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RESUMO
O acidente vascular encefélico (AVE) pode ocorrer em qual regido do Sistema
Nervoso Central (SNC),sendo o cértex cerebral é uma das regibes mais
frequentemente afetadas por essa desordem neural aguda, embora inexistam
investigagdes que tenham comparado o padréo lesivo em diferentes regides
corticais ap0s isquemia focal de mesma intensidade. O objetivo desta investigacao
foi avaliar o padrao degenerativo de diferentes areas corticais apos leséo isquémica
focal. Para isso, induziu-se isquemia focal por microinjecdes estereotaxicas de
endotelina-1 (ET-1) nos cortices somestésico, motor e de associacdo de ratos
adultos (N=45). Nos animais controle injetou-se o0 mesmo volume de solugcao salina
estéril (N=27). Os animais foram perfundidos 1, 3, e 7 dias apés o evento isquémico.
O encéfalo foi removido, poés-fixado, crioprotegido e seccionado em criostato. A
histopatologia geral foi avaliada em sec¢cbes de 50 um coradas pela violeta de
cresila. Sec¢cdes de 20um foram submetidas a imunoistoquimica para marcacéo de
astrocitos (anti-GFAP), micréglia/macrofagos ativados (anti-ED1) e microglia em
geral (anti-lbal). Avaliou-se os padrdes lesivos qualitivamente (por inspecdo em
microscopio Optico) e quantitativamente (pela contagem do numero de células nos
lados ipsi e contralateral a lesdo),pela estatistica descritiva e comparagdes intra e
intergrupos com analise de variancia com correcao a posteriori de Tukey. Os animais
isquémicos apresentaram conspicua perda tecidual, ativacdo microglial e astrocitose
entre 3 e 7 dias ap0s a inducdo isquémica, o que nao foi observado nos animais
controle. A perda tecidual e a ativacdo de células gliais foram mais intensas no
cértex somestésico, depois no cortex motor,com intensidade reduzida na area de
associacdo, o que foi confirmado por andlise quantitativa. Os resultados sugerem

gue uma lesdo isquémica de mesma intensidade induz um padrdo diferencial de



perda tecidual e neuroinflamacéo, dependendo da area cortical, e que as éareas
sensoriais primarias e motoras sdo mais susceptiveis ao processo isquémico do que
areas de associacao.

Palavras-chave: Coértex Cerebral, Isquemia, acidente vascular encefalico,

neurodegeneracao, astrocitose, ativacdo microglial.



ABSTRACT
Stroke can occur in any region of the central nervous system (CNS). The cerebral
cortex is one of the most often affected areaby this acute neural disorder, but there
are no studies that have compared the damaging pattern in different cortical regions
after acomparable focal ischemia. The aim of this investigation was to evaluate the
degenerative pattern of different cortical areas after focal ischemic injury. Focal
ischemia was induced by stereotaxic microinjections of endothelin-1 (ET-1) into the
somatosensory, motor and association cortices of adult rats (N = 45). The control
animals were injected with the same volume of sterile saline (N = 27). The animals
were perfused 1, 3 and 7 days after the ischemic event. The brain was removed,
postfixed, cryoprotected, and sectioned in a cryostat. The general histopathology was
evaluated in 50um sections stained with cresyl violet. 20pm sections were submitted
to immunohistochemistry for astrocytes (anti-GFAP), activated microglia /
macrophages (anti-ED1) and overall microglial population (anti-lbal). The damaging
patterns werequalitatively evaluated under optical microscopy and quantitatively by
counting the number of cells in the ipsilateral and contralateral sides to
injury.Descriptive statistics and comparisons within and between groups were
performed using analysis of variance with Tukey post-hoc test. Conspicuous
ischemic tissue loss, microglial activation and astrocytosis were observed mainly 3
and 7 days after ischemia, which was not observed in control animals. The tissue
loss and activation of glial cells were more intense in the somatosensory cortex,
followed by the motor cortex. The association cortex displayed less damage
compared to other cortical areas, which was confirmed by quantitative analysis. The
results suggest that an ischemic lesion of the same intensity induces a differential

pattern of tissue loss and neuroinflammation, depending on the cortical area, and



that the primary sensory and motor areas are more susceptible to ischemia than
association areas.
Keywords: Cerebral Cortex, Ischemia, Stroke, Neurodegeneration, Astrocytosis,

Microglial Activation
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1. INTRODUCAO
1.1 ANATOMIA DO CORTEX CEREBRAL

O cortex forma a superficie com circunvolugbes do encéfalo em
homens e animais superiores, sendo este arranjo eficiente em aumentar a area
relativa, sem acrescer exageradamente o volume cefalico (DEFELIPE, 2011a),sendo
a estrutura mais nova do encéfalo em termos evolutivos (neocoértex) e bastante
desenvolvida em mamiferos. A parte funcional do cortex é uma camada delgada de
neurdnios, cerca de 20 a 25 mm2 com 2 a 5 mm de espessura, contendo cerca de 80
a 100 bilhdes de neurdnios (LENT, 2012). O cortex recebe impulsos provenientes de
todas as vias sensoriais, que ai se tornam conscientes e sao interpretadas, e dele
saem o0s impulsos nervosos relacionados ao controle dos movimentos voluntarios,
fendbmenos psiquicos e fungdes cognitivas.

A maioria dos neurdnios pode ser classificada em trés tipos: granulares
ou estelares, fusiformes e piramidais. Os neurdnios granulares possuem ax6nios
curtos e funcionam apenas como interneurénios, que transmitem estimulos para
areas vizinhas dentro do proprio cértex cerebral. Alguns sédo excitatorios e liberam o
neurotransmissor glutamato, outros sao inibitorios, alguns liberando o
neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA). Os neurdnios fusiformes e
piramidais dao origem a praticamente todas as fibras de eferéncia do cértex (BEAR,
2008).

Durante o desenvolvimento, o coOrtex cerebral € elaborado em pelo
menos seis camadas, que vao aumentando de acordo com a proliferacdo
diferenciada e migracdo das células (WANG et al.,, 2010). A mais externa € a
camada molecular, rica em fibras de projecdo horizontal e com poucos neurénios,

seguida pelas camadas granular externa, piramidal externa, granular interna,
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piramidal interna e polimorfa (L II/II,IV,V e VI). Em cada camada predomina o tipo de
neurdnio que lhes empresta o nome, sendo que dentre os diversos tipos de células
existe um predominio das piramidais e granulares ou estelares.

As tentativas de localizar funcbes no cortex cerebral datam da
descoberta de dois tipos de controle motor em areas especificas do cortex no lobo
frontal: controle da fala expressiva em 1862, por Broca, e controle do movimento
voluntario em 1870, por Fritsch e Hitzig (CRAGG, 1967). As pesquisas
subsequentes determinaram o0s varios cortices sensoriais: primario, secundario e
terciario (visdo, audicdo, sensacbes e gustacdo nos lobos occipital, parietal e
temporal) respectivamente. Tanto nas areas motora primaria quanto somestésica, a
representacao cortical de uma parte do corpo é proporcional ndo ao seu tamanho,
mas sim a quantidade de movimentos musculares realizados pela parte
representada ou a importancia funcional desta parte do corpo para a biologia da
espécie.

Consideram-se areas de associacdo aguelas que nao se relacionam
diretamente com motricidade ou sensibilidade. No homem, estas areas ocupam um

territério muito extenso, conforme demonstrado a seguir:
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Lobo Frontal Lobo Parietal

Area de Associacio

I /rea Sensorial

e Area Motora

Lobo Temporal
g Lobo Occiptal

Figura 1. Representacdo esquematica das areas motoras, sensoriais e de

associacao, localizadas no cortex cerebral. Adaptado de COSTA, 2000.
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Figura 2. Representacdo esquematica das camadas corticais; Adaptado de

NETTER, 2009.

Historicamente, sempre se associou 0 aumento na capacidade
cognitiva a um aumento volumétrico na massa encefalica, culminando com a
fundacédo, em 1889, da American Antropometric Society, que tinha a proposta de

avaliar, mensurar e pesar o encéfalo de seus membros, em geral pessoas notaveis
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das artes, ciéncias, politica, musica e literatura, obtendo grande disparidade entre os
extremos (680 g e 2,400 g) sendo que mesmo em um encéfalo com cerca de 50%
menos de massa, pouco ou nenhum significado existe em relagdo a inteligéncia
(DEFELIPE, 2006), confirmando a hipétese de que as caracteristicas quantitativas e
gualitativas das conexdes entre 0s neurdnios, sua maturacao, aspectos moleculares,
fisioldégicos e bioquimicos, caracteristicas genéticas, além da interacdo com o0 meio
ambiente tém um grau de importancia mais efetivo. Apesar disso, a espessura do
neocértex varia muito pouco mesmo em espécies diferentes, assim como a
guantidade de neurbnios em cada camada, que permanece aproximadamente

constante entre as espécies (ELSTON, 2007).
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Cdo Humano

Figura 3. Diferengas citoarquitetbnicas do cortex de mamiferos. Fotomicrografias de
laminas de 100 um coradas pela técnica de Nissl demonstrando as diferencas entre
areas corticais frontal, parietal e occipital de humanos e outros mamiferos. Escala

