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Resumo

O pré-condicionamento (PC) é um fenbmeno biolégico decorrente da
exposicdo de um tecido ou érgdo a um estimulo sub-letal capaz de promover
adaptacdes teciduais que levam a uma protecdo a um evento subsequente similar.
Alguns estimulos, no entanto podem levar a uma protecdo mesmo quando a leséo
subsequente é de natureza distinta, isto € chamado de tolerancia cruzada. Estudos
experimentais vém utilizando esta estratégia para reduzir o dano provocado pelo
acidente vascular encefalico.

Com o objetivo de testar a possivel tolerdncia cruzada que o0 evento
isquémico produziria sobre a lesdo causada pela hemorragia, testamos um modelo
de pré-condicionamento cruzado induzido por 10 ou 20 minutos de oclusao bilateral
das artérias carotidas comuns sobre a hemorragia intracerebral (HIC) induzida por
colagenase tipo IV-S no estriado dorsolateral. Para tanto, utilizamos 60 ratos Wistar
machos adultos que foram divididos em 6 grupos: sham, PC10, PC20, HIC,
PC10+HIC e PC20+HIC. De acordo com o grupo, 0s animais receberam 10 ou 20
minutos de pré-condicionamento isquémico (exceto os grupos sham e HIC) e 24
horas apés foram submetidos a hemorragia intracerebral ou a cirurgia sham, onde
0S animais receberam apenas salina. Os animais foram avaliados quanto ao seu
desempenho motor através do teste do cilindro e teste da escada horizontal durante
o periodo do experimento. Vinte dias apés a inducdo da HIC, os animais foram
perfundidos e foram obtidas amostras do tecido encefélico para a avaliagcdo do
volume da lesédo e densidade Optica regional de astrocitos (GFAP+) e microglia
(CD11b). Em nossos resultados detectamos que 10 ou 20 minutos de PC foram
capazes de proteger o tecido da lesdo promovida pela HIC (p<0,05) e de reduzir a
densidade de GFAP+ (p<0,05). No entanto, ndo houve diferencas quanto ao
desempenho funcional avaliado por nossos testes, tampouco sobre a ativacao
microglial no periodo estudado.

Conjuntamente nossos resultados evidenciam que a tolerancia tecidual
induzida pelo pré-condicionamento isquémico foi capaz de promover algum grau de
protecdo no modelo de hemorragia intracerebral induzido por colagenase do tipo IV-
S, mesmo que isso nao tenha sido evidenciado no desfecho funcional avaliado por
Nnossos testes comportamentais. Além disso, os diferentes tempos de PC estudados

nao mostraram diferentes graus de protecao.



1.Introducao

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) € uma das principais causas de
morte no Brasil e apresenta a maior taxa de fatalidade na Ameérica Latina comparado
aos demais continentes (Rodriguez et al., 2006; Lotufo, 2005). A incidéncia anual de
AVE no pais € de 108 por 100 mil individuos, com uma taxa de letalidade de 31%
dos casos AVE ao ano (Minelli et al., 2007). A Hemorragia intracerebral (HIC),
associada a um pior prognostico quando comparada a isquemia, representa cerca
de 14% de todos os casos no pais (Minelli et al., 2007).

Na presenca de potenciais ameacas a homeostase celular como infeccao,
isquemia ou traumatismo, muitos organismos conseguem desenvolver mecanismos
para a auto-protecdo do tecido ao dano (ladecola, 2011). Neste contexto, o0 termo
"pré-condicionamento” descreve um processo pelo qual um estimulo potencialmente
danoso promove alteracdes teciduais que melhoram a reposta de defesa a um
estimulo subsequente. Por exemplo, um curto periodo de isquemia cerebral nao letal
para as células é capaz de reduzir o dano cerebral produzido por um insulto
isquémico letal subsequente (Gidday, 2006). Esse fendmeno, chamado de tolerancia
isquémica, foi relatado pela primeira vez in vivo em 1964 (Dahl e Balfour, 1964) e é
apropriadamente descrito pela citacdo do filésofo alemé&o Friedrich Nietzsche: "O
que ndo me destréi me faz mais forte" (ladecola et al., 2011).

Diversas vias patolégicas convergem em vias comuns de lesédo, morte celular
e reparo. Como exemplo disso, temos o fato de diferentes causas de
neurodegeneracdo como, o AVE e a doenca de Parkinson, possuirem alguns
mecanismos de lesdo comuns como inflamagéo, excitotoxicidade e apoptose. Desta

forma, os mecanismos de defesa tecidual induzidos pelo pré-condicionamento



isquémico, como a reducédo da excitotoxicidade, do estresse oxidativo, da inflamacao
e da apotose (Durukan e Tatlisumak, 2010), podem atuar de maneira relevante
sobre a hemorragia intracerebral.

Com o objetivo de melhor compreender os efeitos do pré-condicionamento
isquémico sobre a tolerancia tecidual, e pesquisar se tais efeitos poderiam ser
benéficos em um estimulo diferente do que induziu a tolerancia, testamos um

modelo de pré-condicionamento cruzado sobre a HIC induzido por colagenase.

1.1 Hemorragia Intracerebral: Aspectos Fisiopatoldgicos

A Hemorragia Intracerebral (HIC) ndo traumatica resulta da ruptura de vasos
sanguineos no parénquima cerebral, com subsequente formacdo de hematoma
levando a uma série de respostas e adaptacdes teciduais (Xi et al., 2006). Esta
lesédo é um dos principais problemas de saude publica mundial com uma incidéncia
anual de 10-30 por 100 mil habitantes, e corresponde a dois milhdes (10-15%) de
um total de 15 milhdes de AVEs no mundo a cada ano (Qureshi et al., 2009). A
prevaléncia da HIC é maior em determinadas populacdes, como negros e asiaticos
(Qureshi et al.,, 2009). As regibes do cérebro mais acometidas pela HIC sdo os
nucleos da base, o cerebelo, e o tronco encefalico (Wang et al., 2010).

Os principais fatores que levam a HIC sdo os processos degenerativos
decorrentes da hipertensdo e a angiopatia amiléide congénita (Mayer e Rincon,
2005). Os fatores secundarios que levam a HIC geralmente resultam de uma
malformacgéao vascular, neoplasia, coagulopatia, e o uso de anticoagulantes (Mayer e
Rincon, 2005; Wang et al., 2005).

A HIC pode levar a danos cerebrais primarios e secundarios. Os efeitos

imediatos da HIC como a expansdao do hematoma e 0 aumento da pressao



intracraniana levam a lesdo primaria, enquanto que os efeitos posteriores, como o
processo inflamatério, contribuem para a lesdo secundaria (Wang et al., 2010) .

A lesdo secundaria é desencadeada por uma série de eventos iniciados pela
lesdo primaria, como por exemplo, o efeito de massa, a ativacdo do sistema do
complemento e de moléculas da coagulacédo. A massa de hematoma pode aumentar
a pressao intracraniana (efeito de massa), comprimindo regides adjacentes e,
portanto, potencialmente afetando o fluxo sanguineo e levando a herniacao cerebral
(Keep et al, 2012). O grau de isquemia peri-hematoma apdés hemorragia
intracerebral ainda € controverso. A maior parte dos estudos que avaliam o fluxo
sanguineo da regido peri-hematoma sugerem que a alteracdo do fluxo sanguineo
local ndo é suficiente para promover um dano isquémico (Mayer et al.,1998; Qureshi
et al., 1999; Tanaka., 1996)

O sistema de complemento esta envolvido em reac¢des imunes incluindo a lise
celular e resposta inflamatéria, os componentes proteicos do plasma que participam
do sistema do complemento normalmente ndo penetram no cérebro, porém apos a
HIC eles conseguem atravessar o0 vaso rompido ou através da subsequente
disfuncédo da barreira hemato-encefalica (BHE) (Keep et al., 2012). Quando ativado o
sistema do complemento forma complexos de ataque a membrana (Hua et al., 2000;
Xi et al., 2001), que séo responsaveis pela lise de eritrécitos promovendo a liberacéo
da hemoglobina e do ferro resultando em dano tecidual ilustrado na figura 1. Uma
das respostas iniciais é a ativacdo de mecanismos hemostaticos para reduzir o
sangramento, onde a trombina tem um papel central. A ativacdo da trombina pode
afetar muitos tipos de células, incluindo células endoteliais cerebrais levando a
disfuncdo da barreira hemato-encefalica e formacdo de edema cerebral, (Liu et al.,

2010; Lee et al.,1997) neurbnios, astrocitos (Vaughan et al., 1995; Jiang et al.,



2002) e células microglias. Estes fatores desencadeiam uma pronunciada resposta
inflamatoria (figura 2), com ativacdo da microglia residente, astrécitos, macréfagos,
influxo de leucocitos para o encéfalo e producdo de mediadores inflamatérios como
citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, proteases, ferro e outras moléculas imuno-

ativas (Aronowski et al., 2005; Wang et al., 2007).

- f) Q Barreira Hemato-encefdlica
Eritrécitos
Vaso sanguineo \— /
l ¥

| | |
Encéfalo

@@

(2] v \)\/)/
e ol

Hemogloblina

Fagocitose por
microglia ou
macrofagos

Figura 1: Eventos decorrentes da HIC [1]Eritrdcitos [2] Fagocitose por micrdglia e macro6fagos [3] Em
decorréncia da ativagdo do sistema do complemento e/ou da deple¢do de energia a lise dos eritrécitos pode
resultar em liberacdo da hemoglobina [4] o grupamento heme da hemoglobina é degradado pela heme-
oxigenase liberando o ferro [5] Inducgéo da lesdo cerebral na HIC (Adaptado de Keep; Hua; Xi 2012)

Recentemente foi demonstrado em humanos um significativo aumento da
regulacdo tanto de genes pro-inflamatorias quanto de anti-inflamatorios no tecido
cerebral na regido adjacente a HIC (Carmichael et al., 2008). No tecido adjacente ao
hematoma, o volume do edema pode aumentar cerca de 75% nas primeiras 24h
apos o evento hemorragico (Gebel, Jauch et al., 2002), alcangcando um pico por volta

do 5° ou 6° dia, perdurando por aproximadamente 14 dias (Inaji et al., 2003; Butcher,
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et al., 2004). Ainda em relacdo a perfusdo encefalica, ha evidéncias de que o
fendbmeno de normalizacdo do fluxo ou de reperfusdo se estabeleca entre 0 2° e 0
14° dia, seguido de uma fase normalizacdo, em todas as regides encefalicas viaveis

apos esse periodo (Qureshi, et al., 2009).

