrofagicas/microgliais (B) e SI00B+ (C) nos
diferentes tempos pds-lesdo no cortex (n= 5-8). Os dados sdo expressos como média = EP. * Diferenca do grupo
controle, P<0.05 e ** diferenca de todos os grupos (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Duncan).

4.1.8 Correlagoes da S100B sobre variaveis comportamentais e bioquimicas

Como um achado interessante, nossos resultados demonstram uma série de correlagdes da
S100B sobre parametros comportamentais e bioquimicos avaliados pelo modelo linear geral da
ANOVA (ANCOVA) (Tabela 1). A partir dessa analise, foi observada uma interagdo positiva
e significativa da proteina S100B no cértex sobre seu contetdo no soro (F(1,29=11.46; P<0.005).
A expressao de S100B no soro, por sua vez, correlacionou-se positivamente com a porcentagem
de células macrofagicas/microgliais no cortex (F(.20=4.29 P<0.05). Da mesma forma, a
ANCOVA revelou uma correlacao positiva das células SI00B+ sobre a porcentagem de células
macrofagicas/microgliais no estriado (F(133=6.27 P<0.05) e uma interagao das células S100B+
no cortex sobre a expressao de GFAP (F(1,26=7.74 P<0.05), sugerindo um efeito importante da
S100B sobre a astrocitose reativa. Além disso, foi evidenciado uma interagao entre a expressao

de S100B no estriado e as células S100B+ no cortex (F(1,29=6.53 P<0.05).

Adicionalmente, foi revelado uma correlagdo negativa da proteina S100B no estriado sobre
a forca de preensao dos membros anteriores dos animais experimentais, avaliados a partir do
teste de preensdo (F(126=12,05 P<0.005). Similarmente, foi encontrada uma interagdo da
proteina S100B no cortex sobre a assimetria dos membros anteriores dos animais avaliados pelo

teste do cilindro (F(127=5.21 P<0.05). Sugerindo, portanto, um importante papel da S100B na
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ativacdo macrofagica/microglial e astrocitose reativa apds a HIC contribuindo para a condi¢ao

neurologica observada nesse estudo.

Teste de interveniéncia entre as variaveis em estudo -

ANCOVA
S100B | GFAP | % CDI1b | % CDI11lb |% S100B| Teste de | Teste do
Soro Cortex Estriado Cortex Cortex | preensdo | cilindro
S100B Soro e NS NS P<0.05 NS NS NS
S100B Cortex | P<0.005 | NS NS NS NS NS P<0.05
S100B Estriado NS NS NS NS P<0.01 | P<0.005 NS
% S100B Cortex NS P<0.01 NS NS NS NS NS
% S100B Estriado NS NS P<0.01 NS NS NS NS

Tabela 1. Interagdes da S100B sobre variaveis comportamentais e bioquimicas.
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4.2 CAPITULO 2
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Para compreender os mecanismos de lesdo durante a progressao da HIC experimental,
foram analisados o estado oxidativo e a resposta aguda inflamatoria do estriado ipsilesional, e
a contribuicdo astrocitaria no metabolismo do glutamato avaliado a partir da captagcdo de

glutamato e da enzima glutamina sintetase.

4.2.1 Estresse oxidativo no estriado

O nivel de estresse oxidativo foi mensurado através da analise da produgdo de espécies
reativas (DCF) e peroxidagao lipidica (TBARS) no estriado ipsilateral. Em relacdo a produgao
de DCF, a ANOVA de uma via revelou um efeito significativo entre os grupos analisados
(Fa35=27.41 P<0.0001). Ainda, o teste post hoc de Duncan revelou uma reducao significativa
na produgcdo de espécies reativas 6h pos-HIC (24.84nmol/mg+1.21), porém, 24h
(85.11Inmol/mg+3.77), 72h (88.46nmol/mg+6.42) e 7 dias pos-HIC (57.22nmol/mg+9.40), se
observou um aumento significativo da producdo de DCF (P<0.05), demonstrando um aumento
do estresse oxidativo nesses periodos (Fig. 12A). Com relacdo a peroxidagdo lipidica, a
ANOVA de uma via também revelou um efeito significativo entre os grupos analisados
(Fa33=14.02 P<0.0001). Entretanto, o teste post hoc de Duncan mostrou um significativo
aumento nos niveis de TBARS no grupo 72h p6s-HIC (21.04+2.47 nmol/mg) comparado aos
grupos nao-lesdo (3.78+0.28 nmol/mg), 6h (2.20+£0.12 nmol/mg), 24h (11.09+£3.36 nmol/mg) e
7 dias p6s-HIC (5.95+1.92 nmol/mg) e um aumento significativo 24h pos-HIC comparado aos
grupos ndo-lesao e 6h pds-HIC (P<0.05) (Fig. 12B).
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Figura 12. Efeito da HIC sobre o estresse oxidativo mensurado a partir da produgdo de DCF (A) e TBARS (B) nos
diferentes tempos p6ds-lesdo no estriado (n= 6-8). Os dados sdo expressos como média + EP. * Diferenca do grupo
controle, P<0.05 e ** diferenca de todos os grupos (ANOV A de uma via seguida do teste post hoc de Duncan).
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4.2.2 Atividade das enzimas SOD, CAT e GPx apés a HIC

A capacidade antioxidativa enzimatica do estriado ipsilateral foi avaliada mensurando
a atividade da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) nos
diferentes grupos experimentais. A ANOVA de uma via demonstrou um efeito significativo
sobre a atividade da CAT (F4,34=8.73 P<0.0001). Apds o teste post hoc de Duncan também se
revelou um significativo aumento da atividade da CAT 24h (16.10unid/mg+4.58) e 72h pos-
HIC (12.18unid/mg+1.82 P<0.05) comparado ao grupo controle (1.78unid/mg+0.06) e 6h pos-
HIC (1.61unid/mg+0.13); além disso, o grupo 24h p6s-HIC se mostrou diferente do grupo 7
dias p6s-HIC (5.78unid/mg+0.30) (Fig. 13A).

A ANOVA de uma via mostrou uma significativa interagao entre os diferentes grupos sobre
a atividade da SOD (F435=7.82 P<0.0001). Além disso, o teste post hoc de Duncan demonstrou
que a atividade da SOD foi significativamente aumentada no tempo de 72h pds-HIC
(10.64+1.82unid/mg P<0.05) comparado ao grupo controle (6.60+0.26unid/mg), 6h
(465%0.08unid/mg) e 24h p6s-HIC (4.70+0.30unid/mg) (Fig. 13B).

A respeito da atividade da glutationa peroxidase (GPx), a ANOVA de uma via mostrou um
efeito significativo entre os grupos (Fu35=17.71 P<0.0001). Posteriormente, o teste post hoc
de Duncan demonstrou um aumento significativo na atividade da GPx, 6h (68.44unid/mg+2.93)
e 72h poés-HIC (56.56unid/mg+6.55 P<0,05) comparado aos grupos controle
(29.77unid/mg+1.99), 24h (29.19unid/mg+3.84) e 7 dias p6s-HIC (37.63unid/mg+4.21) (Fig.
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Figura 13. Efeito da HIC sobre as enzimas antioxidantes catalase (A) superdxido dismutase (B) e glutationa
peroxidase (C) nos diferentes tempos pos-lesdo no estriado (n= 6-8). Os dados sao expressos como média + EP. *
Diferencga do grupo controle, P<0.05 (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Duncan).
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4.2.3 Conteudo de glutationa reduzida (GSH) no estriado

A glutationa ¢ um tripeptideo considerado o composto tiol/ sulfidril nao-proteico
intracelular mais prevalente e importante nas células de mamiferos. Possui um importante papel
na manutencdo da integridade da membrana, no potencial redox, no transporte de aminoacidos
e em reacoes detoxificantes (TORRES; OCHOA; ELIAS, 1991). Nesse estudo, a GSH foi
mensurada para contribuir com os achados do estado redox no estriado apos a HIC. A ANOVA
de uma via revelou um efeito significativo sobre os grupos lesados (F4,25=3.73 P<0.01). O teste
post hoc de Duncan revelou um aumento significativo no contetido de glutationa reduzida
(GSH) nos tempos de 6h (13.33pmol/mg+4.69) e 72h pds-HIC (11.27pmol/mg+2.00 P<0.05)

em comparagdao com o grupo controle (Fig. 14).
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Figura 14. Efeito da HIC sobre a glutationa reduzida nos diferentes tempos pds-lesdo no estriado (n= 4-7). Os
dados s@o expressos como média = EP. * Diferenca do grupo controle, P<0.05 (ANOVA de uma via seguida do
teste post hoc de Duncan).

4.2.4 Niveis de TNF-a pos-HIC

Neste estudo, foi mensurado os niveis de TNF-a como um indicador inflamatério agudo
nos tempos de 6 e 24h pos-HIC. Os resultados revelam que o grupo 6h pos-HIC foi
estatisticamente diferente dos grupos controle e 24h p6s-HIC (F(228=7.25 P<0.005), indicando

uma resposta inflamatodria aguda (P<0,05) (Fig. 15).
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Figura 15. Efeito da HIC sobre os niveis de TNF-a nos tempos de 6h ¢ 24h pods-lesdo no estriado (n= 6-7). Os
dados sao expressos como média + EP. ** Diferenca de todos os grupos, P<0.05 (ANOVA de uma via seguida do
teste post hoc de Duncan).

4.2.5 Atividade da glutamina sintetase (GS) no estriado

A atividade da GS foi mensurada para relaciond-la com o estado redox celular e com a
concentragdo de glutamato no meio extracelular observados apds a HIC. A partir da ANOVA
de uma via foi revelado um efeito significativo da HIC sobre a atividade da GS (F4,23=20.88
P<0.0001). Porém, o teste post hoc de Duncan evidenciou uma significativa diminui¢do na
atividade da GS nos grupos 24h (0.46uM/mg/hour+0.11) e 7 dias pos-HIC (0.85
uM/mg/hora+0.07 P<0.05) comparada aos grupos controle (1.72uM/mg/hora+0.07), 6h
(1.67uM/mg/hora+0.17) e 72h pdés-HIC (1.86uM/mg/hora+0.14). Isso, em contrapartida,
determina uma redug@o na conversdo de glutamato em glutamina nos astrécitos, prevenindo ou

contribuindo para a diminui¢cdo do dano excitotoxico causado pelo glutamato (Fig. 16).
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Figura 16. Efeito da HIC sobre a atividade da glutamina sintetase nos diferentes tempos pds-lesdo no estriado
ipsilesional (n=4-6). Os dados sdo expressos como média + EP. ** Diferenc¢a de todos os grupos, P<0.05 (ANOVA
de uma via seguida do teste post hoc de Duncan).
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4.2.6 Captacio de glutamato no estriado

Para avaliar a capacidade de remocdo do glutamato, nds realizamos a captagdo de
glutamato no estriado ipsilateral. A ANOVA de uma via mostrou uma significativa interacao
entre os animais lesdo e controle (F432=7.89 P<0.0001). Além disso, o teste post hoc de
Duncan revelou uma diminuicdo da captagdo de glutamato no tempo de 6h po6s-HIC
(0.26nmol/mg/min=+0.02), contribuindo dessa forma, para a excitotoxicidade glutamatérgica,
entretanto, a partir de 24h pds-HIC, a captacao de glutamato gradualmente aumentou, atingindo

seu pico 7 dias pos-HIC (1.25nmol/mg/min+0.19 P<0.05) (Fig. 17).
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Figura 17. Efeito da HIC sobre a captacao de glutamato nos diferentes tempos pos-lesdo no estriado ipsilesional
(n=5-8). Os dados sdo expressos como média + EP. * Diferencga do grupo controle, P<0.05 e ** diferenca de todos
os grupos (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Duncan).