250 um. Adaptado de DEFELIPE,2011b.
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Como citado anteriormente, a célula piramidal € o elemento mais
abundante no cortex de mamiferos. Elas sdo a maior fonte de sinapses excitatérias
extrinsecas e suas espinhas dendriticas os maiores alvos de conexdes excitatérias
pés-sinapticas(ELSTON, 2011). Como demonstrado anteriormente (ELSTON
2002,2003), diferengas no tamanho, complexidade, densidade de espinhos e
arborizacao dendritica podem influenciar em varios aspectos do funcionamento em
nivel celular, sub celular e em niveis de sistemas. Exemplificando, diferencas na
arborizacdo dendritica podem influenciar na geometria do neurbnio e na relacao
topografica de recepcéo de aferéncias. Diferencas no diametro e na quantidade total
de dendritos afetam as propriedades eletrotonicas celulares. Diferencas na
densidade e na distribuicdo das aferéncias pela arvore dendritica, assim como sua
distribuicdo espacial sdo importantes, pois afetam primariamente a capacidade
funcional do neurdnio. Sendo assim, funcbes descritas como, por exemplo,
planejamento, definicAo de prioridades e contextualizacdo sédo extremamente

dependentes do fendtipo das células piramidais (ELSTON, 2007).
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1.2 ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) é definido como uma série de
condi¢cdes patoldgicas causadas pela oclusdo ou rompimento de vasos sanguineos
qgue irrigam o cérebro (LO, DALKARA e MOSKOWITZ, 2003). O AVE isquémico,
causado pela diminuicdo de fluxo sanguineo decorrente da oclusdo de um vaso
encefélico, € a ocorréncia mais comum, mas a auséncia de fluxo sanguineo para o
encéfalo como um todo, ap6s parada cardiaca, também €& considerado AVE
(ALBERTS et al, 2011). Doencas neurodegenerativas agudas, como AVE, o trauma
encefalico e da medula espinhal sdo a terceira causa mais freqiente de morte no
mundo ocidental, perdendo apenas para o cancer e doencas cardiacas (KRAUS e
MCARTHUR, 1996; KRAUS et al., 1984). Nos Estados Unidos da América (EUA)
existem cerca de 3,5 milhdes de pessoas com sequelas neurologicas oriundas de
AVE, que continua sendo a principal causa de déficits funcionais (DURUKAN e
TATLISUMAK ,2007).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o Brasil é o sexto
pais com maior indice de desordens neurais agudas. Desde a década de 60, a
morbidade por doencas cerebrais e cardiacas suplantou a de mortes por doencas
infecciosas, sendo a maior incidéncia da América latina (LOTUFO, 2005a; LOTUFO,
2005b; LOTUFO e BENSENOR, 2007). Estima-se que o numero de brasileiros com
60 anos ou mais acometidos por AVE exceda em mais de 100% o namero atual de
16,5 milhdes de pessoas (OMS, 2007) até 2025, atingindo o numero de 34,5
milhdes, equivalendo a 15,1% da populacdo. Tal dimenséo significativa de idosos,
com tendéncia sempre crescente, mostra a necessidade e a importancia de estudos
especificos para este grupo etario, incluindo novas terapias através de abordagens

experimentais para a elaboracdo de ensaios clinicos que possam contribuir para a
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melhoria da qualidade de vida de pessoas acometidas por desordens neurais

agudas (SESHADRI et al., 2006).

1.3FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

O AVE isquémico possui alguns fatores de risco similares aos que
predispde ao infarto do miocéardio, tais como: diabetes, hipertenséo, aterosclerose e
dislipidemias (Sindrome Metabdlica), niveis sanguineos elevados de homocisteina e
fatores genéticos, por exemplo, polimorfismos de certos genes como o da sintase do
oxido nitrico (NOS, do inglés nitric oxide synthase) endotelial, apopoliproteina E beta
fibrinogénio (LO, DALKARA e MOSKOWITZ, 2003). A prevencdo continua sendo o
fator mais importante em diminuir o risco de AVE, embora drogas como os inibidores
das enzimas conversoras de angiotensina, diuréticos e estatinas também possam
diminuir esse risco (YUSUF, 2002). Mesmo com o relevante impacto epidemiologico
e clinico, apenas um tratamento farmacologico utilizando o ativador de
plasminogénio tecidual recombinante (tissue plasminogen activator — tPA) foi
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), embora este tratamento nao
beneficie a maioria dos pacientes, além de apresentar graves efeitos colaterais,
incluindo o risco de inducédo de acidente vascular encefalico hemorragico durante
tratamentos prolongados (GILMAN, 2006; LEES e DAWSON, 2007).

Os eventos fisiopatoldgicos associados com o AVE e outras doencas
neurodegenerativas agudas sdo extremamente complexos e envolvem diversos
mecanismos que perduram por horas e até mesmo varios dias (PETTY e
WETTSTEIN,1999).

Apoés oclusdo permanente ou transitoria de um vaso sanguineo no

encéfalo, a parte mais afetada com a reducao rapida de fluxo sanguineo serd o
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centro do territério de vascularizacdo do vaso, com diminuicdo subsequente dos
niveis de ATP, faléncia metabdlica, alteracdes idnicas e morte celular em questdes
de minutos (LIPTON, 1999; LO, DALKARA e MOSKOWITZ, 2003; YUSUF, 2002). A
regido periférica do territorio de vascularizacdo apresenta-se, inicialmente, mais
viavel devido a vascularizagdo colateral. Do ponto de vista morfol6gico podemos
distinguir duas regides distintas e bem delimitadas: o centro isquémico e a regido
peri infarto ou penumbra isquémica (FIGURA 4) ,cujas manifestacBes clinicas
dependem da extensao, gravidade e principalmente da janela temporal envolvida até

a reperfuséo.

Excitotoxicidade
i
m Despolarizacéo )
p peri-infarto Inflamacéo
i ¥
f Apoptose
0 I S
Minutos Horas Dias :

Tempo
Figura 4. Cascata dos eventos prejudiciais em uma isquemia cerebral,minutos apoés
o0 inicio do evento isquémico. Mecanismos excitatérios podem prejudicar neurdnios e
as células gliais e a excitotoxicidade desencadeia os eventos da despolarizacdo
periinfarto, a resposta inflamatéria e os mecanismos de morte celular programada.

Adaptado de DIRNAGL et al, 1999.

Nestas regidoes, ocorrem diferentes tipos de morte celular, incluindo
necrose e apoptose (GREEN, 2003). Os principais mecanismos patologicos da lesao
isquémica sdo complexos e incluem a faléncia da barreira hematoencefélica,

disfuncdo ibnica com perda da homeostase celular, excitotoxicidade, estresse
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oxidativo com toxicidade mediada pela formacao de radicais livres e derivados do
acido araquidénico, resposta inflamatéria, depressédo alastrante (DURUKAN et al.
2007) e morte celular programada ou apoptose (ARUMUGAN, GRANGER E
MATTSON, 2005; GINSBERG et al., 1999; MEAIRS et al., 2006; PRASS et al., 2007;
WANG et al, 2007). Estes eventos patoldgicos induzem lesdo no centro isquémico, e
depois na regido peri-infarto nos tempos mais tardios, através de um mecanismo
conhecido como degeneracéo secundaria (DE KEYSER et al.,1999). Este fenbmeno
patolégico consiste em eventos que podem atingir células inicialmente ilesas ou que
foram afetadas apenas parcialmente pela andxia ou hipéxia. Mesmos neurdnios e
axbnios que sao apenas parcialmente afetados pela isquemia podem degenerar
tardiamente se ndao forem submetidos a intervengdes neuroprotetoras ou quando o
evento infamatoério ndo for modulado adequadamente (TATOR e FEHLINGS, 1991).
Horas apds a ocorréncia do AVE, o que também é valido tanto para
trauma cerebral (encefalico) quanto medular, ocorre uma expanséo da area de leséo
para a penumbra isquémica, o que agrava o progndéstico neuroldgico (LO, DALKARA
E MOSKOWITZ, 2003). O comprometimento funcional da area de penumbra
isquémica envolve mecanismos patoldgicos secundarios, que sdo detectaveis

imediatamente apos a leséo inicial (FIGURA 5.)
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Prejuizo da Fungdo (penumbra)

Lesdo estrutural [

Dias e Semanas

Figura 5. Representacao esquematica do avanco da neurodegeneracéo na zona de
penumbra. Com o avanco da isquemia a leséo inicial se expande em direcdo a area
de penumbra isquémica agravando os déficits energéticos e induzindo morte celular

por necrose e apoptose. Adaptado de (DIRNAGL et al, 1999).

A excitotoxicidade é um dos componentes mais importantes na
promocao da degeneracdo secundaria. O termo foi proposto originalmente por Olney
(1990) para se referir a propriedade do glutamato e seus agonistas em causar morte
neuronal. Os mecanismos basicos de acdo excitotdoxica foram estabelecidos ainda
na década de 70 (OLNEY et al, 1974). A liberacdo do glutamato causa
intumescimento (edema) agudo de corpo celular e dendritos em cerca de 30

minutos, seguido por degeneracao de organelas intracelulares e picnose nuclear. Na
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fase final do processo degenerativo, ocorrem necrose e fagocitose dos detritos
celulares por macrofagos (CHOI, 1992; MELDRUM, 2000; OLNEY, 1990).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC de vertebrados
(MELDRUM, 2000), agindo em trés tipos principais de receptores iontropicos: N-
Metil-D-Aspartato  (NMDA), Kainato e a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-  &cido
isoxazolpropiénico (AMPA). Neurbnios glutamatérgicos perfazem cerca de 80% da
populacdo total de neurénios excitatérios do cortex cerebral (SOMOGYI et al., 1998),
indicando a importancia deste aminoacido excitatorio para a fisiologia do Sistema
Nervoso Central. As concentracfes de glutamato, tanto no meio extracelular como
na fenda sinaptica, sdo rigorosamente controladas por mecanismos envolvendo
enzimas e proteinas transportadoras em neurbnios e células gliais (DANBOLT,
2001). Em algumas condic¢des patoldgicas, tais como o estado epiléptico, isquemia e
lesdo traumatica do encéfalo, estes mecanismos sdo ineficazes em manter as
concentragdes fisiologicas de glutamato no tecido nervoso e os niveis podem elevar-
se, excessiva e perigosamente, induzindo morte celular por excitotoxicidade (CHOI,
1988; 1994; MELDRUM, 2000).