Hemorragia Intracerebral ‘
|
[ I |

Isquemia ou oligoemia Lesdo mecanica em neurdnios

‘ Ativacdo da cascata de coagulacdo ‘

perihematoma e células da microglia
| i l
l I Producdo de trombina
‘ Liberacdo de glutamato ‘4— l
l T Sode IL1B e TNF Ativagdo da cascatado
— 4‘ iberacdode IL-1B e -a |_
‘ Ativaco do receptor NMDA ‘ l complemento

Influxo de Calcio | Ativacdo microglial ‘ Formacdo do ataque ao
I complexo de membrana,
‘ l Quebra de eritrécitos

- — - | Ativacdo do NFKB l | Liberagdo de MMPs | l
| Disfun¢@o mitocondrial ‘
l ‘ Liberacdo de Heme e Ferro |
Actmulo de bioprodutos Ruptura da BHE, ¢
e faléncia da bomba Infiltracdo de células PMN | Ativacdo de caspase |

| Edema citotoxico ’ | Edema vasogénico ‘

.

v

Morte celular

Figura 2: Fisiopatologia da lesdo cerebral apds hemorragia intracerebral, TNF-a, fator de necrose

tumoral alfa; IL-1p(interleucina 1 beta; NFkp, fator nuclear Kappa B; MMP, metalopreteinases da
matriz; NMDA, N-metil-D-4cido aspartico; MAC complexos de ataque a membrana; BHE, barreira

hemato-encefalica; PMN, polimorfonuclear. (Adaptada de Brunswick et al., 2012)

A HIC é uma das formas mais fatais de AVE. Quando nao leva a morte, ela
pode trazer uma seérie de incapacidades como déficits motores, sensitivos e
cognitivos, entre outros, aos individuos sobreviventes (Broderick et al, 1999). Em
40% dos casos a HIC é acompanhada de hemorragia intraventricular, o que pode

resultar em hidrocefalia aguda, aumento da presséo intracraniana e em menor



chance de recuperacao funcional aqueles que sobrevivem a esta lesdo (Mayer e
Rincon, 2005). Apesar de todos o0s mecanismos fisiopatoldégicos atualmente
descritos, ainda muito pouco € conhecido sobre a HIC, fazendo-se necessario a

busca de estratégias para o estudo desta importante doenca.

1.2 Aspectos sobre o estriado e a funcdo motora

Os déficits funcionais mais frequentes ap6s o AVE incluem a hemiparesia,
incoordenacao, hipertonia espastica do membro superior e inferior contralaterais a
lesé@o e fraqueza ipsilateral e contralateral ao hemisfério lesado independentemente
da etiologia do AVE, mas sim das regifes acometidas (Andrews e Bohannon, 2000;
Schaechter, 2004).

Os nucleos da base mantém conexdes com importantes regides encefalicas
(figura 3) como o cortex sensoério-motor e o cerebelo, participando do controle do
movimento por meio da regulacdo de impulsos neurais que auxiliam no planejamento
e na execucdo de movimentos sequenciados. De forma simplificada, as informacdes
originadas no cortex sdo transmitidas por meio do estriado, globo pélido e talamo, de
onde retornam ao cortex cerebral (Handley et al., 2009). Durante o aprendizado dos
movimentos e mesmo em movimentos aprendidos, 0os nucleos da base exercem
importante funcao relacionada a formulacdo do comportamento motor adaptativo
(Graybiel et al., 1994; Jueptner e Weiller, 1998).

Dentre os nucleos da base, o estriado (formado pelos ndcleos caudado e
putamen) atua como a porcao receptora da maioria das projecdes provenientes de
diversas regides corticais, tendo uma grande importancia na integracdo de
informacgdes necessarias a realizacdo do movimento voluntario normal e, talvez, para

0 aprendizado sensoério-motor (Brown e Sharp, 1995).



Vérias linhas de investigacdo sugerem que o estriado apresenta uma efetiva
contribuicdo para a execucao das tarefas motoras (Vanvleet et al., 2002; Karnath et
al, 2002), da orientacao espacial (Brown et al., 1989), da percepc¢do sensdério-motora
(Jeyasingham et al., 2001), da motivacdo (Cardinal et al., 2002) e da selecado dos
movimentos que compdem o gesto motor (Redgrave et al., 1999). Outra funcéo
estriatal importante é a finalizacdo de programas motores relacionados a metas, tais
como alcancar e segurar um objeto.

Nos roedores as projecdes corticais sensorio-motoras chegam até o estriado
dorsolateral e, nessa regido, um mapa somatotépico que inclui os membros
anteriores (ventrolateralmente), os membros posteriores (dorsomedialmente) e as
vibrissas (medialmente), parece estar organizado (Brown e Sharp, 1995). Esses
mesmos autores demonstraram também que a estimulacdo cortical unilateral é
capaz de induzir um aumento na atividade estriatal de modo bilateral, o que é
esperado, tendo em vista que as projecdes oriundas do coértex sensorio-motor
projetam-se bilateralmente ao estriado de roedores (Canteras et al., 1988;
McGeorge et al., 1989). Sendo assim, as alcas de retroalimentacdo corticais e
subcorticais apresentam grande importancia para o controle dos movimentos,
enviando informacdes sobre o gesto motor pretendido até os sitios de controle onde
ocorrem a correcdo, a adequacdo e o0 aperfeicoamento do mesmo, para
posteriormente reenviar essas informacdes as estruturas corticais.

Os principais modelos utilizados para estudar a hemorragia Intracerebral séo a
injecdo autologa de sangue ou o induzido por colagenase em diferentes areas do
encéfalo de roedores ou de espécies maiores como porcos. (MacLellan et al.,2010;

Kirkman et al., 2011)
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Como mencionado anteriormente, o estriado € uma das regides mais
suscetiveis a eventos hemorraricos (Wang et al., 2010) chegando a representar 50%

dos AVE hemorrégicos (Xi et al., 2006), e por esse motivo, utilizamos em nosso

estudo o modelo de HIC induzido por colagenase no estriado dorsolateral.

Figura 3: Representacdo simplificada das principais conexdes dos nucleos da base. (A) aferéncias e
eferéncias dos nudcleos da base; (B) vias estriatais direta e indireta; (C) alcas de retroalimentacdo. CPu:
estriado; AcbC: nucleo acccumbens; LGP: globo pélido lateral; MGP: globo palido medial; vl, vm, md e
pf: nlcleos ventro-lateral, ventro-medial, médio-dorsal e parafascicular do tdlamo, respectivamente; SC:
coliculo superior; SNc: substancia nigra compacta, SNr: substéncia nigra reticulada (adaptado de Gerfen,
2004).

O modelo de HIC induzido por colagenase é interessante, pois resulta em um
sangramento ativo (Rosenberg et al., 1990; Tang et al., 2004; Wang et al., 2003),
onde o hematoma se desenvolve gradualmente durante quatro a cinco horas (Wang

e Doré, 2007a) produzindo uma lesdo cerebrovascular aguda, resultando em um



sangramento espontaneo e reprodutivel em localizacdo e tamanho (Tejima et al.,
2007; Wagner, 2007; Wang and Doré, 2007b), permitindo inclusive o estudo da
expansdo do hematoma. A inducdo da HIC serd melhor explanada na secédo de

materiais e métodos.

1.3 Tolerancia induzida pelo pré-condicionamento isquémico

Quando exposto a um estimulo subletal, suficientemente capaz de promover
alteracdes ambientais, muitos organismos vivos adquirem uma tolerancia transitoria
(contraria as mudancas promovidas por um estimulo letal). Tal resposta celular é
observada em uma ampla variedade de espécies, desde bactérias até organismos
mais complexos como mamiferos, indicando que € uma funcdo essencial para as
células que necessitam sobreviver a inUmeras situacdes adversas ao longo da vida
(Kirino, 2002).

Para células e organismos que vivem em condi¢cdes aerdbicas, um longo
periodo de privacédo de oxigénio e glicose como o que ocorre no AVE pode ser fatal,
o tecido encefalico é particularmente vulneravel a periodos isquemia. Assim como
outras células, os neurénios podem adquirir uma tolerancia transitoria induzida por
um estresse precedente (Dahl e Balfour, 1964). Murry e colegas demonstraram que
quatro periodos de 4 minutos de oclusdo coronariana, cada periodo separado por 5
minutos de reperfusdo, foi capaz de promover resisténcia do miocardio a uma
isquemia subsequente de 40 minutos, reduzindo significativamente a lesdo do
miocardio (Murry, 1986). Eles chamaram este método de melhorar a tolerancia a
isquemia no tecido cardiaco de pré-condicionamento.

Sendo assim, o termo pré-condicionamento (PC) refere-se a exposi¢cado de um

tecido ou Orgdo a uma situacdo sub-letal como uma isquemia breve seguida por
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reperfusdo, que promove alteracdes nas respostas do microambiente exposto, e
guando este mesmo tecido ou 6rgdo € novamente exposto a uma situacdo similar
potencialmente letal ele apresenta uma tolerancia a este estimulo. O pré-
condicionamento isquémico e a tolerancia por ele induzida vem sendo amplamente
estudados experimentalmente no encéfalo e foram demonstrados resultados
positivos em relacdo ao aumento da sobrevivéncia em 90% dos neurbnios da CAl
no hipocampo (Deutsch et al.,, 1990), reducdo do volume do infarto em 20-60%
(Nakai et al., 2001), reducdo da permeabilidade da barreira hemato-encefalica
(Massada et al., 2001), reducdo do estresse oxidativo (Omata et al., 2002), entre
outros.

O pré-condicionamento pode gerar duas fases de tolerancia com diferentes
perfis temporais apresentando distintos mecanismos de protecdo. A tolerancia
precoce € uma protecdo de curta duracdo, que ocorre rapidamente apds o estimulo
usado para promover o pré-condicionamento e dura por aproximadamente 1 hora
(Obrenovitch, 2008). Neste processo ocorrem mudancas na atividade e
modificacdes pds-translacionais em proteinas ja sintetizadas.

Ja a tolerancia tardia, que desempenha papel principal na cerebroprotecao,
requer inducdo génica e sintese de novas proteinas, que representam respostas de
longa duracdo através de modificacbes genéticas (Nagahori et al., 1994). Esta
corresponde a um estado de tolerancia que pode ser detectada em até 24 horas
apos a inducao do pré-condicionamento, tem seu pico em 72 horas e permanece por
dias a semanas (Gidday, 2006; Stowe et al., 2011).

A tolerancia conferida apds o PC né&o protege necessariamente apenas de um
estimulo subsequente de mesma origem que o anterior. Estudos revelam que

estressores fisicos ou metabdlicos néo isquémicos podem induzir a uma tolerancia
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isquémica, este tipo de tolerancia € chamado de tolerancia-cruzada. Barbe e
colegas (1988) demonstraram que fotorreceptores da retina apresentam uma
resisténcia a exposicdo a um forte feixe de luz apés uma breve exposicédo a altas
temperaturas. Isto provavelmente se deve ao fato de que diversas vias patoldgicas
convergem em vias comuns de lesdo, morte celular e reparo. Como exemplo disso,
temos o fato de diferentes causas de neurodegeneracdo como o AVE, doenca de
Parkinson possuirem mecanismos de lesdo comuns como tais como inflamacéao,
excitotoxicidade, e apoptose. Sendo assim, o estudo dos efeitos do PC isquémico
sobre a HIC pode ser classificado como um modelo cruzado de inducdo de
tolerancia. Além disso, estudos confirmam que o PC isquémico promove tolerancia
na regiao de “penumbra” em modelos focais (Ulrich, 2009).

