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Resumo 

 O pré-condicionamento (PC) é um fenômeno biológico decorrente da 

exposição de um tecido ou órgão a um estímulo sub-letal capaz de promover 

adaptações teciduais que levam a uma proteção a um evento subsequente similar. 

Alguns estímulos, no entanto podem levar a uma proteção mesmo quando a lesão 

subsequente é de natureza distinta, isto é chamado de tolerância cruzada. Estudos 

experimentais vêm utilizando esta estratégia para reduzir o dano provocado pelo 

acidente vascular encefálico. 

 Com o objetivo de testar a possível tolerância cruzada que o evento 

isquêmico produziria sobre a lesão causada pela hemorragia, testamos um modelo 

de pré-condicionamento cruzado induzido por 10 ou 20 minutos de oclusão bilateral 

das artérias carótidas 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, os animais receberam 10 ou 20 

minutos de pré-condicionamento isquêmico (exceto os grupos sham e HIC) e 24 

horas após foram submetidos à hemorragia intracerebral ou a cirurgia sham, onde 

os 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 período do experimento. Vinte dias após a indução da HIC, os animais foram 

perfundidos e foram obtidas amostras do tecido encefálico para a avaliação do 

volume da lesão e densidade óptica regional de astrócitos (GFAP+) e microglia 

(CD11b). Em nossos resultados detectamos que 10 ou 20 minutos de PC foram 

capazes de proteger o tecido da lesão promovida pela HIC (p<0,05) e de reduzir a 

densidade de GFAP+ (p<0,05). No entanto, não houve diferenças quanto ao 

desempenho funcional avaliado por nossos testes, tampouco sobre a ativação 

microglial no período estudado. 

 Conjuntamente nossos resultados evidenciam que a tolerância tecidual 

induzida pelo pré-condicionamento isquêmico foi capaz de promover algum grau de 

proteção no modelo de hemorragia intracerebral induzido por colagenase do tipo IV-

S, mesmo que isso não tenha sido evidenciado no desfecho funcional avaliado por 

nossos testes comportamentais. Além disso, os diferentes tempos de PC estudados 

não mostraram diferentes graus de proteção. 
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1.Introdução 
 

  O Acidente Vascular Encefálico (AVE) é uma das principais causas de 

morte no Brasil e apresenta a maior taxa de fatalidade na América Latina comparado 

aos demais continentes (Rodriguez et al., 2006; Lotufo, 2005). A incidência anual de 

AVE no país é de 108 por 100 mil indivíduos, com uma taxa de letalidade de 31% 

dos casos AVE ao ano (Minelli et al., 2007). A Hemorragia intracerebral (HIC), 

associada a um pior prognóstico quando comparada à isquemia, representa cerca 

de 14% de todos os casos no país (Minelli et al., 2007).  

 Na presença de potenciais ameaças à homeostase celular como infecção, 

isquemia ou traumatismo, muitos organismos conseguem desenvolver mecanismos 

para a auto-proteção do tecido ao dano (Iadecola, 2011). Neste contexto, o termo 

"pré-condicionamento" descreve um processo pelo qual um estímulo potencialmente 

danoso promove alterações teciduais que melhoram a reposta de defesa a um 

estímulo subsequente. Por exemplo, um curto período de isquemia cerebral não letal 

para as células é capaz de reduzir o dano cerebral produzido por um insulto 

isquêmico letal subsequente (Gidday, 2006). Esse fenômeno, chamado de tolerância 

isquêmica, foi relatado pela primeira vez in vivo em 1964 (Dahl e Balfour, 1964) e é 

apropriadamente descrito pela citação do filósofo alemão Friedrich Nietzsche: "O 

que não me destrói me faz mais forte" (Iadecola et al., 2011). 

 Diversas vias patológicas convergem em vias comuns de lesão, morte celular 

e reparo. Como exemplo disso, temos o fato de diferentes causas de 

neurodegeneração como, o AVE e a doença de Parkinson, possuírem alguns 

mecanismos de lesão comuns como inflamação, excitotoxicidade e apoptose.  Desta 

forma, os mecanismos de defesa tecidual induzidos pelo pré-condicionamento 
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isquêmico, como a redução da excitotoxicidade, do estresse oxidativo, da inflamação 

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 

isquêmico sobre a tolerância tecidual, e pesquisar se tais efeitos poderiam ser 

benéficos em um estímulo diferente do que induziu a tolerância, testamos um 

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

 

1.1 Hemorragia Intracerebral: Aspectos Fisiopatológicos 

 A Hemorragia Intracerebral (HIC) não traumática resulta da ruptura de vasos 

sanguíneos no parênquima cerebral, com subsequente formação de hematoma 

levando a uma série de respostas e adaptações teciduais (Xi et al., 2006). Esta 

lesão é um dos principais problemas de saúde publica mundial com uma incidência 

anual de 10-30 por 100 mil habitantes, e corresponde a dois milhões (10-15%) de 

um total de 15 milhões de AVEs no mundo a cada ano (Qureshi et al., 2009). A 

prevalência da HIC é maior em determinadas populações, como negros e asiáticos 

(Qureshi et al., 2009). As regiões do cérebro mais acometidas pela HIC são os 

núcleos da base, o cerebelo, e o tronco encefálico (Wang et al., 2010). 

 Os principais fatores que levam a HIC são os processos degenerativos 

decorrentes da hipertensão e a angiopatia amilóide congênita (Mayer e Rincon, 

2005). Os fatores secundários que levam a HIC geralmente resultam de uma 

malformação vascular, neoplasia, coagulopatia, e o uso de anticoagulantes (Mayer e 

Rincon, 2005; Wang et al., 2005).  

  A HIC pode levar a danos cerebrais primários e secundários. Os efeitos 

imediatos da HIC como a expansão do hematoma e o aumento da pressão 
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intracraniana levam a lesão primária, enquanto que os efeitos posteriores, como o 

processo  inflamatório, contribuem para a lesão secundária (Wang et al.,  2010) . 

  A lesão secundária é desencadeada por uma série de eventos iniciados pela 

lesão primária, como por exemplo, o efeito de massa, a ativação do sistema do 

complemento e de moléculas da coagulação. A massa de hematoma pode aumentar 

a pressão intracraniana (efeito de massa), comprimindo regiões adjacentes e, 

portanto, potencialmente afetando o fluxo sanguíneo e levando a herniação cerebral 

(Keep et al., 2012). O grau de isquemia peri-hematoma após hemorragia 

intracerebral ainda é controverso. A maior parte dos estudos que avaliam o fluxo 

sanguíneo da região peri-hematoma sugerem que a  alteração do fluxo sanguíneo 

local não é suficiente para promover um dano isquêmico (Mayer et al.,1998; Qureshi 

et al., 1999; Tanaka., 1996) 

  O sistema de complemento está envolvido em reações imunes incluindo a lise 

celular e resposta inflamatória, os componentes proteícos do plasma que participam 

do sistema do complemento normalmente não penetram no cérebro, porém após a 

HIC eles conseguem atravessar o vaso rompido ou através da subsequente 

disfunção da barreira hemato-encefálica (BHE) (Keep et al., 2012). Quando ativado o 

sistema do complemento forma complexos de ataque à membrana (Hua et al., 2000; 

Xi et al., 2001), que são responsáveis pela lise de eritrócitos promovendo a liberação 

da hemoglobina e do ferro resultando em dano tecidual ilustrado na figura 1.  Uma 

das respostas iniciais é a ativação de mecanismos hemostáticos para reduzir o 

sangramento, onde a trombina tem um papel central. A ativação da trombina pode 

afetar muitos tipos de células, incluindo células endoteliais cerebrais levando à 

disfunção da barreira hemato-encefálica e formação de edema cerebral, (Liu et al., 

2010; Lee et al.,1997) neurônios, astrócitos  (Vaughan et al., 1995; Jiang et al., 
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2002) e células microglias. Estes fatores desencadeiam uma pronunciada resposta 

inflamatória (figura 2), com ativação da microglia residente, astrócitos, macrófagos, 

influxo de leucócitos para o encéfalo e produção de mediadores inflamatórios como 

citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, proteases, ferro e outras moléculas imuno-

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

 

Figura 1: Eventos decorrentes da HIC [1]Eritrócitos  [2] Fagocitose por micróglia e macrófagos [3] Em 

decorrência da ativação do sistema do complemento e/ou da depleção de energia a lise dos eritrócitos pode 

resultar em liberação da hemoglobina [4] o grupamento heme da hemoglobina é degradado pela heme-

oxigenase liberando o ferro [5] Indução da lesão cerebral na HIC (Adaptado de Keep; Hua; Xi 2012) 

 

 Recentemente foi demonstrado em humanos um significativo aumento da 

regulação tanto de genes pró-inflamatórias quanto de anti-inflamatórios no tecido 

cerebral na região adjacente à HIC (Carmichael et al., 2008). No tecido adjacente ao 

hematoma, o volume do edema pode aumentar cerca de 75% nas primeiras 24h 

após o evento hemorrágico (Gebel, Jauch et al., 2002), alcançando 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 relação à perfusão encefálica, há evidências de que o 

fenômeno de normalização do fluxo ou de reperfusão se estabeleça entre o 2° e o 

14° dia, seguido de uma fase normalização, em todas as regiões encefálicas viáveis 

após esse período (Qureshi, et al.,  2009).  