Apesar do seu papel neuropatolégico, o glutamato € imprescindivel em
processos fisiolégicos neurais como aprendizado e aquisicdo de novas memodrias, 0
gue pode ser comprovado pelo seu grande uso nas sinapses quimicas do
hipocampo e do cerebelo. A sua concentracdo na fenda sinaptica precisa ser
continuamente controlada, por pelo menos cinco variedades de ATPases no SNC de
mamiferos. Duas destas enzimas sdo presentes nas células gliais e o restante em
neurdnios (MELDRUM, 1994). As concentracfes das ATPases sdao varias vezes
maiores que aquelas dos receptores AMPA e NMDA possibilitando, uma remocéao

rapida, continua e segura de aminoécidos excitatorios, 0 que previne a



28

excitotoxicidade (SEAL e AMARA, 1999). As areas de maior densidade sinaptica
guimica sdo mais suscetiveis a isquemia, 0 que evidencia claramente o potencial
deletério da disfuncdo glutamatérgica em uma desordem neural aguda
(PULSINELLI, BRIERLEY e PLUM, 1982).

Neurbnios corticais em cultura, expostos a concentracdes patoldgicas de
glutamato ou seus agonistas (NMDA, por exemplo), apresentam dois padrdes
lesivos diferentes: uma fase inicial, caracterizada por edema neuronal intenso
(minutos ap0Os exposicdo a toxina) e uma fase tardia, caracterizada por morte
neuronal, que ocorre horas ap0s a exposi¢ao ao neurotdxico. Foi demonstrado que o
primeiro componente é dependente da presenca de Na* e CI' no meio de cultura e
gue seus efeitos também ocorrem pela acdo de agentes despolarizantes, como o
K'(CHOI, 1992; ROTHMAN e OLNEY, 1986). Este primeiro componente ¢é
reversivel, a medida que a maior parte das ceélulas pode recuperar o equilibrio
osmotico sem chegar a segunda fase.

A segunda fase dos efeitos neurotoxicos do glutamato induz morte
neuronal tardia e é dependente de Ca™ (CHOI, 1985), pois o influxo excessivo de
Ca'" inicia uma série de eventos citoplasmaticos e nucleares que resultam em lesdo
tecidual (CHOI, 1992). Estes eventos podem envolver ativacdo de enzimas
proteoliticas (catepsinas, calpainas, fosfolipases, endonucleases) que degradam as
proteinas do citoesqueleto (por exemplo ,actina e espectrina) e/ou proteinas da
matriz extracelular como a laminina (LO,DALKARA E MOSKOWITZ, 2003; WANG et
al., 2007).

A formacéo excessiva de radicais livres durante alteracGes patoldgicas
do SNC como o AVE, € um mecanismo fundamental de degeneracédo secundaria de

doencas neurodegenerativas agudas e cronicas (LEWEN et al., 2000; LO,DALKARA
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E MOSKOWITZ, 2003; LOVE, 1999). Os mecanismos de excitotoxicidade, disfuncéo
iOnica e estresse oxidativo parecem agir em consonancia durante o desenrolar do
processo neuropatoldgico (ATLANTE et al., 2001; LEWEN et al., 2000;
LO,DALKARA E MOSKOWITZ, 2003; LOVE, 1999). Moléculas reativas derivadas de
oxigénio podem induzir peroxidacao lipidica, formacéo de radicais livres e alteracfes
na conformacédo da funcionalidade da membrana celular, 0 que provoca edema
intracelular e promove liberacdo de glutamato (AGRAWAL et al., 2000; LEWEN et al.
2000). Acredita-se que o NO pode reagir com o0 anion superoxido para produzir
peroxinitrito, o que leva a formacdo de radicais livres potentes como o radical
hidroxila (LIPTON e STAMLER, 1994). Estes autores acreditam que a producéo de
NO € um passo importante nos mecanimos de neurotoxicidade do glutamato.

Muitas doencas do SNC envolvem inflamacéo e esta pode ser a causa
de dano tecidual como ocorre na esclerose multipla, doenca de Alzheimer, artrite
reumatoide, lUpus eritematoso sistémico, lesdo do encéfalo e medula espinhal, além
de AVE (ESIRI, 2007; LUCAS, ROTHWELL e GIBSON, 2006), mas pode possuir
efeitos benéficos (SCHWARTZ, BUTOVSKY E KIPNIS., 2006; SCHWARTZ e
YOLES, 2006).

O papel da resposta inflamatéria durante doencas do SNC ainda é
controverso, mas existem evidéncias que demonstram que a resposta inflamatoria
possui tantos efeitos deletérios (BANATI et al., 1993; BLIGHT, 1994; GIULIAN, VACA
e CORPUZ, 1993; GIULIAN, VACA e NOONAN, 1990; GOMES-LEAL et al., 2005;
MONJE, TODA e PALMER, 2003; POPOVICH et al.,, 1999), quanto benéficos,
relacionados principalmente a producao de fatores troficos e fatores de crescimento,

como por exemplo o fator de crescimento derivado de fibroblastos (BDNF), nas fases
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iniciais da inflamag&o (BUTOVSKY et al., 2005; KNOLLER et al., 2005; LAZAROV-
SPIEGLER et al., 1996; RAPALINO et al., 1998).

Apos lesé@o neural aguda, experimental ou em seres humanos, ocorre
uma resposta inflamatoria caracterizada por recrutamento de neutrofilos e linfécitos
em uma fase inicial e intensa ativacao microglial/macrofagica em fases mais tardias
(ARUMUGAM, GRANGER E MATTSON, 2005; WANG et al., 2007).

Foi demonstrado que o tratamento com a minociclina, uma tetraciclina
de quarta geracao, reduz a morte tardia de oligodendrdcitos, impede lesdo axonal
retrégrada e melhora o progndstico neurolégico de ratos submetidos a lesdo aguda
da medula espinhal (LEE et al., 2003; STIRLING et al., 2004). A minociclina também
possui efeito neuroprotetor em modelos de isquemia focal no cérebro de ratos
(YRJANHEIKKI et al., 1999).

Foi demonstrado experimentalmente, que o uso de altas doses de
metilpredinisolona, um antiinflamatério esteroide, melhora a capacidade de
recuperacao motora e diminui a area de lesdo em ratos submetidos a lesdo aguda
da medula espinhal (BRACKEN, 2001; BRACKEN e HOLFORD, 2002).

Com relacdo ao AVE, a uUnica abordagem terapéutica aprovada pela
FDA para uso em humanos, ¢é a lise do trombo pela aplicacao, até 3h apos o evento,
do ativador de plasminogénio tecidual recombinante ou tPA (DEWAR et al, 1999). A
aplicacdo tardia desta substancia (mais de 3h ap6s o AVE) pode induzir
transformacdo hemorragica, o que agrava demasiadamente 0 progndstico
neurologico e um aumento consideravel da area isquémica para a penumbra
(LO,DALKARA E MOSKOWITZ , 2003). Inumeras abordagens terapéuticas
possiveis para o AVE estdo sendo testadas em modelos experimentais, entre as

guais o uso de inibidores de estresse oxidativo, antagonistas de receptores
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glutamatérgicos, inibidores de metaloproteinases, de moléculas de adeséo celular,
hipotermia, inibidores da NOS imunolégica (NOSI), agonistas de GABA, fatores
neurotroéficos, e inibidores de caspase (SMITH, 2005). Se aplicadas individualmente,
estas abordagens ndo apresentam sucesso para inducdo de neuroprotecdo, o0 que
sugere que abordagens multiplas, utilizando os efeitos sinérgicos de diversas
abordagens terapéuticas individuais, podem mais facilmente lograr éxito em

promover neuroprotecao (LO,DALKARA E MOSKOWITZ, 2003).

1.4 MODELO DE INDUQAO ISQUEMICA EXPERIMENTAL COM USO DE
ENDOTELINA-1

Doencas neurodegenerativas agudas possuem elevados indices de
incidéncia em diversos paises do mundo, incluindo o Brasil. Pesquisas
translacionais, onde os resultados experimentais podem gerar ensaios clinicos, sao
as principais fontes de novas abordagens terapéuticas para as doencas
neurodegenerativas agudas e cronicas. Na neuropatologia experimental classica,
sempre se privilegiou o estudo dos mecanismos de lesdo do corpo celular das
células afetadas. Apesar deste fato, ndo existe registro de trabalhos na literatura que
tenham investigado de forma sistematica a neuropatologia da substancia cinzenta
através de modelos experimentais isquémicos e excitotoxicos. O objetivo principal
do presente projeto € contribuir para remediar este problema, utilizando uma técnica
de lesdo isquémica focal, dirigida a um alvo especifico. Este projeto apresenta-se
em nitido contraste a outros estudos anteriores utilizando técnicas tradicionais de
oclusdo vascular (cauterizacdo, émbolo da artéria cerebral média), que possuem

caracteristicas difusas devido ao fato de que todo o trajeto vascular é afetado,
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aumentando sobremaneira as areas de penumbra no tecido nervoso
(MERGENTHALER,DIRNAGL e MEISEL ,2004).

A endotelina-1 (ET-1) € um peptideo com 21 aminoé&cidos, derivado
de células do endotélio vascular que atua sobre a musculatura lisa vascular
promovendo um poderoso efeito vasoconstritor (HENRY, 1999; HUNLEY e KON,
2001). Fisiologicamente, pouco é conhecido sobre o papel da ET-1, mas acredita-se
gue esteja envolvida na sinalizagao para proliferacéo celular, formacao de elementos
constituintes da fibrose tecidual, modulagéo do tonus vascular (pressao arterial) e
resposta inflamatéria (HUNLEY e KON, 2001; MOTTE et al., 2006).