A aquisicdo da tolerancia contra estimulos nocivos parece requerer pelo
menos dois componentes, 0 primeiro componente € o responsavel pela deteccdo de
condicBes estressoras e de converter esta informacdo em sinais intracelulares, o
segundo componente é o efetor da tolerancia induzida. Diferentes estimulos s&o
detectados por um pequeno grupo de sensores e 0S sinais sdo gradualmente
convertidos em uma via final comum estereotipada (Kirino, 2002). Dados da
literatura sugerem gue 0os mecanismos potenciais de protecdo podem ser divididos
em duas categorias principais: (1) a defesa celular contra a isquemia parece ser
melhorada por mecanismos inerentes a células nervosas, que sdo induzidos por
modificacdes pos-translacionais de proteinas ja sintetizadas ou pela expressao de
novas proteinas. Essa sequéncia de eventos pode ser fortemente influenciada por
fatores de sobrevivéncia ou ser inibida por fatores apoptoéticos. (2) A resposta celular
ao estresse e a sintese de proteinas de estresse leva a um aumento da capacidade

de manutencdo da viabilidade celular. Essas proteinas s&o conhecidas como
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chaperonas, e sao responsaveis por auxiliar no enovelamento proteico, e
encaminham as proteinas para destruicdo, caso ndo seja possivel atingir a
configuracdo correta, este processo pode contribuir para a sobrevivéncia ou morte
celular. (Ciechanover, 2000 ; Kopito, 2000)

Acredita-se que os principais efeitos relacionados a tolerancia envolvem
diversos mecanismos de reducédo do dano celular por diminuir os efeitos deletérios
da excitotoxicidade ja demonstrado in vitro (Tauskela, et al 2001) e in vivo (Bond et
al 1999 , Wang et al., 2006), do estresse oxidativo, da disfuncdo metabdlica, da
inflamacéo e apoptose.

Os eventos iniciais da tolerancia podem envolver canais de K+ sensiveis ao
ATP via a ativacao de receptores Al de adenosina (Heurteaux, 1995). Esta hipotese
pode ser apoiada pelo fato de que antagonistas de receptores Al bloqueiam o efeito
de tolerancia a isquemia (Hiraide, 2001). Adicionalmente, ja foi demonstrado que o
PC pode conferir protecdo aos neurdnios hipocampais da CA1l por reduzir a leséo
por excitotoxicidade, por previnir a reducdo do numero de receptores GIuR2 nesta
regido (Tanaka, 2002) e por melhorar a recaptacéo de glutamato da fenda sinaptica
pelo transportador glial GLT-1 (Liu, 2011).

Mudancas no fluxo sanguineo cerebral podem contribuir para a inducéo
tolerancia (Dawson, 1999). A preservacao do fluxo sanguineo cerebral observado na
isquemia apos PC isquémico é acompanhado pela inducdo de varios genes
envolvidos na vaso regulacdo e angiogénese como o VEGF (Dirnagl, 2009), bem
como um aumento da densidade vascular 24 horas ap0s o pré-condicionamento
hipoxico em encéfalos imaturos (Gustavsson, 2007).

A regulacdo de citocinas inflamatérias também parece estar envolvida no

fendbmeno da tolerancia. Citocinas inflamatorias como Interleucina 1 (IL-1) e o Fator
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de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) sdo importantes mediadores inflamatérios e séo
expressos em situacdes de lesdo como a hemorragia cerebral. Um estudo que
investigou o papel da IL-1 na inducado da tolerancia na isquemia global, demonstrou
gue os niveis arteriais de IL-1a e IL-18 comegam a elevar-se entre 1 a 3 dias apds o
PC, os possiveis mecanismos de acdo da IL-1 incluem liberacdo de acido
araquidénico, aprimoramento da ativacdo dos receptores NMDA e estimulacdo da
oxido nitrico sintase (Huang, 2006).

O TNF-a é liberado tanto por células neuronais como gliais na presenca de
lesbes, apresentando propriedades dose-dependentes de acordo com a sua
expressdo, podendo promover dano tecidual ou ser neuroprotetor (Hanisch, 2002;
Romera et al., 2004). Trata-se de uma molécula pleiotrépica, que ativa tanto vias de
morte celular quanto de vias de sobrevivéncia (Lian et al., 2004). O TNF-a
desempenha um papel crucial na tolerancia promovida pela isquemia, uma evidéncia
de seu importante papel € que a ablacdo genética do TNF-a no tecido cardiaco foi
capaz de anular os efeitos do PC (Smith et al., 2002).

Em outro estudo, que demonstrou a importancia do componente inflamatério
na tolerancia adquirida apés o PC, através da ativacdo dos receptores toll-like 4
(TLR-4), foi observado que em camundongos knock-out para o gene (TLR-4)
apresentavam uma menor expressdo de TNF-a 18 e 24 horas apdés o PC e,
acompanhada dessa diminuicdo, apresentavam também menor cerebroprotecéo
evidenciada por uma diferenca significativa em relacéo ao volume da leséo e escore
funcional (Pradillo et al., 2009).

Outro mecanismo de cerebroprotecao relacionado ao PC é o seu efeito sobre
0 estresse oxidativo. Os atrocitos provém uma das principais defesas antioxidante

do encéfalo, fornecendo aos neurdnios substratos antioxidantes como a glutationa
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(Hertz et al., 2001, Anderson et al., 2003) que € uma das mais importante enzimas
antioxidantes no tecido nervoso (Drigen 2000). Neste sentido, a ativacao astrocitaria
observada apods o PC isquémico pode estar relacionada com a protecdo contra o
estresse oxidativo (Trendelenburg e Dirnagl, 2005).

O PC também parece promover uma reducdo da apoptose (Gidday, 2006;
Ostrowsi et al., 2007). Os mecanismos anti-apoptotico parecem envolver a liberacao
da proteina Bcl-2 (anti-apoptoética) (Shimizu et al.,, 2001), a reducdo a sintese de
caspase-3 (pro-apopotica), a ativacao de p-53 e a reducdo da liberacdo mitocondrial
do Citocromo c (Kirino,2002; Pong, 2004).

Os mecanismos envolvidos na tolerancia induzida pela isquemia ainda nao
foram completamente investigados. Além disso, diferentes mecanismos podem
estar mais ativados em diferentes modelos de pré-condicionamento (Durukan e

Tatlisumak, 2010).

1.4 Cerebroprotecao e as células gliais

Com uma melhor compreenséao do conceito de unidade neurovascular, onde a
participacdo das células gliais bem como o endotélio vascular e suas interacées com
0s neurdnios tanto em condicdes fisiolégicas quanto patolégicas (Arai et al., 2009),
0s pesquisadores tem adotado uma visdo menos neuroniocentrista e ampliada para
outros tipos celulares. Sabemos que a tolerancia celular que ocorre apos o pré-
condicionamento se reflete em todas as células e ndo apenas nos neurdnios
(Durukan e Tatlisumak, 2010). Portanto, a investigacao da participacdo de células
que participam diretamente na cerebroprotecdo mediada pelo PC, como astrécitos e

microglia, se faz necessaria.
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Os astrocitos sdo células complexas, altamente diferenciadas e que
contribuem de forma esséncial em inumeras funcdes do sistema nervoso central
(SNC) (Penky et al., 2005) incluindo: na recaptacédo de neurotransmissores (Sattler
et al., 2006), tamponamento de ions e manutencdo da homeostase (Seifert et al.,
2006; Simard et al., 2004), participam na regulacdo do fluxo sanguineo cerebral
(Gordon et al., 2007), controle do metabolismo energético (Brown et al., 2004, 2007;
Pellerin et al., 2007) na manutencdo da barreira hemato-enceféalica (BHE) (Abbot et
al.,2006; Ballabh et al., 2004) na defesa antioxidante através da glutationa (Drigen et
al., 2000; Drigen et al., 2002), e participam na transmissao sinaptica (Halassa et al.,
2007, Nedergaaed et al., 2003; Perea et al., 2009).

Além de desempenhar todas essas funcdes, em situacdes patolégicas como o
AVE, os astrocitos respondem a tal lesdo, por um processo conhecido como
astrogliose reativa. As funcées e mecanismos da astrogliose reativa e a formacéo da
cicatriz glial estdo sendo gradualmente elucidadas ao longo dos anos (Sofroniew et
al., 2009). Com base em um amplo conjunto de dados experimentais, uma definicao
de astrogliose foi recentemente proposta e abrange 4 fatores chave: () a astrogliose
reativa consiste em um espectro de alteracdes moleculares, celulares e funcionais
nos astrocitos, que ocorrem em resposta a todas as formas de lesbes e doencas do
SNC, incluindo perturbacdes sutis; (I) as mudancas sofridas pelos astrocitos
reativos variam de acordo com a natureza e a gravidade da lesdo por meio de
alteracOes progressivas e graduais na expressao molecular, hipertrofia celular
progressiva e em casos graves, proliferacdo e formacdo da cicatriz glial; (lll) as
mudancas da astrogliose reativa sdo reguladas em um contexto especifico via
sinalizacao inter e intracelular; (IV) as mudancas ocorridas durante a astrogliose

reativa tém o potencial de alterar a atividade astrocitaria, tanto via ganho quanto
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perda de funcbes que podem impactar de forma positiva ou negativa sobre as
células neurais e ndo neurais (Sofroniew et al., 2009).

De acordo com esta definicho, a astrogliose reativa ndo pode ser
caracterizada como uma resposta “tudo ou nada”, tampouco como um processo
anico e uniforme. Sendo assim, a astrogliose reativa ndo deve ser encarada como
um sinénimo de cicatriz glial. Trata-se de um processo finamente graduado, que
envolve alteracdes progressivas na expressao génica e modificacdes celulares que
sdo sutilmente reguladas por mecanismos complexos de sinalizacdo celular
(Sofroniew et al., 2009). Assim, se sugere que 0s astrocitos reativos poderiam
participar da recuperacdo ap6s o AVE, possivelmente atuando no processo de
remodelamento neurovascular pés-lesdo (Hayakawa et al., 2009; Mestriner et al.,
2011).