4.2.7 Interacoes entre o estresse oxidativo e a atividade da GS e o TNF-a

Através da andlise de covaridncia (ANCOVA), também foram possiveis demonstrar
interacdes negativas entre a GS e os niveis de TNF-a sobre a produgao de espécies reativas
(DCF) (F(1,23y=4.95; P<0.05) e lipoperoxidacao (F(1,19=8.34; P<0.05), respectivamente (Tabela
2).

Teste de efeitos entre assuntos - ANCOVA

DCF TBARS
Atividade da GS P<0.05 NS
TNF-a NS P<0.05

Tabela 2. Interagdes do estresse oxidativo sobre a atividade da glutamina sintetase (GS) e os niveis de TNF-a.
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DISCUSSAO
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A necessidade do entendimento dos mecanismos ¢ interagdes celulares envolvidos na
patofisiologia da HIC torna-se cada vez mais importante, uma vez que a lesdo hemorragica ¢
responsavel por altas taxas de mortalidade e morbidade (BRODERICK et al., 1999; FEIGIN et
al., 2003). E conhecido que a HIC causa danos substanciais a0 SNC, no entanto, pouco se sabe
sobre os eventos envolvidos durante a progressdo desta lesdo. Nesse sentido, essa tese teve
como objetivo geral avaliar os efeitos celulares, histoldgicos e comportamentais durante a
progressao da lesao hemorragica intracerebral e verificar possiveis mecanismos de lesdao. Para
este fim, esse trabalho fornece uma avaliagdo detalhada das respostas neuronais, astrocitarias e
microgliais, relacionando-as com o estado oxidativo e a contribui¢ao glutamatérgica observadas

apos a hemorragia intracerebral experimental.

No AVE hemorrégico, os déficits neurologicos agudos, tais como hemiparesia, disturbio
de consciéncia e desorientacao sdo resultado da destruigdo tecidual direta, do efeito de massa
decorrente do aumento do hematoma e do edema cerebral (DAVERAT et al., 1991). Os efeitos
do dano primario produzem morte neuronal imediata pela compressao neural, porém uma
parcela consideravel das sequelas observadas apds a lesdo hemorragica sdo causadas pelos
produtos de coagulagdo do sangue e degradagdo da hemoglobina, provocando piora do quadro
neurologico (ARONOWSKI; ZHAO, 2011; QURESHI; MENDELOW; HANLEY, 2009).
Embora muitos estudos evidenciem que a HIC produz morte neuronal e gliose reativa (GONG
et al.,, 2001; POWER et al.,, 2003; WANG; TSIRKA, 2005a; WASSERMAN; YANG;
SCHLICHTER, 2008), at¢ o momento, nao existes trabalhos demonstrando a resposta neuronal
e glial durante a progressao da hemorragia intracerebral experimental como evidenciada nesse

estudo.

Apds o dano encefélico, postula-se que a proteina S100B seja liberada para o espago
extracelular encefalico agindo como um sinal regulador. Durante seu pico de liberacdo, parece
afetar astrocitos, neurdonios e microglia participando na resposta inflamatoéria e, portanto, na
morte celular (ADAMI et al., 2001; BIANCHI et al., 2007; PONATH et al., 2007). No entanto,
se a lesdo ¢ branda, a S100B parece exercer fungdes neuroprotetoras e neurotroficas,
favorecendo o crescimento de neuritos (KLIGMAN; MARSHAK, 1985; WINNINGHAM-
MAJOR et al, 1989), preservando o didmetro neuronal (IWASAKI; SHIOJIMA;
KINOSHITA, 1997), estimulando a migracao e proliferacdo astrocitaria (VILLARREAL et al.,
2014) e a sobrevida celular (DONATO et al., 2009). Entretanto, seu uso como biomarcador de
lesdo tecidual tém sido largamente utilizado e associado ao quadro clinico neurolégico

(HUANG et al., 2010; MICHETTI et al., 2012; SEN; BELLI, 2007) e, por conseguinte, torna
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essa proteina um alvo potencial para o estudo da progressao da HIC e de suas interagdes
celulares. Além de seu valor diagnostico e progndstico, a S100B também representa um meio
pelo qual o cérebro responde a um insulto, seja ele traumatico, vascular, infeccioso,
degenerativo ou autoimune, fazendo desta proteina, um possivel alvo terapéutico (MICHETTI

et al., 2012).

A citotoxicidade do sangue (WAGNER et al.,, 2003; XI; KEEP; HOFF, 2006), a
excitotoxicidade mediada pelo glutamato (QURESHI et al., 2003b), o estresse oxidativo e a
inflamagdo (GONG; HOFF; KEEP, 2000; TANG et al., 2005; WANG; DORE, 2007a)
desempenham papel proeminente na lesdo induzida pela HIC e fornecem novas estratégicas
terapéuticas (ARONOWSKI; HALL, 2005; FELBERG et al., 2002; WANG et al., 2002). Por
exemplo, a trombina e o ferro, componentes da sequéncia de coagulacao e degradacao da
hemoglobina, respectivamente, causam danos encefalicos através da ativacdo microglial
(FUJIIMOTO et al., 2007; HUA et al., 2007). Niveis elevados de glutamato no tecido peri-
hematoma sdo observados apds a HIC em coelhos, resultando em rompimento € aumento da
permeabilidade da BHE (WU et al., 2013). Diversos estudos envolvendo inflamagao apods a
HIC revelam sua contribui¢cdo na morte neuronal e piora neurologica (KOOIJMAN et al., 2014;
WANG; DORE, 2007a; WASSERMAN; SCHLICHTER, 2007). Entretanto, o efeito do
estresse oxidativo e sua relagdo com a excitotoxicidade glutamatérgica segue um tema

pobremente investigado no modelo de HIC experimental.

No primeiro capitulo apresentado nessa tese, mostramos as influéncias da S100B sobre as
respostas celulares envolvidas na HIC ap6s 6h, 24h, 72h e 7 dias pos-HIC, relacionando-as com
os fatores bioquimicos e comportamentais. Neste trabalho evidenciamos um aumento de
secrecdo e expressdo da proteina S100B, morte neuronal, aumento de células apoptoéticas,
ativacdo microglial e astrocitose reativa apds a lesdo, demonstrando uma importante

participagao da S100B na patofisiologia da HIC.

Para comprovar o déficit sensorio-motor e o quadro neuroldgico associado a hemorragia
intracerebral induzida pela colagenase, optou-se por avaliar os resultados comportamentais
durante 24h, 72h e 7 dias, uma vez que a lesdo hemorragica tende a desenvolver-se durante esse
periodo. Diversos pesquisadores t€ém demonstrado que o modelo de HIC promove a piora do
quadro neuroldgico, gerando um comportamento deficiente no uso assimétrico dos membros
anteriores variando de 1 a 8 semanas (AURIAT; COLBOURNE, 2009; CLARKE et al., 2005;
DEBOW et al., 2003; HARTMAN et al., 2009; MACLELLAN; COLBOURNE, 2005;
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NGUYEN; ARVANITIDIS; COLBOURNE, 2008). Entretanto, este parece ser o primeiro
estudo investigando e associando o efeito do modelo de HIC induzido pela colagenase sobre o
comportamento e resposta celular durante sua progressao. Nossos resultados sustentam que os
animais submetidos a HIC mantiveram os déficits sensorio-motores analisados pelo teste de
preensdo e cilindro até o sétimo dia de avaliagdao. No entanto, houve uma melhora progressiva
no quadro neuroldégico geral (Fig. 6), que pode ser explicado pela redu¢do do hematoma

observado na analise histologica a partir de 72h da lesao (Fig. 7).

No SNC, a S100B ¢ liberada pelas células gliais a partir da ativacdo do receptor
metabotropico de glutamato de forma dependente da atividade sindptica e neural (SAKATANI
et al., 2008). Ela exerce suas fungdes biologicas interagindo com outras proteinas, estando
implicada na fosforilagdo de proteinas, no metabolismo energético, na dinamica dos
constituintes do citoesqueleto, na homeostasia do célcio e na proliferagdo e diferenciacao
celular (DONATO et al., 2009). O aumento de sua secrecdo ja foi observada apds diversas
alteragdes do SNC como isquemia cerebral, lesdo traumatica e doenca de Alzheimer (BRAGA
et al., 2006; ROTHERMUNDT et al., 2003; VAN ELDIK; GRIFFIN, 1994), no entanto, seu

papel na HIC ainda ¢ escasso e pouco elucidado.

Nossos resultados demonstram que os niveis de S100B no soro e LCE aumentaram
radicalmente 6h pos-HIC, estando de acordo com estudos prévios (HUANG et al., 2010; LEE
et al., 2015). Apos lesdo traumatica encefélica, o aumento da S100B no LCE 6h apds a lesdo
correlacionou-se positivamente com o pico de concentracao da IL-1p (HAYAKATA et al.,
2004). Assim como a elevagao transitoria da S100B no soro 6h apos a HIC, correlacionou-se
com o aumento do volume do hematoma (TANAKA et al., 2009). Dessa forma, os nossos
resultados corroboram com os dados prévios da literatura que indicam a significancia da S100B
como biomarcador de dano encefalico (BRUNSWICK et al., 2012; GONCALVES; CONCLI
LEITE; NARDIN, 2008; HUANG et al., 2010).

Por outro lado, os resultados referentes ao contetdo da S100B foram distintos, dependendo
da regido encefalica, revelando um aumento 7 dias p6s-HIC no estriado, porém uma elevacao
rapida 6h no cortex. Essa diferenga entre regides pode ser atribuida ao foco da lesdo, uma vez
que a injecdo intracerebral foi realizada apenas no estriado, evidenciando, portanto, uma
resposta aguda cortical. Entretanto, a partir da analise da ANCOVA podemos observar que o
aumento do contetido da S100B no cortex esta fortemente relacionado a secrecao de S100B no

soro, sugerindo que o tecido cortical ¢ mais responsivo aos danos hemorragicos e, portanto,
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pode estar desempenhando um papel mais ativo inicialmente. Esses dados, adicionados a um
cenario de aumento do conteudo de GFAP e numero de células SI00B+ e GFAP+ tanto no
cortex quanto no estriado, sugerem fortemente uma relacdo da S100B na astrocitose reativa,
corroborando com dados prévios da literatura (DONATO et al., 2009; VILLARREAL et al.,
2014).

