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RESUMO

O Acidente vascular encefalico (AVE) é considerado uma das mais importantes causas de
morte e perda funcional no mundo. Poucas condi¢cBes neuroldgicas sdo tdo complexas e
devastadoras, provocando déficits neuroldgicos incapacitantes ou 6bito nos sobreviventes. As
regides corticais sdo comumente afetadas por AVE, o que resulta em perda sensorial e
motora. O estabelecimento dos padrdes neuropatolégicos em regides corticais, incluindo a
area somestésica, ¢ fundamental para a investigacdo de possiveis intervengdes terapéuticas.
No presente estudo, investigamos os padrdes de perda neuronal, microgliose, astrocitose,
neurogénese e os déficits funcionais no cortex somestésico primario de ratos adultos,
submetidos & lesbes isquémicas focais, induzidas por microinjecBes de 40 pMoles de
endotelina-1 (ET-1). Foram utilizados 30 ratos (Rattus Norvegicus) da linhagem Wistar,
adultos jovens, pesando entre 250-280g. Os animais foram divididos em grupos isquémicos
(N=21) e controle (N=9). Os mesmos foram perfundidos nos tempos de sobrevidade 1,3 e 7
dias. Os animais do grupo de 7 dias foram submetidos a testes comportamentais para avaliar a
perda de fungdo sensorio-motora. Seccbes foram coradas pela violeta de cresila, citocromo
oxidase e imunomarcadas para identificacdo neurdnios (anti-NeuN), microglia ativada e ndo
ativada (Iba-1), macrofagos/microglia ativados (ED-1), astrocitos (GFAP) e neuroblastos
(DCX). As comparacOes estatisticas entre os grupos foram feitas por analise de variancia
(ANOVA), um critério com correcdo a posteriore de Tukey. Os animais isquémicos
apresentaram deficits sensdrio-motores revelados pela Escala Neuroldgica de Bederson, Teste
de Colocacdo da Pata Anterior e Teste do Canto. Microinje¢cbes de ET-1 induziram lesdo
isquémica focal na &rea somestésica primaria com perda neuronal, astrocitose e microgliose
progressivas principalmente nos tempos mais tardios. A coloragdo para citocromo oxidase
revelou o campo de barris, mas, inesperadamente, marcou uma populacdo de células
inflamatGrias com caracteristicas de macréfagos na regido isquémica. Houve aumento do
ndmero de neuroblastos, principalmente ao sétimo dia, na zona subventricular do hemisfério
isquémico, em relacdo ao hemisfério contralateral e animais controle. Ndo houve migracéo
significativa de neuroblastos no cortex somestésico isquémico. Os resultados mostram que
microinjecdes de ET-1 sdo um método eficaz para inducdo de perda tecidual e déficits
sensoriais no cortex somestésico primério de ratos adultos. Também se evidencia que a zona

subventricular é influenciada por eventos isquémicos distantes e que popula¢des macroféagicas



parecem aumentar o padrdo de expressdo de citocromo oxidase. O referido modelo
experimental pode ser utilizado em estudos futuros onde agentes neuroprotetores em potencial

podem ser utilizados para minimizar as alteracbes neuropatoldgicas descritas.

Palavras-Chave: Isquemia Focal, Endotelina-1 (ET-1), Cortex Cerebral, Neuroinflamacéo,

Microglia, Astrécitos.



ABSTRACT

Stroke is considered one of the most important causes of death and functional deficits in the
world. Few neurological conditions are so complex and devastating, resulting in severe
neurological deficits and death in the survivors. The cortical regions are commonly affected
by stroke, resulting in sensory and motor loss. The establishment of neuropathological
patterns in cortical regions, including the somatosensory area, is critical for the investigation
of possible therapeutic interventions. In the present study, we investigated the patterns of
neuronal loss, microgliosis, astrocytosis, neurogenesis and functional deficits in the primary
somatosensory cortex of adult rats submitted to focal ischemia induced by microinjections of
40 pmol of endothelin-1 (ET-1). A total of 30 young adult Wistar rats (Rattus norvegicus) of
Wistar, weighing between 250-280g were used in the study. The animals were divided into
ischemic (N = 21) and control (N = 9) groups. They were perfused at survival times of 1, 3
and 7 days. The 7 days animals were submitted to behavioral tests to evaluate sensorimotor
impairment. Sections were stained with cresyl violet, cytochrome oxidase and immunostained
to identify neurons (anti-NeuN), activated and non-activated microglia (lba-1), activated
macrophages/microglia (ED-1), astrocytes (GFAP) and neuroblasts (DCX ). Statistical
comparisons between groups were made by one analysis of variance (ANOVA) with Tukey
post-hoc test. The animals showed ischemic sensorimotor deficits revealed by Bederson
Neurological Scale, Paw Placement and corner tests. Microinjections of ET-1 induced focal
ischemic lesion in the primary somatosensory cortex with neuronal loss and progressive
astrocytosis and microgliosis mainly in the late survival times. The cytochrome oxidase
histochemistry revealed the barrel fields, but unexpectedly marked a population of
inflammatory cells with macrophage characteristics in the ischemic region. Increased numbers
of SVZ neuroblasts were observed mainly in late survival times of ipsilateral hemisphere in
comparison to contralateral side and control animals. There was no significant migration of
neuroblasts to the ischemic cortex. The results show that microinjections of ET-1 are an
effective method for inducing tissue loss and sensorymotor deficits in the primary
somatosensory cortex of adult rats. It was evident that the SVZ is influenced by distant
ischemic events distant and that macrophage populations seem to increase the cytochrome

oxidase expression. The implemented experimental model can be used in future studies, in



which potential neuroprotective drugs can be tested to minimize the described

neuropathological alterations.