A sintese de ET-1 ocorre em diferentes 6érgados, incluindo: coracao,
pulméo, cérebro e algumas células imunes, sendo a principal fonte deste peptideo, o
endotélio vascular. A ET-1 € a isoforma que apresenta maior importancia clinica
(MOTTE,MCENTEE E NAEIJE, 2006). Os efeitos vasoconstritores da ET-1 s&o
antagonizados pela acdo vasodilatadora de prostaciclinas e, principalmente, do NO
(HUNLEY e KON, 2001; MOTTE,MCENTEE E NAEIJE, 2006).

O potente efeito constritor da ET-1, no tecido nervoso, induz infarto
local e déficits neurolégicos (GUPTA et al., 2005). Microinjecdes de ET-1 no
parénquima nervoso sao, portanto, modelos experimentais confiaveis e
reproduziveis de isquemia focal transitéria (FUXE et al., 1989; AGNATI et al., 1991;

HUGHES et al., 2003).
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1.5 HIPOTESE E O PARADIGMA EXPERIMENTAL

Neste estudo, investigaram-se o0s padrées de comprometimento
histopatolégico dos diversos componentes da substancia cinzenta em um modelo
previamente estabelecido de isquemia experimental. Induziu-se isquemia focal
através de microinje¢bes de endotelina-1, o qual se demonstrou recentemente
induzir cerca de 60% de reducdo do fluxo sanguineo apdés injecdo de cerca de 10
pMoles desta substancia no cortex e regides subcorticais de ratos adultos (HUGHES
et al., 2003). Além disso, foi demonstrado previamente que a endotelina-1 contribui
para a lesdo isquémica por seu potente efeito vasoconstritor, culminando em uma
série de eventos patoldgicos, entre 0os quais a liberacdo de aminoacidos excitatorios
como o glutamato, apesar de o peptideo ndo ser considerado neurotéxico em sua
esséncia (DURUKAN e TATLISUMAK, 2007)

Inexistem estudos que tenham investigado de forma sistematica,
utilizando padrbes lesivos comparaveis, o padrdao de degeneracdo de diferentes
regibes corticais do SNC submetidos a uma mesma situacdo patoldgica.
Investigamos a hipétese de que, dependendo da area cortical, se granular, agranular
ou de associacdo, os padrbes neuropatologicos apresentam caracteristicas
peculiares, relacionadas ao padrdo diferencial de circuitos neurais daquela regiao
especifica e aos aspectos diferenciais dos mecanismos envolvidos.

Neste estudo, demos énfase a avaliacdo histopatologica da leséo
neural em seus diversos componentes, tais como ativacao microglial, marcacéo de
macrofagos e astrocitos. Investigamos sistematicamente, o papel da resposta
inflamatéria utilizando diversas técnicas imunoistoquimicas e histologicas. As
técnicas imunoistoquimicas utilizadas e os modelos experimentais propostos foram

testados e implementados em estudos anteriores de nosso grupo, ou de Nossos
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colaboradores (DOS SANTOS et al, 2007; GOMES-LEAL et al., 2002 , 2004 e 2005;

HUGHES et al., 2003; SOUZA -RODRIGUES et al, 2008).
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1.6 OBJETIVOS
1.6.1 Objetivo Geral
Comparar o padrédo de degeneragcdo isquémica em trés regides
corticais, citoarquitetonicamente distintas, de ratos adultos: cortex somestésico,

cortex motor e cortex associativo.

1.6.2 Objetivos Especificos
1.6.2.1 Estabelecer o padrédo temporal de evolugcdo da lesdo isquémica em

diferentes areas corticais;

1.6.2.2 Investigar se lesdes isquémicas localizadas em areas corticais com estrutura

citoarquitetbnica distinta resultam na mesma sequéncia de eventos patoldgicos;

1.6.2.3 Investigar quantitativamente o padrdo de perda neuronal, microgliose e
astrocitose em diferentes areas corticais ap0s isquemia focal induzida por

microinjecdes de endotelina-1;

1.6.2.4 Estabelecer a base dos eventos neuropatologicos para estudos futuros que

visem a implementacao de procedimentos terapéuticos e/ou neuroprotetores.
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2.MATERIAIS E METODOS
2.1 Consideracdes Gerais Sobre O Modelo Experimental Utilizado

Em estudos prévios de membros de nosso laboratério, determinamos
omodelo experimental utilizado na presente investigagcdo (SOUZA-RODRIGUES et
al., 2008; FRANCO et al., 2012). Usamos os efeitos vaso constritores da endotelina-
1 para induzir isquemia focal em ratos de acordo com modelo experimental
estabelecido por Hughes et al. (2003) e adaptado por nosso grupo (SOUZA-

RODRIGUES et al., 2008; FRANCO et al., 2012) .

2.2 Procedimentos Cirargicos e Método de Injecdo de Endotelina-1

De forma resumida, ratos adultos machos da linhagem Wistar (n=5 por
tempo de sobrevida/grupo experimental, sendo 3 animais controle), perfazendo um
total de 72 animais, com peso aproximado entre 270-300 gramas, provenientes do
biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para, foram
utilizados no presente estudo. Os animais foram profundamente anestesiados com
injecdo intra-peritoneal de uma mistura de Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®,
Konig, 72 mg/kg, i.p.) e Cloridrato de Xilazina (Kenzol®, Konig, 9 mg/kg, i.p.). Os
reflexos corneano e de retirada da pata foram testados antes de os mesmos serem
posicionados em um aparelho estereotaxico (Insight, Brasil). A estereotaxia foi
implementada somente quando estes reflexos forem abolidos pela anestesia. Uma
manta térmica foi utilizada para manter a temperatura corporea do animal durante o
procedimento cirdrgico. A referida temperatura foi monitorada com um pequeno
termdmetro clinico retal. Todas as coordenadas estereotaxicas foram obtidas de

Paxinos, 1982, assim descritas:
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DORSO- ANTERO- MEDIO-
VENTRAL POSTERIOR LATERAL
CORTEX MOTOR +0,3 +1,7 +2.6
CORTEX SOMESTESICO +0,3 +1,3 +4.5
CORTEX ASSOCIATIVO +0,3 +1,7 +1,0

Figura 6.Tabela de descricdo das coordenadas estereotaxicas utilizadas.

Apoés o estabelecimento da area de injecdo, uma pequena abertura foi
feita no cranio do animal, com auxilio de uma broca odontolégica esférica estéril.
Para a injecdo do neurotoxico, a dura-mater foi removida do campo cirdrgico e uma
micropipeta de vidro com ponta de 10-20 um foi posicionada de acordo com as
coordenadas estereotaxicas supracitadas, sendo que injetou-se, por pressao, a
quantidade de 1 pl contendo 80 ;mol de endotelina-1 no parénquima neural. Apés a
injecao, a micropipeta foi mantida estacionaria por mais cinco minutos, antes de ser
lentamente retirada do sitio de injecdo para minimizar o refluxo do material. Nos
animais controle, injetou-se o0 mesmo volume do diluente respeitando a mesma
metodologia anteriormente descrita. A fim de marcar a area de lesdo, uma pequena
guantidade do corante azul de colanil foi adicionada tanto a solucdo contendo o
neurotdxico como a solucdo controle. Este corante ndo induz alteragcfes teciduais,
pois possui efeito inécuo ao tecido nervoso. ApOs a cirurgia, os animais foram
mantidos com agua e comida a vontade durante os tempos de sobrevida de 24h (1

dia), 72h (3 dias) e 168h (7 dias). Todos os procedimentos experimentais e as
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manipulagdes com os animais foram realizados em obediéncia as normas sugeridas
pela Society for Neuroscience, National Institutes of Health (NIH, USA) e aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentag&o da Universidade

Federal do Para (CEPAE - UFPA), parecer BIO-048-12.

2.3 PERFUSAO E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os animais foram perfundidos apés os tempos de sobrevida
relacionados. Foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Konig,
72 mg/kg, i.p.) e Cloridrato de Xilazina (Kenzol®, Konig, 9 mg/kg, i.p.). Apds a
abolicao dos reflexos de retirada da pata e corneano,foram perfundidos através do
ventriculo cardiaco esquerdo com 500 ml de solucédo tampéao fosfato salina 0,04 M
heparinizada (1 ml de heparina para 1 litro de solucdo tampé&o) seguida de 500 ml
de Paraformaldeido a 4% (VETEC) . Os encéfalos foram retirados apds craniotomia,
pos-fixados durante 24 horas com a mesma solucao e crioprotegidos, em gradientes
de solucado crioprotetora segundo o0 seguinte protocolo: crioprotetora a 25 % (30
minutos), a 50 % (4-6h), a 100 % (24-48h); em seguida, foram embebidos em Tissue
tek, congelados em camara de criostatocom efeito Peltier (- 55 °C) e seccionados
coronalmente em criostato (Microm® / modelo HM-505-E), em espessuras de 20 e
50 pm. As laminas, montadas com 3 secc¢fes cada a 20 um e 2 secc¢fes a 50 um
foram congeladas a -20° C até o processamento histolégico adequado. De cada
animal foram obtidas 4 laminas com sec¢do de 50 um, intercaladas por outras 5
laminas com seccdes de 20 um sendo obtida inicialmente uma seccdo de 50 um,
indicando o inicio da area coletada, seguida das 5 laminas com secc¢fes de 20 um, e

novamente obtendo-se uma de 50 um sequencialmente, encerrando-se a coleta com
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a ultima lamina de 50 um perfazendo toda a extensao rostro-caudal da lesé&o ,sendo
identificada pela presenca do corante azul de colanil..

Todas as seccdes foram montadas, durante a microtomia, diretamente
em laminas previamente gelatinizadas e acondicionadas em estojo plastico. Para
aumento da aderéncia das secc¢les, as laminas foram mantidas a temperatura

ambiente por, no minimo, 24 h antes de qualquer outro procedimento histolégico.