Outro tipo celular envolvido na tolerancia celular promovida pelo PC é a
microglia. As células microgliais sdo macréfagos do sistema nervoso e como células
do sistema imune, podem detectar e reagir a infec¢Bes, traumas, isquemia,
degeneracdo ou qualquer alteracdo na homeostasia do tecido nervoso (Béchade et
al., 2013), podendo mudar seu estado de atividade dependendo das condi¢cbes
envolvidas. Em condi¢cdes normais a microglia é caracterizada por um pequeno
corpo celular com processos finos e ramificados e baixa expresséo de antigenos de
superficie (Kreutzberg, 1996). Nestas condi¢des ela é referida por alguns autores
como em “repouso”. No entanto estudos de imagem in vivo demonstraram que 0S
processos celulares microgliais estdo constantemente em movimento, monitorando o
ambiente (Davalos, 2005; Nimmerjahn et al., 2005).

Na presenca de lesGes encefalicas como o AVE, a microglia sofre uma

7

modificacdo, também chamada de ativacdo, onde a sua morfologia € alterada,
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ocorre proliferacdo, liberacdo de moléculas pro-inflamatérias e aumento da
expressdo antigenos de superficie (Hanisch et al., 2007; Melchior et al., 2006). Em
sua conformacdo ativada, a microglia pode ter um papel dual, podendo
desempenhar um papel neuroprotetor ou neurotoxico. Acredita-se que ela possa
promover a regeneracdo, através da liberacdo de fatores de crescimento e da
modulacdo da resposta imune (Melchior et al., 2006; Streit et al., 2002). Por outro
lado evidéncias sugerem que a microglia ativada juntamente com
leucdcitos/macréfagos e astrécitos sdo os maiores mediadores de dano secundario
ap6s a HIC baseado no local de liberacdo das citocinas, quimiocinas,
prostaglandinas, proteinases, e outras moléculas imunolégicas (Aronowski et al,
2005). O efeito global, porém, depende das condi¢cdes patoldgicas e da severidade

da lesado cerebral (Wang, 2010).
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2. Hipotese

Nossa hipétese de trabalho € que o pré-condicionamento isquémico induzido pela
ocluséo bilateral das artérias cardtidas comuns durante 10 ou 20 minutos exerca
efeitos cerebroprotetores, morfoldgicos e funcionais no modelo de hemorragia

intracerebral induzida por colagenase do tipo IV-S.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral:

Avaliar o efeito do pré-condicionamento isquémico induzido pela ocluséo bilateral
das artérias cardtidas comuns durante 10 ou 20 minutos sobre os déficits
motores, morfologia da lesdo, expressdo de proteinas relacionadas com a
cerebroprotecdo e com o dano celular em ratos Wistar adultos submetidos a HIC

induzida por colagenase do tipo IV-S.

3.2 Objetivos especificos:
a) Verificar morfologicamente os efeitos de 10 ou 20 minutos de pré-

condicionamento isquémico sobre o volume da lesdo p6s-HIC.

b) Avaliar os efeitos de 10 ou 20 minutos de pré-condicionamento isquémico
sobre os déficits motores induzidos pela HIC por meio do teste da escada

horizontal e do teste do cilindro;

c) Avaliar o efeito de 10 ou 20 minutos de pré-condicionamento isquémico e da
HIC sobre a marcacdo de CD11lb para microglia ativada e de GFAP para

astrocitos;

d) Comparar os possiveis efeitos cerebroprotetores nos diferentes tempos do

pré-condicionamento.
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4. Materiais e Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) desta universidade sob o numero 22.248.

4.1 Desenho experimental
Foram utilizados 60 ratos Wistar, adultos provenientes do Biotério do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com 90
dias de vida ao inicio dos experimentos. Os animais permaneceram em grupos de no
maximo cinco, em caixas de Plexiglass sob condigcbes padrdo (ciclo de 12 h
claro/escuro) e controle da temperatura (21 + 2° C). Agua e comida foram fornecidas
a vontade.
Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais:
- 10 minutos PC isquémico e a hemorragia intracerebral PC10’ + HIC (n=10),
- 20 minutos PC isquémico e a hemorragia intracerebral PC20’ +HIC (n=10),
- 10 minutos PC isquémico e veiculo PC10’ (n=10),
- 20 minutos PC isquémico e veiculo PC20’ (n=10),
- Hemorragia intracerebral HIC (n=10),

- Sham (n=10).

Os procedimentos cirargicos que incluem o PC isquémico e a inducao da HIC foram
realizados em trés etapas:

1) No primeiro dia foi realizada a dissecacdo e o isolamento das carotidas com um
fio de sutura (sem obstrucdo do fluxo sanguineo) com o objetivo de facilitar a
exposicdo das cardtidas no momento do pré-condicionamento isquémico;

2) No segundo dia foi realizado o PC, onde as carétidas foram reexpostas e ocluidas
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com clip cirargico durante 20 minutos nos animais dos grupos PC20’ + HIC e PC20’
e por 10 minutos nos animais dos grupos PC10 + HIC e PC10’,

3) Decorridas 24 horas da inducdo do pré-condicionamento isquémico, foi realizada
a inducao da HIC nos grupos HIC, PC10’ + HIC e PC20’ + HIC e administragao de
veiculo nos demais grupos.

Previamente a cirurgia os animais foram treinados por trés dias no teste da
escada horizontal, e posteriormente passaram por uma avaliacdo pré-operatoria
(cilindro e escada horizontal), no 3°dia p6s operatério (PO) foram submetidos a
avaliacdo pos-operatoria e posteriormente 3 reavaliaces foram realizadas a cada 5
dias, e no 20° dia as amostras foram retiradas apds perfusdo transcardiaca para
posterior analise.

O teste do cilindro foi realizado apenas no pré-operatério, no 3°PO e na
reavaliacdo 3 para evitar repetidas exposicfes do animal ao teste resultando em

reducado da exploracéo.

Desta forma temos um desenho experimental delineado abaixo:

Tl FC
Adaptacao : ¢ ll

3 dias 24 h 24 h 3 dias 5 dias 5 dias 5 dias

20

Reaval.1 Reaval.2 Reaval.3

Escada Escada Escada Escada Escada
horizontal horizontal horizontal horizontal horizontal

Figura 4: Desenho experimental
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4.2 Modelo de pré-condicionamento isquémico global
O modelo de pré-condicionamento utilizado no presente trabalho € um modelo
de isquemia global transitéria por oclusédo de dois vasos (Cechetti et al, 2010). As
artérias carotidas originam-se de uma ramificacdo da artéria aorta em um tronco
comum que se divide novamente e um uma porcdo interna e externa, onde a
primeira da origem as artérias cerebral média e cerebral anterior (Figura 5), que sdo
responsaveis pela irrigacdo da porcao anterolateral do encéfalo e se comunicam
com outas regifes através de artérias comunicantes formando o circulo de Willis
(Grey H., 2000).
Antéria
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anterior

Artéria
cerebral
anterior

Artéria

cerebral
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Figura 5: Imagem ilustrativa do circulo de Willis. A) Artéria carétida interna B) Artéria cerebral média
(Adaptado de Grey H., 2000)
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A oclusédo das artérias carétidas leva a uma reducéo significativa do fluxo
sanguineo em regides irrigadas pela artéria cerebral média, como o estriado (Smith
et al., 1984) e o hipocampo (Dowden, 1999). Tal reducdo é capaz de promover a
ativacdo de mecanismos celulares de protecdo como a ativacdo da microglia
residente (A"braha’m, 2000), porém sem levar a danos histolégicos detectaveis
(Nagahori et al.,, 1994). Mostrando-se uma opcdo eficaz de modelo de pré-
condicionameto isquémico.

A inducdo do PC foi dividido em dos momentos, no dia anterior ao PC os
animais foram anestesiados com isoflurano( 4%) e mantidos com halotano ( 1,5% a
2%,) utilizando-se um aparato de anestesia inalatéria (Narcosul). Apoés
profundamente anestesiados, foram colocados em posicéo dorsal para um melhor
acesso a regido do pescoco e apos a regido ter sido devidamente tricotomizada e
limpa com alcool iodado, os animais sofreram uma incisdo na linha média do
pescoco, as artérias carétidas foram entéo localizadas, expostas e isoladas com um
fio de sutura que foi colocado de forma a nao interromper o fluxo sanguineo das
mesmas. ApOs o procedimento, a incisdo foi fechada com um ponto. No dia
seguinte, os animais foram submetidos a clipagem (Clipe para Aneurisma
Intracraniano em liga de Cobalto Vicca) das carétidas por 10 ou 20 minutos de
acordo com o desenho experimental. Os animais ndo submetidos ao PC sofreram os

mesmos procedimentos dos demais, exceto a clipagem das carétidas.

4.3 Modelo de hemorragia cerebral induzida por colagenase
A injecdo de colagenase derivada de clostridium histolyticum no parénquima
cerebral € um método bastante empregado atualmente com a finalidade de reproduzir

a HIC, em especial nos nucleos da base. Introduzido no inicio dos anos 1990,
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acredita-se que este modelo possa reproduzir experimentalmente, de modo
satisfatorio, os efeitos da HIC espontanea em humanos (Rosenberg et al., 1990).

As colagenases sdo uma familia de enzimas proteoliticas que catalisam a
hidrolise do colageno, sendo este um componente fundamental presente na
membrana basal da barreira hemato-encefélica. A injecdo de colagenase promove a
dissolucéo da matriz extracelular ao redor dos capilares cerebrais, resultando em uma
“hemorragia espontanea” no local da aplicagdo. As vantagens deste modelo incluem a
simplicidade, a reprodutibilidade dos resultados, extensdo hemorragica dose-
dependente e facil adaptacdo do modelo para aplicacdo em varias espécies animais,
incluindo ratos, camundongos e suinos. Desta forma, este modelo apresenta
relevancia clinica por promover a ruptura de pequenos vasos com baixa variabilidade
técnica, obtendo-se uma hemorragia de extensao controlada (James et al., 2007,
MacLellan et al., 2006 e 2008).

Os animais foram anestesiados com halotano (inducdo 4%, manutencao de
1,5% a 2%, em 70% de N,O e 30% de O,) utilizando-se um aparato de anestesia
inalatoria (Narcosul) e, ap6s profundamente anestesiados, foram colocados em
posicdo ventral no aparelho estereotaxico. Assim, realizou-se a tricotomia da regiao
central da calvaria do animal, a assepsia com alcool etilico e, com o auxilio de um
bisturi cirargico, uma incisdo na linha média de aproximadamente 0,5cm sobre a
pele para exposicdo O0ssea do cranio. Apds, utilizou-se uma broca odontolégica
especial (Beltec LB100) para realizar uma pequena trepanacdo que permitiu a
passagem da seringa de injecdo estereotaxica (Hamilton®, n.° 26, USA). A HIC foi
induzida no estriado esquerdo em todos os animais. Isto foi realizado por meio da
micro-injecéo de 0,2 U de colagenase tipo IV, derivada de clostridium histolyticum,

diluidas em 1pl de salina estéril, de acordo com as seguintes coordenadas
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estereotaxicas: 0.0 mm anterior ao Bregma, +3.6 mm lateral ao Bregma e -6.0 mm
ventral a partir do cranio (Paxinos e Watson, 2004). O volume foi injetado ao longo
de 5 minutos e, antes da retirada da seringa, esperou-se adicionais 2 minutos a fim
de minimizar possivel refluxo (Szymanska et al., 2006). Nos animais dos grupos
Sham, PC 10 e PC 20 foi injetado o mesmo volume do veiculo. A HIC foi realizada
mediante controle de temperatura retal através de um termémetro (Letica, Espanha),
de modo a né&o ultrapassar os limites de 36.5 a 37.5°C. Imediatamente apds a sutura
com fio de nylon cirdrgico, os animais receberam uma aplicacao topica de lidocaina
10% (Xilocaina®) e tiveram o comportamento monitorado.