Keywords: Focal Ischemia, Endothelin-1 (ET-1), Cerebral Cortex, Neuroinflammation,
Microglia, Astrocytes.
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1 INTRODUCAO

1.1 O CORTEX SOMESTESICO PRIMARIO (S1)

O Cortex cerebral é a fina camada de substancia cinzenta que reveste o cérebro. E
considerado uma das partes mais importantes do sistema nervoso central (SNC), onde
ocorrem 0s hiveis mais complexos do processamento sensorial, motor e cognitivo. O Cortex
somestésico primario (S1) é onde ocorre o processamento das informacdes tateis. Em
humanos, esta situado na porcéo anterior do lobo parietal, especificamente no giro pos-
central, e possui quatro areas funcionais: as areas 1, 2, 3a e 3b de Brodmann (Figura 1). Maior
parte das fibras provenientes do (nucleo ventro-posterior-lateral VPL) do talamo terminam
nas areas 3a e 3b, essas fazem projecdo para as &reas 1 e 2, assim como para a area
somestésica secundéria (S2). (BEAR et al., 2008; LENT, R., 2001).

Em roedores, as vibrissas mistanciais sdo associadas a estruturas citoarquitetonicas
chamadas de barris, estudados inicialmente pela técnica de Nissl por Woolsey & Van Der
Loos (1970). Os barris relacionados com as vibrissas mistanciais sdo maiores que os demais
barris relacionados com outras partes do corpo e, em cortes tangenciais paralelos as camadas
corticais do cérebro, sdo dispostos em um arranjo regular de fileiras e colunas no chamado
subcampo poéstero medial de barris (PMBSF) (Figura 2). Cada barril é separado um do outro
por uma regido de baixa densidade de corpos celulares chamados de septo ou cortex inter-
barril ( WOOLSEY & VAN DER LOOS, 1970). O cortex somestésico primario (S1) nos ratos
pode ser dividido em trés zonas, diferenciadas entre si pela densidade de células na camada
IV, chamadas de zona granular, perigranular e disgranular, respectivamente (CHAPIN et al.,
1987; KORALEK et al., 1988; FABRI & BURTON., 1991). A regido granular, que contém

os barris, é caracterizada por camada IV bem desenvolvida, composta por mais células
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estreladas. E o principal alvo da projecdo ascendente do VPM do talamo. A zona perigranular,
por sua vez, apresenta baixa densidade de células na camada IV, ocupa as regides de septo
entre os barris, a regido de transicdo entre a representagdo dos membros e uma regido de
transicdo entre S1 e S2 (KORALEK et al., 1990). Além disso, € densamente conectada com o
hemisfério oposto atraves do corpo caloso (KORALEK et al., 1990). O cortex somestésico
primério (S1) nos ratos processa informacao tatil capturada pelas vibrissas, permitindo a esses
animais perceberem ativamente caracteristicas espaciais de textura, tamanho, forma e
vibragdo imediatamente ao seu redor (ARONOFF et al., 2010; PETERSON, 2007). Séo
conhecidas duas vias principais de processamento da informacdo sensorial nos ratos: a via
“Leminiscal” que conduz informacéo das vibrissas, para o centro dos barris correspondentes,
no cortex somestésico primario (S1), e a via “Paraleminiscal” que conduz a informacéo dos
espacos entre as vibrissas para os septos entre os barris no PMBSF (S1), (PETERSON, 2007).
A defleccdo de uma vibrissa evoca potencial de acdo em neurdnios sensoriais do nervo
trigémeo, com liberagdo de glutamato na primeira estacdo sinaptica no tronco encefalico
(figura 2A). Os neurdnios do tronco encefalico enviam informagéo sensorial para o tdlamo,
onde uma segunda sinapse glutamartégica excita neurénios talamocorticais que projetam a

informacdo para 0 PMBS (S1), (figura 2A), (PETERSON, 2007).

Cértex somatossensorial

Suica! priméario (S1) (dreas 1, 2, 3a, 3b)

central
N

Cértex parietal
7 posterior (areas 5, 7)

i e
/  Cértex somatossensorial
/ secundario (52)
/
/ Sulco Giro
/
\

/ central pos-central

Figura 1. Areas sensoriais sométicas do
cortex humano. (Adaptada de Bear,
2008).
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Figura 2. Vias Sinapticas de Processamento da Informacdo Sensorial das
Vibrissas para o Cortex Somestésico Primario (S1) de roedores. Em (A), a
defleccdo de uma vibrissa evoca potencial de acdo em neurdnios sensoriais do
nervo trigémeo, com liberagdo de glutamato na primeira estacdo sinaptica no
tronco encefalico (1), os neur6nios do tronco enceféalico enviam informagdo
sensorial para o tdlamo (2), onde uma segunda sinapse glutamartégica excita
neurdnios talamocorticais que se projetam para (S1), (3). (B), o arranjo dos
foliculos, correspondentes as vibrissas no focinho do roedor (esquerda), 0s
barris na camada IV do cortex somestésico primario (S1), (direita). A
nomenclatura de ambas as vibrissas e barris em fileiras de A-E e as colunas 1-
3, etc. A vibrissa C2 e o barril C2 estdo marcados em amarelo. (C) Mostra duas
vias tdlamocorticais importantes e paralelas, para (S1). (D), Neurdnios de (S1)
sdo reciprocamente conectados com outras areas através de sinapses
corticocorticais: Cortex Somestésico Secundério (S2), Cortex Motor (M1) e
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1.2 ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO (AVE)