 

Figura 2: Fisiopatologia da lesão cerebral após hemorragia intracerebral, TNF-α, fator de necrose 

tumoral alfa; IL-1β(interleucina 1 beta; NFkβ, fator nuclear Kappa B; MMP, metalopreteinases da 

matriz; NMDA, N-metil-D-ácido aspártico; MAC complexos de ataque a membrana; BHE, barreira 

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

 

  A HIC é uma das formas mais fatais de AVE. Quando não leva à morte, ela 

pode trazer uma série de incapacidades como déficits motores, sensitivos e 

cognitivos, entre outros, aos indivíduos 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 pressão intracraniana e em menor 
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chance de recuperação funcional àqueles que sobrevivem a esta lesão (Mayer e 

Rincon, 2005). Apesar de todos os mecanismos fisiopatológicos atualmente 

descritos, ainda muito pouco é conhecido sobre a HIC, fazendo-se necessário a 

busca de estratégias para o estudo desta importante doença. 

 

1.2 Aspectos sobre o estriado e a função motora    

 Os déficits funcionais mais frequentes após o AVE incluem a hemiparesia, 

incoordenação, hipertonia espástica do membro superior e inferior contralaterais à 

lesão e fraqueza ipsilateral e contralateral ao hemisfério lesado independentemente 

da etiologia do AVE, mas sim das regiões acometidas (Andrews e Bohannon, 2000; 

Schaechter, 2004). 

Os núcleos da base mantêm conexões com importantes regiões encefálicas 

(figura 3) como o córtex sensório-motor e o cerebelo, participando do controle do 

movimento por meio da regulação de impulsos neurais que auxiliam no planejamento 

e na execução de movimentos sequenciados. De forma simplificada, as informações 

originadas no córtex são transmitidas por meio do estriado, globo pálido e tálamo, de 

onde retornam ao córtex cerebral (Handley et al., 2009). Durante o aprendizado dos 

movimentos e mesmo em movimentos aprendidos, os núcleos da base exercem 

importante função relacionada à formulação do comportamento motor adaptativo 

(Graybiel et al., 1994; Jueptner e Weiller, 1998).  

Dentre os núcleos da base, o estriado (formado pelos núcleos caudado e 

putâmen) atua como a porção receptora da maioria das projeções provenientes de 

diversas regiões corticais, tendo uma grande importância na integração de 

informações necessárias à realização do movimento voluntário normal e, talvez, para 

o aprendizado sensório-motor (Brown e Sharp, 1995).  
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Várias linhas de investigação sugerem que o estriado apresenta uma efetiva 

contribuição para a execução das tarefas motoras (Vanvleet et al., 2002; Karnath et 

al, 2002), da orientação espacial (Brown et al., 1989), da percepção sensório-motora 

(Jeyasingham et al., 2001), da motivação (Cardinal et al., 2002) e da seleção dos 

movimentos que compõem o gesto motor (Redgrave et al., 1999). Outra função 

estriatal importante é a finalização de programas motores relacionados a metas, tais 

como alcançar e segurar um objeto.  

 Nos roedores as projeções corticais sensório-motoras chegam até o estriado 

dorsolateral e, nessa região, um mapa somatotópico 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 estimulação cortical unilateral é 

capaz de induzir um aumento na atividade estriatal de modo bilateral, o que é 

esperado, tendo em vista que as projeções oriundas do córtex sensório-motor 

projetam-se bilateralmente ao estriado de roedores (Canteras et al., 1988; 

McGeorge et al., 1989). Sendo assim, as alças de retroalimentação corticais e 

subcorticais apresentam grande importância para o controle dos movimentos, 

enviando informações sobre o gesto motor pretendido até os sítios de controle onde 

ocorrem a correção, a adequação e o aperfeiçoamento do mesmo, para 

posteriormente reenviar essas informações às estruturas corticais. 

Os principais modelos utilizados para estudar a hemorragia Intracerebral são a 

injeção autóloga de sangue ou o induzido por colagenase em diferentes áreas 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 é uma das regiões mais 

suscetíveis a eventos hemorráricos (Wang et al., 2010) chegando a representar 50% 

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

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

 

 

Figura 3: Representação simplificada das principais conexões dos núcleos da base. (A) aferências e 

eferências dos núcleos da base; (B) vias estriatais direta e indireta; (C) alças de retroalimentação. CPu: 

estriado; AcbC: núcleo acccumbens; LGP: globo pálido lateral; MGP: globo pálido medial; vl, vm, md e 

pf: núcleos ventro-lateral, ventro-medial, médio-dorsal e parafascicular do tálamo, respectivamente; SC: 

colículo superior; SNc: substância nigra compacta, SNr: substância 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 lesão cerebrovascular aguda, resultando em um 
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sangramento espontâneo e reprodutível em localização e tamanho (Tejima et al., 

2007; Wagner, 2007; Wang and Doré, 2007b), permitindo inclusive o estudo da 

expansão do hematoma. A indução da HIC será melhor explanada na seção de 

materiais e métodos. 

 

1.3 Tolerância induzida pelo pré-condicionamento isquêmico 

 Quando exposto a um estímulo subletal, suficientemente capaz de promover 

alterações ambientais, muitos organismos vivos adquirem uma tolerância transitória 

(contrária às mudanças promovidas por um estímulo letal). Tal resposta celular é 

observada em uma ampla variedade de espécies, desde bactérias até organismos 

mais complexos como mamíferos, indicando que é uma função essencial para as 

células que necessitam sobreviver a inúmeras situações adversas ao longo da vida 

(Kirino, 2002). 

 Para células e organismos que vivem em condições aeróbicas, um longo 

período de privação de oxigênio e glicose como o que ocorre no AVE pode ser fatal, 

o tecido encefálico é particularmente vulnerável a períodos isquemia. Assim como 

outras células, os neurônios podem adquirir uma tolerância transitória induzida por 

um estresse precedente (Dahl e Balfour, 1964). Murry e colegas demonstraram que 

quatro períodos de 4 minutos de oclusão coronariana, cada período separado por 5 

minutos de reperfusão, foi capaz de promover resistência do miocárdio a uma 

isquemia subsequente de 40 minutos, reduzindo significativamente a lesão do 

miocárdio (Murry, 1986). Eles chamaram este método de melhorar a tolerância à 

isquemia no tecido cardíaco de pré-condicionamento. 

 Sendo assim, o termo pré-condicionamento (PC) refere-se à exposição de um 

tecido ou órgão a uma situação sub-letal como uma isquemia breve seguida por 
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reperfusão, que promove alterações nas respostas do microambiente exposto, e 

quando este mesmo tecido ou órgão é novamente exposto a uma situação similar 

potencialmente letal ele apresenta uma tolerância a este estímulo.  O pré-

condicionamento isquêmico e a tolerância por ele induzida vem sendo amplamente 

estudados experimentalmente no encéfalo e foram demonstrados resultados 

positivos em relação ao aumento da sobrevivência em 90% dos neurônios da CA1 

no hipocampo (Deutsch et al., 1990), redução do volume do infarto em 20-60% 

(Nakai et al., 2001), redução da permeabilidade da barreira hemato-encefalica 

(Massada et al., 2001), redução do estresse oxidativo (Omata et al., 2002), entre 

outros. 

 O pré-condicionamento pode gerar duas fases de tolerância com diferentes 

perfis temporais apresentando distintos mecanismos de proteção. A tolerância 

precoce é uma proteção de curta duração, que ocorre rapidamente após o estímulo 

usado para promover o pré-condicionamento e dura por aproximadamente 1 hora 

(Obrenovitch, 2008). Neste processo ocorrem mudanças na atividade e 

modificações pós-translacionais em proteínas já sintetizadas. 

 Já a tolerância tardia, que desempenha papel principal na cerebroproteção, 

requer indução gênica e síntese de novas proteínas, que representam respostas de 

longa duração através de modificações genéticas (Nagahori et al., 1994). Esta 

corresponde a um estado de tolerância que pode ser detectada em até 24 horas 

após a indução do pré-condicionamento, tem seu pico em 72 horas e permanece por 

dias a semanas (Gidday, 2006; Stowe et al., 2011). 

 A tolerância conferida após o PC não protege necessariamente apenas de um 

estímulo subsequente de mesma origem que o anterior. Estudos revelam que 

estressores físicos ou metabólicos não isquêmicos podem induzir a uma tolerância 
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isquêmica, este tipo de tolerância é chamado de tolerância-cruzada.  Barbe e 

colegas (1988) demonstraram que fotorreceptores da retina apresentam uma 

resistência a exposição a um forte feixe de luz após uma breve exposição a altas 

temperaturas. Isto provavelmente se deve ao fato de que diversas vias patológicas 

convergem em vias comuns de lesão, morte celular e reparo. Como exemplo disso, 

temos o fato de diferentes causas de neurodegeneração como o AVE, doença de 

Parkinson possuírem mecanismos de lesão comuns como tais como inflamação, 

excitotoxicidade, e apoptose. Sendo assim, o estudo dos efeitos do PC isquêmico 

sobre a HIC pode ser classificado como um modelo cruzado de indução de 

tolerância. Além disso, estudos confirmam que o PC isquêmico promove tolerância 

na região de “penumbra” em modelos focais (Ulrich, 2009).  