2.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA
2.4.1 Visualizagéo da Area de Lesao
Para a visualizacéo da area de leséo, utilizou-se a técnica de coloracdo
pela violeta de cresila em sec¢cdes com espessura de 50 um. A zona de inje¢cédo de
endotelina-1 péde ser reconhecida pela presenca do corante azul de colanil injetado
com este peptideo, ou pelo palor, auséncia de corpos neuronais e/ou necrose

tecidual induzidos pelo processo isquémico ou excitotoxico.

2.4.2 Estudos Imunohistoquimicos
Com intuito de avaliarmos a participacao glial e de células da resposta
inflamatdria aguda, realizou-se uma série de estudos imunohistoquimicos, utilizando

0S seguintes anticorpos:

Anti-ED1 (Serotec, 1:500): este anticorpo reconhece um um epitopo na
membrana de lisossomas no citoplasma de macréfagos/microglia ativados

(DIJKSTRA et al., 1985);
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Anti-GFAP (Dako, 1:1000): para o estudo de astrocitos, utilizar-se-a o
anticorpo anti- proteina acida fibrilar glial ( do inglés, glial fribrillary acid protein,

GFAP), um marcador classico para estas células (GOMES-LEAL et al., 2004).

Anti-lbal (WAKO, 1:1000): este anticorpo reconhece uma proteina quelante

de Ca™" presente no citoplasma microglial (ITO et al., 1998).

Nestes estudos, a reacdo imunoistoquimicafoi realizada usando
diaminobenzidina (DAB) como cromégeno (marcando em marrom),protocolousado
de rotina em nosso laboratério (GOMES-LEAL, 2002; GOMES-LEAL et al.

2004,2005).

2.5 ANALISE QUALITATIVA

Todas as seccOes coradas pelos diferentes métodos histolégicos e
reacdes imunoistoquimicasforam inspecionadas em microscopio oOptico (NIKON
ECLIPSE E200). Imagens de seccdes com campos mais ilustrativos, obtidas de
animais perfundidos em todos os tempos de sobrevida apos a injecéo de endotelina-
1 e animais controle, foram obtidas com o uso de uma camera digital (MOTICAM

2500) acoplada ao fotomicroscopio NIKON 50i.

2.6 ANALISE QUANTITATIVA
O numero demacréfagos/microglia ativados e astrécitos foram
contados com uso de uma gradicula de area de 0,0625 mm?2 acoplada a ocular de

um microscépio 6ptico (NIKON ECLIPSE E200) em objetiva de 40X. As contagens
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foram realizadas nas regibes de maior densidade de células de acordo com o
seguinte critério: 3 secc¢des/animal/imunoistoquimica/tempo, no qual avaliou-se a
area de lesao, sendo utilizados 4 campos /hemisfério para avaliar microglia ativada
(ANTI ED-1). As médias das contagens e os valores de erro padrao foram obtidos e

plotados em fungéo do tempo e distancia.

2.7. ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) com critério de correcéo a
posteriore de Tukey para fazer a avaliacado das diferencas entre os grupos controle e
isquémico, por tempo de sobrevida, em cada analise imunoistoquimica. O nivel de
significancia foi de p <0.05. Os resultados foram expressos textualmente e em
graficos com média e erro padrdo (média terro padrédo), utilizando o software

GRAPHPAD PRISM® 6.0.
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3.RESULTADOS

3.1. A INJECAO DE ENDOTELINA 1 INDUZ PERDA TECIDUAL EM DIFERENTES

AREAS CORTICAIS

Os animais controle, injetados com solucdo salina estéril, ndo
apresentaram resposta inflamatoria, edema e perda de corpos celulares evidentes
em todos os tempos de sobrevida e em todas as areas analisadas (Figura 7 A-D-G,
Figura 8 A-D-G e Figura 9 A-D-G). Contudo, os animais do grupo isquémico, que
receberam ET-1, apresentaram infiltrado inflamatério e perda tecidual ja observaveis
ao primeiro dia (Figura 7 B-C, E-F, H-I), com aumento ao terceiro (Figura 8 B-C,E-
F,H-1) e certa diminuicdo ao sétimo dia pos inducao isquémica (Figura 9 B-C,E-F,H-I)
em todas as areas analisadas. Houve perda tecidual progressiva nos tempos
avaliados apos a injecédo de ET-1, em comparacdo aos animais controle (Figuras 7-
9). Este evento patoldgico foi mais significativo no cortex somestésico, seguido pelos
coértices motor eassociativo (Figuras 7-9). Esta ultima regido cortical, apresentou os

menores danos teciduais, 0 que sugere ser menos sucetivel ao processo isquémico.
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Figura 7. Andlise histopatologica revelada pela coloragdo com violeta de cresila, 1
dia apés a inducao isquémica. Animais controle injetados com solucao salina estéril
(A-D-G) ou isquémicos injetados com ET-1 no cértex motor (E-F), somestésico (B-
C), e associativo (H-1) .Notar intenso infiltrado inflamatério no cértex somestésico

(seta em C). Escalas: A,D,G (100 um); B, E, H (100 um); C,F,I (20 um).



44

Controle Isquémico

Somestésico

Motor

Associativo

Figura 8. Andlise histopatoldgica revelada pela coloracdo com violeta de cresila, 3
dias. Animais controle injetados com solucao salina estéril (A-D-G) ou isquémicos
injetados com ET-1 no cortex motor (E-F), somestésico (B-C), e associativo (H-I). A,

D, G: escala de 100 um. B,E, H: escala de 100 um. C,F,I: escala de 20 um
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Figura 9. Andlise histopatoldgica revelada pela coloracdo com violeta de cresila, 7
dias. Animais controle injetados com solucdo salina estéril (A-D-G) ou isquémicos
injetados com ET-1 no cortex motor (E-F), somestésico (B-C), e associativo (H-1). A,

D,G,B,E,H: escala de 100 um.C,F,I: escala de 20um
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3.2 MICROINJECOES DE ENDOTELINA-1 INDUZEM UM PADRAO DIFERENCIAL

DE ATIVACAO MICROGLIAL EM DIFERENTES AREAS CORTICAIS

A analise da ativacdo microglial foi realizada através das imunoistoquimicas
para Ibal, cujo anticorpo reconhece uma proteina quelante de Ca™" presente no
citoplasma microglial (ITO et al., 1998) e ED1 (DIJKSTRA et al., 1985). Considerou-
se 0 padrdao morfolégico, o qual variou do ramificado (micréglia nado-ativada),
amebdide (micréglia ativada, tanto residente quanto a vascular) e macrofagica
(fagocitica, residente e também a derivada de mondcitos sanguineos) (THORED et
al,2009) . Nos animais controle, observou-se predominancia do padrédo ramificado,
nos trés tempos analisados e nas trés areas corticais investigadas (Figuras 10-12 A,
D, G). Nos animais isquémicos houve ativacdo microglial gradual e progressiva
(microgliose) nos tempos de 1, 3 e 7 dias ap0s o evento isquémico (Figuras 10,11 e
12), com pico aos 3 dias pos-isquemia (Figura 11 ). O padrdo morfoldgico variou de
acordo com o periodo e a regido avaliada. Ao 1° dia , células microgliais ativadas
foram observadas na regido isquémica de todas as regides corticais (Figura 10 ). Ao
3° dia, observou-se uma predominancia dos tipos amebdide e fagocitico (células
arredondadas) (Figura 11), o que foi mantido ao 7° (Figura 12). Comparativamente, a
intensidade da ativacdo microglial foi maior no cértex somestésico, seguido pelo
cortex motor e coértex de associacdo (Figuras 11-12). Este padrdo de reatividade
microglial observado nas células Ibal+ foi similar ao observado pelas células ED1+
(marcador de microglia/macréfago ativados) (Figuras 13, 15 e 17) e confirmado por

analise quantitativa (Figuras 14, 16 e 18). .
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Figura 10. Andlise imunoistoquimica para Ilbalem diferentes areas corticais. Animais
controle injetados com solucdo salina estéril (A-D-G) ou isquémicos injetados com
ET-1 no coértex motor (E-F), somestésico (B-C), associativo (H-1) 1 dia ap6s a
inducdo isquémica. Notar micrdglia ramificada (seta em A). A, B, D, E, G, H: escala

de 100 um. C, F, I: escala de 20 um.
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Figura 11. Analise imunoistoquimica para Ibal no cortex. Animais controle injetados
com solucdo salina estéril (A-D-G) ou isquémicos injetados com ET-1 no cOrtex
motor (E-F), somestésico (B-C), associativo (H-I) 3 dias apds a indugéo isquémica.