O Acidente vascular encefélico (AVE) é considerado uma das mais importantes causas
de morte no mundo. Em torno de 15 milhdes de pessoas € acometida por AVE todos os dias,
resultando em torno de 6 milhdes de mortes anualmente. (WOODRUFF et al., 2011;
MACREZ et al., 2011; CHEN et al., 2011). Poucas condicdes neuroldgicas sdo tdo complexas
e devastadoras provocando em seus sobreviventes incapacidades permanentes, com déficits
motores e sensoriais (YANG et al., 2011; JIN et al., 2010). Entre estas, podemos citar
paralisia parcial (SCHAAR et al., 2010), distarbios de memodria, inteligéncia, linguagem e
movimentos (LAKHAN et al., 2009; TORRIANI et al., 2008). A causa mais comum de AVE
é a oclusdo subida de um vaso por trombose, em mais de 80% dos casos ou pode ser por
embolismo em 15% dos casos. O AVE isquémico ocorre em 85% dos casos e 15% é do tipo
hemorragico. (CEULEMANS et al., 2010; CHEN et al., 2011).

O AVE é determinado dentro de segundos ap6s a diminuicdo do fluxo sanguineo para
uma determinada regido do encéfalo, resultando em imediata baixa dos niveis de oxigénio e
glicose para o tecido nervoso lesado, desencadeando uma série de eventos bioquimicos que
comecam pela desintegracdo da membrana celular e terminam com a morte neuronal
(LAKHAN et al., 2009). A localizacéo e o tamanho da éarea isquémica do encéfalo podem
variar, dependendo da artéria ocluida, sendo que a substancia branca é mais resistente que a
substancia cinzenta, assim como certas populagdes de neurdnios sdo seletivamente mais
vulneraveis para a lesdo isquémica do que outros, como por exemplo, neurdnios piramidais da

camada 1 (CA1) do hipocampo (WOODRUFF et al., 2011).
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A érea do encéfalo que sofre completa abolicdo do suplemento sanguineo (uma
reducdo do fluxo sanguineo para menos que 12 ml/100g/min.) € chamada de “Centro
Isquémico”. Onde ocorre completa ou quase completa falha energética, resultando em morte
celular por necrose (CEULEMANS et al., 2010; WOODRUFF et al., 2011).

A érea circunvizinha ao centro isquémico é chamada de “Penumbra Isquémica”. Esta
area sofre baixa perfusdo, durante o periodo da oclusdo da artéria cerebral média e o
suplemento sanguineo colateral das artérias circunvizinhas garantem que ocorra uma
circulacdo sanguinea de aproximadamente 30 ml/100g/min.) e que esta seja mantida
(CEULEMANS et al., 2010). Consequentemente, o tecido nervoso na penumbra isquémica
permanece metabolicamente ativo (BROUGHTON et al., 2009) e potencialmente vidvel por
16-48hs (CEULEMANS et al., 2010). Apds esse periodo, as celulas localizadas nesta regido
morrem lentamente por apoptose associadas ao processo inflamatério instalado
(MERGENTHALER et al., 2004).

Nos Estados Unidos da América (EUA), os acidentes vasculares encefélicos (AVES)
constituem a terceira causa de morte (DEWAR et al., 1999), indo a 6bito todos os anos cerca
de 143.579 pessoas vitimas desta patologia. A incidéncia anual de AVE nos EUA é de
795.000 por ano, sendo que 610.000 correspondem a novos AVEs e 185.000 sdo AVEs
recorrentes (http://www.cdc.gov/stroke/facts.htm). Em média, a cada 40 segundos ocorre um
AVE nos E.U.A. A incidéncia é superior nas mulheres, com aproximadamente mais de 55.000
AVEs do que nos homens. O risco de sofrer um AVE ¢é superior nos homens, sendo este
ultrapassado pelas mulheres ap6s os 85 anos de idade. O risco relativo homem/mulher de
sofrer um AVE é de 1.25 (para as idades entre 0s 55 e 64 anos), 1.07 (para as idades entre 75

e 84 anos) e 0.76 (para as idades superiores a 85 anos), (LLOYD — JONES et al., 2009).
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No Brasil, 0 AVE é uma das doengas que mais causam obitos. Estima-se que em 2015
ocorram 18 milhGes de casos novos. E em 2030, 23 milhdes de novas ocorréncias (LOTUFO
et al., 2007). Segundo esses pesquisadores, 0s nimeros atingem em torno de 100 mil vitimas
por ano, provocando sequelas graves que atingem em torno de 50% dos sobreviventes.

Um estudo realizado em Séo Paulo, em 2004 (LOTUFO & BENSENHOR, 2004),
avaliou o padrédo de mortalidade por doenga cerebrovascular estratificado por sexo e idade,
categorizada em faixas etarias entre 30 e 39 anos até os 79 anos no periodo de 1997-2003. Os
resultados demonstraram que a proporgao de mortalidade por acidente vascular encefélico foi
maior entre as mulheres de meia idade. A hemorragia meningea (subaracnoidea) foi a causa
mais frequente de mortalidade entre as mulheres do que entre os homens. A razéo entre morte
por doenca cerebrovascular isquémica em relacdo a hemorrégica foi de 0.59, para 0os homens
e de 0.56 para as mulheres. O estudo concluiu que a mortalidade por AVE hemorrégico
persiste, sendo maior nessa populacdo do que em outros paises do mundo (AIKAWA et al.,
2005).