 A aquisição da tolerância contra estímulos nocivos parece requerer pelo 

menos dois componentes, o primeiro componente é o responsável pela detecção de 

condições estressoras e de converter esta informação em sinais intracelulares, o 

segundo componente é o efetor da tolerância induzida. Diferentes estímulos são 

detectados por um pequeno grupo de sensores e os sinais são gradualmente 

convertidos em uma via final comum estereotipada (Kirino, 2002). Dados da 

literatura sugerem que os mecanismos potenciais de proteção podem ser divididos 

em duas categorias principais: (1) a defesa celular contra a isquemia parece ser 

melhorada por mecanismos inerentes a células nervosas, que são induzidos por 

modificações pós-translacionais de proteínas já sintetizadas ou pela expressão de 

novas proteínas. Essa sequência de eventos pode ser fortemente influenciada por 

fatores de sobrevivência ou ser inibida por fatores apoptóticos. (2) A resposta celular 

ao estresse e a síntese de proteínas de estresse leva a um aumento da capacidade 

de manutenção da viabilidade celular. Essas proteínas são conhecidas como 
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chaperonas, e são responsáveis por auxiliar no enovelamento proteíco, e 

encaminham as proteínas para destruição, caso não seja possível atingir a 

configuração correta, este processo pode contribuir para a sobrevivência ou morte 

celular. (Ciechanover, 2000 ; Kopito, 2000) 

 Acredita-se que os principais efeitos relacionados à tolerância envolvem 

diversos mecanismos de redução do dano celular por diminuir os efeitos deletérios 

da excitotoxicidade já demonstrado in vitro (Tauskela, et al 2001) e in vivo (Bond et 

al 1999 , Wang et al., 2006), do estresse oxidativo, da disfunção metabólica, da 

inflamação e apoptose.  

 Os eventos iniciais da tolerância podem envolver canais de K+ sensíveis ao 

ATP via a ativação de receptores A1 de adenosina (Heurteaux, 1995). Esta hipótese 

pode ser apoiada pelo fato de que antagonistas de receptores A1 bloqueiam o efeito 

de tolerância à isquemia (Hiraide, 2001). Adicionalmente, já foi demonstrado que o 

PC pode conferir proteção aos neurônios hipocampais da CA1 por reduzir a lesão 

por excitotoxicidade, por previnir a redução do número de receptores GluR2 nesta 

região (Tanaka, 2002) e por melhorar a recaptação de glutamato da fenda sináptica 

pelo transportador glial GLT-1 (Liu, 2011).  

 Mudanças no fluxo sanguíneo cerebral podem contribuir para a indução 

tolerância (Dawson, 1999). A preservação do fluxo sanguíneo cerebral observado na 

isquemia após PC isquêmico é acompanhado pela indução de vários genes 

envolvidos na vaso regulação e angiogênese como o VEGF (Dirnagl, 2009), bem 

como um aumento da densidade vascular 24 horas após o pré-condicionamento 

hipóxico em encéfalos imaturos (Gustavsson, 2007). 

 A regulação de citocinas inflamatórias também parece estar envolvida no 

fenômeno da tolerância.  Citocinas inflamatórias como Interleucina 1 (IL-1) e o Fator 
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de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) são importantes mediadores inflamatórios e são 

expressos em situações de lesão como a hemorragia cerebral.  Um estudo que 

investigou o papel da IL-1 na indução da tolerância na isquemia global, demonstrou 

que os níveis arteriais de IL-1α e IL-1β começam a elevar-se entre 1 a 3 dias após o 

PC, os possíveis mecanismos de ação da IL-1 incluem liberação de ácido 

araquidônico, aprimoramento da ativação dos receptores NMDA e estimulação da 

oxido nítrico sintase (Huang, 2006). 

 O TNF-α é liberado tanto por células neuronais como gliais na presença de 

lesões, apresentando propriedades dose-dependentes de acordo com a sua 

expressão, podendo promover dano tecidual ou ser neuroprotetor (Hanisch, 2002; 

Romera et al., 2004). Trata-se de uma molécula pleiotrópica, que ativa tanto vias de 

morte celular quanto de vias de sobrevivência (Lian et al., 2004). O TNF-α 

desempenha um papel crucial na tolerância promovida pela isquemia, uma evidência 

de seu importante papel é que a ablação genética do TNF-α no tecido cardíaco foi 

capaz de anular os efeitos do PC (Smith et al., 2002).     

  Em outro estudo, que demonstrou a importância do componente inflamatório 

na tolerância adquirida após o PC, através da ativação dos receptores toll-like 4 

(TLR-4), foi observado que em camundongos knock-out para o gene (TLR-4) 

apresentavam uma menor expressão de TNF-α 18 e 24 horas após o PC e, 

acompanhada dessa diminuição, apresentavam também menor cerebroproteção 

evidenciada por uma diferença significativa em relação ao volume da lesão e escore 

funcional (Pradillo et al., 2009). 

 Outro mecanismo de cerebroproteção relacionado ao PC é o seu efeito sobre 

o estresse oxidativo. Os atrócitos provêm uma das principais defesas antioxidante 

do encéfalo, fornecendo aos neurônios substratos antioxidantes como a glutationa 
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(Hertz et al., 2001, Anderson et al., 2003) que é uma das mais importante enzimas 

antioxidantes no tecido nervoso (Drigen 2000). Neste sentido, a ativação astrocitária 

observada após o PC isquêmico pode estar relacionada com a proteção contra o 

estresse oxidativo (Trendelenburg e Dirnagl, 2005). 

 O PC também parece promover uma redução da apoptose (Gidday, 2006;  

Ostrowsi et al., 2007). Os mecanismos anti-apoptótico parecem envolver a liberação 

da proteína Bcl-2 (anti-apoptótica) (Shimizu et al., 2001), a redução a síntese de 

caspase-3 (pró-apopótica), a ativação de p-53 e a redução da liberação mitocondrial  

do Citocromo c (Kirino,2002;  Pong, 2004). 

 Os mecanismos envolvidos na tolerância induzida pela isquemia ainda não 

foram completamente investigados.  Além disso, diferentes mecanismos podem 

estar mais ativados em diferentes modelos de pré-condicionamento (Durukan e 

Tatlisumak, 2010).   

 

 1.4 Cerebroproteção e as células gliais 

 Com uma melhor compreensão do conceito de unidade neurovascular, onde a 

participação das células gliais bem como o endotélio vascular e suas interações com 

os neurônios tanto em condições fisiológicas quanto patológicas (Arai et al., 2009), 

os pesquisadores tem adotado uma visão menos neuroniocentrista e ampliada para 

outros tipos celulares. Sabemos que a tolerância celular que ocorre após o pré-

condicionamento se reflete em todas as células e não apenas nos neurônios 

(Durukan e Tatlisumak, 2010).  Portanto, a investigação da participação de células 

que participam diretamente na cerebroproteção mediada pelo PC, como astrócitos e 

microglia, se faz necessária. 
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 Os astrócitos são células complexas, altamente diferenciadas e que 

contribuem de forma essêncial em inúmeras funções do sistema nervoso central 

(SNC) (Penky et al., 2005)  incluindo: na recaptação de neurotransmissores (Sattler 

et al., 2006), tamponamento de íons e manutenção da homeostase (Seifert et al., 

2006; Simard et al., 2004), participam na regulação do fluxo sanguíneo cerebral 

(Gordon et al., 2007), controle do metabolismo energético (Brown et al., 2004, 2007; 

Pellerin et al., 2007) na manutenção da barreira hemato-encefálica (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 transmissão sináptica (Halassa et al., 

2007, Nedergaaed et al., 2003; Perea et al., 2009).  

 Além de desempenhar todas essas funções, em situações patológicas como o 

AVE, os astrócitos respondem a tal lesão, por um processo conhecido como 

astrogliose reativa. As funções e mecanismos da astrogliose reativa e a formação da 

cicatriz glial estão sendo gradualmente elucidadas ao longo dos anos (Sofroniew et 

al., 2009).  Com base em um amplo conjunto de dados experimentais, uma definição 

de astrogliose foi recentemente proposta e abrange 4 fatores chave: (I) a astrogliose 

reativa consiste em um espectro de alterações moleculares, celulares e funcionais 

nos astrócitos, que ocorrem em resposta a todas as formas de lesões e doenças do 

SNC, incluindo perturbações sutis; (II) as mudanças sofridas pelos astrócitos 

reativos variam de acordo com a natureza e a gravidade da lesão por meio de 

alterações progressivas e graduais na expressão molecular, hipertrofia celular 

progressiva e em casos graves, proliferação e formação da cicatriz glial; (III) as 

mudanças da astrogliose reativa são reguladas em um contexto específico via 

sinalização inter e intracelular; (IV) as mudanças ocorridas durante a astrogliose 

reativa têm o potencial de alterar a atividade astrocitária, tanto via ganho quanto  



16 

 

 

perda de funções que podem impactar de forma positiva ou negativa sobre as 

células neurais e não neurais (Sofroniew et al., 2009). 

  De acordo com esta definição, a astrogliose reativa não pode ser 

caracterizada como uma resposta “tudo ou nada”, tampouco como um processo 

único e uniforme. Sendo assim, a astrogliose reativa não deve ser encarada como 

um sinônimo de cicatriz glial. Trata-se de um processo finamente graduado, que 

envolve alterações progressivas na expressão gênica e modificações celulares que 

são sutilmente reguladas por mecanismos complexos de sinalização celular 

(Sofroniew et al., 2009). Assim, se sugere que os astrócitos reativos poderiam 

participar da recuperação após o AVE, possivelmente atuando no processo de 

remodelamento neurovascular pós-lesão (Hayakawa et al., 2009; Mestriner et al., 

2011). 

 Outro tipo celular envolvido na tolerância celular promovida pelo PC é a 

microglia. As células microgliais são macrófagos do sistema nervoso e como células 

do sistema imune, podem detectar e reagir a infecções, traumas, isquemia, 

degeneração ou qualquer alteração na homeostasia do tecido nervoso (Béchade et 

al., 2013), podendo mudar seu estado de atividade dependendo das condições 

envolvidas. Em condições normais a microglia é caracterizada por um pequeno 

corpo celular com processos finos e ramificados e baixa expressão de antígenos de 

superfície (Kreutzberg, 1996). Nestas condições ela é referida por alguns autores 

como em “repouso”. No entanto estudos de imagem in vivo demonstraram que os 

processos celulares microgliais estão constantemente em movimento, monitorando o 

ambiente (Davalos, 2005; Nimmerjahn et al., 2005).  