AplOs a cirurgia, os animais foram examinados quanto ao sucesso do
procedimento cirdrgico e ao consequente prejuizo motor. Todos 0s animais injetados
com colagenase deveriam exibir déficit motor a direita contralateralmente ao
hemisfério lesado (DeBow, 1993; MacLellan et al., 2006), além de apresentar
rotacdo espontanea na direcdo contralateral ao hemisfério lesado quando fossem
suspensos pela cauda (Whishaw et al.,, 1986). Caso o0 comportamento acima
descrito ndo fosse evidenciado, o animal seria excluido do estudo.

A localizacdo topografica da hemorragia, a qual tipicamente inclui regido
lateral do estriado, bem como a extensdo da leséo, foi evidenciada pela avaliacédo
histoldgica utilizando-se a técnica de coloracdo por hematoxilina-eosina, como sera

descrito posteriormente.

4.4 Avaliagcdo comportamental

4.4.1 Teste da escada horizontal

O teste da escada horizontal tem sido empregado para avaliar a coordenacéo e

a habilidade na execucé&o da marcha, principalmente em estudos que envolvem danos
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ao SNC, como por exemplo, na HIC e nas alteragbes do envelhecimento,
possibilitando a avaliagdo dos erros de colocacdo dos membros que ocorrem durante
a marcha de roedores (Metz e Whishaw, 2002). O aparato para a realizacdo do
referido teste consiste em duas paredes de acrilico transparente (1 m de comprimento
por 20 cm de altura) e traves de metal (3 mm de diametro cada) que sao inseridas
inferiormente, entre as paredes, com uma distancia minima de lcm entre elas,
caracterizando, assim, a forma que confere 0 nome de escada horizontal ao teste
(Figura 6). A escada permanece elevada 30 cm do solo, existindo um reflgio escuro
para o animal ao final da sua extenséo. A largura do aparato € ajustada ao tamanho
do animal, permanecendo cerca de 1cm mais larga que o0 mesmo, de modo a evitar
gue o animal caminhe em torno de si ou vire-se no sentido contrario ao teste (Metz e
Whishaw, 2002).

A dificuldade do teste pode ser modificada pela variacdo na posicado das traves
de metal. Um padréo regular das traves permite que o animal aprenda a posicao das
mesmas ao longo de varias sessfes de treino, e dessa forma, antecipe a colocacao
dos membros. Modificando-se esse padrao regular para um padrao irregular, entre as
diferentes tentativas, prevenimos o aprendizado do animal quanto a pré-localizacéo
da distribuicdo das traves. Na forma de arranjo regular (utilizada nas sessbes de
aclimatacdo), as traves eram espacadas em intervalos de dois centimetros. Para o
padrao irregular (utilizado nas avaliagdes), as traves eram espacadas em intervalos
de um a cinco centimetros. Ao total, foram utilizadas cinco distribuicdes irregulares
diferentes, porém as mesmas distribuicbes foram empregadas para todos os animais
com a finalidade de padronizar a dificuldade do teste e aumentar a comparabilidade
dos resultados. Todas as sessOes de avaliagdao (3 trials por animal em cada

avaliacdo) foram filmadas e a mensuracdo do desempenho foi realizada por meio da
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analise do numero de erros, expressa em percentual de erros (MacLellan et al., 2006).
A padronizacdo dos movimentos que configuram erros ou acertos foi realizada
conforme escala previamente descrita, a qual, resumidamente, apresenta 7 tipos de
situacOes (6 formas de erros e 1 acerto) (Metz e Whishaw, 2002; MacLellan et al.,

2006)

6 Apoio Correto Apoio Parcial Correcdo
- ~ R |

3 Substituicio l I Substituicdo

. E 3

2 Escorregdo IeveJ Escorreg3o profundo

Figura 6: Teste da escada horizontal. (A) ilustracdo do aparato utilizado para a realizacdo do teste da
escada horizontal (adaptado de Metz e Whishaw, 2002). (B) escore de contagem de erros: 0- erro total; 1-
escorregdo profundo; 2- escorregdo leve; 3- substituicdo; 4- corregdo; 5- colocacdo parcial; 6- colocacéo

correta (acerto). (Mestriner, 2010)
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4.4.2 Teste do cilindro

O teste do cilindro visa avaliar o uso assimétrico dos membros anteriores
durante a realizacdo de uma tarefa de exploracéo e suporte corporal (Schallert et al.,
2006; Woodley et al., 2005; MacLellan et al., 2006). Para tanto, os animais foram
colocados no interior de um cilindro acrilico de 20 cm de didmetro e 40 cm de altura,
situado sobre um tampo de mesa de vidro (Figura 7). Apds, foi realizada a filmagem
de cada animal, individualmente (durante 5 minutos), através de um espelho
angulado (vista inferior do animal) de modo a possibilitar a observacdo dos
movimentos exploratorios espontaneos dos mesmos. O numero de contatos dos
membros anteriores com as paredes do cilindro, utilizadas para o suporte corporal
durante a exploracao, foi computado e os animais que nao realizassem pelo menos
12 contatos exploratérios independentes eram excluidos da andlise. Para a
realizacdo deste teste os animais ndo foram aclimatados, visto que uma maior
exploracdo por parte do animal pode tornar o0 mesmo mais fidedigno quanto aos
resultados.

A quantificacdo do uso assimétrico dos membros anteriores foi realizada com
base na analise das imagens filmadas em camera lenta e quadro por quadro (feita
por avaliador cego quanto aos grupos experimentais), sendo, posteriormente
calculado por meio da formula: ([contatos realizados com o membro anterior
ipsilateral / nUmero total dos contatos realizados com ambos 0s membros anteriores

X 100]) (Sanches et al., 2013).
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Figura 7: Teste do cilindro. (A) aparato para a realizacao do teste; (B) vista lateral de animal realizando a

exploracdo; (C) vista inferior do mesmo, utilizada para a andlise das imagens (Mestriner et al; 2011).
4.4.3 Perfuséo

Depois de finalizados os testes comportamentais, os animais foram submetidos
aos protocolos histologicos e imunoistoquimicos, como rotineiramente realizado por
uma série de estudos relacionados (Gharbawie et al., 2005; MacLellan et al., 2006;
Derksen et al., 2007). Para tanto, os animais foram profundamente anestesiados com
hidrato de cloral (30%, 10mL/Kg) pela via intra-peritonial, sendo realizado,
posteriormente, a toracotomia com exposicdo do coracdo. A seguir, foram injetadas
1000 Ul de heparina sédica (Cristalia) no ventriculo esquerdo, e por meio de uma
incisdo neste mesmo ventriculo se inseriu uma canula ligada a uma bomba de
perfusdo (Insight). Apés uma segunda incisdo, desta vez, no atrio direito, foi
perfundida, inicialmente, uma solucdo salina (150 ml), para lavagem da arvore
vascular e, posteriormente, uma solugdo fixadora (200 ml) composta de
paraformaldeido (PFA) 4% diluido em tampao fosfato (TF) 0,1 M pH 7,4. ApGs esse
procedimento, os encéfalos foram retirados por meio da abertura da calota craniana

sendo pés-fixados na mesma solugéo fixadora utilizada para a perfusdo, por mais 4
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horas a temperatura ambiente. Posteriormente, eles foram crioprotegidos pela
imersdo em sacarose 30% diluida em TF a 4°C, onde permaneceram até
submergirem. Depois de realizar a crioprotecéo, os encéfalos foram congelados em
isopentano resfriado em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até a realizacéo

das seccdes (20 um) em criostato (Leitz).

4.4.4 VVolume da lesao

Para a avaliacdo histoldgica do volume da leséo, foram selecionadas seccdes
a cada 20 ym, iniciando em Bregma +1,7 mm e terminando em Bregma -4,8 mm
(Paxinos e Watson, 2004; MacLellan et al, 2006). Os cortes foram corados com a
técnica de hematoxilia-eosina. Para tanto, os mesmos passaram pelo seguinte
protocolo: Hidratacdo em H20O destilada (3 minutos), hematoxilina de Mayer por (5
minutos), H,O destilada (3 minutos) eosina 0,5% (3 minutos), diferenciada em alcool
70% com 1% de HCL, e foi posteriormente desidratado com concentracdes
crescentes de alcool até 100%, por fim uma imersdo em xilol. Em seguida, as
laminas foram montadas e cobertas por balsamo do Canadé e laminulas.

Ao final do referido processamento histolégico, as laminas foram escaneadas
(escaner HP scanjet 2400) na resolucdo de 2400 e o volume do hemisfério foi
mensurado utilizando o software Scion Image J 4.6 (Scion Corporation, Frederick,
MD, USA) e o principio de Cavaliere foi utilizado para calcular o volume, como

previamente descrito (Gundersen et al., 1988; Sanches et al 2013).

VH =M x IS X NS, onde:

VH = volume de um hemisfério;
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M = (area total da secc¢ao coronal do hemisfério — area do ventriculo — area do dano);
IS = intervalo entre secc¢des;

NS = numero de seccoes.