O aumento crescente de células macrofagicas/ microgliais no estriado e, mais uma vez, a
resposta aguda cortical observada, indicam reatividade microglial e uma possivel resposta
inflamatoria mediada pela microglia. O sangue depositado no parénquima encefalico causa
deformagdo do tecido neural e dispara uma resposta inflamatoria apds a HIC. Os macrofagos
residentes no encéfalo, a microglia, estdo proeminentemente envolvidos nessa resposta e se
tornam ativados dentro de minutos apos a lesaio (ARONOWSKI; HALL, 2005; XUE; DEL
BIGIO, 2000). A participacdo das células microgliais na resposta inflamatdria ¢ relacionada
com a liberacdo de citocinas e 6xido nitrico (ON) (CHAO et al., 1993; HUNTER et al., 1992).
Contudo, a remogao eficiente do hematoma também desempenhada pela microglia, € necessaria
para a resolucdo da inflamacao e recuperacao funcional (ZHAO et al., 2007). Nossos resultados,
dessa maneira, estdo de acordo com a literatura vigente e reafirmam a importancia da microglia

na limpeza e reorganizagao do tecido afetado.

Interessantemente, o aumento do conteido de S100B no soro produziu uma interagao
positiva sobre as células macrofagicas/microgliais no cortex, assim como o aumento das células
S100B+ parece ter influenciado significativamente o aumento de células
macrofagicas/microgliais no estriado. A interagdo entre SI00B ¢ RAGE parece ter um papel
critico na antecipacdo de um dano ou perigo iminente modulando a inflamacdo através da
atividade da S100B sobre a microglia (SORCI et al., 2011). A S100B parece converter-se de
um fenodtipo neuroprotetor e neurotréfico para um neurotdxico na presenga de pequena
quantidade de citocinas pro-inflamatdrias no inicio de um insulto encefalico contribuindo
significativamente para a neuroinflamacdo. Ela parece amplificar a habilidade de citocinas
como a IL-1B e o TNF-a, acelerando a ativagao microglial, contribuindo, dessa forma para a

morte neuronal (BIANCHI; GIAMBANCO; DONATO, 2010).

Em contrapartida, o aumento da secre¢do de S100B no LCE e soro 6h pds-HIC somada a
reducdo neuronal e aumento das células apoptdticas observadas no estriado sugerem que a
S100B, agindo como sinal extracelular e regulador microglial, pode facilitar a morte celular,

corroborando com estudos prévios (BIANCHI; GIAMBANCO; DONATO, 2010; MARCHI et
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al., 2003; MICHETTI et al., 2012; ROTHERMUNDT et al., 2003). Em suporte a essa ideia,
diversos estudos tém sugerido que o acumulo de S100B no espago extracelular pode ser
prejudicial para astrdcitos e neurdnios causando sua morte por apoptose (ALLORE et al., 1988;
DONATO, 2001; GRIFFIN et al., 1998; VAN ELDIK; WAINWRIGHT, 2003). Supde-se que
altas doses de S100B estimule agudamente a RAGE (receptor para o produto final de glicagao
avangada) causando apoptose neuronal via ativacdo excessiva da ERK 1/2 e dano oxidativo
(HUTTUNEN et al., 2000). Além disso, a SI00B parece estimular a 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) (ADAMI et al., 2001; HU et al., 1996; PETROVA; HU; VAN ELDIK, 2000)
e participar da resposta inflamatoria encefalica (KOJIMA et al., 1997) nos astrocitos e microglia

contribuindo para a morte celular (HU; FERREIRA; VAN ELDIK, 1997).

Experimentos in vitro também tém demonstrado que a secrecao de S100B, aumentada pela
privacdo de oxigénio e glicose ou estiramento celular ¢ independente de sua sintese (DAVEY;
MURMANN; HEIZMANN, 2001; ELLIS et al., 2007; GERLACH et al., 2006), propondo que
ela pode se comportar como uma proteina de padrao molecular associada ao dano, capaz de
ativar a imunidade inata (BIANCHI et al., 2011; SORCI et al., 2010) de forma dependente da
RAGE (HOFMANN et al., 1999; HUTTUNEN et al., 2000; VILLARREAL et al., 2011).
Kojima e colaboradores (1994), utilizando a injecao intracerebral de S100B em ratos Lewis,
desenvolveram o modelo de panencefalite autoimune (KOJIMA et al., 1994), confirmando a
atuacdo da S100B em sequéncias inflamatorias. Dessa forma, ¢ possivel que a S100B
intervenha na HIC atuando na resposta inflamatoria através da interagao astrocito-microglia

contribuindo, assim, para a morte neuronal.

Nossos resultados também sustentam, a partir da analise de covariancia, que o niimero de
células S100B+ corticais interagiu positivamente com o conteido de GFAP, sugerindo que a
S100B pode estar intervindo na regulagdo da proliferacao astrocitaria produzindo astrogliose
reativa e efeitos deletérios dependentes da perda de sua fun¢do. Corroborando com esse achado,
Villarreal e colaboradores (2014) demonstram que a exposi¢do da S100B em um sitio de lesdao
produz um fenotipo caracteristico de astrogliose reativa (VILLARREAL et al., 2014). Estudos
prévios tém reportado que a exposicdo da S100B via RAGE pode promover hipertrofia
astroglial, aumento da mitose local e migracao astrocitaria para o sitio da lesdo, contribuindo
para a cicatriz glial (DONATO, 2001; HEIZMANN; FRITZ; SCHAFER, 2002;
VILLARREAL et al., 2014). Além disso, a exposi¢ao da S100B em astrocitos parece ativar o
NF-kB e provocar a indu¢ao de mediadores pro-inflamatérios como o TNF-a e IL-6 (ADAMI

et al., 2001; PONATH et al., 2007; SORCI et al., 2010; VILLARREAL et al., 2011). A
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influéncia da S100B sobre a secre¢ao de TNF-a vem sendo atribuida também a sua ligagdo com
a RAGE (BIANCHI et al., 2007; HOFMANN et al., 1999) por pertencer a superfamilia de
imunoglobulinas (NEEPER et al., 1992) envolvida em respostas celulares pro-inflamatorias
(HOFMANN et al., 1999). Altas concentracdes da S100B no espaco extracelular encefalico
podem ser alcangadas a partir da morte de astrécitos, vazamento de S100B de células gliais
danificadas e/ou clearence defeituoso da S100B extracelular consequente a inflamagdo
(DONATO, 2001; GRIFFIN et al., 1998; VAN ELDIK; WAINWRIGHT, 2003). Porém, outra
possibilidade atribuida a atuagdo da S100B, ¢ que ela pode estar desempenhando fungdo
neuroprotetora, facilitando a invasdo astrocitaria na lesdo na tentativa de recuperagado do tecido

peri-infartado.

Outro resultado que emerge desse estudo esta relacionado com a andlise de covariancia,
que demonstra uma correlacdo negativa entre a expressao da S100B no estriado e a forca de
preensdo dos membros anteriores dos animais analisados a partir do teste de preensdo. Da
mesma forma, a expressdo da S100B no cortex revelou interferir na habilidade do membro
contralateral a lesdo nos animais submetidos a HIC analisados a partir do teste do cilindro. O
fato da S100B estar implicada a diferentes insultos encefélicos e ser considerada um
biomarcador de lesdo tecidual, torna viavel a suposicao de que ela, indiretamente, possa atuar
na piora comportamental a partir de sua influéncia na resposta macrofagica/microglial e

astrocitaria.

O cortex e o estriado desempenham importante fungdo motora, regulando a iniciacdo do
comportamento motor e influenciando padroes de movimento (SQUIRE et al., 2008). A S100B
tanto no cortex quanto no estriado, correlacionaram-se positivamente as respostas celulares e,
portanto, podem colaborar para os déficits motores evidenciando uma regulagao dependente da
via cortico-estriatal. Comprovando essa interacdo, a expressdao da S100B no estriado
correlacionou-se positivamente com as células S100B+ no cortex. Desse modo, supde-se que a
S100B no estriado, seja capaz de influenciar o resultado comportamental apds a lesdo,
interferindo sobre as areas corticais que diretamente controlam os neurdnios motores

superiores.

Estes dados expostos de forma temporal e regido-dependente fortalecem e agregam
informacodes aos achados concernentes a S100B e GFAP sobre a lesao encefalica e revelam seu
importante papel na hemorragia intracerebral. A S100B durante o evento hemorragico, parece

influenciar nas respostas inflamatorias vinculadas as alteragdes microgliais e parece estimular
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a proliferacdo e migragdo astrocitaria, participando da iniciacdo e expansdo da astrogliose
reativa. A S100B, dessa forma, possui fundamental importdncia durante a hemorragia

intracerebral e por isso deve ser melhor estudada.

No segundo capitulo dessa tese, enumeramos as evidéncias referentes ao estado redox e
dano excitotoxico mediado pelo glutamato e as relagdes do astrocito na lesdo hemorragica.
Ainda que esteja bem estabelecido que o acidente vascular encefalico isquémico produz radicais
livres que contribuem para a lesdo tecidual e celular (LIU et al., 2003; OZKUL et al., 2007),
dados sobre o evento hemorragico ainda sdo escassos. Por esse motivo, descrevemos o perfil
oxidativo durante a progressdo da HIC no estriado ipsilateral. Para isso foi analisado o estado
redox do tecido estriatal através da avaliagao da producao de radicais livres e peroxidacao
lipidica, dos niveis de glutationa reduzida e das enzimas antioxidantes catalase, glutationa
peroxidase e superoxido dismutase. Além disso, foi avaliado a atividade da glutamina sintetase
e a atividade de captagdo do glutamato propria dos astrécitos, o que nos deu uma ideia geral
sobre a excitotoxicidade mediada pelo glutamato. Uma vez que o aumento do glutamato

extracelular estd relacionado com dano excitotoxico e morte celular (ZOU et al., 2010).

Nos astrocitos, o glutamato pode ser convertido a glutamina pela agdo da enzima especifica
de astrdcitos, glutamina sintetase (GS) (KOSENKO et al., 2003). A glutamina ¢ liberada dos
astrocitos na fenda sinaptica e pode ser recaptada pelos neurdnios, onde ela ¢ hidrolisada pela
atividade da enzima glutaminase para formar glutamato. A atividade da GS ¢ inibida pela agdo
de radicais livres como peroxinitrito e peroxido de hidrogénio, uma vez que possui residuos de
cisteina que sdo suscetiveis ao estresse oxidativo (HERTZ; ZIELKE, 2004; RODRIGO;
FELIPO, 2007). A inibicao da atividade da GS foi demonstrada apo6s a superestimulacdo do
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) e ativag¢do da 6xido nitrico sintase (NOS) (RODRIGO;
FELIPO, 2007). Assim, a regulacao do estado redox das células ¢ uma importante variavel na
manuten¢do da concentracdo do glutamato extracelular dentro de niveis fisiologicos devido a

sua influéncia na depuragao do glutamato bem como a sua subsequente conversdo em glutamina

(ENDOU et al., 1997).