A, B, D, E, G, H: escala de 100 um. C, F, I: escala de 20 um.
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Figura 12. Analise imunoistoquimica para Ibalem diferentes regibes corticais.
Animais controle injetados com solucédo salina estéril (A-D-G) ou isquémicos
injetados com ET-1 no coértex motor (E-F), somestésico (B-C), associativo (H-I) 7
dias apos a inducéo isquémica. A, B, D, E, G, H: escala de 100 um. C, F,I: escala de

20 pm.
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Conforme especificado anteriormente, a ativacdo microglial também foi
avaliada utilizando o anticorpo ED-1, que marca os macrofagos ativados derivados
da micréglia residente e de mondcitos derivados do sangue (DIJKSTRA et al. 1985).
No primeiro dia apos a lesdo isquémica, observamos um aumento de células ED-1
positivas em todas as regides analisadas, com predominio no cértex somestésico
(Figura 13 B-C), seguido pelo motor (Figura 13 E-F) e pelo associativo (Figura 13 H-
). Este resultado foi confirmado pela analise quantitiva do nimero de células ED1+
(Figura 14). Ao terceiro dia apés a inducao isquémica, observou-se 0 pico maximo
de ativacao microglial nas trés areas corticais, principalmente na regido somestésica
(112,445,02 células/campo), seguida pela area motora (91,4 + 3,2) e com valores
menores para a area associativa (77,3 + 7,1) (Figuras15-16). Ao sétimo dia, houve
uma diminuicdo da ativagdo microglial, mas o namero de células ED1+ continou
elevado em relagédo ao animais controle ( 64,3 +4.3 motor, 87 +4.1 somestesico, 46.3
+ 8.9 associativo) (Figuras 17-18). A ativagao microglial ainda foi mais intensa na
area somestésica, neste tempo de sobrevida (Figuras 17), como confirmado por

analise quantitativa (Figura 18).
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Figura 13 — Analise imunoistoquimica para ED1no cortex ipsilateral. Animais controle
injetados com solucédo salina estéril (A-D-G) ou isquémicos injetados com ET-1 no
cortex motor (E-F), somestésico (B-C), associativo (H-I) 1 dia apd6s a inducao

isquémica. A, B, D, E, G, H: escala de 100 um. C, F, I: escala de 20 um.
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Figura 14 — Grafico representativo da andlise quantitativa do numero de células

ED1+ no cértex ipsilateral em 1 dia por area. Representacdo com média e erro
padrdo, com p<0.05 em relacdo ao grupo controle. (*) representando diferenca
estatistica em comparac¢éo ao grupo controle, (+) representando diferenca estatistica

em comparacdo ao somestésico, (#) representando diferenca estatistica em

comparagdo ao motor.
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Figura 15 — Analise imunoistoquimica para ED1 no cértex ipsilateral. Animais
controle injetados com solucdo salina estéril (A-D-G) ou isquémicos injetados com
ET-1 no cértex motor (E-F), somestésico (B-C), associativo (H-I) 3 dias apés a

inducdo isquémica. A, B, D, E, G, H: escala de 100 um. C, F, I: escala de 20 um.
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Figura 16 — Grafico representativo da andlise quantitativa do niamero de células

ED1+ no cortex ipsilateral em 3 dias por area . Representacdo com média e erro
padrdo, com p<0.05 em relacdo ao grupo controle. (*) representando diferenca
estatistica em comparacéo ao grupo controle, (+) representando diferenca estatistica

em comparacdo ao somestésico, (#) representando diferenca estatistica em

comparagdo ao motor.
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Figura 17 — Analise imunoistoquimica para ED1 no cértex ipsilateral. Animais
controle injetados com solucdo salina estéril (A-D-G) ou isquémicos injetados com
ET-1 no cortex motor (E-F), somestésico (B-C), associativo (H-1) sete dias apés a

inducéo isquémica. A, B, D, E, G, H: escala de 100 um. C, F,I: escala de 20 pum.
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Figura 18 — Analise quantitativa do numero de células ED1+ em diferentes areas

corticais 7 dias ap0s a inducao isquémica. O numero de células ED1+ foi maior no
cértex somestésico, seguido pelas areas motora e associativa. (*) representando
diferenca estatistica em comparagéo ao grupo controle, (+) representando diferenca

estatistica em comparacdo ao somestésico, (#) representando diferenca estatistica

em comparagdo ao motor.
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3.3 MICROINJEQ()ES DE ENDOTELINA-1 INDUZEM ASTROCITOSE
PROGRESSIVA NEOCORTICAL

A ativacdo astrocitaria foi analisada pela imunoistoquimica para GFAP,
um marcador classico de astrécitos (GOMES-LEAL et al., 2004). No grupo controle,
0s astricitos apresentaram-se com morfologia ramificada e diminuto volume de
corpo celular, em todos os tempos avaliados (Figuras 19-21 A-D-G). Nos animais
isquémicos, houve um aumento gradual e progressivo da astrocitose, com células
apresentando um aumento do volume de corpo celular, diminuicdo dos ramos com
aumento concomitante da sua espessura apartir de 1 dia apds a inducao isquémica,
principalmente no cortex somestésico (Figura 19 B-C, E-F, H-1). A astrocitose
aumentou bastante ao 3° dia (Figura 20 B-E-H, C-F-1), com intensidade maior nos
cortices somestésico (Figura 20 B-C) e motor (Figura 20 E-F), mas com menor
intensidade no cortex associativo (Figura 20H-1). Ao sétimo dia, o padrdo foi
parecido ao observado ao terceiro dia pés inducdo isquémico (Figura 21), com a

diferenca que houve maior morte astrocitaria.
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Figura 19 - Analise imunoistoquimica para GFAP no coértex. Animais controle
injetados com solugéo salina estéril (A-D-G) ou isquémicos injetados com ET-1 no
cortex motor (E-F), somestésico (B-C), associativo (H-I) 1 dia apds a inducdo

isquémica. A, B, D, E, G, H: escala de 100 um. C, F,I: escala de 20 um.
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Figura 20 - Andlise imunoistoquimica para GFAP no cértex. Animais controle
injetados com solucéo salina estéril (A-D-G) ou isquémicos injetados com ET-1 no
cortex motor (E-F), somestésico (B-C), associativo (H-1) 3 dias ap6s a inducao

isquémica. A, B, D, E, G, H: escala de 100 um. C, F,I: escala de 20 um.
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Figura 21 - Analise imunoistoquimica para GFAP no cértex. Animais controle
injetados com solucédo salina estéril (A-D-G) ou isquémicos injetados com ET-1 no
cortex motor (E-F), somestésico (B-C), associativo (H-1) 7 dias ap6s a inducao

isquémica. A, B, D, E, G, H: escala de 100 um. C, F, I: escala de 20 um.
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4. DISCUSSAO

4.1. CONSIDERACOES SOBRE O MODELO EXPERIMENTAL

Nessa investigacdo, o modelo escolhido para inducdo da leséo
isquémica foi a injecao estereotéxica de endotelina-1. GUPTA et al. (2005) afirmam
gue a ET-1 ndo age de maneira toxica propriamente dita, porém produz uma
vasoconstri¢cdo local e supressao do fluxo sanguineo por até trés horas no local da
injecdo (FUXE et al, 1989; HUGHES et al, 2003). A diminui¢cdo do fluxo sanguineo
pela injecéo cortical de ET-1 tem sido usada para produzir lesdes isquémicas focais
em diferentes areas corticais incluindo, cortex (FRANCO et al, 2012), estriado
(SOUZA-RODRIGUES et al., 2008), tronco encefalico (DOS SANTOS et al., 2007) e
capsula interna (FROST et al., 2006).0 modelo da ET-1 possui a facilidade de néo
ser tdo invasivo como outros modelos frequentemente utilizados para a inducéo de
AVE experimental, incluindo o método do filamento (ZHAO et al., 1994). Neste
modelo, um delgado filamento é inserido na origem da carétida interna até encontrar
0 ponto de bifurcacéo da artéria cerebral média. O filamento € mantido entre 1 e 2
horas, com reperfusdo subsequente. Os dados estabelecidos sdo severos e difusos,
atingindo o territério de vascularizacdo da artéria cerebral média, incluindo porgéo
lateral do estriado e regides do cortex frontoparietal, e de acordo com o territorio de
vascularizacdo do vaso afetado, o cortex frontal e pré frontal (MORIOKA et al., 1993;
ZHAO et al., 1994).

Estes modelos de oclusdo temporéria, permanente ou diminuicdo do
fluxo sanguineo da artéria cerebral média produzem areas grandes e bem definidas
de infarto com importante diminuicdo do fluxo sanguineo, no entanto, requerem

intervencdes cirdrgicas extensas com grande conhecimento de anatomia topogréfica
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e técnica cirlrgica apurada para expor esta artéria e ocluir o vaso, o que pode levar
a complicacbes trans e pos-operatdrias relacionadas primariamente ao ato cirargico
apenas relevantes para os animais. Desta forma, modelos que se utilizam de
oclusao da artéria cerebral média ndo se mostraram aplicaveis a nossa investigacao,
por buscarmos avaliar areas restritas de lesdo priméria, o0 que tornou-se possivel
com a injecdo de ET-1 diretamente no coértex, com pouco ou nenhum
comprometimento celular ou tecidual nas &reas circunvizinhas ou mais distantes do
local da injecéo.

A caracteristica focal do modelo utilizando ET-1 € importante para
estudos ondese quer avaliar o comprometimento de uma area mais circunscrita,
como no nosso estudo. Com este modelo é possivel produzir infartos restritos a
capsula interna (FROST et al., 2006) ou a nucleos especificos do tronco encefélico,
como implementado em um estudo prévio em nosso laboratorio (DOS SANTOS et

al., 2007).

4.2. O CORTEX SOMESTESICO E MAIS AFETADO PELO PROCESSO
ISQUEMICO QUANDO COMPARADO AOS CORTICES MOTOR E DE
ASSOCIACAO

Nesta tese, investigamos a hipétese de que a evolucdo
neuropatoldgica poderia ser diferente em diferentes areas corticais submetidas a
uma lesdo isquémica focal de mesma intensidade. Os resultados parecem confirmar
esta hipotese, considerando que o padrdo de perda tecidual, microgliose e
astrocitose foram mais intensos nos cortices somestésico e motor, em relacéo a area
de associacdo. Os resultados sugerem que as areas corticais primarias, incluindo o

cortex somestésico primario (SI) e as areas motoras sao mais vulneraveis ao
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processo isquémico, do que areas de associacdo. Comparativamente, o coértex
somestésico foi mais afetado do que as duas outras &reas investigadas. A
explicacdo deste fato ndo é conhecida, mas 0os mecanismos subjacentes poderiam
estar relacionados os diferentes padrdes de aferéncia e eferéncia, a diferentes
padrdes metabdlicos e/ou a distribuicdo seletiva de receptores glutamatérgicos entre
as diferentes areas corticais.