4.4.5 Imunofluorescéncia

A técnica de imunofluorescéncia foi realizada utilizando-se seccbes que
continham areas de representacdo do estriado dorsolateral. Resumidamente, as
mesmas foram lavadas em PBS e, apos, bloqueadas por 30 min em uma solucao
contendo 5% de soro normal de cabra (NGS) (Sigma-Aldrich) diluidos em PBS
Triton-X a 0,4% (PBS-Tx) em temperatura ambiente. Em seguida, as secc¢des foram
incubadas por 48 horas com os anticorpos primarios (anti-GFAP 1:200, Sigma-
Aldrich) e (CD11b 1:100, Milipore) diluido em PBS-Tx e NGS e mantidas em camara
fria (4°C). Posteriormente, as seccfes foram lavadas em PBS e incubadas com o
anticorpo secundario fluorescente (1:500, anti-rabbit IgG Alexa 555 para GFAP e,
1:500, anti-mouse IgG Alexa 555 para CD11b ) diluido em PBS-Tx e NGS por 2
horas em uma sala escura (temperatura ambiente), seguida de lavagem em PBS.
Depois disso, os cortes foram montados em laminas, cobertos com meio de
montagem Fluoroshild (Sigma-Aldrich) e laminulas. Todas as amostras foram
processadas concomitantemente e incubadas durante 0 mesmo tempo médio.
Decorrido o procedimento acima descrito, utilizou-se um microscopio (Nikon) para a
visualizagdo das marcacotes fluorescentes (excitacdo no comprimento de onda 555

nm).
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4.4.6 Quantificacdo da imunofluorescéncia

Para comparar quantitativamente a marcacédo de imunofluorescéncia para as
marcacfes de GFAP e CD11b, foram utilizadas 6 imagens capturadas de cada
animal, obtidas de 3 fatias escolhidas ao acaso na borda medial da lesdo (mas
excluindo a lesdo propriamente dita, para nao alterar os resultados) para os animais
submetidos a HIC ou na regido correspondente nos animais que receberam apenas
veiculo (Figura 8). Uma area de interesse foi estipulada (3800 pm?), de 5 a 6

animais foram analisados para cada grupo.

B)

Figura 8: Imagem representativa das regides de onde foram obtidas as imagens para a avaliagdo das
marcacdes da imunofluoréscencia. A) Borda medial da lesdo hemorrégica no estriado esquerdo; B) Regido

correspondente no estriado esquerdo dos animais que receberam apenas veiculo.
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Apés a captura, as imagens foram analisadas com o programa Image J

software v.1.46 (http://rsbweb.nih.gov/ij/), onde o valor da densidade integrada por

unidade de area ou (densidade optica regional) foi obtida. Os valores das areas de
interesse de cada imagem foram utilizadas para obter a intensidade de coloragéo
média de GFAP e CD11b para cada seccéao, se utilizando da densidade integrada
(dado gerado pelo programa) / area de interesse (3800 um?), se obteve a
intensidade de fluorescéncia. Assim, se fez a média de cada seccdo e de cada

animal, para posterior analise estatistica (Jeong et al., 2012).


http://rsbweb.nih.gov/ij/
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45 Andlise estatistica

Inicialmente, a normalidade dos dados foi testada através do teste de Levene,
de modo que todas as variaveis estudadas apresentaram distribuicdo normal (p =
0,05). Apos os dados morfoldgicos e o teste do cilindro foram avaliados pela analise
de variancia (ANOVA) de duas vias, e no teste da escada horizontal os dados foram
analisados por uma (ANOVA) de duas vias de medidas repetidas. Sempre que
apropriado, o teste de compara¢@es multiplas de Duncan foi empregado em todas as
andlises realizadas. Os dados foram expressos como média * erro padréo.

O software IBM SPSS Statistics versao 19 foi utilizado para a analise dos

dados.
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5 Resultados

No presente estudo, as avaliacbes morfolégicas e comportamentais foram realizadas
por experimentadores alheios aos grupos experimentais. Quanto ao “n”, 2 animais
morreram apés a inducdo da HIC, todos os animais incluidos no estudo foram
utilizados para as analises comportamentais (n=58) estando os mesmos divididos
entre 0s grupos experimentais conforme descrito anteriormente. Para a analise

histol6gica, foram utilizados 36 encéfalos, provenientes dos mesmos animais

empregados na analise comportamental.

5.1 Volume da leséo

A verificacdo da normalidade dos dados foi realizada pelo teste Levene
(p=0,281). A ANOVA de duas vias demonstrou efeitos quanto ao fator “cirurgia” (que
inclui os niveis HIC e veiculo) (F(1,3s = 116,75; p<0,001) e também quanto ao fator
tratamento (pré-condicionamento PC10, PC20 e sem PC) (Fp34 = 2,94; p<0,01).
Para observar as diferencas entre os grupos, foi realizada uma ANOVA de uma via
seguida do post hoc de Duncan que evidenciou diferencas significativas entre os
grupos HIC e os demais grupos, assim como os grupos HIC+PC10 e HIC+PC20
foram diferentes do grupo HIC e dos grupos que receberam Sham, PC10 e PC20

(F(5,34) = 30,42; p<0,01) (Figura 9A, 9B).
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Figura 9: A) Imagem ilustrativa da lesdo nos diferentes grupos (Os que receberam veiculo foram representados pela

figura do grupo sham visto que 0s mesmos ndo apresentam lesao).

B)Volume da lesdo 20 dias ap6s a cirurgia. Grafico demonstrando o volume tecidual perdido 20 dias apés a cirurgia

em animais que receberam veiculo e HIC. * Diferenca entre o grupo HIC e os demais (p<0,001), ** diferenca entre os
grupos HIC+PC10 e HIC+PC20 e os demais (p<0,01) expresso pela média + erro padrao.
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5.2 Teste do Cilindro

No tempo pré-cirargico (dia -3) a ANOVA de duas vias (lesdo e tratamento)
evidenciou ndo haver diferencas entre 0s grupos experimentais, possuindo 0s
animais meédias de 50% de toques com o0s membros anteriores. Na primeira
avaliacdo pos-operatoria (dia +4) a ANOVA de duas vias mostrou efeito da lesdo
sobre o uso dos membros (Fu 57 = 20,31, p<0,001), onde os animais submetidos a
HIC mostraram um uso assimétrico dos membros anteriores. A analise estatistica
ndo demonstrou diferencas significativas entre os grupos no dia da reavaliacdo 3

(dia +19) (Figura 10).
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Figura 10: Uso assimétrico dos membros anteriores no teste do cilindro. * Diferenca entre 0s grupos
submetidos a HIC em comparagéo aos grupos sham, PC10 e PC20 (p<0,001) apenas na avaliagéo pos-

operatoria expresso pela média + erro padréo.
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5.3 Teste da escada horizontal

A ANOVA de medidas repetidas para o membro anterior direito (MAD)
(contralateral a injecdo estereotaxica) revelou efeitos significantes do fator “tempo”
(Fusny = 69,47 p<0,001), do fator “cirurgia” (Fus7 = 51,54 p<0,001) aléem da
interag&do entre os fatores “tempo” x “cirurgia” (Fa57) = 16,04 p<0,001), n&o havendo
efeito do PC (Fpesny = 1,49 p=0,23). Para o membro posterior direito (MPD) a
(contralateral a injecéo estereotaxica) a analise revelou efeitos significantes do fator
“tempo” (F,s7) = 13,16 p<0,001), do fator “cirurgia” (F,s7 = 27,21 p<0,001) além da
interag@o entre os fatores “tempo” x “cirurgia” (Fa,s7 = 5,13 p<0,001), ndo havendo
efeito do PC (Fps7 = 0,95 p=0,39). Em relagdo aos membros ipsilaterais ao
hemisfério lesado a ANOVA de medidas repetidas evidenciou efeito do fator “tempo”
(Fas7 = 18,53 p<0,001), do fator “cirurgia” (F(,s7 = 10,87 p<0,01) além da interacéo
entre os fatores “tempo” x “cirurgia” (Fs7) = 3,92 p<0,01), ndo havendo efeito do PC
(Fes7 = 0,86 p=0,42) para o membro anterior esquerdo (MAE), em relacdo ao
membro posterior esquerdo (MPE) ndo houve efeitos de nenhum dos fatores
avaliados. O teste de comparacdes multiplas demonstrou que os grupos HIC tiveram
mais erros na colocacdo do referido membro quando comparado com 0S grupos
sham, PC10 e PC20 (p<0,05), ndo apresentando efeitos em relacdo ao pré-
condicionamento. Nenhuma diferenca foi evidenciada em relacdo aos grupos que

receberam veiculo (Sham, PC10 e PC20) (Figura 11).
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Figura 11: Ndmero de erros totais dos membros anteriores e posteriores na escada horizontal.
A)Avaliacdo do membro anterior direito (MAD) (contralateral ao hemisfério lesado) nos diferentes
tempos avaliados; B) Avaliacdo do membro posterior direito(MPD) (contralateral ao hemisfério lesado)
nos diferentes tempos avaliados; C) Avaliacdo do membro anterior esquerdo (MAE) (ipsilateral ao
hemisfério lesado) nos diferentes tempos avaliados; D) Avaliagdo do membro posterior esquerdo(MPE)
(ipsilateral ao hemisfério lesado) nos diferentes tempos avaliados. * Diferenga entre 0s grupos submetidos

a HIC em comparagéo aos grupos sham, PC10 e PC20 (p<0,05).
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5.4.1 Densidade de astrécitos GFAP+

A ANOVA de duas vias mostrou um efeito da lesdo (F(,30 = 25,06 p<0,001),
assim como uma interagéo entre os fatores leséo e tratamento (F 30 = 3,39 p<0,05).
Como demonstrado abaixo (Figura 12). Apos, realizamos uma ANOVA de uma via
para observar a diferenca entre os grupos onde foi constada diferenca entre o grupo
HIC e os demais grupos e entre os grupos HIC+PC10 e HIC+PC20 e os demais
(Fe30 = 11,17 p<0,001). Os grupos submetidos a HIC tiveram uma maior
intensidade astrécitos GFAP+ por volume tecidual do que os grupos que receberam

apenas veiculo (p<0,001), e os grupos HIC+PC10 e HIC+PC20 foram diferentes dos

demais grupos (p<0,001).
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Figura 12: Densidade 6ptica regional de células GFAP+ no estriado dorsolateral esquerdo nos diferentes
grupos experimentais. * Diferenca entre os grupos submetidos a HIC e os que receberam veiculo. **
Diferenca entre os grupos HIC+PC10 e HIC+PC20 e os demais grupos.
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Figura 13: Imagem representativa da imunofluoréscencia para astrocitos GFAP+ dos grupos: a) sham,
b) PC10, c)PC20, d)HIC, e)HIC+PC10e f) HIC+PC20
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5.4.2 Densidade células CD11b+

A andlise da densidade Optica regional de células microgliais CD11b+
apresentou resultados significativos quanto ao fator lesdo no estriado dorsolateral
adjacente a injecdo estereotaxica por meio da ANOVA de duas vias (Fs30 =2,76
p=0,005). N&o apresentando resultados significativos quanto ao fator tratamento
nos testes de comparacdes multiplas. Como demonstrado abaixo (Figura 13), os
grupos submetidos a HIC tiveram mais células CD11b+ por volume tecidual do que

0s grupos sham, PC10 e PC20 (p=0,002).
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Figura 14: Densidade Optica regional de células CD11b+ no estriado dorsolateral esquerdo nos diferentes

grupos experimentais. * Diferenca entre os grupos submetidos a HIC e os que receberam veiculo, expresso
pela média + erro padréo.