 Na presença de lesões encefálicas como o AVE, a microglia sofre uma 

modificação, também chamada de ativação, onde a sua morfologia é alterada, 
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ocorre proliferação, liberação de moléculas pró-inflamatórias e aumento da 

expressão antígenos de superfície (Hanisch et al., 2007; Melchior et al., 2006). Em 

sua conformação ativada, a microglia pode ter um papel dual, podendo 

desempenhar um papel neuroprotetor ou neurotóxico. Acredita-se que ela possa 

promover a regeneração, através da liberação de fatores de crescimento e da 

modulação da resposta imune (Melchior et al., 2006; Streit et al., 2002). Por outro 

lado evidências sugerem que a microglia ativada juntamente com 

leucócitos/macrófagos e astrócitos são os maiores mediadores de dano secundário 

após a HIC baseado no local de liberação das citocinas, quimiocinas, 

prostaglandinas, proteinases, e outras moléculas imunológicas (Aronowski et al, 

2005). O efeito global, porém, depende das condições patológicas e da severidade 

da lesão cerebral (Wang, 2010). 
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2. Hipótese 

Nossa hipótese de trabalho é que o pré-condicionamento isquêmico induzido pela 

oclusão bilateral das artérias carótidas comuns durante 10 ou 20 minutos exerça 

efeitos cerebroprotetores, morfológicos 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 isquêmico induzido pela oclusão bilateral 

das artérias carótidas comuns durante 10 ou 20 minutos sobre os déficits 

motores, morfologia da lesão, expressão de proteínas relacionadas com a 

cerebroproteção e com o dano celular em ratos Wistar adultos submetidos à HIC 

induzida por colagenase do tipo IV-S. 

 

3.2 Objetivos específicos: 

a) Verificar morfologicamente os efeitos de 10 ou 20 minutos de pré-

condicionamento isquêmico sobre o volume da lesão pós-HIC. 

 

b) Avaliar os efeitos de 10 ou 20 minutos de pré-condicionamento isquêmico 

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 isquêmico e da 

HIC sobre a marcação de CD11b para microglia ativada e de GFAP para 

astrócitos; 

 

d) Comparar os possíveis efeitos cerebroprotetores nos diferentes tempos do 

pré-condicionamento. 
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4. Materiais e Métodos 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) desta universidade sob o número 22.248.  

 

4.1 Desenho experimental 

Foram utilizados 60 ratos Wistar, adultos provenientes do Biotério do 

Departamento de Bioquímica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com 90 

dias de vida ao início dos experimentos. Os animais permaneceram em grupos de no 

máximo cinco, em caixas de Plexiglass sob condições padrão (ciclo de 12 h 

claro/escuro) e controle da temperatura (21 ± 2° C). Água e comida foram fornecidas 

à vontade.  

Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais: 

- 10 minutos PC isquêmico e a hemorragia intracerebral PC10’ + HIC (n=10), 

- 20 minutos PC isquêmico e a hemorragia intracerebral PC20’ +HIC (n=10),  

- 10 minutos PC isquêmico e veículo PC10’ (n=10),  

- 20 minutos PC isquêmico e veículo PC20’ (n=10),  

- Hemorragia intracerebral HIC (n=10),  

- Sham (n=10).  

 

Os procedimentos cirúrgicos que incluem o PC isquêmico e a indução da HIC foram 

realizados em três etapas:  

1) No primeiro dia foi realizada a dissecação e o isolamento das carótidas com um 

fio de sutura (sem obstrução do fluxo sanguíneo) com o objetivo de facilitar a 

exposição das carótidas no momento do pré-condicionamento isquêmico;                

2) No segundo dia foi realizado o PC, onde as carótidas foram reexpostas e ocluídas 
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com clip cirúrgico 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 indução do pré-condicionamento isquêmico, foi realizada 

a indução da HIC nos grupos HIC, PC10’ + HIC e PC20’ + HIC e administração de 

veículo nos demais grupos.  

 Previamente à cirurgia os animais foram treinados por três dias no teste da 

escada horizontal, e posteriormente passaram por uma avaliação pré-operatória 

(cilindro e escada horizontal), no 3°dia pós operatório (PO) foram submetidos à 

avaliação pós-operatória e posteriormente 3 reavaliações foram realizadas a cada 5 

dias, e no 20º dia as amostras foram retiradas após perfusão transcardíaca para 

posterior análise. 

 O teste do cilindro foi realizado apenas no pré-operatório, no 3°PO e na 

reavaliação 3 para evitar repetidas exposições do animal ao teste resultando em 

redução da exploração.  

 

Desta forma temos um desenho experimental delineado abaixo: 

 

Figura 4: Desenho experimental 
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4.2 Modelo de pré-condicionamento isquêmico global 

 O modelo de pré-condicionamento utilizado no presente trabalho é um modelo 

de isquemia global transitória por oclusão de dois vasos (Cechetti et al, 2010). As 

artérias carótidas originam-se de uma ramificação da artéria aorta em um tronco 

comum que se divide novamente e um uma porção interna e externa, onde a 

primeira da origem às artérias cerebral média e cerebral anterior (Figura 5), que são 

responsáveis pela irrigação da porção anterolateral do encéfalo e se comunicam 

com outas regiões através de artérias comunicantes formando o círculo de Willis 

(Grey H., 2000).  

 

Figura 5: Imagem ilustrativa do círculo de Willis. A) Artéria carótida interna B) Artéria cerebral média 

(Adaptado de Grey H., 2000) 
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 A oclusão das artérias carótidas leva a uma redução significativa do fluxo 

sanguíneo em regiões irrigadas pela artéria cerebral média, como o estriado (Smith 

et al., 1984) e o hipocampo (Dowden, 1999). Tal redução é capaz de promover a 

ativação de mecanismos celulares de proteção como a ativação da microglia 

residente (A´braha´m, 2000), porém sem levar a danos histológicos detectáveis 

(Nagahori et al., 1994). Mostrando-se uma opção eficaz de modelo de pré-

condicionameto isquêmico. 

 A indução 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 inalatória (Narcosul). Após 

profundamente anestesiados, foram colocados em posição dorsal para um melhor 

acesso a região do pescoço e após a região ter sido devidamente tricotomizada e 

limpa com álcool iodado, os animais sofreram uma incisão na linha média do 

pescoço, as artérias carótidas foram então localizadas, expostas e isoladas com um 

fio de sutura que foi colocado de forma a não interromper o fluxo sanguíneo das 

mesmas. Após o procedimento, a incisão foi fechada com um ponto. No dia 

seguinte, os animais foram submetidos à clipagem (Clipe para Aneurisma 

Intracraniano em liga de Cobalto Vicca) das carótidas por 10 ou 20 minutos de 

acordo com o desenho experimental. Os animais não submetidos ao PC sofreram os 

mesmos procedimentos dos demais, exceto a clipagem das carótidas. 

 

4.3 Modelo de hemorragia cerebral induzida por colagenase 

A injeção de colagenase derivada de clostridium histolyticum no parênquima 

cerebral é um método bastante empregado atualmente com a finalidade de reproduzir 

a HIC, em especial nos núcleos da base. Introduzido no início dos anos 1990, 
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acredita-se que este modelo possa reproduzir experimentalmente, de modo 

satisfatório, os efeitos da HIC espontânea em humanos (Rosenberg et al., 1990).  

As colagenases são uma família de enzimas proteolíticas que catalisam a 

hidrólise do colágeno, sendo este um componente fundamental presente na 

membrana basal da barreira hemato-encefálica. A injeção de colagenase promove a 

dissolução da matriz extracelular ao redor dos capilares cerebrais, resultando em uma 

“hemorragia espontânea” no local da aplicação. As vantagens deste modelo incluem a 

simplicidade, a reprodutibilidade dos resultados, extensão hemorrágica dose-

dependente e fácil adaptação do modelo para aplicação em várias espécies animais, 

incluindo ratos, camundongos e suínos. Desta forma, este modelo apresenta 

relevância clínica por promover a ruptura de pequenos vasos com baixa variabilidade 

técnica, obtendo-se uma hemorragia de extensão controlada (James et al., 2007; 

MacLellan et al., 2006 e 2008). 

 Os animais foram anestesiados com halotano (indução 4%, manutenção de 

1,5% a 2%, em 70% de N2O e 30% de O2) utilizando-se um aparato de anestesia 

inalatória (Narcosul) e, após profundamente anestesiados, foram colocados em 

posição ventral no aparelho estereotáxico. Assim, realizou-se a tricotomia da região 

central da calvária do animal, a assepsia com álcool etílico e, com o auxílio de um 

bisturi cirúrgico, uma incisão na linha média de aproximadamente 0,5cm sobre a 

pele para exposição óssea do crânio. Após, utilizou-se uma broca odontológica 

especial (Beltec LB100) para realizar uma pequena trepanação que permitiu a 

passagem da seringa de injeção estereotáxica (Hamilton®, n.º 26, USA). A HIC foi 

induzida no estriado esquerdo em todos os animais. Isto foi realizado por meio da 

micro-injeção de 0,2 U de colagenase tipo IV, derivada de clostridium histolyticum, 

diluídas em 1µl de salina estéril, de acordo com as seguintes coordenadas 
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estereotáxicas: 0.0 mm anterior ao Bregma, +3.6 mm lateral ao Bregma e -6.0 mm 

ventral a partir do crânio (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 possível refluxo (Szymanska et al., 2006). Nos animais dos grupos 

Sham, PC 10 e PC 20 foi injetado o mesmo volume do veículo. A HIC foi realizada 

mediante controle de temperatura retal através de um termômetro (Letica, Espanha), 

de modo a não ultrapassar os limites de 36.5 a 37.5oC. Imediatamente após a sutura 

com fio de nylon cirúrgico, os animais receberam uma aplicação tópica de lidocaína 

10% (Xilocaína®) e tiveram o comportamento monitorado.  