Desta forma, no segundo capitulo desta tese, revelamos que ha dano oxidativo e
peroxidacao lipidica apos a HIC induzida pela colagenase. Apds o AVE, os anions superoxido
e hidroxila reagem com lipideos insaturados das biomembranas, resultando na geragdo de
radicais peroxido de lipideo, hidroperoxidos de lipideo e produtos de fragmentacao tais como

o malondialdeido (MDA) (CANO et al., 2003). O aumento da producao de radicais livres no
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AVE agudo pode surgir de varios mecanismos como a estimulag¢ao dos receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) (LAFON-CAZAL et al., 1993), disfungdo mitocondrial (BRAUGHLER;
HALL, 1989; PIANTADOSI; ZHANG, 1996), ativagao e indu¢ao da 6xido nitrico sintase
neuronal (NOS) (IADECOLA et al., 1996; LIPTON; ROSENBERG, 1994) , ativacdo da
resposta inflamatoria (IADECOLA et al., 1999) e migragdo de neutroéfilos e leucocitos que
podem gerar anions superdéxido (MATSUO et al., 1995). Entretanto, existem poucas evidéncias
concernentes ao evento hemorragico. O que se sugere, ¢ que haja uma importante participagao
do ferro na lesdo induzida pela HIC (ALY ASH, 2006; BAYSAL et al., 1990; HUA et al., 2000;
JAREMKO et al., 2010; WAGNER; DWYER, 2004) através da reagdo de Fenton, gerando
radicais hidroxila altamente reativos mediando, dessa forma, o dano a estruturas celulares,
incluindo lipideos e membranas, proteinas e acidos nucleicos (POLI et al., 2004). Além da
contribuicdo do ferro, a trombina também contribui para a piora da lesdo, causando infiltragao
de células inflamatdrias, formagdo de edema encefélico, ativacdo microglial e morte neuronal
(XI; KEEP; HOFF, 2006; XI; REISER; KEEP, 2003). A ativa¢ao de células inflamatoérias
(INOUE et al., 2003) como neutrofilos, eosinofilos e macrofagos também colaboram para o
dano oxidativo. Durante ativacao, os macréfagos iniciam um aumento da captacao de oxigénio,
dando origem a uma variedade de ERO, incluindo anions superéxido, 6xido nitrico e peroxido
de hidrogénio (CONNER; GRISHAM, 1996). Portanto, o dano oxidativo gerado no modelo de
HIC induzido pela colagenase pode ser dependente dos fatores de coagulacio e degradagao do

sangue, assim como da ativacao microglial e inflamatoria instaladas apos o dano.

Entretanto, diversas defesas enddgenas antioxidantes como a glutationa reduzida (GSH),
glutationa peroxidase (GPx), superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (MATES; PEREZ-
GOMEZ; NUNEZ DE CASTRO, 1999), encontradas principalmente nos astrocitos
(BAMBRICK; KRISTIAN; FISKUM, 2004; DRINGEN; GUTTERER; HIRRLINGER, 2000;
DRINGEN, 2000; LINDENAU et al., 2000; SIMS; NILSSON; MUYDERMAN, 2004;
SWANSON; YING; KAUPPINEN, 2004), tém a habilidade de combater as ERO ¢ o dano
oxidativo. Neste estudo, foi observado uma resposta singular de cada enzima (SOD, CAT, GPx)
e do tripeptideo GSH, revelando um aumento em periodos especificos apds a HIC. A enzima
SOD aumentou significativamente 72h da lesdo; a CAT esteve elevada 24h e 72h, no entanto,
a GPx e a GSH demonstraram uma elevagao significativa 6h e 72h apds o evento hemorragico.
Antioxidantes enddgenos possuem uma importancia crucial para a manuten¢do das fungdes
celulares. Entretanto, sobre condi¢des de estresse oxidativo, os antioxidantes endogenos podem

ndo ser suficientes (RAHMAN, 2007) para reverter os déficits comportamentais evidenciados
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ap6s uma lesao (CHAN et al., 1993; FUJIMURA et al., 2001). Contudo, a agdo combinada ou
individual parece promover efeitos neuroprotetores. Por exemplo, a associagdo da SOD/CAT
demonstrou ser neuroprotetora apds o modelo animal de isquemia encefdlica (SHARMA;
GUPTA, 2007). A super expressdo das enzimas Cu, Zn-SOD e GPx em camundongos
transgénicos se mostraram ser mais resistentes a isquemia focal encefalica (FURLING et al.,
2000; ISHIBASHI et al., 2002; WEISBROT-LEFKOWITZ et al., 1998; YANG et al., 1994).
Apbs o modelo de isquemia/reperfusao, camundongos knockout para GPx evidenciaram um
aumento do tamanho do infarto e aumento da morte celular por apoptose (CRACK et al., 2001)
demonstrando seu valor neuroprotetor. Ainda, ap6s lesdo da substancia nigra pars compacta,
a deplecao da GSH se mostrou induzir uma resposta compensatoria na atividade da CAT e
contribuir para a piora da performance em testes comportamentais, relacionando-se a disfuncao
sensorio-motora (DIAZ-HUNG et al., 2014). Com base nesses dados, podemos sugerir que as
defesas antioxidantes combinadas, podem ter contribuido, mesmo de forma tardia, para a
reducdo do dano a membrana, evidenciado pela reducao da lipoperoxidagao 7 dias apos a HIC

(Fig. 12B).

Além do dano oxidativo, ¢ evidenciado um aumento proeminente dos niveis de TNF-a 6h
ap6s a HIC, comprovando a resposta neuroinflamatoria apos a lesao. Teng e colaboradores
(2009) sugerem que a sinalizacdo do NF-kB mediado pelo receptor Toll-like 4 proporciona a
ativagdo e regulacdo dessa resposta no encéfalo hemorragico (TENG et al., 2009). A sinalizagao
inflamatoéria envolve o esfor¢o coordenado de diferentes moléculas e tipos celulares como a
microglia e varias moléculas de adesdo, citocinas, quimiocinas e enzimas inflamatorias
(HICKENBOTTOM et al., 1999; ZHAO et al., 2007). Esta, por sua vez, parece influenciar no
dano a membrana, aumentando a captacdo de oxigénio através da resposta macrofagica/

microglial e dando origem a uma variedade de ERO (CONNER; GRISHAM, 1996).

Nossos resultados sustentam ainda, que ha diminui¢do da atividade da GS 24h e 7 dias apos
a HIC. Através da andlise de covariancia, entretanto, ¢ evidenciado uma correlagdo negativa
entre a producao de espécies reativas e a atividade da GS, sugerindo que o estresse oxidativo
gerado pela HIC reduz a atividade da glutamina sintetase (GS). A GS parece ser extremamente
sensivel ao estresse oxidativo, sendo inativada pela 6-hidroxi-dopamina (SCHOR, 1988), B-
amiléide (BUTTERFIELD et al., 1997) ou pro-oxidantes (MA; CHAO; STADTMAN, 1999).
Em cultura de astrocitos, a atividade da GS ¢ depletada pela aplicacao de cloreto ferroso
(TIFFANY-CASTIGLIONI E, ROBERTS JA, 1989) ou por estresse induzido por H>O»
(PINTEAUX et al., 1996) ou amoénia (SCHLIESS et al., 2002). Além disso, a GS possui um
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papel central no fornecimento de precursores de glutamato para o neuronio, sendo crucial para
o correto funcionamento do ciclo glutamato-glutamina. Uma vez inativada, a GS diminui o
clearence do glutamato (DODD, 2002) e reduz o fornecimento de glutamina para os neurénios
(HERTZ et al, 1999; POW; ROBINSON, 1994), podendo gerar excitotoxicidade

glutamatérgica.

Para contribuir com os achados anteriores, a captacdo de glutamato foi analisada,
revelando-se reduzida 6h apds a HIC, sugerindo uma inabilidade do astrocito em limpar as
sinapses glutamatérgicas, gerando, portanto, excitotoxicidade. Apos lesdo do SNC, os
receptores NMDA estimulados abrem canais de cdlcio promovendo o aumento deste para o
meio intracelular. Niveis elevados de célcio podem aumentar o dano induzido pelos radicais
livres (BONDY; LEBEL, 1993). Apds o AVE, o comprometimento do transporte de glutamato
para o astrdcito pode gerar excitotoxicidade (BOYCOTT et al., 2008; DALLAS et al., 2007).
Assim como a inflamag¢do e a hipoxia, independentes ou combinadas, contribuem para a
excitotoxicidade glutamatérgica mediada pelo fator de transcricdo NF-kB (TAYLOR;
CUMMINS, 2009; TAYLOR, 2008). Similarmente a hipoxia, a citocina inflamatéria TNF-a
também reduz a expressdo do transportador EAAT2 (de aminoécido excitatorio 2) nos
astrocitos (BOYCOTT et al., 2008), contribuindo para o dano excitotoxico. No entanto, 7 dias
apos a lesdo, o aumento na captagdo de glutamato indica uma tentativa de reverter o quadro

excitotoxico.

No segundo capitulo desta tese, portanto, noés evidenciamos um efeito temporal da HIC
sobre os mecanismos de lesao mediados pelo estresse oxidativo e glutamato, além de ressaltar
a capacidade neuroprotetora de antioxidantes endogenos. De fato, a regulacao da expressao de
genes por meio de antioxidantes e do estado redox tém emergido como um novo alvo
terapéutico (VANG; RASMUSSEN; ANDERSEN, 1997). Entretanto, ainda sdo necessarios
mais esforcos para elucidar a importincia dos antioxidantes enddgenos na patologia
hemorragica. Ainda, a compreensdo do papel do astrdcito nos efeitos mediados pelo glutamato
ainda permanecem questdes em discussao e necessitam de mais estudos para a correta

interpretagao.

Com base nos dados expostos a cima, podemos afirmar que a HIC induzida pela colagenase
produziu déficits sensoério-motores (Fig. 6) compativeis com o volume de lesdo, sendo
observado uma melhora do quadro neurologico ao longo do tempo dependente da reducdo do

hematoma (Fig. 7). Diversas desordens neuroldgicas promovem alteragdes celulares como
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morte neuronal, astrocitose reativa e ativagao microglial (BAO et al., 2011; LIU; SHARP, 2012;
WASSERMAN; SCHLICHTER, 2007; WASSERMAN; YANG; SCHLICHTER, 2008), no
entanto, esse parece ser o primeiro estudo in vivo evidenciando respostas distintas da S100B no
estriado e cortex e sua possivel influéncia sobre células gliais, ilustrando seu papel durante a
progressao da lesdo hemorragica. No primeiro capitulo, a proteina S100B ¢ colocada no centro
da discussdo, uma vez que possui agdes reguladores sobre alvos celulares como a microglia e o
astrocito (BIANCHI et al., 2011; DONATO et al., 2010). A S100B, atuando como sinal
extracelular e de alarme a lesdo, pode interagir com esses tipos celulares, acelerando sua
ativagdo (microglia) e alterando seu fenotipo (astrocito). A partir dessa visdo, a S100B opera
indiretamente na inflamacao e na morte neuronal, assim como na astrocitose reativa atuando na
regido peri-hematoma (VILLARREAL et al., 2014). A ac¢do indireta, portanto, da S100B parece

contribuir para o resultado funcional evidenciado nesse estudo.