Lesbes originadas por AVEs devem ser vistas como um problema de grande
importancia em salde publica, ndo somente pelo indice de mortalidade, mas também pela
incapacidade fisica e as sequelas que residem em grande parte dos sobreviventes (CARDOSO
et al., 2004). Em um estudo realizado na cidade de Joinville, os resultados determinaram que a
incidéncia anual de acidentes vasculares encefélicos nesta regido € em torno de 156/100.000.
A mortalidade anual padrdo em Joinville foi relatada como aproximadamente 25/100.000 e a
taxa de mortalidade para um periodo de 30 dias foi de 26%. (CABRAL et al., 1997).
Considerando-se a alta incidéncia de condi¢Bes neuropatoldgicas agudas em diversos paises
do mundo, incluindo o Brasil, pesquisas sobre 0os mecanismos patoldgicos subjacentes a estas

doencgas sdo de extrema importancia para a perspectiva de novas abordagens terapéuticas.
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Atualmente, inimeros modelos experimentais de doengas neurodegenerativas agudas foram

desenvolvidos e a fisiopatologia destas doencas esta sendo investigada (DEWAR et al., 1999).

1.3 FISIOPATOLOGIA DA LESAO ISQUEMICA

1.3.1 Excitotoxicidade

Excitotoxicidade é uma teoria importante e bem aceita, proposta por Olney e
colaboradores em (1974), (OLNEY et al., 1974) para explicar os mecanismos basicos da
fisiopatologia da isquemia cerebral. Esta teoria esta fundamentada na liberagdo excessiva de
neutransmissores excitatdrios principalmente o glutamato (GAGLIARDI, 2000).

A sequéncia de eventos comeca com a diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral
restringindo a chegada de substratos, em especial o oxigénio e a glicose, ao encéfalo
(DIRNAGL et al., 1999). Com a reducdo de sangue, as reservas energéticas sdo perdidas e
consequentemente ocorre desequilibrio i6nico, despolarizacdo neuronal e liberagdo do
glutamato para o espago extracelular ( WOODRUFF et al., 2011; MOSKOWITZ et al., 2010).
A ativacdo excessiva de receptores glutamartégicos induz alteragdes na concentragdo de ions
intracelulares através do influxo do ion célcio (Ca++), ion s6dio (Na+), e ion cloreto (Cl -) e
efluxo de ion potéssio (K+) (WOODRUFF et al., 2011; MOSKOWITZ et al., 2010;
DIRNAGL et al., 1999; MERGENTHALER et al., 2004).

O glutamato pode se ligar a uma grande variedade de receptores, os quais sdo do tipo
ionotropicos e metabotropicos. Os receptores do tipo inotropicos sdo uma familia de canais
ionicos caracterizados de acordo com seu agonista mais seletivo: N-metil-D-aspartato
(NMDA), alfa-amino-3-hidroxi-metilisoxazolepropionato (AMPA) e kainato (KA). Os

receptores metabotropicos acoplam-se a proteinas ligantes de nucleotideos da guanina
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(proteinas-G), modulam a producdo de segundos mensageiros intracelulares (CONN & PIN,
1997), promovem a modulacéo de efetores intracelulares e também podem ativar ou inibir
diversos eventos de transdugdo do sinal celular (OBRENOVITCH & URENJAK, 1997).

Os receptores AMPA e KA sdo permedveis a Na+ e k+ e sdo responsaveis pela rapida
ativagdo da neurotransmissdo excitatéria no SNC, (BLEAKMAN & LODGE, 1998;
SEGOVIA et al., 2001). Os receptores do subtipo NMDA ativam canais de Na+, K+, séo
altamente permeaveis ao Cat++, sdo dependentes de voltagem e altamente regulados
(SEGOVIA et al., 2001). Esses receptores apresentam trés caracteristicas importantes: 1 - Sob
condicBes de repouso permanecem bloqueados por ions de Mg++ sdo abertos sob condicbes
de despolarizacdo neuronal, 2 - Quantidades significativas de Ca++ entram na célula durante
a ativacdo deste receptor 3- A neurotransmissdo mediada pelo receptor NMDA ocorre
lentamente e continua por um periodo prolongado (OZAWA et al., 1998).

Os receptores de NMDA séo regulados por glicina, poliaminas e por fosforilagdo. Sua
atividade pode ser diminuida pela oxidacdo de grupos sulfidril em sitio redox (STONE &
ADDAE, 2002). Os receptores glutamatérgicos estdo entre as moléculas mais importantes,
implicadas na comunicacdo entre neurdnios pela sua extensa distribuigdo no SNC.

Estudos de clonagem e expressdo génica tém levado a identificagdo das subunidades
dos receptores inotropicos distribuidos da seguinte maneira: cinco subunidades para
receptores de NMDA (NR1, NR2A, NR2B, NR2C e NR2D), quatro para 0s receptores
AMPA (GIuR1, GIuR2, GIuR3 e GIuR4) e cinco para receptores KA (GIuR5, GIuR6, GIuR?,
KA1, KA2). Sdo oito subtipos de receptores metabotropicos, classificados em trés subgrupos
Grupo I: (mGIuR1, e mGIuR5), Grupo II: (mGIuR2 e mGIuR3) e Grupo IlI: (mGIuR4,
mGIuR6 e mGIuR7 e mGIuR8), (PIN & DUVOISIN 1995).