E possivel que a organizacgéo intrinseca das diferentes areas corticais,
sensoriais primarias, motoras ou de associacdo as tornem diferencialmente
susceptivel ao AVE. Devido a imensa diversidade de fungdes do neocoértex,
diferentes areas neocorticais possuem padrdes diferenciais de demanda metabdlica,
0 que certamente influencia os padrées de reposta a lesdo isquémica, uma doenca
caracterizada por déficit metabdlico severo (IADECOLA & ANRATHER, 2011).

Existem evidéncias de que o cortex parietal, onde fica localizado o giro
pos-central que contém areas somestésicas, € preferencialmente susceptivel a
eventos isquémicos em ratos (TAKITA et al., 2004). Aléem disso, alguns estudos
eletrofisiolégicos sugerem que pacientes que tiveram parada cardiaca possuem
maiores padrdes lesivos nas regifes conectadas por maior niumero de aferéncias
talamicas, incluindo o coértex somestésico (MUTHUSWAMY et al., 2002; BAUER et
al., 2003). Estudos também sugerem que o efeito da hipdoxia € mais intenso no
cérebro de neonatos em regides primarias e em areas motoras (MARTIN et al.,
1997). Os autores sugerem que 0s niveis de citocromo oxidase podem ser maiores
nas regides mais vulneraveis. O cOrtex somestésico é preferencialmente uma area
de grande demanda metabdlica, onde a coloracdo para citocromo oxidase marca os

campos de barris (FREIRE et al., 2004).
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Estudos recentes em humanos confirmam uma variagdo de
vulnerabilidade a hipoxia para diferentes regides encefélicas (PAYABVASH et
al,2011).

A maior vulnerabilidade das areas primarias ao processo isquémico
ndo € correlacionado com a sua maior complexidade morfofuncional. Diversos
estudos sugerem que os padrdes de circuitos neurais sdo mais complexos nas areas
de associacdo do que nas areas primarias (ELSTON et al, 2003,2007,2011). Isso é
valido para diferentes areas corticais, bem como para areas hierarquicamente
superiores dentro de uma mesma regidao, como no cortex visual (ELSTON et al,
2003,2007,2011).

Uma possibilidade é que as areas de associacdo, por serem areas
criticas para a integracdo da percepcdo e dos aspectos mais complexos da
cognicao, poderiam possuir mecanismos mais efetivos de reparo endogeno que as
tornariam mais resistentes as condi¢des patolégicas ou que sejam mais adaptadas a
eventos isquémicos, talvez por conseguirem manter as condicbes minimas
funcionais com um consumo metabdlico relativamente menor.

Os mecanismos moleculares e celulares que contribuem para uma
maior suscetibilidade das areas primarias sensoriais e motoras e uma maior
resisténcia do cortex associativo a eventos isquémicos podem incluir padrdes
diferenciais da distribuicdo de receptores glutamatérgicos e niveis diferentes de
quelantes de Ca'" para diferentes areas corticais. Talvez haja niveis maiores de
guelantes de Ca++ em neurbnios do coértex associativo em comparacdo aos
neurénios dos cortices somestésico e motor. Em apoio a esta hipotese, alguns
estudos sugerem que a resisténcia de algumas areas neocorticais a eventos

isquémicos pode ser influenciada pela densidade de receptores glutamatérgicos
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(DOS ANJOS et al., 2009) e que neurdnios com maiores concentracdes de quelante
de Ca'" s&o mais resistentes a isquemia (FRAHN,HAUPT e WITTE , 2004).

Estas hipoteses devem ser testadas em estudos futuros, onde,
utilizando técnicas de biologia molecular e imageamento, 0s mecanismos intrinsecos
metabdlicos e de reparo celular possam ser comparados em diferentes éareas

corticais.

4.3 O SIGNIFICADO DA MICROGLIOSE MAIS INTENSA NAS AREAS

SOMESTESICA E MOTORA EM RELACAO A AREA ASSOCIATIVA

Neste estudo, microinjecbes corticais de ET-1 induziram intensa
ativacdo microglial com pico maximo de ativacdo em 3 dias apOs a inducao
isquémica, reduzindo posteriormente, mas mantendo-se elevado em relacdo aos
animais controle, nas trés areas pesquisadas. A microgliose foi mais intensa nas
areas somestésica e motora quando comparadas ao cortex de associacao. A reacao
microglial € um reflexo da intensidade da leséo isquémica. O padrédo de ativacao
microglial observado esta de acordo com o previamente relatado, de que a perda
tecidual foi mais intensa nas areas somestésica e motora. No geral, alguns estudos
sugerem que o cOrtex cerebral seja mais sensivel a neuroinflamacdo do que regides
nao corticais, como os nucleos da base (LIRAZ-SALTSMAN et al., 2011). Nosso
estudo sugere que a resposta microglial é diferencialmente controlada em diferentes
areas corticais, o que ¢ influenciado pela intensidade da leséo.

As células microgliais apresentam um papel controverso apos
desordens neurais agudas e podem contribuir tanto para reparo tecidual ou mesmo

exacerbar o processo lesivo (GOMES LEAL et al, 2012), dependendo do fendtipo



66

apresentado no momento da ativagdo. A intensa ativagdo microglial é
fisiologicamente relacionada a eventos fagocitéticos, que sdo importantes para a
remocédo de resquicios de células mortas por necrose e apoptose (WANG ET AL et
al, 2007). Este papel fagocitico das células microgliais € benéfico e contribui para a
resolucao do processo inflamatorio, contribuindo para regeneracdo e neuroprotecao
(LUCAS, ROTHWELL e GIBSON, 2006).

Em estudos prévios do nosso grupo, utilizando o modelo de oclusédo da
artéria cerebral média, mostrou-se que as células microgliais sdo ativadas até 6
semanas apés o0 evento isquémico tanto no corpo estriado como na zona
subventricular (THORED et al, 2009). Neste estudo, relatou-se que as células
microgliais da zona subventricular liberam IGF-1, um fator pré-neurogénico. Neste
caso, a microglia moderadamente ativada pode interagir com neuroblastos,
contribuindo para a sobrevivéncia dos mesmos no ambiente isquémico (THORED et
al., 2009). Outros estudos mostraram que as células microgliais podem ser benéficas
apos a isquemia, seja fagocitando células polimorfonucleares (NEUMAN et al., 2008)
ou mesmo secretando fatores troficos e citocinas anti-inflamatorias no ambiente
isquémico (LALANCETTE-HERBERT et al.,, 2007). Recentemente, demontrou-se
que fendtipos to tipo M1 (pro-inflamatorio, lesivo) e M2 (anti-inflamatorio,
neuroprotetor) sdo encontrados em microglia apos isquemia experimental (HU et al.,
2012).

Esta bem estabelecido que a microgliose pode contribuir para perda
tecidual (YRJANHEIKKI et al., 1999; FRANCO et al, 2012 ). O bloqueio microglial
com antiinflamatorios tais como a minociclina, indometacina ou ibuprofeno induz
neuroprotecdo em ratos adultos apds oclusdo da artéria cerebral média

(YRJANHEIKKI et al., 1999; HOEHN et al, 2005). O tratamento com minociclina
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reduz ativagdo microglial, o que € concomitante com a diminuicdo da atividade de
ciclo-oxigenases e reducdo de até 65% da area de infarto isquémico cortical
(YRJANHEIKKI et al., 1999; PARK et al, 2005). Em um estudo prévio do nosso
laboratério, o tratamento com minociclina na primeira semana apoés lesdo do cértex
motor de ratos induz conspicua neuroprotecdo, diminuicAo de apoptose e
recuperacdo funcional em relagdo aos animais tratados com solugdo salina
(FRANCO et al., 2012).

Estudos futuros devem investigar a influéncia do bloqueio microglial no
processo lesivo apés isquemia focal, com a finalidade de instituir uma terapéutica
adequada em uma janela temporal pos isquemia que favoreca a maior preservacao
possivel da area de penumbra com consequente limitacdo dos possiveis déficits
funcionais . Estas abordagens poderédo proteger as areas corticais mais afetadas
pelo processo isquémico, como areas sensoriais e motoras. Os mecanismos
subjacentes a susceptibilidade de certas regides corticais ao processo isquémico

devem ser investigados em estudos futuros.

4.4. PADROES DIFERENCIAIS DE ASTROCITOSE EM DIFERENTES AREAS

CORTICAIS SUBMETIDAS A LESAO ISQUEMICA FOCAL

Assim como para a microgliose, a astrocitose foi mais intensa nas
areas sensoriais e motoras, em comparacao ao cortex de associacdo. Acreditamos
gue este fato esteja relacionado aos padrdes lesivos, ou seja, mais astrocitos sao
ativados quanto maior for a lesédo. Deste fato, infere-se que a maior susceptibilidade
da area somestésica ao processo isquémico influencia diretamente em um padréao

mais intenso de ativacéo astrocitica.
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A astrocitose, assim como a microgliose, € uma resposta geral a
processos lesivos, com consequéncias benéficas e/ou prejudiciais (RANSON , 2003;
BUFFO, ROLANDO e CERUTI , 2010). Os astrocitos sdo células gliais envolvidas
na manutencdo da homeostase do sistema nervoso central, ndo sendo apenas
necessarias para o tecido nervoso em condicdes fisioldgicas de trabalho, mas
também e principalmente em muitas condi¢cdes patoldgicas, incluindo acidente
vascular encefélico e trauma raqui-medular. Os astrocitos podem ser lesivos,
contribuindo para mecanismos de depressao alastrante ou envio de sinais pro-
apoptoticos (DURUKAN,2007). Além disso,estas células gliais podem inibir a
regeneracdo através da participacdo na formacao da cicatriz glial (BRADBURY e
CARTER, 2011). Astrécitos sdo importantes fontes de proteoglicanas, os quais
constituem-se em uma barreira quimica para a regeneracdo axonal (BUFFO,
ROLANDO e CERUTI, 2010; BRADBURY e CARTER, 2011). Apos lesao, essas
células gliais podem liberar seu conteudo intrinseco de glutamato contribuindo para
a exacerbacdo do dano primario (OLNEY,1990). A turgescéncia astrocitaria
observada em algumas situacfes € uma resposta inicial a isquemia, a qual pode
induzir a uma liberacdo adicional de glutamato,reducdo do espaco extracelular e
alteracbes das concentracdes idnicas, consideradas como eventos primarios de
excitotoxicidade (OLNEY,1990). Além disso, astrécitos reativos produzem e liberam
mediadores inflamatdrios, tais como as citocinas e as quimiocinas, 0s quais podem
exacerbar o processo inflamatorio, contribuindo para lesdo neural (ASCHNER,
1998).