A resposta inflamatoria observada agudamente, a partir da avaliacdo dos niveis de TNF-a
(Fig. 15) também parece relacionar-se com a S100B através de sua interagdo com a microglia
e a citocina pro-inflamatoria (BIANCHI; GIAMBANCO; DONATO, 2010). Essa reacao
inflamatoria, por sua vez, demonstrou atuar no dano a membrana, deflagrando uma resposta
oxidativa evidenciada pelo aumento da peroxidacdo lipidica no estriado ipsilesional,
corroborando com estudos prévios (CONNER; GRISHAM, 1996; PIANTADOSI; ZHANG,
1996).

O estresse oxidativo (Fig. 12) observado nesse estudo, demonstrou uma piora entre 24h e
72h apds a HIC, sugerindo que nesses tempos, a lesdo secundaria decorrente da degradacao do
sangue possa ser mais severa, liberando mais ferro e trombina, gerando um novo ciclo de
prejuizo para o tecido neural. No entanto, a partir do insulto ao SNC, ¢ liberado diversas
moléculas que sdo capazes de estabilizar ou desativar radicais livres como a SOD, CAT, GPx
e GSH (RAHMAN, 2007). Entretanto, as moléculas estudas nesse estudo ndo foram capazes de
evitar ou mesmo melhorar o resultado comportamental ap6s a HIC, porém, supde-se que
coletivamente, elas possam ter contribuido, mesmo que tardiamente, para a melhora do estresse

oxidativo.

A atividade da GS (Fig. 16) também se revelou diminuida apés a HIC, supostamente
mediado pelo estresse oxidativo. Entretanto, a razdo de sua inibicdo durante 24h e 7 dias do
insulto permanece uma questao a ser investigada. A hipdtese inicial era que a diminuigdo de

sua atividade provocaria um aumento de glutamato extracelular através de sua influéncia no
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ciclo de glutamato/glutamina, porém essa afirmativa ndo se comprovou, uma vez que a captacao
de glutamato se manteve em seu nivel normal ou aumentado. Ainda, a GS pode ser relacionada
com a funcao astrocitaria, visto que a reducdo de sua atividade frequentemente ocorre em
astrocitos em proliferacdo no sitio da lesdo neuronal (VARDIMON L, 2000). Alteracdes na
expressao da GS também aparecem em estados patoldgicos que envolvem astrocitose reativa,
como por exemplo, na doenca de Alzheimer (ROBINSON, 2000), na isquemia cerebral
(PETITO et al., 1992) e na hipoxia (SHER; HU, 1990), sugerindo um elo entre essa proteina e

a resposta astrocitaria a lesdo.

A captacgdo de glutamato (Fig. 17) se manteve reduzida 6h apds a HIC, entretanto, 7 dias
apés o dano, encontrou-se aumentada. A redug¢do da habilidade do astrécito em retirar o
glutamato extracelular pode ser explicada pelo aumento dos niveis de TNF-a, que deflagra uma
resposta inflamatoria e oxidativa, afetando o funcionamento astrocitdrio. As proteinas
transportadoras possuem esse importante papel de remocdo, garantindo a manutengdo das
concentracoes de glutamato em niveis reduzidos e nao-toxicos. No entanto, a captacdo de
glutamato parece ser modulada por, virtualmente, todos os possiveis niveis, isto €, transcri¢ao
de DNA (4cido desoxirribonucleico), splicing e degradacio de RNAm (4cido ribonucleico
mensageiro), sintese e direcionamento de proteinas, atividade de transporte de aminoacidos e
atividade associada de canais i6nicos. Além disso, uma variedade de compostos soliveis como
citocinas e o proprio glutamato podem influenciar na expressdo e atividade dos seus
transportadores (DANBOLT, 2001). Dessa maneira, tornando essa fungdo uma tarefa

extremamente regulada e organizada no SNC, porém muito sensivel a lesao.

O astrocito, portanto, apesar de possuir diferentes e necessarias fungdes para a manutengao
da saude neuronal, também apresenta sérias altera¢des apos o0 AVE. Por exemplo, a participagdo
astrocitaria nos processos inflamatorios e sua produ¢do de substancias neurotoxicas potenciais
como a S100B, podem aumentar o volume de lesdo. Além de sua influéncia na morte celular
neuronal durante o AVE, os astrécitos também desempenham papéis criticos durante a
recuperagao funcional. Além disso, seu papel neuroprotetor a partir de seu grande repertorio
antioxidante é um fator que n3o deve ser descartado quando se analisa possiveis alvos
terapéuticos (CHEN; SWANSON, 2003; GIFFARD; SWANSON, 2005; SOFRONIEW, 2005;
TRENDELENBURG; DIRNAGL, 2005). Entretanto, sdo necessarios mais estudos para

agregar o conhecimento acerca das diferentes facetas do astrocito apos a HIC.
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CONCLUSAO
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- O modelo de hemorragia intracerebral induzida por colagenase provocou:

I. Déficits sensorio-motores condizentes com o volume da lesdo em todos os periodos

analisados.

II. Aumento da secrecao e expressao de S100B (soro, LE, estriado e cortex) e conteudo da

proteina GFAP (estriado e cortex).

II1. Redugdo de neurdnios e aumento de células apoptdticas (estriado) e gliais (estriado e

cortex).

IV. Alteracdo do estado redox com aumento do estresse oxidativo e moléculas

antioxidantes endogenas (estriado).
V. Aumento dos niveis de TNF-a 6h apds o dano (estriado).
VI. Reducio da atividade da glutamina sintetase nos tempos de 24h e 7 dias (GS).

VII. Redugdo da funcdo astrocitaria de captacdo de glutamato 6h apds a lesdo e aumento 7

dias (estriado).
Os dados obtidos nesta tese nos permitem concluir que:

A HIC provoca alteragdes comportamentais, histoldgicas e celulares condizentes com o
estado patologico observado clinicamente. A S100B mostrou-se mais uma vez um excelente
biomarcador de lesdo hemorragica, além disso, atuou de forma distinta entre as regides
encefélicas, interagindo com as células microgliais e astrocitarias, influenciando no resultado
funcional. O estresse oxidativo e o aumento de defesas antioxidantes apds a HIC estdo
relacionados com as alteragdes da fungdo astrocitaria. Os eventos apos a HIC sdo de alta
complexidade, revelando interacdes celulares importantes, regido dependente, que podem

contribuir para futuras estratégias terapéuticas.
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1) Investigar o papel de estruturas relacionadas ao astrocito que podem contribuir para a

excitotoxicidade glutamatérgica apods a HIC;
2) Pesquisar o papel de estruturas relacionadas com o edema encefalico na HIC;

3) Verificar o efeito de farmacos sobre os resultados funcionais, histoldgicos e bioquimicos

na HIC.
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Abstract

S100B is a Ca2+-binding protein implicated in many neurological disorders and used as
a brain injury biomarker, thus considered a potential target for neuroprotection. However,
its involvement in intracerebral hemorrhage (ICH) progression remains unknown. To
address this issue, male Wistar rats aged 3 month were submitted to collagenase induced-
ICH and after 6h, 24h, 72h and 7 days post-ICH brain structures (striatum and cortex) and
peripheral fluids (CSF and serum) were analyzed. Behavioral impairments and
histological evaluation were assessed at 24h, 72h and 7 days post-ICH. Neurological
score, grasping and cylinder tests were used as behavioral endpoints and lesion volume
was assessed using hematoxilin-eosin staining. Temporal profile of S1I00B expression in
the brain and fluids were assessed by ELISA assay, as well as GFAP expression in
striatum and cortex. Percentage of astrocyte, macrophage/microglial and S100B+ cells
were analyzed by flow cytometry in striatum and cortex, and MAP2 and caspase-3 were
assessed in striatum to measure the effectiveness of hemorrhagic lesion. The overall
results demonstrate that after ICH: (1) there was persistent behavioral impairments and
histological damage (2); a rapid and acute increase of S100B secretion and a delayed
increase of S100B in striatum and cortex happened (3); ICH animals displayed sustained
neuronal death, increased apoptotic cells, reactive astrogliosis, microglial recruitment and
increased S100B positive cells in striatum and cortex (4); acute microglial response and
a similar pattern of reactive astrogliosis and increase of S100B positive cells in cortex
(5); S100B in striatum and cortex appeared to interact each other and influence microglial
and astrocyte responses affecting behavioral outcome. We, thus suggest S100B contribute

significantly to ICH progression influencing microglial and astrocyte responses.

Key Words: hemorrhagic stroke; S100B; inflammation; cellular responses.
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Introduction

Intracerebral hemorrhage (ICH) is a devastating stroke subtype, with high
mortality and morbidity rates (Andres et al., 2008; Broderick et al., 2007; Mayer and
Rincon, 2005). Although several efforts have been done to elucidate ICH mechanisms of
injury and repair, it remains a disease in need of better treatment (Fiorella et al., 2015).
Thus, identifying potential targets to provide an effective neuroprotection remains a major
goal in the field of neurosciences (Sangha and Gonzales, 2011).

Astrocytes express S100B, a Ca**-binding protein that modulates intracellular and
extracellular actions. Several studies have shown that S100B activates biochemical
processes that lead to either pro-survival effects or cell death, depending on its
concentration (Adami et al., 2001; Bianchi et al., 2010; Sorci et al., 2010). It is widely
known that dynamics of cytoskeleton proteins, reactive astrogliosis, cell proliferation and
differentiation can be linked with S100B expression (Villarreal et al., 2014). Additionally,
S100B can act as an important signal for other elements in the neurovascular unit. For
example, the secreted S100B exerts paracrine effects on neurons, microglia (Heizmann,
1999) and endothelial cells (Donato, 2007) as well as autocrine effects on astrocytes
(Heizmann, 1999; Rothermundet et al., 2003). Previous reports have suggested a biphasic
role of inflammatory responses in injury and repair after ischemic stroke (Hayakawa et
al., 2010; Maki et al.,, 2013) which may be modulated by S100B (Donato, 2001;
Rothermundt et al., 2003). Furthermore, in vitro experiments have found that S100B
efflux is increased by cellular stretching, an effect that is independent of de novo S100B
protein synthesis (Davey et al., 2001; Ellis et al., 2007; Gerlach et al., 2006; Pinto et al.,
2000). However, some studies have shown that S100B could activate innate immune
system like as damage-associated molecular pattern (DAMP) factor contributing for the

injury progression (Bianchi et al., 2011; Sorci et al., 2010).
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Cerebrospinal fluid (CSF) and serum levels of S100B, released from glial cells,
has been described as a promising biomarker of brain damage (Lynch et al., 2004; Tanaka
etal., 2009) displaying an pronounce acute increase after mild and moderate brain damage
and a sustained increase after severe CNS injury (Worthmann et al., 2010). This protein
levels may be associated with diagnosis and prognosis of several neurological diseases,
such as ischemic stroke and traumatic brain injury (Rothermundt et al., 2003). However,
to the best of our knowledge, there are no previous studies evaluating S100B expression
profile and its pathological interactions during the ICH progression.