A ativagdo dos receptores de NMDA produz agOes diferentes tanto na vida como na

morte neuronal excitotoxica, apds uma leséo isquémica ou trauma cerebral. Esta dupla acéo
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esté relacionada com a composi¢do das subunidades desses receptores (LIU et al., 2007). O
bloqueio efetivo de receptores contendo subunidades NR1 e NR2B (sinpticos ou
extrasinapticos), pelo antagonista RO-256981, sugere que este exerce um papel priméario no
desencadeamento da apoptose neuronal (LIU et al., 2007). Ao contrério, o bloqueio efetivo de
receptores contendo subunidades, NR2A (sindpticos ou extrassindpticos) pelo antagonista
NVP-AAMO77, sugere que este exerce um papel primordial na vida neuronal. Exercendo
uma agdo neuroprotetora tanto em receptores de NMDA como também em néo receptores de
NMDA (LIU et al., 2007).

Receptores do grupo | (mGIuR1 e mGIuR5) s&o predominantemente encontrados na
membrana pds-sinaptica de sinapses glutamartégicas, tem a funcdo de aumentar a
excitotoxicidade neuronal pela modulacdo de receptores de NMDA e AMPA. Existem
evidéncias que estes receptores aumentam a inducdo e progressdo de morte neuronal
excitotoxica (BRUNO et al., 2001). Os receptores do grupo Il (mGIuR2 e mGIuR3) e do
grupo Il (mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7, mGIuR8), sdo encontrados em maior nimero nos
terminais pré-sinapticos promovendo inibigcdo da liberagdo de glutamato, também sdo muito
expressados em astrocitos. Ambos 0s grupos de receptores promovem neuroprotecéo através
da limitagdo de indugéo da excitotoxicidade (DOYLE et al ., 2008).

Além de causar toxicidade para neurdnios, o excesso de glutamato também pode estar
envolvido na morte de células gliais. O glutamato pode induzir morte celular em astrocitos
corticais (DAVID et al., 1996) e em oligodendrdcitos (MATUTE et al., 2002). A microglia
parece ser o tipo celular menos susceptivel a excitotoxicidade. Isto é devido ao fato que estas
células s6 expressam receptores para glutamato quando estdo ativadas (MATUTE et al.,
2002). As concentragdes de glutamato, tanto no meio extracelular como na fenda sinaptica,
sdo extremamente controladas por mecanismos envolvendo enzimas e transportadores de

glutamato em neurdnios e células gliais (DANBOLT, 2001). Porém, durante as lesbes agudas
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do SNC, incluindo isquemia, trauma cranioencefalico, em doengas neurodegenerativas
cronicas incluindo esclerose maltipla, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, doenca de
Huntington e a Sindrome da Deficiéncia Imuno Adquirida (AIDS), (LIPTON &
ROSENBERG, 1994; HUGON et al., 1996), ocorre um acumulo excessivo de glutamato no
espaco extracelular e subsequente, sobre-ativacao dos receptores desses aminoacidos.

O influxo excessivo de Na + é fator causador de tumefacdo intracelular e alteracdo do
equilibrio osmotico (MELDRUM & GARTHWAITE, 1990; MELDRUM, 2000b). A entrada
excessiva de Ca++ na célula, ativa diversas proteases (por exemplo, calpainas, fosfolipases e
endonucleares) as quais podem degradar a maior parte dos componentes estruturais dos
neurébnios (MELDRUM & GARTHWAITE, 1990; MELDRUM, 2000b). Tem-se
evidenciado, experimentalmente, que a ativagdo de certos tipos de fosfolipases durante
excitotoxicidade pode degradar lipidios da membrana celular, que endonucleares podem
degradar a célula (MELDRUM & GARTHWAITE, 1990). Além de seus efeitos deletérios
diretos, a ativagdo destas enzimas pode contribuir para a formagdo de radicais livres, tais
como peroxinitrito e hidroxilas, substancias extremamente lesivas (MELDRUM &
GARTHWAITE, 1990; MELDRUM, 1994, 1998, 2000b). Por exemplo, fosfolipases ativadas
por Ca++ podem induzir liberacdo de acido araquidénico com formacéo subsequente de
radicais livres (CHOI, 1988, 1992) Além disso, a ativacdo de receptores de NMDA induz a
ativacéo da sintaxe do 6xido nitrico (NO). O NO sintetizado por esta enzima, ao reagir com o
anion superdxido, pode produzir peroxinitrito e hidroxilas (LIPTON & CHOI, 1993; LIPTON

& STAMLER, 1994; LIPTON & CHOI, 1998).
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1.3.2 Estresse Oxidativo

A funcéo fisiol6gica priméria da mitocondria é a geragdo de “adenosina trifosfato”
(ATP), através da fosforilagdo oxidativa via transporte de elétrons. A superproducéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), assim como produtos gerados pela mitocondria tem sido
implicados com a lesdo cerebral aguda (CHEN et al., 2011).

Os principais radicais livres formados a partir do oxigénio molecular sdo: o radical
superéxido (O2-), importante na regulacdo vascular, e o radical hidroxila que tem alto
potencial oxidante. Muitos estudos tém demonstrado que a reacdo de radicais de oxigénio
representa papel importante na patogénese de varias doengas neuroldgicas tais como:
isquemia, trauma e doengas neurodegenerativas. (SUGAWARA et al., 2004b). Outros estudos
também sugerem que radicais de oxigénio sdo também envolvidos na morte celular. (LIU et
al., 1998). A presenca de radicais oxigenados indica lesdo do tecido apds reperfusdo em
muitos 6érgdos, incluindo coracéo, rins e encéfalo (LEWEN et al., 2000).