Figura 15: Imagem ilustrativa da marcacao de células microgliais CD11b+ por imunofluoréscencia dos
grupos: a) sham, b) PC10, c)PC20, d)HIC, e)HIC+PC10e f) HIC+PC20
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6. Discussao

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do pré-condicionamento
isquémico induzido pela ocluséo bilateral das artérias carétidas comuns durante 10
ou 20 minutos sobre os déficits motores, morfologia da lesdo, expressdo de
proteinas relacionadas com a cerebroprotecdo em ratos submetidos a HIC induzida
por colagenase do tipo IV-S.

Os principais achados do presente trabalho demonstram que o pré-
condicionamento isquémico promoveu uma cerebroprotecdo capaz de reverter
parcialmente o volume da lesdo provocada pela micro injecdo de colagenase e de
reduzir a densidade Optica regional a GFAP+ em astrdcitos localizados na periferia
da lesdo hemorragica, no entanto ele nao foi capaz de promover neuroprotecdo em
nivel funcional detectavel pelos testes realizados.

Diversos estudos experimentais vém demonstrando que um breve periodo de
isquemia promove uma consideravel protecdo contra um subsequente e prolongado
periodo de isquemia. Esse fendmeno é conhecido como pré-condicionamento
isquémico, ocorrendo em varias espécies e em diversos 6rgaos incluindo o encéfalo
(Murry et al., 1986; Yadav et al., 1999; Durukan e Tatlisumak, 2010).

O PC isquémico em modelos animais de isquemia induz a uma evidente
cerebroprotecdo a uma isquemia grave subsequente (Stenzel-Poore et al., 2003). Ha
também evidéncias de que a ocorréncia de ataques isquémicos transitérios (AITS)
possa atenuar a gravidade de um AVE posterior em humanos (Weih et al., 1999;
Wegener et al., 2004; Fu et al., 2008).

Um importante achado do presente estudo é que o PC foi capaz de reduzir
parcialmente o volume da lesdo hemorragica promovida pela injecado de colagenase

IV-S. Este dado corrobora com o fato de que o PC isquémico é capaz de reduzir o
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volume da lesdo, em um estudo que utilizou um modelo de PC isquémico por
oclusdo da artéria cerebral média durante 20 minutos (Longa et al., 1989), vinte
qguatro horas antes da oclusdo permanente onde foi observado uma significativa
reducdo do volume da lesdo (57,5 %) quando comparado aos animais que nao
receberam PC (Zhao et al., 2006). Assim como em nosso estudo, eles
demonstraram também que o PC sozinho nao produziu lesao detectavel.

Outro estudo avaliou os efeitos do PC sobre o volume da leséo, mediada
pelo PC isquémico induzido por 3 minutos de oclusédo da artéria cerebral média em
ratos Wistar seguida por uma hora de oclusdo, e foi observada uma reducdo do
volume da leséo tanto no cértex como no estriado quando a janela de tempo entre o
PC e a isquemia focal foi de 24 e 48 horas, mas tal protecdo ndo ocorreu quando a
isquemia focal foi provocada 30 minutos ou 168 horas ap6s o0 pré-
concondicionamento (Puisieux et al., 2004)

Apesar da hemorragia e da isquemia possuirem diferencas fisiopatolégicas,
0S mecanismos de protecao promovidos pelo PC isquémico podem trazer beneficios
tanto para eventos isquémicos quanto para hemorragicos (He et al.,, 2012). Isso
possivelmente ocorre, pois 0s mecanismos de protecéo induzidos pelo PC isquémico
interferem em vias comuns de lesdo, como a ativacdo de moléculas inflamatorias, na
excitotoxicidade e na liberacdo de espécies reativas e oxigénio (Liu et al., 2009). A
tolerancia-cruzada ocorre quando um estimulo de uma natureza leva a protecdo
tecidual mesmo quando este tecido é exposto a um estimulo diferente, podendo ser
desencadeada por uma série de estimulos como hipdéxia (Rauca et al.,2000),
anestesia (Kitano et al., 2007), administracdo de antibiético (eritromicina) (Koerner et
al., 2007), pela realizagdo de exercicios (Dornbos et al., 2013), substancias proé-

inflamato6rias como o lipopolissacarideo (LPS) (Vartanian et al., 2011), entre outros.
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Tais estimulos diferem em sua natureza, no entanto, devido a um motivo comum
(provavelmente através da inducdo de modificagcbes genéticas), todos promovem
tolerancia tecidual (Durukan e Tatlisumak, 2010). Tais evidéncias corroboram com o
referido efeito citoprotetor observado em nosso trabalho.

Outro achado do presente estudo é que o PC promoveu uma reducéo parcial
da densidade Optica regional de astrocitos GFAP+. Os astrécitos estédo
estrategicamente localizados entre 0s vasos sanguineos e 0s neur6nios. Eles agem
como sensores para alteracdes no ambiente encefalico e reagem a tais mudancas
imediatamente por respostas gendmicas (por exemplo através da producdo de
fatores troficos) ou ndo gendmicas (por exemplo pela captacdo de ions)
(Trendelenburg e Dirnagl, 2005). Os astrocitos apresentam um papel dual na
presenca de lesdes do sistema nervoso central, podendo exercer funcdes benéficas
como a recaptacdo de neurotransmissores prevenindo a excitotoxicidade, mas
também podem ser prejudiciais a regeneracdo tecidual pela formacdo da cicatriz
glial (Sofroniew et al., 2009).

Os astrécitos parecem ter um papel chave na resposta inflamatéria encefélica
pos-AVE, por iniciar e regular tal resposta através da liberacdo de citocinas pro-
inflamatodrias e quimiocinas (Ridet et al., 1997). A astrogliose pode ser classificada
segundo a sua intensidade em leve, moderada e grave. Na primeira ndo ocorre
mudanca na arquitetura tecidual, h4 apenas o aumento da expressédo dos filamentos
intermediarios, de modo especial, a proteina glial fibrilar acida (GFAP), a vimentina e
a re-expressao de nestina pelos astrocitos reativos (Hernandez et al., 2002). Em
casos moderados pode ocorre a hipertrofia do corpo celular, mas os dominios
astrocitarios sdo mantidos e ocorre pouca ou nenhuma proliferagdo celular

(Wilhelmsson et al., 2006). J& na astrogliose reativa grave, ocorre um aumento da
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expressdo dos filamentos indermediarios, hipertrofia do corpo celular ainda mais
pronunciada, proliferacao celular e perda dos dominios celulares resultando em uma
reorganizacdo da arquitetura tecidual, o que resulta na formacdo da cicatriz
(Sofroniew et al., 2009).

Zhan e colegas recentemente demonstraram que o PC induzido por 30
minutos de hipdxia 24 horas antes de uma isquemia global transitoria, foi capaz de
promover a reducdo da expressdo de GFAP e aumento da sobrevivéncia neuronal
no hipocampo (Zhan et al., 2013) indo de encontro com os resultados encontrados
em nosso trabalho. Apesar de haver diferencas quanto as regides estudadas e
guanto a natureza do PC, acreditamos que este resultado reforce os achados de
nosso estudo. Outro estudo classico demonstrou a mesma reducéo da reatividade
astrocitaria em animais submetidos ao PC isquémico por um modelo de isquemia
global transitéria por 2 minutos em gerbilos (Kato et al., 1994).

Consideramos como positivo 0 nosso achado de que o PC no presente
estudo, foi capaz de amenizar a ativacao glial extrema. Adicionalmente, sua ativacao
apos a HIC encontrada nos grupos que receberam PC pode ser uma tentativa
endogena de reparo tecidual.

Outro tipo celular importante na mediacdo da resposta ao dano no SNC ¢é a
microglia, que também foi investigada em nosso trabalho. No entanto, vinte dias
apos a inducdo da HIC ndo houve diferenca significativa avaliada pela densidade
optica regional da marcacdo de CD11b dos grupos que foram submetido ao PC e
HIC comparados ao grupo que recebeu apenas HIC.

Abraham e Lazar demonstraram que 20 minutos de oclusdo bilateral das
artérias cardtidas comuns € capaz de promover uma importante ativacdo microglial,

(Abraham e Lazar, 2000) que pode levar a uma cerebroprotecdo. No entanto, essa
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ativacao € reduzida com o passar das horas até ser praticamente revertida 72 horas
apos. Tal achado esta de acordo com estudos que apontam para uma janela de
protecdo do PC (Kirino, 2002; Durukan e Tatlisumak, 2010). A ativacdo microglial
promovida pelo PC é importante indutor de tolerancia tecidual por ativar mediadores
inflamatérios como TNF-a, IL-1B (Wang et al.,, 2006). A reducdo da ativagéo
microglial com o passar do tempo sugere que tal ativacao € reversivel, durante um
breve periodo de isquemia leve provavelmente ndo ocorra formacédo de radicais
livres e o reestabelecimento do fluxo sanguineo resulta em recuperacdo funcional
(Abraham e Lazar, 2000).

Na presenca de lesdes graves como a HIC onde ocorre morte neuronal, as
células microgliais sdo ativadas, participam da ativacdo da resposta inflamatéria e
realizam sua funcéo de fagocitar os restos celulares (Abraham e L&zar, 2000). Como
em outros tecidos, a inflamacgédo no encéfalo pode apresentar duas faces. Enquanto
os efeitos deletérios da inflamacdo apdés o AVE sdo amplamente conhecidos, uma
visdo mais recente indica que pode ocorrer protecdo e regeneracdo ha isquemia
mediada pela inflamacao (Dirnagl, 2004). Um exemplo disso € que baixas doses de
Lipopolisacarideo (LPS), que estimula a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,
pode promover protecdo a isquemia subsequente (Vartanian et al.,, 2011).
Evidéncias indiretas indicam que certos tipos de reac¢des inflamatérias podem ser
tanto neuroprotetoras quanto neurodegenerativas de acordo com a fase da leséo e
com a intensidade da reacdo (Trendelenburg e Dirnagl, 2005). Tal resposta tem
inicio cerca de 1 hora apds a lesdo, seu pico ocorre entre 0 3° e 0 7° dia apés e
persiste por 3 a 4 semanas (Keep et al., 2012).

Recentemente foi demonstrado em um estudo que o PC hipéxico leva a uma

reducdo da ativacdo microglial, quando avaliado 7 dias apos a isquemia global
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transitéria (Zhan et al., 2013). Acreditamos que tal resultado diverge do encontrado
no presente trabalho provavelmente pelo tempo de avaliacao, visto que avaliamos a
resposta microglial 20 dias apds a HIC. Ainda em relacdo a ativacdo microglial, em
nosso estudo ndo houve efeito do PC entre os grupos que receberam apenas
veiculo. Hua e colegas demonstraram que o PC induzido por 15 minutos de ocluséo
da artéria cerebral média sozinho, promoveu uma ativacdo microglial no estriado de
ratos adultos, detectavel apés 14 dias (Hua et al., 2005).