Present study was designed to assess the temporal profile of S100B expression in
the brain and fluids (CSF and serum) after a experimental hemorrhagic stroke in the rat
(Mestriner et al., 2011; G. A. Rosenberg et al., 1990), as well as its interaction with cell
survival rate of neurons, astrocytes and microglia, glial fibrillary acidify protein (GFAP)
expression pattern, behavioral deficits and lesion volume.

The working hypothesis is that hemorrhagic stroke will produce a sharp increase
of S100B secretion and, thus, will contribute to the spread of inflammation after the
damage. Extracellular S100B is known to affect astrocytic, neuronal and microglial
activities and relate to the course of brain injury (Bianchi et al., 2010). Therefore, it is
conceivable that extracellular S100B will contribute to the inflammatory response after
experimental ICH.

Materials and Methods

All procedures and the experimental design were approved by the University
Ethics Committee (project number 23976), and are in accordance with the Guidelines for
Care and Use of Laboratory Animals adopted by the National Institute of Health (USA)
and with National Animal Experimentation Control Board (CONCEA). Efforts were

made to minimize animal suffering and to reduce the number of animals needed.
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Experimental design

Adult male Wistar rats (N=65) were used in the experiments. They were obtained
from a local colony at approximately 3 months of age (300-350g) and housed in groups
of 4-5 in Plexiglas cages under standard laboratory condition (12 h light/dark cycle with
lights off at 7:30 p.m. and controlled temperature in 22+2 °C). Water and standard
laboratory chow were provided ad libitum. Firstly, we evaluated the time-dependent
effect of ICH on motor behavior performance and volume lesion (n=28). Rats were
divided in 4 groups: control, 24h post-ICH, 72h post-ICH and 7 days post-ICH.
Neurological score, grasping, cylinder test and lesion volume were assessed at these same
endpoints by an investigator blinded to the experimental groups. In the second
experiment, were evaluated the S100B temporal profile and its relationship with different
covariates involved in ICH progression (n=37). All biochemical measures were analyzed
at 6h, 24h, 72h and 7 days post-ICH. For evaluate specific cell subpopulations, were
assessed the S100B+, GFAP+ and CD11+ cells in striatum and cortex. The MAP2+ and
caspase-3+ cells were assessed only in striatum as a measure of the effectiveness of
hemorrhagic lesion. As a measure of peripheral S100B expression, were analyzed CSF
and serum.

Intracerebral hemorrhage

Animals were anesthetized with 4% halothane in 30% oxygen and 70% nitrous
oxide, and maintained in a stereotaxic frame with 2% halothane for ICH surgery. A
midline incision was made in the scalp (between the Bregma and Lambda landmarks) and
a burr hole was then drilled in the skull 3.6 mm lateral to Bregma in the left side. Then, a
26-gauge needle (Hamilton, Reno, NV, USA) was inserted 6.0 mm deep into the hole and
0.2 U of bacterial collagenase type-IVs (Sigma-Aldrich, USA) diluted in 1.0 pL saline

buffer was infused into the striatum (C. L. MacLellan et al., 2006; MacLellan et al., 2008;
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G. A. Rosenberg et al., 1990; Szymanska et al., 2006) over 5 min. The needle was kept
in position for an additional 5 min period and then slowly removed to prevent backflow
(Szymanska et al., 2006). Non-injury animals were used as control for behavioral,
histological and biochemical analysis. Body temperature was maintained between 36.5
°C and 37.5 °C throughout the surgery using a self-regulating heating blanket (Letica,
Spain).
Behavioral assessment

Behavioral tests described below were performed with a sample of seven rats per
group (n=28).
Neurologic Score

Neurological score (spontaneous ipsilateral rotation and beam walk ability) was
designed to rate motor dysfunction into five degrees of increasing severity: Grade 0, 1, 2,
3, and 4. Spontaneous ipsilateral rotation was assessed with the rat being held by the tail
for 10 sec. The beam walk ability test was repeated three times for adaptation (before the
surgery) and the test was performed in a single trial at each evaluated endpoint
(Altumbabic et al., 1998; Imamura et al., 2003).
Grasping test

The grasping test was performed as previously described (Jeyasingham et al.,
2001). Briefly, animals were exposed to a rigid horizontal bar about 30 cm into the air,
which they immediately grasp with the forepaws. At this point, the tail is lowered until
the body is horizontal and the animal is pulled away from the bar with a steady pull, until
it releases the bar. The values of 3 trials were recorded at each endpoint and an average

of all readings was calculated as the grip strength score (Cabe et al., 1978).
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Asymmetrical forelimb use (cylinder test)

Animals were placed into a plexiglas cylinder (20 cm diameterx40 cm high) on a
glass tabletop and videotaped from below with an angled mirror. Spontaneous ipsilateral
and contralateral forelimb wall contacts were recorded for 2 min. The average
contralateral forelimb contacts was divided by the sum of contacts of the ipsilateral and
contralateral forelimbs and multiplied by hundred. Rats that made fewer than 12
independent wall touches were excluded (C. L. MacLellan et al., 2006; Schallert, 2006).
Histological Assessment

Animals were deeply anesthetized as routinely with xylazine (10 mg/kg) and
sodium pentobarbital (50mg/kg; Cristalia, Brazil) and injected with 1000 IU heparin
(Cristalia, Brazil). They were transcardially perfused through the left ventricle, using a
peristaltic pump (Control Company, Sao Paulo, Brazil) with 100 mL of saline solution
followed by 200 mL of fixative solution composed of 4% paraformaldehyde (PFA)
(Reagen, Rio de Janeiro, Brazil) in 0.1 M phosphate buffer (PB) pH 7.4 at room
temperature. Brains were post-fixed in PFA at room temperature for 4 hours, kept in 30%
sucrose in PBS for 3 days and then frozen in isopentane and liquid nitrogen. Coronal
sections (20 um) were obtained using a cryostat (Leica, Germany). Every 10th section
(200 um) was used for histological analysis, starting at +1.7 mm from Bregma and ending
at—4.8 mm (C. L. MacLellan et al., 2006; Paxinos and Watson, 2007). Slices were stained
with hematoxylin—eosin and the lesion volume was estimated using Scion Image J 4.0
(Scion Corporation, Frederick, MD, USA) as previously described (DeBow et al., 2003;
MacLellan and Colbourne, 2005). For histological analysis were used three to five

animals at each evaluated endpoint (24h, 72h and 7 days).
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Biochemical analysis
Flow cytometry analysis

Striatum and sensorimotor cortex were dissociated with PBS and the cells were
permeabilized with 0.1% PBS Triton X-100 for 10 min at room temperature and blocked
for 15 min with 3% normal goat serum (Sigma-Aldrich - G9023). After blocking, cells
were incubated with primary antibodies against neurons (anti-MAP2 rabbit - Sigma
Aldrich — M9942), astrocytes (anti-GFAP rabbit - Sigma Aldrich — G9269), S100B
positive cell (anti-S100B mouse - Sigma Aldrich - S2532), macrophage/microglia (anti-
CD11b mouse Millipore — CBL1512) and apoptotic cells (anti-caspase-3 rabbit Cell
signaling - 9661), at final concentration of 1:100 at room temperature for 2 h. The cells
were washed twice with PBS and incubated for 1h with IgG antibody Alexa-fluor 633
anti-rabbit and Alexa-fluor 488 anti-mouse, at final concentration of 1:200. Negative
controls (samples with the secondary antibody) were included for setting up the machine
voltages and to determine the negative region of dot plot. The emission of fluorochromes
was recorded through specific band-pass fluorescence filter: green (FL-1; 530 nm/30) and
red (FL-4; 670 nm long pass). Fluorescence emissions were collected using logarithmic
amplification. In brief, data from 10.000 events (intact cells) were acquired and the
number of cells was determined after exclusion of debris events from data set. The
number of cells in each quadrant was computed and the proportion of cells stained with
GFAP, MAP2, CDI11b, S100B and caspase 3, separately, were expressed as percentage
of positive labeled cells (Heimfarth et al., 2012). All flow citometric acquisitions and
analyses were performed using FACS Calibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) and Flow Jo software (Weis et al., 2012). At each endpoint, were used a sample

ranging from four to ten animals.
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ELISA Assays

Protein was measured by Lowry’s method, as modified by Peterson, using bovine
serum albumin as a standard (Peterson, 1977). For Elisa assays, described below, were
used a sample ranging from five to eight rats at each endpoint.
Brain tissue and CSF and serum samples

Rats were deeply anaesthetized as routinely (Xylazine and sodium pentobarbital)
(10 and 50 mg/kg, i.p., respectively) and placed in a stereotaxic apparatus. Then, the
cerebrospinal fluid CSF was obtained by puncture of the cisterna magna using an insulin
syringe. A maximum volume of 30 pL was collected over a 3-min period to minimize
risk of brain stem damage. Serum samples of approximately 1mL of blood were obtained
via cardiac puncture. Then, the samples were centrifuged and the supernatant removed.
Serum and cerebrospinal fluid samples were frozen (—70 °C) until used for determination
of immunocontent of S100B. For brain tissue samples, rats were decapitated and the
brains removed; cortex and striatum were dissected on ice and transverse slices of 0.3
mm were obtained using a Mcillwain Tissue Chopper.
Quantification of S100B

Slices were homogenized in PBS (50 mM NaCl, 18 mM Na>HPOs, 83 mM
NaH2PO4-H2O, pH 7.4), containing 1 mM EGTA and 1 mM phenylmethyl-sulphonyl
fluoride (PMSF). The S100B content in the CSF, serum and brain tissue were measured
by ELISA, as described previously (Leite et al., 2008). Briefly, 50 ul of sample plus 50
ul of Tris buffer were incubated for 2hs on a microtiter plate that was previously coated
with monoclonal anti-S100B. Polyclonal anti-S100 was incubated for 30 min and then
peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was added for a further 30 min. The color
reaction with OPD was measured at 492 nm. The standard S100B curve ranged from 0.02

tol ng/ml. Results were expressed as ng/ul and ng/ug of protein, respectively.
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Quantification of GFAP

Slices were homogenized in PBS (50 mM NaCl, 18 mM Na2HPO4, 83 mM
NaH>PO4-H>O, pH 7.4), containing 1| mM EGTA and 1 mM phenylmethyl-sulphonyl
fluoride (PMSF). GFAP content was measured by ELISA, as described previously
(Tramontina et al., 2007). GFAP assay was carried out by coating the samples with 100.
1L containing 70.ug of protein for overnight at 4°C. Incubation with a polyclonal anti-
GFAP from rabbit for 2hs was followed by incubation with a secondary antibody
conjugated with peroxidase for 1h, at room temperature. The color reaction with OPD
was measured at 492 nm. The standard GFAP curve ranged from 0.1 to 10 ng/mL. Results
were expressed as ng/mg.
Statistical Analysis