Por outro lado, os astrécitos sdo importantes liberadores de agentes
antioxidantes de defesa e na secrecdo de fatores de crescimento, o que

provavelmente fornece neuroprotecdo em fase aguda, bem como estimulam a
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neurogénese e regeneracdo na fase crbnica apos a lesdo (RANSON , 2003;
DURUKAN e TATLISUMAK ,2007). Astrécitos sdo importantes captadores de
glutamato, reguladores de ions potassio, e participam na eliminacdo de radicais
livres, 0 que pode induzir consideravel neuroprotecdo apds isquemia e outras
doengas do SNC (RANSON , 2003; DURUKAN e TATLISUMAK,2007).

Novos estudos que visem investigar abordagens neuroprotetoras devem
considerar a sequéncia de eventos que ocorrem nos tempos de sobrevida
mencionados, ou seja, pico maximo do processo inflamatério com microgliose e
astrocitose em 3 dias e manutencdo em 7 dias, com perda tecidual relevante nas

areas com maior suscetibilidade ao processo isquémico.
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5. CONCLUSOES

Os resultados apresentados e discutidos nos permitiram concluir que:

a. Microinjecdes de ET-1 em diferentes areas corticais induzem isquemia focal,
concomitante com ativagcdo microglial progressiva, astrocitose e perda
tecidual 3 e 7 dias apds a inducéo isquémica

b. Uma leséo isquémica de mesma intensidade induz padrdes de perda tecidual
e inflamatdérios diferentes, dependendo da area cortical, sendo que o cértex
somestésico foi a area mais afetada, seguida pelo cértex motor e pelo cértex
associativo.

c. Os padrbes diferenciais de lesdo cortical sugerem que 0S mecanismos
inflamatérios e de morte celular podem diferir de uma regido cortical para
outra, o que influencia diretamente nos padrdes de microgliose e astrocitose

d. O estabelecimento da evolugcdo espacial e temporal destes eventos
neuropatolégicos € a base para estudos futuros, nos quais a resposta
inflamatdria devera ser modulada com intuito de minimizar estas alteractes

teciduais.
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ANEXO | = PROTOCOLO DE BANCADA

1. TAMPOES

1.1. Tampéao Fosfato 0.4M (pH 7.2-7.4)

Para o preparo de 1l: Acrescentar 10.5g de fosfato de s6dio monohidradato a
200 ml de agua destilada (solucdo A). Acrescentar 114g fosfato de soédio
dodecahidratado em 800ml de H,Od (solucdo B). Misturar as duas solucdes e

ajustar o pH para 7.2-7.4, se necessario com pérolas de Hidroxido de Sadio.

1.2. Tampao Fosfato 0.1M
Para o preparo de 1l: Diluir 250 ml de tampéao fosfato 0.4M em 750 ml de

agua destilada.

1.3. Tampéo Fosfato 0.05M
Para preparar 1l: Diluir 500 ml de tampao fosfato 0.1M em 500ml| de agua

destilada.

1.4. Tampéo Fosfato Salina
Para o preparo de 1l: Acrescentar 9 g de Cloreto de S6dio em 1L de tampéao

fosfato 0.1M.
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1.5. Tampéo Fosfato Salina Tween
Para o preparo de 1I: Acrescentar 0,5 ml de tween 20% em 1| de tampao

fosfato salina tween.

1.6. Tampéo Borato 0.2M (pH 9.0)
Adicionar 12.2g de acido bodrico a 1l de H,Od. Corrigir o pH para 9.0 com

hidréxido de sédio.

2. FIXADOR
2.1. Paraformaldeido 4%

Para o preparo de 1l: Diluir 40g de paraformaldeido com 500 ml de H,Od
previamente aquecida a 60°C. Misturar a solugéo de paraformaldeido (fria) com 500
ml de tampéao fosfato 0.2M e corrigir o pH para 7.2-7.4 quando necessario. O
paraformaldeido deve ser preparado no dia do experimento para melhores

resultados.

3. SOLUCAO CRIOPROTETORA
3.1. Solucéao Crioprotetoral
Adicionar 50g de sacarose e 45 ml de glicerina em 450ml de tampé&o fosfato

0.05M

3.2.  Solucéao Crioprotetorall
Adicionar 100g de sacarose e 45 ml de glicerina em 450ml de tampéao fosfato

0.05M
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3.3.  Solucéo Crioprotetoralll
Adicionar 1509 de sacarose e 45 ml de glicerina em 450ml de tampé&o fosfato
0.05M

Trocar de solucao sempre que a espécime se apresentar flutuante.

4. ANALISE HISTOLOGICA

Violeta de Cresila

Usada para corar secches espessas previamente a analise

imunoistoquimica.
4.1. Preparo da Solucéo de Violeta de Cresila

Dissolver 0.25g de acetato de violeta de cresila em 100 ml de H,Od.

Ajustar o pH para 3.3 com acido acético quando necessario.

4.2. Coloragao Para Violeta de Cresila (se¢coes de 50um)

Deixar as sec¢bes nas seguintes solugdes:
a. solucao H,Od /acido acético — 7 min
b. solugéo de violeta de cresila — 14 min
c. alcoois 70%, 80% e 90% -1.5 min em cada
d. &lcool absoluto I-1 min
e. alcool absoluto Il — 1 min
f. xilenol—1 min

g. xileno Il —1 min
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h. montar as secc¢Bes entre lamina e laminula com Entelan (Merck) ou outro

meio de inclusao

5. IMUNOISTOQUIMICA
5.1. Pré Tratamento das Seccdes

Com a finalidade de melhorar o padrédo de reacdo antigeno-anticorpo,

realizou-se pré-tratamento das seccbes com tampéao borato.

5.2.  Pré Tratamento com Tampdao Borato

As seccles retiradas do freezer, apos alcancarem temperatura ambiente, séo
imersas em tamp&o borato (pH 9.0) aquecido a 60 °C, em banho maria por 20
minutos. A temperatura € mantida constante neste periodo, sendo ao fim do mesmo
retiradas do banho maria, resfriadas por 20 minutos, ainda dentro da solucéo de

tampé&o borato.

5.3 Imunoistoquimica Para ED1, GFAP, IBA-1.

a. Lavagem em tampao fosfato salinapor 3 min, sob agitacdo constante;

b. Imersdo em metanol +peréxido de hidrogénio a 1% (2,5ml de H,0,/250ml de
metanol) por 20 minutos;

c. Demarcacao das seccdes com caneta hidrofdbica;

d. Lavagem em tampao fosfato salina Tween - 3 vezes de 3 minutos;

e. Blogueio em soro normal do animal que produziu o anticorpo secundario por 1
hora. No caso do anticorpo ED1, o soro normal de cavalo a 10%. No caso dos

anticorpos GFAP e IBA-1 o soro nomal de cabra a 10 % foi utilizado;
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Apos o blogueio em soro normal, retira-se o excesso de soro, e as seccgdes
sdo expostas ao anticorpo primario, diluido no mesmo soro usado por técnica,
por 6 horas. As diluicbes usadas sdo: ED1 (1:500, Serotec), GFAP (1:2000,
Dako), IBA-1 (1:1000, Wako).

. Lavagem em tampéo fosfato salina Tween - 3 vezes de 5 minutos;

. Exposicao ao anticorpo secundario, por duas horas, nas seguintes diluicfes:
para o anticorpo ED1,utilizou-se o anticorpo secundario biotinilado anti-cavalo
feito em camundongo (1:100, Vector). Para os anticorpos anti GFAP, IBA-1
utilizou-se o anticorpo secundario biotinilado feito em cabra anti coelho
(5:1000, Vector).

Lavagem em tampéao fosfato salina Tween - 3 vezes de 5 minutos;

Incubacdo no complexo avidina-biotina-peroxidase (Kit ABC, Vector) por 2h
(uma gota da solugdo A + uma gota da solucdo B em 5ml de tampéo fosfato
salina, preparado com 40 minutos de antecedéncia);

Lavagem em tampéo fosfato salina Tween - 4 vezes de 5 minutos;

Reacdo em diamino benzidina (DAB) para revelacdo da peroxidase do
antigeno. Aliquotas de DAB (125 mg para 5ml de agua destilada) foram
descongeladas e diluidas em 250 ml de tampéo fosfato 0.1M em uma cubeta
reservada especialmente para este fim, visto ser o DAB considerado
cancerigeno e para nao haver contaminagcdo cruzada com as outras
cubas.Precaucdes extras foram tomadas, tais como a utilizacdo de
equipamentos de protecdo individual do tipo gorro de protecdo,éculos e
mascaras descartaveis, além de a reacdo ser totalmente executada na
capela. Antes do inicio da mesma , acrescentou-se a solu¢cdo de DAB 130 pl

de H,O, . As seccbOes montadas em laminas dispostas em uma cesta
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histologica foram imersas na solu¢cdo de DAB/H,0, e monitoradas com auxilio
de um microscépio até que o padrdo da reacdo fosse satisfatorio. Em
seguida, as seccbOes foram desidratadas em baterias de alcool de
concentracdo crescente e cobertas por laminula com auxilio de Entelan

(Merck) e guardadas em caixa plastica propria para visualizagdo posterior.
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