As mitocdndrias sdo particularmente afetadas, devido o transporte de elétrons pela
membrana mitocondrial, podem ser inibidas pela producéo de superdxidos e pelos altos niveis
intracelulares de célcio e sodio (LO et al., 2003).

Os mecanismos responsaveis pela inducdo de estresse oxidativo apds a liberacdo
excessiva de glutamato parecem envolver duas fases: a) Producéo inicial de xantina oxidase,
b) Uma fase tardia onde a produgéo de radicais livres intimamente relacionada a disfungéo
mitocondrial (ATLANTE & CALLISSANO, 2001; LEWEN et al., 2000). Além disso, a
liberacdo de citocromo C pode induzir mais formacéo de radicais livres e disfuncéo celular
incluindo lesdo mitocondrial (LEWEN et al., 2000). Acredita-se que 0s mecanismos de defesa
celulares envolvendo antioxidantes naturais estejam reduzidos em tais circunstancias, levando
a um consideravel aumento do estresse oxidativo e lesdo celular generalizada mediada por

radicais livres (ATLANTE & CALLISSANO, 2001).
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1.3.3 Inflamagéo

1.3.3.1 Aspectos Gerais

Inflamac&o é uma reac&o de defesa do organismo, cujo objetivo final é a eliminacdo da
causa da lesdo celular (CORAY & MICKE, 2002). E mediada por microorganismos, toxinas,
agentes fisicos (radiacdo, trauma, queimaduras), quimicos (toxinas, substancias causticas)
necrose tecidual e/ou reagdes imunoldgicas (VILLARREAL et al., 2001; GOMES LEAL et
al., 2002b). Embora a inflamacéo tenha sido reconhecida pelos egipcios, foi o escritor romano
Celsius quem observou os aspectos bésicos da resposta inflamatoria, comumente presentes
nos tecidos inflamados: rubor, edema, calor e dor (ALLAN & ROTTWELL, 2003).

A inflamacdo aguda é uma resposta rapida a um agente nocivo, encarregado de levar
mediadores da defesa ao tecido lesado. Ela tem uma duracéo relativamente curta, durando
alguns minutos, varias horas ou alguns dias, suas principais caracteristicas sdo: a exsudagao
de fluido e proteinas plasméticas (edema) e a migracéo de leucdcitos, predominantemente de
neutrofilos. A inflamacdo aguda possui trés componentes principais: a) alteraces no calibre
do vaso que leva a um aumento no fluxo sanguineo; b) alteragdes estruturais na
microcirculagdo que permitem que proteinas plasmaticas e leucdcitos deixem a circulagio; c)
emigracdo dos leucocitos da microcirculagdo, seu acimulo no foco de lesdo e sua ativagéo
para eliminar o agente lesivo (VILLARREAL et al., 2001; GOMES LEAL et al., 2002 b).

A inflamacdo cronica difere da aguda em alguns aspectos: enquanto a inflamacéo
aguda é autolimitante, onde o patdégeno € eliminado com subsequente reparo tecidual, na
inflamacdo crénica o agente lesivo ndo é eliminado, resultando em um dano tecidual continuo
(WAKEFIELD & KUMAR, 2001). Histologicamente a inflamac&o cronia esta associada com
a presenca de linfocitos e principalmente de macréfagos, ocorre também a proliferacdo de

vasos sanguineos, fibrose e necrose tissular. (WAKEFIELD & KUMAR, 2001)
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ReacOes vasculares e celulares da inflamagédo aguda e da crdnica sdo mediadas por
fatores quimicos derivados de proteinas ou células plasmaticas, sdo produzidas e ativados pelo
estimulo da inflamacdo. Tais mediadores, agindo solitariamente, em conjunto ou em
seqiiéncia, amplificam a resposta e influenciam na sua evolucdo. Sdo exemplos de processos
inflamatdrios cronicos: artrite reumatoide, asma, hanseniase, hepatite cronica, tuberculose e
esclerose multipla. (WAKEFIELD & KUMAR, 2001)

As respostas de defesa, incluindo inflamacéo, séo geralmente benéficas ao organismo
para limitar a sobrevivéncia e proliferacdo dos patdgenos invasores, promover a sobrevivéncia
do tecido, reparo, recuperagcdo e conservar a energia do organismo. Entretanto, uma
inflamacdo extensiva, prolongada, ou ndo regulada, é altamente prejudicial ao organismo

(ALLAN & ROTTWELL, 2003).

1.3.3.2 Inflamac&o no Sistema Nervoso Central

O encéfalo apresenta caracteristicas peculiares, como o seu confinamento no cranio,
que limita o edema. Também apresenta a vascularizacdo com jungdes fechadas, atraves da
barreira hemato-encefalica (BHE) que limita a entrada de grandes moléculas e células
circulantes. (PETTY & LO, 2002). Estas caracteristicas determinam resposta inflamatéria
diferente de outros tecidos, as quais diversos autores chamaram de “privilégio imunol6gico”
(LOTAN & SHCWATZ, 1994; HIRSCHBERG & SCHWARTZ, 1995; LAZAROV-
SPIEGLER and RAPALINO, O. 1998; SCHWARTZ & KIPNES 2001a; SCHWARTZ &
MOALEM, 2001b).