Outro fator é a natureza da lesdo hemorragica, onde ocorre a infiltracdo de
células imunes como macréfagos, linfocitos e outras células pela ruptura do vaso
sanguineo e ndo apenas pela disfuncdo da BHE (Wang et al., 2007), de maneira
diferente da que ocorre em modelos de isquemia.

No presente estudo, ndo conseguimos detectar um protecdo promovida pelo
PC isquémico em relacédo a funcdo motora avaliada através do teste do cilindro e do
teste da escada horizontal. Entre 0s grupos que receberam veiculo ndo encontramos
diferencas significativas sobre a funcdo motora detectada através dos testes
empregados. Este dado sugere que em nosso modelo, o PC sozinho néo foi capaz
de alterar a funcdo motora. Hua e colaboradores (2005) demonstraram que 15
minutos de ocluséo da artéria cerebral média, utilizado como PC em alguns estudos
(Longa et al., 1989; He et al., 2012) é capaz de prejudicar a fungcdo motora por si so.
Tal modelo de PC é diferente do empregado neste estudo, pois a oclusdo das
carotidas, mesmo que bilateralmente, ndo leva a uma reducdo total do fluxo
sanguineo em regiées como o estriado e hipocampo (Abraham e Lazar, 2000). Isto
ocorre pela redistribuicdo do fluxo sanguineo encefélico através das artérias

comunicantes que formam o poligono de Willis (Bonnin et al., 2011).
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No teste do cilindro observamos efeito apenas do fator cirurgia na avaliacao
pos-operatoria, ndo havendo efeito do PC. E na avaliacdo final apds 20 dias, os
animas apresentaram recuperacao espontanea. Tal resposta pode ter ocorrido, pelo
grau de lesdo, pois a lesédo utilizada foi moderada e o0s animais costumam
apresentar certo grau de recuperacdo espontanea neste modelo apos algumas
semanas, em funcdo da reabsorcdo do hematoma (Mestriner et al., 2011). Além
disso, o teste do cilindro parece néao ser suficientemente sensivel para detectar sutis
diferencas no grau de lesé&o no estriado induzida pela HIC (MacLellan et al., 2006).

N&o encontramos na literatura um estudo comparavel ao nosso em relacédo ao
modelo de PC e modelo de lesédo final (HIC) que tenha avaliado o desfecho
comportamental através do teste do cilindro. No entanto, Gustavsson e colegas
(2005) realizaram um PC hipdxico em ratos jovens 24 horas antes da inducdo da
Hipoxia-isquemia e demonstraram cerebroprotecdo detectada 8 semanas apds a
leséo atraves do referido teste. Sugerindo que em lesbes maiores, tal resultado pode
ser melhor evidenciado.

A recuperacao funcional é o desfecho clinico nos estudos envolvendo o AVE
(DeBow et al, 2003). No entanto, nem sempre a preservacao tecidual ou reducéo do
namero de células mortas € acompanhada por tal desfecho. Possivelmente isso
ocorra, pelo fato do tecido permanecer viavel, mas com uma funcdo anormal (Squire
e Zola, 1996). Além disso, danos a regides distais a lesdo que resultam em
degeneracdo axonal e atrofia podem ser indetectaveis, mas contribuir para 0s
prejuizos funcionais (Corbett e Nurse, 1998).

No teste da escada horizontal, igualmente ndo detectamos protecao
promovida pelo PC. Os déficits motores evidenciados pelo niamero de erros de

colocacdo das patas cometido durante a marcha se mantiveram ao longo das
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avaliacdes, evidenciando uma interacdo entre a lesdo e o tempo para os membros
contralaterais ao hemisfério lesado. Em relacdo aos membros ipsilaterais a lesao,
observamos um aumento significativo do nimero de erros no membro anterior nas
duas primeiras avaliacbes apoOs a cirurgia. Tal achado esta de acordo com um
estudo onde os animais foram submetidos a um modelo de isquemia cerebral e
reabilitacdo motora, e o comportamento foi avaliado pelo teste da escada horizontal,
onde o autor relata que a alteracdo do desempenho motor do membro contralateral
afetou o desempenho do membro ipsilateral (Keiner et al., 2005).

Novamente ndo encontramos na literatura um estudo comparavel ao nosso
em relacdo ao modelo de PC e modelo de leséo final que tenha avaliado o desfecho
comportamental através do teste da escada horizontal. Porém outros estudos que
avaliaram os quatro membros do animal apresentaram resultados contrario aos
encontrados nesta dissertacdo. Barone e colegas (1998) demonstraram que o PC
induzido por 10 minutos de oclusdo da artéria cerebral média foi capaz de reduzir os
déficits neurolégicos promovidos pela oclusdo permanente da mesma, quando
avaliado 24 horas apds a isquemia tanto nos membros anteriores, quanto nos
membros posteriores. Os membros anteriores foram avaliados através de um escore
neurolégico baseado na observacdo de respostas motoras e 0s membros
posteriores foram avaliados através do teste de colocacao do membro posterior que
avalia a assimetria da resposta motora (Barone et al, 1993).

Um estudo que utilizou o mesmo modelo de PC empregado neste trabalho
porém, em camundongos (3 X 1 minuto com intervalo de 1 minuto de reperfusao 24
horas da isquemia final), demonstrou uma protecdo em relacdo a funcdo motora

avaliada através do teste do rota-rod (Rehni et al., 2010).
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Nossos resultados talvez possam ser explicados pela natureza da leséo.
Estudos demonstram que as diferencas entre a isquemia e a hemorragia vao além
da fisiopatologia (Xi et al., 2006), resultando em diferencas na ativagao celular (como
por exemplo, ativacdo de mecanismos hemostaticos ha hemorragia intracerebral que
nao ocorrem na isquemia) e no desfecho motor, mesmo quando comparaveis em
tamanho e localizacdo (Mestriner et al., 2013). A hemorragia intracerebral e a
isquemia poderiam ser semelhantes, a ponto do pré-condicionamento isquémico
promover uma protecao tecidual evidenciada pela reducédo do volume da leséo, no
entanto, talvez ndo seja o suficiente para promover uma protecao funcional.

No presente estudo utilizamos o modelo de hemorragia intracerebral induzido
pela colagenase do tipo IV-S, que é um dos principais modelos empregado no
estudo dessa patologia em modelos animais. Tal modelo pode ser induzido em
diversas espécies, mas 0s roedores sdo 0s mais comumente usados. Sabe-se que
os roedores sdo fundamentalmente diferentes dos humanos, possuindo uma
escassa substancia branca e uma menor taxa de células gliais por neurénio, (Wang
et al., 2010). Tais diferencas limitam a relevancia clinica de nossos achados.

O modelo de pré-condicionamento isquémico por oclusdo bilateral das
artérias carétidas comuns escolhido para a realizacdo do presente estudo mostrou-
se eficaz em reduzir o volume da lesdo e a reatividade astrocitaria, revelando-se
uma interessante ferramenta no estudo de modelos cruzados de pré-
condicionamento, pois 0 seu efeito de reducéo global temporéria do fluxo sanguineo
foi capaz de proteger contra uma lesdo focal. Adicionalmente, este modelo n&o
promoveu efeitos deletérios por si s6, pois ndo encontramos diferenca entre 0s

grupos que receberam apenas veiculo em nenhum dos parametros analisados.
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Em relacdo aos diferentes tempos de pré-condicionamento isquémico
empregados neste estudo, (10 e 20 minutos de oclusédo bilateral das artérias
carotidas), ndo foi possivel detectar diferenca entre eles em nenhum dos parametros
analisados, seja nos animais submetidos a hemorragia intracerebral, seja nos que
receberam veiculo. Este € um importante achado, que nos traz a possibilidade de
em estudos futuros utilizarmos apenas o menor tempo, a fim de causar desconforto
aos animais pelo menor tempo necessario.

Os mecanismos exatos da cerebroprotecdo mediada pelo pré-
condicionamento isquémico ainda ndo estdo completamente elucidados apesar das
diversas evidéncias encontradas ao longo das ultimas décadas tais como: regulacéo
da resposta inflamatoria (Durukan e Tatlisumak, 2010), reducédo da excitotoxicidade
(Bond et al 1999 , Wang et al., 2006), aumento da defesa antioxidante (Omata et al.,
2002), regulacéo positiva da hemoglobina (He et al., 2009), inducdo de mecanismos
anti-apoptoticos (Ostrowsi et al., 2007), entre outros.

E importante ressaltar que existem escassos estudos que utilizam o modelo
de tolerancia-cruzada isquemia/hemorragia (He et al., 2012), sendo assim, 0s
resultados do presente trabalho apresentam grande relevancia no que diz respeito
as diferencas e semelhancas entre o acidente vascular encefalico do tipo isquémico
e hemorragico.

Conjuntamente, nossos resultados evidenciam que a tolerancia tecidual
induzida pelo pré-condicionamento isquémico foi capaz de promover algum grau de
protecdo no modelo de hemorragia intracerebral induzido por colagenase do tipo IV-
S, mesmo que isso nao tenha sido evidenciado no desfecho funcional avaliado por

NOsSsos testes comportamentais.
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7. Conclusoes:

Os resultados obtidos nesta dissertacao permitem concluir que:

- O pré-condicionamento isquémico induzido por dez ou vinte minutos de ocluséo
das artérias carétidas comuns foi capaz de promover uma protecdo tecidual no
estriado dorso lateral de ratos submetidos a um modelo de hemorragia intracerebral

evidenciada pela reducdo do volume da leséao;

- O pré-condicionamento isquémico induzido por dez ou vinte minutos de ocluséo
das artérias cardtidas comuns foi capaz de promover uma reducdo da densidade
Optica regional de astrocitos GFAP+ na regido adjacente a lesdo hemorragica, no

entanto ndo foi capaz de promover alteracdes na densidade microglial;

- O pré-condicionamento isquémico induzido por dez ou vinte minutos de ocluséo
das artérias carétidas comuns ndo foi capaz de promover uma recuperacao
funcional em ratos submetidos a um modelo de hemorragia intracerebral detectavel

pelos testes comportamentais empregados;

- Nao houve diferenca entre a cerebroprotecéo conferida pelos diferentes tempos de
pré-condicionamento isquémico em ratos submetidos a hemorragia intracerebral

experimental.
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8. Perspectivas:

- Investigar os efeitos do PC isquémico sobre aspectos cognitivos de ratos

submetidos a HIC.

- Investigar os possiveis mecanismos envolvidos na cerebroprotecdo mediada pelo

modelo de tolerancia-cruzada promovido pelo PC isquémico na HIC;

- Avaliar o numero de neurénios NeuN+ sobreviventes no estriado dorsolateral de

ratos submetidos ao PC isquémico e ao modelo de HIC experimental,
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