Após a cirurgia, os animais foram examinados quanto ao sucesso do 

procedimento cirúrgico e ao consequente prejuízo motor. Todos os animais injetados 

com colagenase deveriam exibir déficit motor à direita contralateralmente ao 

hemisfério lesado (DeBow, 1993; MacLellan et al., 2006), além de apresentar 

rotação espontânea na direção contralateral ao hemisfério lesado quando fossem 

suspensos pela cauda (Whishaw et al., 1986). Caso o comportamento acima 

descrito não fosse evidenciado, o animal seria excluído do estudo. 

A localização topográfica da hemorragia, a qual tipicamente inclui região 

lateral do estriado, bem como a extensão da lesão, foi evidenciada pela avaliação 

histológica utilizando-se a técnica de coloração por hematoxilina-eosina, como será 

descrito posteriormente. 

 

4.4 Avaliação comportamental 

4.4.1 Teste da escada horizontal 

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

a habilidade na execução da marcha, principalmente em estudos que envolvem danos 
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ao SNC, como por exemplo, na HIC e nas alterações do envelhecimento, 

possibilitando a avaliação dos erros de colocação dos membros que ocorrem durante 

a marcha de roedores (Metz e Whishaw, 2002). O aparato para a realização do 

referido teste consiste em duas paredes de acrílico transparente (1 m de comprimento 

por 20 cm de altura) e traves de metal (3 mm de diâmetro cada) que são inseridas 

inferiormente, entre as paredes, com uma distância mínima de 1cm entre elas, 

caracterizando, assim, a forma que confere o nome de escada horizontal ao teste 

(Figura 6). A escada permanece elevada 30 cm do solo, existindo um refúgio escuro 

para o animal ao final da sua extensão. A largura do aparato é ajustada ao tamanho 

do animal, permanecendo cerca de 1cm mais larga que o mesmo, de modo a evitar 

que o animal caminhe em torno de si ou vire-se no sentido contrário ao teste (Metz e 

Whishaw, 2002).  

A dificuldade do teste pode ser modificada pela variação na posição das traves 

de metal. Um padrão regular das traves permite que o animal aprenda a posição das 

mesmas ao longo de várias sessões de treino, e dessa forma, antecipe a colocação 

dos membros. Modificando-se esse padrão regular para um padrão irregular, entre as 

diferentes tentativas, prevenimos o aprendizado do animal quanto à pré-localização 

da distribuição das traves. Na forma de arranjo regular (utilizada nas sessões de 

aclimatação), as traves eram espaçadas em intervalos de dois centímetros. Para o 

padrão irregular (utilizado nas avaliações), as traves eram espaçadas em intervalos 

de um a cinco centímetros. Ao total, foram utilizadas cinco distribuições irregulares 

diferentes, porém as mesmas distribuições foram empregadas para todos os animais 

com a finalidade de padronizar a dificuldade do teste e aumentar a comparabilidade 

dos resultados. Todas as sessões de avaliação (3 trials por animal em cada 

avaliação) foram filmadas e a mensuração do desempenho foi realizada por meio da 
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análise do número de erros, expressa em percentual de erros (MacLellan et al., 2006). 

A padronização dos movimentos que configuram erros ou acertos foi realizada 

conforme escala previamente descrita, a qual, resumidamente, apresenta 7 tipos de 

situações (6 formas de erros e 1 acerto) (Metz e Whishaw, 2002; MacLellan et al., 

2006) 

 

 

 

Figura 6: Teste da escada horizontal. (A) ilustração do aparato utilizado para a realização do teste da 

escada horizontal (adaptado de Metz e Whishaw, 2002). (B) escore de contagem de erros: 0- erro total; 1- 

escorregão profundo; 2- escorregão leve; 3- substituição; 4- correção; 5- colocação parcial; 6- colocação 

correta (acerto). (Mestriner, 2010) 

 

A 

B 
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4.4.2 Teste do cilindro 

O teste do cilindro visa avaliar o uso assimétrico dos membros anteriores 

durante a realização de uma tarefa de exploração 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 acrílico de 20 cm de diâmetro e 40 cm de altura, 

situado sobre um tampo de mesa de vidro (Figura 7). Após, 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 observação dos 

movimentos exploratórios espontâneos dos mesmos. O número de contatos dos 

membros anteriores com as paredes do cilindro, utilizadas para o suporte corporal 

durante a exploração, foi computado e os animais que não realizassem pelo menos 

12 contatos exploratórios independentes eram excluídos da análise. Para a 

realização deste teste os animais não foram aclimatados, visto que uma maior 

exploração por parte do animal pode tornar o mesmo mais fidedigno quanto aos 

resultados. 

A quantificação do uso assimétrico dos membros anteriores foi realizada com 

base na análise das imagens filmadas em câmera lenta e quadro por quadro (feita 

por avaliador cego quanto aos grupos experimentais), sendo, posteriormente 

calculado por meio da fórmula: ([contatos realizados com o membro anterior 

ipsilateral / número total dos contatos realizados com ambos os membros anteriores 

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

exploração; (C) vista inferior do mesmo, utilizada para a análise das imagens (Mestriner et al; 2011). 

4.4.3 Perfusão  

Depois de finalizados os testes comportamentais, os animais foram submetidos 

aos protocolos histológicos e imunoistoquímicos, 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 exposição do coração. A seguir, foram injetadas 

1000 UI de heparina sódica (Cristália) no ventrículo esquerdo, e por meio de uma 

incisão neste mesmo ventrículo se inseriu uma cânula ligada a uma bomba de 

perfusão (Insight). Após uma segunda incisão, desta vez, no átrio direito, foi 

perfundida, inicialmente, uma solução salina (150 ml), para lavagem da árvore 

vascular e, posteriormente, uma solução fixadora (200 ml) composta de 

paraformaldeído (PFA) 4% diluído em tampão fosfato (TF) 0,1 M pH 7,4. Após esse 

procedimento, os encéfalos foram retirados por meio da abertura da calota craniana 

sendo pós-fixados na mesma solução fixadora utilizada para a perfusão, por mais 4 

A B 

C 
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horas à temperatura ambiente. Posteriormente, eles foram crioprotegidos pela 

imersão em sacarose 30% diluída em TF a 4ºC, onde permaneceram até 

submergirem. Depois de realizar a crioproteção, os encéfalos foram congelados em 

isopentano resfriado em nitrogênio líquido e armazenados à -80°C até a realização 

das secções (20 µm) em criostato (Leitz). 

 

4.4.4 Volume da lesão 

Para a avaliação histológica do volume da lesão, foram selecionadas secções 

a cada 20 μm, 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: Hidratação em H2O destilada (3 minutos), hematoxilina de Mayer por (5 

minutos), H2O destilada (3 minutos) eosina 0,5% (3 minutos), diferenciada em álcool 

70% com 1% de HCL, e foi posteriormente desidratado com concentrações 

crescentes de álcool até 100%, por fim uma imersão em xilol. Em seguida, as 

lâminas foram montadas e cobertas por bálsamo do Canadá e lamínulas. 

Ao final do referido processamento histológico, as lâminas foram escaneadas 

(escâner HP scanjet 2400) na resolução de 2400 e o volume do hemisfério foi 

mensurado utilizando o software Scion Image J 4.6 (Scion Corporation, Frederick, 

MD, USA) e o princípio 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 = (área total da secção coronal do hemisfério – área do ventrículo – área do dano);  

IS = intervalo entre secções;  

NS = número de secções. 

 

4.4.5 Imunofluorescência 

A técnica de imunofluorescência foi realizada utilizando-se secções que 

continham áreas de representação do estriado dorsolateral. Resumidamente, as 

mesmas foram lavadas em PBS e, após, bloqueadas por 30 min em uma solução 

contendo 5% de soro normal de cabra (NGS) (Sigma-Aldrich) diluídos em PBS 

Triton-X à 0,4% (PBS-Tx) em temperatura ambiente. Em seguida, as secções foram 

incubadas por 48 horas com os anticorpos primários (anti-GFAP 1:200, Sigma-

Aldrich) e (CD11b 1:100, Milipore) diluído em PBS-Tx e NGS e mantidas em câmara 

fria (4ºC). Posteriormente, as secções foram lavadas em PBS e incubadas com o 

anticorpo secundário fluorescente (1:500, anti-rabbit IgG Alexa 555 para GFAP e, 

1:500, anti-mouse IgG Alexa 555 para CD11b ) diluído 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 lâminas, cobertos com meio de 

montagem Fluoroshild (Sigma-Aldrich) e lamínulas. Todas as amostras foram 

processadas concomitantemente e incubadas durante o mesmo tempo médio. 

Decorrido o procedimento acima descrito, utilizou-se um microscópio (Nikon) para a 

visualização das marcações fluorescentes (excitação no comprimento de onda 555 

nm). 
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4.4.6 Quantificação da imunofluorescência 

 Para comparar quantitativamente a marcação de imunofluorescência para as 

marcações de GFAP e CD11b, foram utilizadas 6 imagens capturadas de cada 

animal, obtidas de 3 fatias escolhidas ao acaso na borda medial da lesão (mas 

excluindo a lesão propriamente dita, para não alterar os resultados) para os animais 

submetidos a HIC ou na região correspondente nos animais que receberam apenas 

veículo (Figura 8).  Uma área de interesse foi estipulada (3800 μm2), de 5 a 6 

animais foram analisados para cada grupo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Imagem representativa das regiões de onde foram obtidas as imagens para a avaliação das 

marcações da imunofluorêscencia. A) Borda medial da lesão hemorrágica no estriado esquerdo; B) Região 

correspondente no estriado esquerdo dos animais que receberam apenas veículo. 