One-way ANOVA was applied to determine the effects of ICH on behavioral
tests, histological measurements, SI00B and GFAP protein expression levels and
percentage, MAP2, CD11b and caspase-3 percentage. Group differences were determined
using Duncan post hoc tests. Analysis of covariance (ANCOVA) was used to evaluate
the influence of S100B on behavioral, histological and biochemical parameters. All
variables were expressed as mean =+ standard error of the mean (SEM). Differences were
considered significant when P<0.05 SPSS 19.0 (Statistical Package for the Social
Sciences, Inc., Chicago, USA) was used for data analysis.
Results
Behavioral changes after ICH

All ICH animals behaved as expected after surgery; including vigorous
contralateral forelimb adduction, as well as spontaneous rotation towards the contralateral
hemisphere when held by the tail (MacLellan et al., 2006; Mestriner et al., 2011;

Rosenberg et al., 1990). Furthermore, these findings were in agreement with significant
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motor dysfunction, assessed by behavioral tests at all endpoints (24h, 72h and 7 days pos-
ICH), as follow.
Neurological score

As showed in Fig. 1A, all rats showed moderate to severe spontaneous ipsilateral
rotations and reduced beam walk ability at 24h, 72h and 7 days after ICH, indicating
sustained motor dysfunction (F341y=269.79 P<0.0001). However, the degree of
neurological impairment was higher in the earlier endpoints: 24h (6.57+0.20) vs 72h
(5.71£0.18) post-ICH P<0.05; 24h (6.57+0.20) vs 7 days (4.71£0.18) post-ICH P<0.05;
72h (5.71+0.18) vs 7 days (4.71£0.18) post-ICH P<0.05. All injured groups were
different from control animals (P<0.05).

Grasping test

Animals that underwent ICH surgery did not recover forelimb strength
(F3,41=44.63; P<0.0001). Injured rats had a clear reduction as compared with control rats
(1050.42g +£29.02) at 24h post-ICH (428.57g+40.43 P<0.05), 72h post-ICH
(633.81g+55.77 P<0.05) and 7 days post-ICH (675.28g+65.05 P<0.05). Differences were
also found at 24h post-ICH (428.57g+40.43 P<0.05) compared to 72h (633.81g+55.77
P<0.05) and 7 days post-ICH (675.28g+65.05 P<0.05) (Fig. 1B).

Asymmetrical forelimb use (cylinder test)

Analysis of cylinder test data revealed significant impairment in contralateral
forelimb use after hemorrhagic lesion of left striatum (F3 41y=36.32 P<0.0001). There was
an evident asymmetry in forelimb use at 24h post-ICH (25.00%=+0.04 P<0.05), 72h post-
ICH (23.71%+0.03 P<0.05) and 7 days post-ICH (22.57%=+0.03 P<0.05) as compared
with control animals (49.70%=0.01). No additional differences were found (P>0.05) (Fig.

10).
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Figure 1. Behavioral effects of ICH at different post-lesion timepoints in ipsilesional striatum on
neurological score (A) grasping test (B) and cylinder test (C). Data are expressed as mean + SE. * Different
from non-lesion group and ** different from all endpoints, P<0.05 (One-Way ANOVA followed by Duncan

post hoc test).

Volume of ICH injury

Collagenase injection into dorsolateral striatum produced a significant brain injury
(Fig. 2A), evidenced by lesion volume (F;323=26.94 P<0.0001). At 24h post-ICH, the
hematoma and edema compressed the adjacent parenchyma leading to an apparently
increased volume of the damaged hemisphere (Fig. 2B). We evidenced a reduction in
lesion volume at 7 days post-ICH (24.14mm>+5.47) in comparison to 24h post-ICH
(62.69mm>+2.57 P<0.05) and 72h post-ICH (40.36mm>+11.59 P<0.05) groups. These
findings suggest a reduction of hematoma and edema during the progression of ICH.

Moreover, all injured rats were different from control animals (P<0.05).
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Figure 2. Injury volume after ICH at different post-lesion time points in ipsilesional striatum (A)
representative image of ICH progression (B). Data are expressed as mean = SE. * Different from control
group and ** different from control and post-ICH groups, P<0.05 (One-Way ANOVA followed by Duncan

post hoc test).
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S100B secretion during ICH development

One way ANOVA demonstrated a significant main effect of ICH on S100B
content in serum (F29=20.80 P<0.0001) and CSF (Fu31)=11.24 P<0.0001). Pos hoc
analysis showed significant increase in S100B serum levels 6h post-ICH (6.12ng/ul+0.90
P<0.05) related to control animals (2.74ng/ul+0.47), 24h (0.91ng/ul+0.12 P<0.05), 72h
(1.21ng/ul+0.24 P<0.05) and 7 days post-ICH (1.00ng/ul+0.13 P<0.05) (Fig. 3A).
Similarly, analysis of pos hoc Duncan test showed significant increase in S100B CSF
levels 6h post-ICH (127.36ng/ul+22.75 P<0.05) related to non-injured animals
(28.80ng/ul+14.10), 24h (52.23ng/ul+8.02 P<0.05), 72h (24.86ng/ul+4.69 P<0.05) and 7

days post-ICH (31.18ng/ul+4.54 P<0.05) (Fig. 3B).
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Figure 3. S100B expression on ICH in different post-lesion time points in ipsilesional striatum in serum
(A) CSF (B). Data are expressed as mean + SE. * Different from control group and ** different from all
groups, P<0.05 (One-Way ANOVA followed by Duncan post hoc test).

Cellular responses

S100B Content after ICH

Striatum. One way ANOVA of S100B expression in striatum showed significant main
effect on ICH injury (Fu3s5=5.15 P<0.005). Post hoc test revealed increase S100B
expression 7 days post-ICH (1.34+0.25ng/pug P<0.05) compared to control group
(0.87ng/pg £0.13), 6h (0.65ng/ug+0.11 P<0.05), 24h (0.86ng/pg+0.15 P<0.05) and 72h

post-ICH (0.43ng/ug +£0.04 P<0.05) (Fig. 4A).

13
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Cortex. One way ANOVA of S100B on cortex showed significant differences between
groups (F,36=3.28 P<0.05). However, Duncan’s test revealed significant difference 6h
post-ICH (0.90ng/pg +£0.20) compared to control animals (0.54ng/pg £0.04 P<0.05), 24h
(0.46ng/ug+0.05 P<0.05), 72h (0.52ng/pg +£0.05 P<0.05) and 7 days post-ICH

(0.59ng/ug+0.06 P<0.05) (Fig. 4B).
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Figure 4. S100B expression on ICH in different post-lesion time points in ipsilesional striatum (A) and
cortex (B). Data are expressed as mean + SE. * Different from control group, P<0.05 (One-Way ANOVA
followed by Duncan post hoc test).

GFAP content after ICH

Striatum. One way ANOVA revealed a significant main effect of ICH in GFAP
expression on striatum (F32=4.77 P<0.005). The post hoc test demonstrated significant
increase 7 days post-ICH (45.32ng/mg+14.11 P<0.05) versus control group
(19.67ng/mg+3.01), 6h (15.67ng/mg+4.43 P<0.05), 24h (10.64ng/mg+1.39 P<0.05) and
72h post-ICH (28.36ng/mg+4.65 P<0.05), demonstrating a late reactive astrocytosis (Fig.
5A).

Cortex. One way ANOVA presented significant main effects between groups in GFAP
expression on cortex (Fu31=6.89 P<0.001). Similarly, a prominent increase at 7 days
post-ICH (40.52ng/mg+7.93 P<0.05) compared to control animals (19.12ng/mg+1.81),
6h (18.43.00ng/mg+4.72 P<0.05) and 24h post-ICH (7.00ng/mg+1.03 P<0.05) was

observed in cortex. Although, at 24h post-ICH (7.00ng/mg+1.03 P<0.05), GFAP proved

14
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reduced compared to late time points (72h post-ICH: 28.87ng/mg+3.31 P<0.05 and 7

days post-ICH: 40.52ng/mg+7.93 P<0.05) (Fig. 5B).
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Figure 5. GFAP expression on ICH in different post-lesion time point in ipsilesional striatum (A) and cortex
(B). Data are expressed as mean + SE. * Different from control group, P<0.05 (One-Way ANOV A followed
by Duncan post hoc test).

Quantification of neuronal and glial cells in striatum

Neurons. As observed in fig. 6A, the percentage of neurons (MAP2-positive) were
significantly reduced (Fu31y=30.98 P<0.0001) at 6h (1,15%+0.10 P<0.05), 24h
(3.95%+0.45 P<0.05), 72h (4.67%+0.26 P<0.05) and 7 days post-ICH (3.90%=+0.41
P<0.05) in comparison with control animals (7.73%+0.90 P<0.05). Additional
differences was seen at 6h post-ICH compared to 24h (P<0.05), 72h (P<0.05) and 7 days
post-ICH (P<0.05), suggesting an augmented sensitization of neurons 6h post-ICH due
to lesion and blood degradation effects.

Astrocytes. One way ANOVA demonstrated a significant main effect of ICH injury on
GFAP (Fu34=214.15 P<0.0001). Additionally, post hoc Duncan test in striatum revealed
an increased percentage of astrocytes cells at 24h (2.76%+0.13 P<0.05), 72h post-ICH
(4.98%=+0.12 P<0.05) and 7 days post-ICH (4.94%+0.36 P<0.05) compared to control
animals (0.85%=0.06) and 6h post-ICH (0.65+0.06). Additional differences were seen

between 24h post-ICH versus 72h post-ICH and 7 days post-ICH (P<0.05) (Fig. 6B).
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Microphages/microglia. Analysis of microglia/macrophage responses stained with
CD11b+ in striatum, demonstrated a significant main effect of ICH injury (F433)=8.60
P<0.0001). Post hoc Duncan test showed an increased microphage/microglial cells at 6h
(5.10%+0.47 P<0.05), 24h (5.56%=+0.69 P<0.05) and 72h (5.79%+0.47 P<0.05), peaking
at 7 days post-ICH (7.72%+0.38 P<0.05) compared to control group (3.32%+0.43).
Additional differences were found at 7 days post-ICH compared to 6h, 24h and 72h post-
ICH (P<0.05) (Fig. 6C).

Apoptotic cells. Analysis from flow cytometry by caspase-3 positive cells in striatum
revealed a progressive increment in the percentage of apoptosis from 24h post-ICH
(Fa,33=21.35 P<0.0001), as viewed in fig. 6D. Post hoc test revealed differences between
control animals (0.25%+0.09) and other endpoints: 24h post-ICH (1.67%=+0.10 P<0.05),
72h post-ICH (1.73%+0.20 P<0.05) and 7 days post-ICH (2.19%=+0.46 P<0.05) which is
compatible with damage development.