Vérios autores estudaram respostas inflamatdrias em diferentes tecidos e compararam
sistematicamente a resposta inflamatdria do encéfalo e da medula espinhal de ratos adultos,
submetidos a pequenas lesdes mecénicas e obtiveram os seguintes resultados: a medula

espinhal apresentou resposta inflamatoria mais intensa, sendo caracterizada por recrutamento
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de maior quantidade de celulas da resposta inflamatéria (SCHNELL et al., 1999). O
recrutamento de neutrofilos pelo tecido nervoso do encéfalo lesado foi restrito as imediagdes
do sitio da leséo, enquanto que na medula espinhal, os neutréfilos foram encontrados em uma
area mais abrangente a partir do sitio da lesdo (SCHNELL et al., 1999). Outros autores
demonstraram que os encéfalos de ratos jovens sdo mais susceptiveis a estimulos

inflamatorios, quando comparados a encéfalos de ratos adultos (BOLTON & PERRY, 1998).

1.3.3.3 Resposta Inflamatoria Celular

Experimentalmente e clinicamente,” o encéfalo responde a lesdo isquémica com um
processo agudo e prolongado, caracterizado pela ativacdo rapida de células residentes
(principalmente micréglia), producdo de mediadores pro-inflamatérios e infiltracdo de varios
tipos de células inflamatérias (incluindo neutrdfilos, diferentes subtipos de células T,

monacitos / macrofagos e outras células), (JIN et al., 2010).

Neutrofilos

Entre os diferentes tipos de leucdcitos, os neutrofilos s@o os primeiros a se infiltrarem
no encéfalo isquémico (30 minutos apds uma isquemia encefélica focal), sendo que o pico
inicial vai de (1-3 dias), depois desaparecem ou diminuem rapidamente com o tempo
(YILMAZ & GRANGER, 2008; KRIZ, 2006). Entretanto, os neutr6filos podem permanecer
mais de 3 dias no encéfalo isquémico, muito provavelmente, sua presenca pode ser mascarada
pelo grande acimulo de microglia ativada/macréfagos no foco inflamatério (WESTON et al.,
2007). H& evidéncias que essas células continuem, embora de forma reduzida entre 7-15 dias
apos a isquemia encefélica (WESTON et al., 2007).

Os neutréfilos sdo células que fisiologicamente agem por fagocitose, porém, podem

potencializar a lesdo isquémica, através da secregdo de substancias deletérias ou mediadores
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inflamatérios (WANG et al., 2007), tais como: iNOS, NADPH oxidase , myelooxidase,
MMP8, MMP9 e elastases, espécies reativas derivadas do oxigénio (IADECOLA &

ANRATHER 2012).

Macrofagos

Os mondcitos sanguineos sdo células ndo diferenciadas e precursores diretos de
macrdfagos. Dois tipos de populacBes diferentes de mondcitos tém sido descritos em
humanos e animais de experimentacdo de acordo com as suas superficies de marcagdo e
funcdo. Os “mondcitos Classicos” produzem citosinas anti-inflamatérias I1L-10, os mondcitos
pro-inflamatdrios produzem TNF-a (IADECOLA et al., 2012). Ap6s uma isquemia cerebral,
monacitos inflamatdrios sdo rapidamente recrutados para o sitio da lesdo, onde sdo ativados e

se tornam macrofagos (IADECOLA et al., 2012).

Microglia

As células microgliais sdo os macrofagos residentes do SNC e correspondem a cerca
de 5 a 20 % da populacdo glial no SNC. Sdo importantes moduladores da resposta imune no
encéfalo (CEULEMANS et al., 2010) e estdo entre as primeiras células a responderem a leséo
encefélica (JIN et al., 2010).

A microglia apresenta morfologia variada no encéfalo maduro. Quando em repouso,
mostra uma morfologia ramificada, caracterizada por um pequeno corpo de onde saem
processos ramificados (NEUMANN et al., 2006). Quando ativadas ou reativas, essas
ramificacOes ficam mais espessas e evidentes. Nos processos degenerativos, principalmente
de morte neuronal, aparece a forma fagocitica ou ameboide, caracterizada por uma forma
mais arredondada (KETTENMANN & RANSON, 1995). Essas transformagdes na forma da

célula sdo acompanhadas por mudangas no fenétipo celular, na producdo e secrecdo de
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citocinas, quimiocinas e na expressio de moléculas de MHC (Complexo de
Histocompatibilidade Principal) na membrana celular (LOKENSGAR et al., 2000).

Dados experimentais mostraram que a microglia residente € ativada dentro de minutos
apds o insulto isquémico, produzindo mediadores inflamatérios, incluindo citosinas (IL-1p,
IL-6 e TNF-a), (NAKAJIMA & KOHSAKA, 2004), radicais livres como (NO) e superoxido
(LAKAN et al., 2009), metabodlitos e &cidos graxos que exacerbam danos nos tecidos
(BARONE et al., 1997; ROTHWELL et al.,1997). Estes eventos parecem preceder a
infiltracdo de leucdcitos para o encéfalo e pode desempenhar um papel crucial na mediacdo
do aumento inicial da permeabilidade da BHE (YENANI et al., 2006).