 

 

 
 

 

A) B) 
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Após 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 área ou (densidade óptica regional) foi obtida. Os valores das áreas de 

interesse de cada imagem foram utilizadas para obter a intensidade de coloração 

média de GFAP e CD11b para cada secção, se utilizando da densidade integrada 

(dado gerado pelo programa) / área de interesse (3800 μm2), se obteve a 

intensidade de fluorescência. Assim, se fez a média de cada secção e de cada 

animal, para posterior análise estatística (Jeong et al., 2012).  

 

http://rsbweb.nih.gov/ij/
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4.5 Análise estatística 

 

Inicialmente, a normalidade dos dados foi testada através do teste de Levene, 

de modo que todas as variáveis estudadas apresentaram distribuição normal (p ≥ 

0,05). Após os dados morfológicos e o teste do cilindro foram avaliados pela análise 

de variância (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 comparações múltiplas de Duncan foi empregado em todas as 

análises realizadas. Os dados foram expressos como média ± erro padrão. 

O software IBM SPSS Statistics versão 19 foi utilizado para a análise dos 

dados. 
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5 Resultados 

 

No presente estudo, as avaliações morfológicas e comportamentais foram realizadas 

por experimentadores alheios aos grupos experimentais. Quanto ao “n”, 2 animais 

morreram após a indução da HIC,  todos os animais incluídos no estudo foram 

utilizados para as análises comportamentais (n=58) estando os mesmos divididos 

entre os grupos experimentais conforme descrito anteriormente. Para a análise 

histológica, foram utilizados 36 encéfalos, provenientes dos mesmos animais 

empregados na análise comportamental. 

 

5.1 Volume da lesão 

A verificação 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 níveis HIC e veículo) (F(1,34) = 116,75; p<0,001) e também quanto ao fator 

tratamento (pré-condicionamento PC10, PC20 e sem PC) (F(2,34) = 2,94; p<0,01). 

Para observar as diferenças entre os grupos, foi realizada uma ANOVA de uma via 

seguida do post hoc de Duncan que evidenciou diferenças 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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A) 

 
 

 

 

 

B) 

 

Figura 9: A) Imagem ilustrativa da lesão nos diferentes grupos (Os que receberam veículo foram representados pela 

figura do grupo sham visto que os mesmos não apresentam lesão). 

B)Volume da lesão 20 dias após a cirurgia. Gráfico demonstrando o volume tecidual perdido 20 dias após a cirurgia 

em animais que receberam veículo e HIC. * Diferença entre o grupo HIC e os demais (p<0,001), ** diferença entre os 

grupos HIC+PC10 e HIC+PC20 e os demais (p<0,01) expresso pela média ± erro padrão. 

 

PC10+HIC 

SHAM HIC 

PC20+HIC 
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5.2 Teste do Cilindro 

No tempo pré-cirúrgico (dia -3) a ANOVA de duas vias (lesão e tratamento) 

evidenciou não haver diferenças entre os grupos experimentais, possuindo os 

animais médias de 50% de toques com os membros anteriores. Na primeira 

avaliação pós-operatória (dia +4) a ANOVA de duas vias mostrou efeito da lesão 

sobre o uso dos membros (F(1,57) = 20,31, p<0,001), onde os animais submetidos a 

HIC mostraram um uso assimétrico dos membros anteriores. A análise estatística 

não demonstrou diferenças significativas entre os grupos no dia da reavaliação 3 

(dia +19) (Figura 10).  
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Figura 10: Uso assimétrico dos membros anteriores no teste do cilindro. * Diferença entre os grupos 

submetidos a HIC em comparação aos grupos sham, PC10 e PC20 (p<0,001) apenas na avaliação pós-

operatória expresso pela média ± erro padrão. 
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5.3 Teste da escada horizontal 

A ANOVA de medidas repetidas para o membro anterior direito (MAD) 

(contralateral à injeção estereotáxica) revelou efeitos significantes do fator “tempo” 

(F(4,57) = 69,47 p<0,001), do fator “cirurgia” (F(4,57) = 51,54 p<0,001) além da 

interação entre os fatores “tempo” x “cirurgia” (F(4,57) = 16,04 p<0,001), não havendo 

efeito do PC (F(2,57) = 1,49 p=0,23). Para o membro posterior direito (MPD) a 

(contralateral à injeção estereotáxica) a análise revelou efeitos significantes do fator 

“tempo” (F(4,57) = 13,16 p<0,001), do fator “cirurgia” (F(4,57) = 27,21 p<0,001) além da 

interação entre os fatores “tempo” x “cirurgia” (F(4,57) = 5,13 p<0,001), não havendo 

efeito do PC (F(2,57) = 0,95 p=0,39). Em relação aos membros ipsilaterais ao 

hemisfério lesado a ANOVA de medidas repetidas evidenciou efeito do fator “tempo” 

(F(4,57) = 18,53 p<0,001), do fator “cirurgia” (F(4,57) = 10,87 p<0,01) além da interação 

entre os fatores “tempo” x “cirurgia” (F(4,57) = 3,92 p<0,01), não havendo efeito do PC 

(F(2,57) = 0,86 p=0,42) para o membro anterior esquerdo (MAE), em relação ao 

membro posterior esquerdo (MPE) não houve efeitos de nenhum dos fatores 

avaliados. O teste de comparações múltiplas demonstrou que os grupos HIC tiveram 

mais erros na colocação do referido membro quando comparado com os grupos 

sham, PC10 e PC20 (p<0,05), não apresentando efeitos em relação ao pré-

condicionamento. Nenhuma diferença foi evidenciada em relação aos grupos que 

receberam veículo (Sham, PC10 e PC20) (Figura 11). 
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Figura 11: Número de erros totais dos membros anteriores e posteriores na escada horizontal. 

A)Avaliação do membro anterior direito (MAD) (contralateral ao hemisfério lesado) nos diferentes 

tempos avaliados;  B) Avaliação do membro posterior direito(MPD) (contralateral ao hemisfério lesado) 

nos diferentes tempos avaliados; C) Avaliação do membro anterior esquerdo (MAE) (ipsilateral ao 

hemisfério lesado) nos diferentes tempos avaliados; D) Avaliação do membro posterior esquerdo(MPE) 

(ipsilateral ao hemisfério lesado) nos diferentes tempos avaliados. * Diferença entre os grupos submetidos 

a HIC em comparação aos grupos sham, PC10 e PC20 (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 

 

 

5.4.1 Densidade de astrócitos GFAP+ 

A ANOVA de duas vias mostrou um efeito da lesão (F(1,30) = 25,06 p<0,001), 

assim como uma interação entre os fatores lesão e tratamento (F(2,30) = 3,39 p≤0,05).  

Como demonstrado abaixo (Figura 12). Após, realizamos uma ANOVA de uma via 

para observar a diferença entre os grupos onde foi constada diferença entre o grupo 

HIC e os demais grupos e entre os grupos HIC+PC10 e HIC+PC20 e os demais 

(F(5,30) = 11,17 p<0,001).  Os grupos submetidos à HIC tiveram uma maior 

intensidade astrócitos GFAP+ por volume tecidual do que os grupos que receberam 

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

demais grupos (p<0,001). 

 

 

Figura 12: Densidade óptica regional de células GFAP+ no estriado dorsolateral esquerdo nos diferentes 

grupos experimentais. * Diferença entre os grupos submetidos a HIC e os que receberam veículo. ** 

Diferença entre os grupos HIC+PC10 e HIC+PC20 e os demais grupos.  
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Figura 13: Imagem representativa da imunofluorêscencia para astrócitos GFAP+ dos grupos:  a)  sham,  

b) PC10,  c)PC20,  d)HIC,  e)HIC+PC10 e  f) HIC+PC20 
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5.4.2 Densidade células CD11b+ 

A análise da densidade óptica regional de células microgliais CD11b+ 

apresentou resultados significativos quanto ao fator lesão no estriado dorsolateral 

adjacente à injeção estereotáxica por meio da ANOVA de duas vias (F(5,30) =2,76 

p=0,005).  Não apresentando resultados significativos quanto ao fator tratamento 

nos testes de comparações múltiplas. Como demonstrado abaixo (Figura 13), os 

grupos submetidos à HIC tiveram mais células CD11b+ por volume tecidual do que 

os grupos sham, PC10 e PC20 (p=0,002). 

 

Figura 14: Densidade óptica regional de células CD11b+ no estriado dorsolateral esquerdo nos diferentes 

grupos experimentais. * Diferença entre os grupos submetidos a HIC e os que receberam veículo, expresso 

pela média ± erro padrão. 
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Figura 15: Imagem ilustrativa da marcação de células microgliais CD11b+ por imunofluorêscencia dos 

grupos:  a)  sham,  b) PC10,  c)PC20,  d)HIC,  e)HIC+PC10 e  f) HIC+PC20 
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6. Discussão 

 Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do pré-condicionamento 

isquêmico induzido pela oclusão bilateral das artérias carótidas comuns durante 10 

ou 20 minutos sobre os déficits motores, morfologia da lesão, expressão de 

proteínas relacionadas com a cerebroproteção em ratos submetidos à HIC induzida 

por colagenase do tipo IV-S. 