S100B+ cell. Effect of ICH on S100B positive cells in striatum was also observed
(Fa34=11.82 P<0.0001). Post hoc Duncan analysis revealed a pronounced increase 24h
post-ICH (4.57%+0.63 P<0.05), 72h post-ICH (3.62%=0.36 P<0.05) and 7 days post-
ICH (5.48%+0.92 P<0.05) compared to control animals (1.72%+0.78) and 6h post-ICH

(0.68%=0.08) (Fig. 6E).
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Figure 6. Percentage of astrocytic (a), neuronal (b) microglial (¢) apoptotic (d) and SI00B+ cells (e) on
ICH in different post-lesion time point in ipsilesional striatum. Data are expressed as mean + SE. * Different
from control group and ** different from all groups, P<0.05 (One-Way ANOVA followed by Duncan post

hoc test).

Quantification of glial cells in cortex

Astrocyte. As observed in fig. 7A, one way ANOV A demonstrate a significant effect of
ICH injury on percentage of astrocyte cells in cortex (Fu35=31.04 P<0.0001). Post hoc
test revealed a pronounced increase of astrocyte cells 7 days post-ICH (4.59%=+0.25
P<0.05) compared to control animals (2.71%+0.27 P<0.05), 6h (1.08%=+0.12 P<0.05),
24h (2.33%+0.36 P<0.05) and 72h post-ICH (2.63%+0.10 P<0.05). Additional
differences was observed between 6h post-ICH versus 24h (P<0.05) and 72h post-ICH
(P<0.05).

Macrophages/microglia. A significant main effect of ICH injury was also revealed in
microglial/ macrophage cells (Fu35=17.54 P<0.0001). Post hoc Duncan test
demonstrated a pronounced increase on percentage of microphage/microglial cells at 6h
post-ICH (17.53%=+1.89 P<0.05) versus control animals (10.78%=0.77), 24h post-ICH

(3.39%=+0.27 P<0.05), 72h post-ICH (6.99%+0.70 P<0.05) and 7 days post-ICH
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% GFAP+ cells

(8.85%=0.78 P<0.05). Moreover, a significant reduction on 24h post-ICH (3.39%+0.27
P<0.05) were evident compared to control animals (P<0.05) and 7 days post-ICH
(P<0.05) (Fig. 7B).

S100B+ cells. Like observed in fig. 7C, was demonstrated a significant main effect of
injury on S100B positive cells (F,33=54.40 P<0.0001). Furthermore, post hoc Duncan
test displayed a profile with increased elevation at 24h (2.70%+0.31 P<0.05), 72h post-

ICH (3.94%+0.09 P<0.05) and 7 days post-ICH (5.60%+0.42 P<0.05) compared to

*
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Figure 7. Percentage of astrocytic (a), microglial (b) and SI00B+ cells (¢) on ICH in different post-lesion
time points in ipsilesional cortex. Data are expressed as mean + SE. * Different from control group and **
different from all endpoints, P<0.05 (One-Way ANOVA followed by Duncan post hoc test).

S100B influence on behavioral and biochemical data

Interestingly, our results demonstrate a series of influences of S100B on different
parameters evaluated by analysis of covariance (ANCOVA) as a multiple regression
model. These S100B interference may be modulated by an interaction between cortico-
striatal pathway (Table 1). The results exhibit the expression of cortical SI00B probably
influencing the levels of S100B in serum (F(129)=11.46; P<0.005). Furthermore, S100B
secretion on serum influences the percentage of macrophage/microglial cells in cortex
(F(1,20=4.29 P<0.05).

At the same time, the porcentage of S100B positive cells in striatum, likewise

evidenced to affect the percentage of macrophage/microglial cells in same area

18



[ColEN o) NG TN OV RN N I

OO ONUTUIUTUIUTUIOUTUTOTUT DB DB DB DSDDWWWWWWWWWWNNNNNNONNNONNNNONNNE P PR PR
GO WNHFOW®O-JdNTPDdWNRFROW®O-JNTDWNROWOW®O-JdNTDEWNROW®OW-JOAUTBdWNROWOW-I0U D WN R, O W

(Fa,33y=6.27 P<0.05). Additionally, the percentage of S100B positive cells in cortex
exhibits an interference in GFAP expression in the same brain area (F(1,26=7.74 P<0.05)
suggesting an S100B role on reactive astrocytosis.

The expression of S100B in striatum, however, showed influence the percentage
of S100B positive cells in cortex (F(1,20=6.53 P<0.05), revealing a significant interaction
between cortex and striatum.

Furthermore, S100B expression in striatum negatively influenced the behavioral
outcome on grasping test (F,26=12,05 P<0.005). Similarly, S100B expression in cortex
were negatively related with functional pattern, assessed by cylinder test (F127=5.21
P<0.05). Overall, there is an evidence that S100B protein acts on macrophage/microglial
activation and reactive astrocytosis modulation after ICH. This role could contribute to

damage progression and neurological impairment, as we observed in the current study.

Intervenience test among variables under study - ANCOVA
51008 GFAP % CD11b % CD11b % S100B Grasping test | Cylinder test
Serum Cortex Striatum Cortex Cortex ping 4
$100B Serum NS NS NS P <0.05 NS NS NS
S100B Cortex P <0.005 NS NS NS NS NS P <0.05
S5100B Striatum NS NS NS NS P<0.01 P < 0.005 NS
% S1008B Cortex NS P<0.01 NS NS NS NS NS
% S100B Striatum NS NS P<0.01 NS NS NS NS

Table 1. S100B interactions with behavioral and biochemical results.
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Discussion

It is reported, for the first time, a time-related profile of SI00B after experimental
ICH (6h, 24h, 72h and 7 days post-ICH). This protein is a strong candidate to influence
macrophage/microglial and astrocyte cells after ICH, contributing to behavioral deficits.
A number of studies report that extracellular S100B is implicated in the pathophysiology
of brain disorders by affecting astrocytes and microglial function (Adami et al., 2001;
Hofmann et al., 1999; Villarreal et al., 2014; Yan et al., 1996). In astrocytes, S100B has
been shown to induce proliferation (Selinfreund et al., 1991), increase inducible nitric
oxide synthase (iNOS) expression, nitric oxide release, interleukin 1-beta (IL-1p),
interleukin 6 and TNF-a secretion (de Souza et al., 2013; Hu and Van Eldik, 1999, 1996,
Ponath et al., 2007). Similarly, in microglia, SI00B has been shown to induce pro-
inflammatory mediators and cell migration (Bianchi et al., 2011, 2010, 2007). These
observations suggest that S100B could participate in brain inflammatory response
intervening in brain injuries through astrocyte and microglia activation. These related
responses attributed to S100B, likewise, seems to occur in ICH.

In the present work, is observed an acute increase secretion of S100B in CSF and
serum (6h post-ICH), suggesting this protein could be secreted by activated glial cells,
leading to high levels of this protein in the extracellular space contributing to neuronal
survival and/or death. Several studies have shown S100B is early detectable in CSF and
serum after different brain damage reflecting blood-brain-barrier dysfunction and
neuronal damage. S100B high concentration also reach the bloodstream contributing to
increase the neurological impairment (Marchi et al., 2003; Michetti et al., 2012;
Rothermundt et al., 2003). In agreement, the transient elevation of S100B in serum 6hs
after ICH induction significantly correlates with brain edema progression and severity of

hematoma volume (Tanaka et al., 2009). Clinically, the levels of CSF and serum of S100B
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after spontaneous onset of ICH seems to be related with functional outcome. It is largely
known that increases in peripheral S100B reflect brain injury and serum S100B levels
may be useful as a biomarker for evaluating the prognosis of ICH (Huang et al., 2010),
which is in accordance with our study. On the other hand, at nanomolar concentrations,
S100B likewise, act as neuroprotective and neurotrophic factor (Huttunen et al., 2000;
Kleindienst et al., 2007, 2005; Rickmann et al., 1995) in an attempt to reorganize the
damage microenvironment.

Interestingly, it was observed that acute increase of the levels of S100B in serum
at 6 hours post-ICH may influence on later S100B expression and early
macrophage/microglial density, both in cerebral cortex, however, the reason for this
relationship is not completely understood. A possibility is focused on thrombin levels
after ICH. A previous study has shown thrombin, released from hematoma, induce the
up-regulation of S100B and excitotoxicity (Shirakawa, 2012). Additionally, were shown
S100B could act as a regulator of microglial cell functions and, indirectly, in the
inflammatory response after injury. Acting as an intracellular regulator and an
extracellular signal, S100B might control astrocytic, neuronal and microglial activities,
in part, via engagement of receptor for advanced glycation end products (RAGE)
(Donato, 2001; Van Eldik and Wainwright, 2003). Binding to RAGE, S100B in microglia
causes nuclear factor kappa B (NF-kB) activation resulting in up-regulation of COX-2
(Shanmugam et al., 2003), a key enzyme in the inflammatory response (Minghetti, 2004).
From this standpoint, SIO0B in cortex and in striatum seems to contribute acutely to
initiate and perpetuate immune responses linked to microglia and inflammation.

S100B positive cells demonstrate to influence GFAP expression in cortex at 7
days post-ICH, suggesting S100B can induce an astroglial reactive phenotype. In

astrocytes, recombinant S100B have been shown to induce proliferation (Selinfreund et
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al., 1991), astrocytic stellation, facilitate the astroglial invasion of an artificial wound
thus, being able to induce morphological features of reactive astrocytes (Villarreal et al.,
2014).

This is the first study showing that S100B in striatum could influence negatively
in forelimb strength, as observed at all assessed endpoints. Similarly, S100B in cortex
could affect the gross motor ability of contralateral forelimb producing an evident
asymmetry in all analyzed endpoints. A number of pathological states and
neurodegenerative diseases induces S100B release from astrocytes and increased S100B
levels are found in CSF and serum (Rothermundt et al., 2003), which is in accordance
with our study. The association between S100B and the motor deficits thus, seems to be
feasible.

Taking together, the presented results suggest SI00B could participate in neural
survival and death, increasing microglia recruitment and modulating reactive astrogliosis
and probably the glial scar formation. These altered responses appear to be modulated by
an interaction between cortex and striatum configuring a feedforward loop mediated by
S100B promoting deleterious effects in ICH. Thus, here is exposed a temporal
relationship of S100B on local brain injury environment influencing directly or indirectly
the functional changes related to ICH.

The major advance contained in this study is that S100B influence on the
progression of ICH could behaving as an alarming signal and regulator of astrocytic and
microglial cells, perpetuating, thus, the inflammatory response and neuronal death.
Summing our present findings with the literature, it is evidenced the need to invest in
studies targeting S100B. However, future studies are needed to better understand the role

of S100B in HIC.
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Conclusions

The present study shows that S100B is useful as an ICH-damage biomarker but its
importance is not limited to that. Here we show that this protein as a significant
component of the ICH lesion, influencing astrocytic and microglial responses, contribute

with the functional impairments.
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