Os principais achados do presente trabalho demonstram que o pré-

condicionamento isquêmico promoveu uma cerebroproteção capaz de reverter 

parcialmente o volume da lesão provocada pela micro injeção de colagenase e de 

reduzir a densidade óptica regional a GFAP+ em astrócitos localizados na periferia 

da lesão hemorrágica, no entanto ele não foi capaz de promover neuroproteção em 

nível funcional detectável pelos testes realizados.  

Diversos estudos experimentais vêm demonstrando que um breve período de 

isquemia promove uma considerável proteção contra um subsequente e prolongado 

período de isquemia. Esse fenômeno é conhecido como pré-condicionamento 

isquêmico, ocorrendo em várias espécies e em diversos órgãos incluindo o encéfalo 

(Murry et al., 1986; Yadav et al., 1999; Durukan e Tatlisumak, 2010). 

O PC isquêmico em modelos animais de isquemia induz a uma evidente 

cerebroproteção a uma isquemia grave subsequente (Stenzel-Poore et al., 2003). Há 

também evidências de que a ocorrência de ataques isquêmicos transitórios (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 lesão hemorrágica promovida pela injeção de colagenase 

IV-S. Este dado corrobora com o fato de que o PC isquêmico é capaz de reduzir o 
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volume da lesão, em um estudo que utilizou um modelo de PC isquêmico por 

oclusão da artéria cerebral média durante 20 minutos (Longa et al., 1989), vinte 

quatro horas antes da oclusão permanente onde foi observado uma significativa 

redução do volume da lesão  (57,5 %) quando comparado aos animais que não 

receberam PC (Zhao et al., 2006). Assim como em nosso estudo, eles 

demonstraram também que o PC sozinho não produziu lesão detectável. 

 Outro estudo avaliou os efeitos do PC sobre o volume da lesão, mediada 

pelo PC isquêmico induzido por 3 minutos de oclusão da artéria cerebral média em 

ratos Wistar seguida por uma hora de oclusão, e foi observada uma redução do 

volume da lesão tanto no córtex como no estriado quando a janela de tempo entre o 

PC e a isquemia focal foi de 24 e 48 horas, mas tal proteção não ocorreu quando a 

isquemia focal foi provocada 30 minutos ou 168 horas após o pré-

concondicionamento (Puisieux et al., 2004) 

Apesar da hemorragia e da isquemia possuírem diferenças fisiopatológicas, 

os mecanismos de proteção promovidos pelo PC isquêmico podem trazer benefícios 

tanto para eventos isquêmicos quanto para hemorrágicos (He et al., 2012). Isso 

possivelmente ocorre, pois os mecanismos de proteção induzidos pelo PC isquêmico 

interferem em vias comuns de lesão, como a ativação de moléculas inflamatórias, na 

excitotoxicidade e na liberação de espécies reativas e oxigênio (Liu et al., 2009).  A 

tolerância-cruzada ocorre quando um estímulo de uma natureza leva a proteção 

tecidual mesmo quando este tecido é exposto a um estímulo diferente, podendo ser 

desencadeada por uma série de estímulos como hipóxia (Rauca et al.,2000), 

anestesia (Kitano et al., 2007), administração de antibiótico (eritromicina) (Koerner et 

al., 2007), pela realização de exercícios (Dornbos et al., 2013), substâncias pró-

inflamatórias como o lipopolissacarídeo (LPS) (Vartanian et al., 2011), entre outros. 
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Tais estímulos diferem em sua natureza, no entanto, devido a um motivo comum 

(provavelmente através da indução de modificações genéticas), todos promovem 

tolerância tecidual (Durukan e Tatlisumak, 2010). Tais evidências corroboram com o 

referido efeito citoprotetor observado em nosso trabalho.  

 Outro achado do presente estudo é que o PC promoveu uma redução parcial 

da densidade óptica regional de astrócitos GFAP+. Os astrócitos estão 

estrategicamente localizados entre os vasos sanguíneos e os neurônios. Eles agem 

como sensores para alterações no ambiente encefálico e reagem a tais mudanças 

imediatamente por respostas genômicas (por exemplo através da produção de 

fatores tróficos) ou não genômicas (por exemplo pela captação de íons) 

(Trendelenburg e Dirnagl, 2005). Os astrócitos apresentam um papel dual na 

presença de lesões do sistema nervoso central, podendo exercer funções benéficas 

como a recaptação de neurotransmissores prevenindo a excitotoxicidade, mas 

também podem ser prejudiciais à regeneração tecidual pela formação da cicatriz 

glial (Sofroniew et al., 2009).  

 Os astrócitos parecem ter um papel chave na resposta inflamatória encefálica 

pós-AVE, por iniciar e regular tal resposta através da liberação de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas (Ridet et al., 1997). A astrogliose pode ser classificada 

segundo a sua intensidade em leve, moderada e grave. Na primeira não ocorre 

mudança na arquitetura tecidual, há apenas o aumento da expressão dos filamentos 

intermediários, de modo especial, a proteína glial fibrilar ácida (GFAP), a vimentina e 

a re-expressão de nestina pelos astrócitos reativos (Hernandez et al., 2002). Em 

casos moderados pode ocorre a hipertrofia do corpo celular, mas os domínios 

astrocitários são mantidos e ocorre pouca ou nenhuma proliferação celular 

(Wilhelmsson et al., 2006). Já na astrogliose reativa grave, ocorre um aumento da 
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expressão dos filamentos indermediários, hipertrofia do corpo celular ainda mais 

pronunciada, proliferação celular e perda dos domínios celulares resultando em uma 

reorganização da arquitetura tecidual, o que resulta na formação da cicatriz 

(Sofroniew et al., 2009).  

 Zhan e colegas recentemente demonstraram que o PC induzido por 30 

minutos de hipóxia 24 horas antes de uma isquemia global transitória, foi capaz de 

promover a redução da expressão de GFAP e aumento da sobrevivência neuronal 

no hipocampo (Zhan et al., 2013) indo de encontro com os resultados encontrados 

em nosso trabalho.  Apesar de haver diferenças quanto às regiões estudadas e 

quanto à natureza do PC, acreditamos que este resultado reforce os achados de 

nosso estudo. Outro estudo clássico demonstrou a mesma redução da reatividade 

astrocitária em animais submetidos ao PC isquêmico por um modelo de isquemia 

global transitória por 2 minutos em gerbilos (Kato et al., 1994).   

 Consideramos como positivo o nosso achado de que o PC no presente 

estudo, foi capaz de amenizar a ativação glial extrema. Adicionalmente, sua ativação 

após a HIC encontrada nos grupos que receberam PC pode ser uma tentativa 

endógena de reparo tecidual.  

 Outro tipo celular importante na mediação da resposta ao dano no SNC é a 

microglia, que também foi investigada em nosso trabalho. No entanto, vinte dias 

após a indução da HIC não houve diferença significativa avaliada pela densidade 

óptica regional da marcação de CD11b dos grupos que foram submetido ao PC e 

HIC comparados ao grupo que recebeu apenas HIC.   

 Ábrahám e Lázár demonstraram que 20 minutos de oclusão bilateral das 

artérias carótidas comuns é capaz de promover uma importante ativação microglial, 

(Ábrahám e Lázár, 2000) que pode levar a uma cerebroproteção. No entanto, essa 
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ativação é reduzida com o passar das horas até ser praticamente revertida 72 horas 

após. Tal achado está de acordo com estudos que apontam para uma janela de 

proteção do PC (Kirino, 2002; Durukan e Tatlisumak, 2010). A ativação microglial 

promovida pelo PC é importante indutor de tolerância tecidual por ativar mediadores 

inflamatórios como TNF-α, IL-1β (Wang et al., 2006). A redução da ativação 

microglial com o passar do tempo sugere que tal ativação é reversível, durante um 

breve período de isquemia leve provavelmente não ocorra formação de radicais 

livres e o reestabelecimento do fluxo sanguíneo resulta em recuperação funcional 

(Ábrahám e Lázár, 2000). 

 Na presença de lesões graves como a HIC onde ocorre morte neuronal, as 

células microgliais são ativadas, participam da ativação da resposta inflamatória e 

realizam sua função de fagocitar os restos celulares (Ábrahám e Lázár, 2000). Como 

em outros tecidos, a inflamação no encéfalo pode apresentar duas faces. Enquanto 

os efeitos deletérios da inflamação após o AVE são amplamente conhecidos, uma 

visão mais recente indica que pode ocorrer proteção e regeneração na isquemia 

mediada pela inflamação (Dirnagl, 2004). Um exemplo disso é que baixas doses de 

Lipopolisacarídeo (LPS), que estimula a liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

pode promover proteção à isquemia subsequente (Vartanian et al., 2011). 

Evidências indiretas indicam que certos tipos de reações inflamatórias podem ser 

tanto neuroprotetoras quanto neurodegenerativas  de acordo com a fase da lesão e 

com a intensidade da reação (Trendelenburg e Dirnagl, 2005). Tal resposta tem 

início cerca de 1 hora após a lesão, seu pico ocorre entre o 3º e o 7º dia após e 

persiste por 3 a 4 semanas (Keep et al., 2012).  

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

redução da ativação microglial, quando avaliado 7 dias após a isquemia global 
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transitória (Zhan et al., 2013). Acreditamos que tal resultado diverge do encontrado 

no presente trabalho provavelmente pelo tempo de avaliação, visto que avaliamos a 

resposta microglial 20 dias após a HIC. Ainda em relação à ativação microglial, em 

nosso estudo não houve efeito do PC entre os grupos que receberam apenas 

veículo. Hua e colegas demonstraram que o PC induzido por 15 minutos de oclusão 

da artéria cerebral média sozinho, promoveu uma ativação microglial no estriado de 

ratos adultos, detectável após 14 dias (Hua et al., 2005).   

  Outro fator é a natureza da lesão hemorrágica, onde ocorre a infiltração de 

células imunes como macrófagos, linfócitos e outras células pela ruptura do vaso 

sanguíneo e não apenas pela disfunção da BHE (Wang et al., 2007), de maneira 

diferente da que ocorre em modelos de isquemia. 

 No presente estudo, não conseguimos detectar um proteção promovida pelo 

PC isquêmico em relação à função motora avaliada através do teste do cilindro e do 

teste da escada horizontal. Entre os grupos que receberam veículo não encontramos 

diferenças significativas sobre a função motora detectada através dos testes 

empregados. Este dado sugere que em nosso modelo, o PC sozinho não foi capaz 

de alterar a função motora. Hua e colaboradores (2005) demonstraram que 15 

minutos de oclusão da artéria cerebral média, utilizado como PC em alguns estudos 

(Longa et al., 1989; He et al., 2012)  é capaz de prejudicar a função motora por si só. 

Tal modelo de PC é diferente do empregado neste estudo, pois a oclusão das 

carótidas, mesmo que bilateralmente, não leva a uma redução total do fluxo 

sanguíneo em regiões como o estriado e hipocampo (Ábrahám e Lázár, 2000). Isto 

ocorre pela redistribuição do fluxo sanguíneo encefálico através das artérias 

comunicantes que formam o polígono de Willis (Bonnin et al., 2011). 
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 No teste do cilindro observamos efeito apenas do fator cirurgia na avaliação 

pós-operatória, não havendo efeito do PC. E na avaliação final após 20 dias, os 

animas apresentaram recuperação espontânea. Tal resposta pode ter ocorrido, pelo 

grau de lesão, pois a lesão utilizada foi moderada e os animais costumam 

apresentar certo grau de recuperação espontânea neste modelo após algumas 

semanas, em função da reabsorção do hematoma (Mestriner et al., 2011). Além 

disso, o teste do cilindro parece não ser suficientemente sensível para detectar sutis 

diferenças no grau de lesão no estriado induzida pela HIC (MacLellan et al., 2006). 

 Não encontramos na literatura um estudo comparável ao nosso em relação ao 

modelo de PC e modelo de lesão final (HIC) que tenha avaliado o desfecho 

comportamental através do teste do cilindro. No entanto, Gustavsson e colegas 

(2005) realizaram um PC hipóxico em ratos jovens 24 horas antes da indução da 

Hipóxia-isquemia e demonstraram cerebroproteção detectada 8 semanas após a 

lesão através do referido teste. Sugerindo que em lesões maiores, tal resultado pode 

ser melhor evidenciado.  

 A recuperação funcional é o desfecho clinico nos estudos envolvendo o AVE 

(DeBow et al, 2003). No entanto, nem sempre a preservação tecidual ou redução do 

número de células mortas é acompanhada por tal desfecho. Possivelmente isso 

ocorra, pelo fato do tecido permanecer viável, mas com uma função anormal (Squire 

e Zola, 1996). Além disso, danos a regiões distais à lesão que resultam em 

degeneração axonal e atrofia podem ser indetectáveis, mas contribuir para  os 

prejuízos funcionais (Corbett e Nurse, 1998). 

 No teste da escada horizontal, igualmente não detectamos proteção 

promovida pelo PC.  Os déficits motores evidenciados pelo número de erros de 

colocação das patas cometido durante a marcha se mantiveram ao longo das 
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avaliações, evidenciando uma interação entre a lesão e o tempo para os membros 

contralaterais ao hemisfério lesado.  Em relação aos membros ipsilaterais à lesão, 

observamos um aumento significativo do número de erros no membro anterior nas 

duas primeiras avaliações após a cirurgia. Tal achado está de acordo com um 

estudo onde os animais foram submetidos a um modelo de isquemia cerebral e 

reabilitação motora, e o comportamento foi avaliado pelo teste da escada horizontal, 

onde o autor relata que a alteração do desempenho motor do membro contralateral 

afetou o desempenho do membro ipsilateral (Keiner et al., 2005).  

 Novamente não encontramos na literatura um estudo comparável ao nosso 

em relação ao modelo de PC e modelo de lesão 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 contrário aos 

encontrados nesta dissertação. Barone e colegas (1998) demonstraram que o PC 

induzido por 10 minutos de oclusão da artéria cerebral média foi capaz de reduzir os 

déficits neurológicos promovidos pela oclusão permanente da mesma, quando 

avaliado 24 horas após a isquemia tanto nos membros anteriores, quanto nos 

membros posteriores. Os membros anteriores foram avaliados através de um escore 

neurológico baseado na observação de respostas motoras e os membros 

posteriores foram avaliados através do teste de colocação 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 reperfusão 24 

horas da isquemia final), demonstrou uma proteção em relação à função 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 lesão. 

Estudos demonstram que as diferenças entre a isquemia e a hemorragia vão além 

da fisiopatologia (Xi et al., 2006), resultando em diferenças na ativação celular (como 

por exemplo, ativação de mecanismos hemostáticos na hemorragia intracerebral que 

não ocorrem na isquemia) e  no desfecho motor, mesmo quando comparáveis em 

tamanho e localização (Mestriner et al., 2013). A hemorragia intracerebral e a 

isquemia poderiam ser semelhantes, a ponto do pré-condicionamento isquêmico 

promover uma proteção tecidual evidenciada pela redução do volume da lesão, no 

entanto, talvez não seja o suficiente para promover uma proteção 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 os roedores são os mais comumente usados. Sabe-se que 

os roedores são fundamentalmente diferentes dos humanos, possuindo uma 

escassa substância branca e uma menor taxa de células gliais por neurônio, (Wang 

et al., 2010).  Tais diferenças limitam a relevância clinica de nossos achados. 

 O modelo de pré-condicionamento isquêmico por oclusão bilateral das 

artérias carótidas comuns escolhido para a realização do presente estudo mostrou-

se eficaz em reduzir o volume da lesão e a reatividade astrocitária, revelando-se 

uma interessante ferramenta no estudo de modelos cruzados de pré-

condicionamento, pois o seu efeito de redução global temporária do fluxo sanguíneo 

foi capaz de proteger contra uma lesão focal. Adicionalmente, este modelo não 

promoveu efeitos deletérios por si só, pois não encontramos diferença entre os 

grupos que receberam apenas veículo em nenhum dos parâmetros analisados. 
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 Em relação aos diferentes tempos de pré-condicionamento isquêmico 

empregados neste estudo, (10 e 20 minutos de oclusão bilateral das artérias 

carótidas), não foi possível detectar diferença entre eles em nenhum dos parâmetros 

analisados, seja nos animais submetidos à hemorragia intracerebral, seja nos que 

receberam veículo. Este é 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 necessário. 

 Os mecanismos exatos da cerebroproteção mediada pelo pré-

condicionamento isquêmico ainda não estão completamente elucidados apesar das 

diversas evidências encontradas ao longo das últimas décadas tais como: regulação 

da resposta inflamatória (Durukan e Tatlisumak, 2010), redução da excitotoxicidade 

(Bond et al 1999 , Wang et al., 2006), aumento da defesa antioxidante (Omata et al., 

2002), regulação positiva da hemoglobina (He et al., 2009), indução de mecanismos 

anti-apoptóticos (Ostrowsi et al., 2007), entre outros.  

 É importante ressaltar que existem escassos estudos que utilizam o modelo 

de tolerância-cruzada isquemia/hemorragia (He et al., 2012), sendo assim, os 

resultados do presente trabalho apresentam grande relevância no que diz respeito 

às diferenças e semelhanças entre o acidente vascular encefálico do tipo isquêmico 

e hemorrágico.  

 Conjuntamente, nossos resultados evidenciam que a tolerância tecidual 

induzida pelo pré-condicionamento isquêmico foi capaz de promover algum grau de 

proteção no modelo de hemorragia intracerebral induzido por colagenase do tipo IV-

S, mesmo que isso não tenha sido evidenciado no desfecho funcional avaliado por 

nossos testes comportamentais.  
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7. Conclusões:  
 

 
Os resultados obtidos nesta dissertação permitem concluir que: 
 
 
- O pré-condicionamento isquêmico induzido por dez ou vinte minutos de oclusão 

das artérias carótidas comuns foi capaz de promover uma proteção tecidual no 

estriado dorso lateral de ratos submetidos a um modelo de hemorragia intracerebral 

evidenciada pela redução do volume da lesão; 

 

- O pré-condicionamento isquêmico induzido por dez ou vinte minutos de oclusão 

das artérias carótidas comuns  foi capaz de promover uma redução da densidade 

óptica regional de astrócitos GFAP+ na região adjacente a lesão hemorrágica, no 

entanto não foi capaz de promover alterações na densidade microglial; 

 

- O pré-condicionamento isquêmico induzido por dez ou vinte minutos de oclusão 

das artérias carótidas comuns não foi capaz de promover uma recuperação 

funcional em ratos submetidos a um modelo de hemorragia intracerebral detectável 

pelos testes comportamentais empregados; 

 

- Não houve diferença entre a cerebroproteção conferida pelos diferentes tempos de 

pré-condicionamento isquêmico em ratos submetidos à hemorragia intracerebral 

experimental. 
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8. Perspectivas:  
 

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

submetidos à HIC. 

 

- Investigar os possíveis mecanismos envolvidos na cerebroproteção mediada pelo 

modelo de tolerância-cruzada promovido pelo PC isquêmico na HIC; 

 

 

- Avaliar o número de neurônios NeuN+  sobreviventes no estriado dorsolateral de 

ratos submetidos ao PC isquêmico e ao modelo de HIC experimental; 
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