A microglia ativada também parece desempenhar papel neuroprotetor apds isquemia
cerebral (STREIT, 2002; NAKAJIMA & KOHSAKA, 2004; NEUMAN et al., 2006; KATO
et al., 2008). Este efeito protetor deve-se, provavelmente, a sua capacidade de eliminar
excitotoxinas no espaco extracelular através da fagocitose de neutrofilos infiltrantes (DENES
et al., 2007). A inibicdo da ativagdo microglial com tetraciclina (minociclina) induz
neuroprotecdo em modelo experimental de AVE (MERGENTHALER et al., 2004).

Além disso, varios autores mencionam que a micrdglia também tem efeito benéfico na
inflamacéo pela producéo de vérios fatores neurotréficos tais como neurotrofinas e fatores de
crescimento (fator de crescimento de fibroblastos, o TGF-B1), que estdo envolvidos na
sobrevivéncia neuronal e reparagdo de tecido nervoso em casos de lesdo encefélica (STREIT,

2002; NAKAJIMA & KOHSAKA, 2004; NEUMAN et al., 2006; KATO et al., 2000).
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Astrocitos

Os astrocitos fazem parte de mais de 50% da populacdo de células da neurdglia no
SNC de mamiferos adultos (WOODRUFF et al., 2011), sdo celulas essenciais para a
manutengdo do SNC. Os astrocitos se proliferam e se diferenciam (astrogliosis) apés AVE.
Este evento coincide com o aumento da expressdo da proteina &cido fibrilar glial (GFAP),
(WANG et al., 2007; CEULEMANS et al., 2010).

Os astrocitos apresenta morfologia exuberante com muitos prolongamentos e nlcleo
esferico central, excedendo o niumero de neurdnios na proporcdo de 10:1. S&o divididos em
protoplasmaticos (tipo 1), encontrados principalmente na substancia cinzenta, e fibrosos (tipo
I1), achados ao longo dos tratos mielinizados (SUMMERS et al., 1995). Essas células
caracterizam-se pela presenca de prolongamentos com filamentos intermediarios (fibrilas
gliais), cujo componente principal é a GFAP e a vimentina (VIM), que servem como meio de
identificagdo desse tipo celular em estudos in situ e em cultivo (MONTGOMERY, 1994). O
estudo da expressdo desses marcadores na linhagem astroglial demonstra que logo apds o
nascimento, ha progressivo desaparecimento de VIM e substituicdo por GFAP. Porém, apds
uma agressao no SNC, além de ocorrer astrocitose, astrogliose e aumento na marcacdo de
GFAP nos prolongamentos espessados, h4 recuperacdo da capacidade astrocitaria em
expressar VIM, desaparecida durante o desenvolvimento normal do tecido nervoso
(BONDAN, 2003).

Os astrocitos participam da reparacdo do tecido nervoso, apresentando mudangas
morfoldgicas. Essas mudangas incluem espessamento dos feixes de filamentos gliais com
consequente aumento na marcacdo de GFAP (BONDAN, 2003; MONTGOMERY, 1994).
Estas alteragBes sdo denominadas de gliose astrocitaria, astrocitose, astrogliose reativa ou
cicatriz glial. S&o chamadas “Isomorficas”, quando 0s processos astrocitérios estdo orientados

pelos elementos teciduais preservados e o arranjo dos feixes de filamentos gliais é uniforme e
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paralelo. E sdo chamadas “Anisomorficas”, quando sua disposicdo é irregular ao redor da

lesdo, geralmente acentuada com ruptura da BHE, (BIGNAMI & DAHL, 1994).

1.3.4. Apoptose

Os primeiros estudos de morte celular descreveram dois principais tipos
morfologicamente distintos: Apoptose e necroses (KERR et al., 1972). A apoptose ou morte
celular programada é um acontecimento comum, tanto em situac6es patoldgicas, contribuindo
para fendmenos de inflamacéo e de disfungdo orgéanica, como em situagdes fisioldgicas, como
exemplo no decurso de processos de embriogénese. (SYNTICHAKI & TAVERNARAKIST,
2003).

A apoptose caracteriza-se pela ocorréncia de vérias alteragdes morfoldgicas das
células afetadas: ndo hd perda da integridade da membrana, porém, ocorre agregacdo e
marginalizacdo da cromatina, diminuigdo do volume citoplasmatico e condensacdo do nicleo,
fragmentagdo da célula em corpos apoptéticos e aumento da permeabilidade mitocondrial.
Este processo requer energia e sintese de novas macromoléculas (SYNTICHAKI &
TAVERNARAKIST, 2003).

Neste tipo de morte celular ocorre uma cascata de eventos bioquimicos, através da
ativacdo de certas proteases: as Caspases que catalizam a destruicdo de células, existem
latentemente em muitas delas como proteinas precursoras inativas e sdo ativadas por clivagem
da proteina precursora. Caspase 1, 3, 8 e 9 estéo envolvidas em isquemia encefélica, Caspase
8 e 9 sdo iniciadores de cascatas. A caspase 1 esta envolvida na ativacéo de citosinas e faz a
ligacdo entre inflamagdo e apoptose. (FRIENDLANDER, 2003; LOVE, 2003;
MERGENTHALER et al.,2003).

Na apoptose sdo distinguidos dois tipos de ativacdo: intrinseca (basicamente

mitocondrial) e extrinseca. A extrinseca é induzida por ativagdo do receptor (FAZ), através de
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ligacdo do fator de necrose tumoral (TNFa), (MERGENTHALER et al.,2003). A morte
celular por necrose ndo mostra as caracteristicas macroscopicas, ultraestruturais e fisioldgicas
como da apoptose. Entretanto, a necrose é acompanhada por inchaco mitocondrial, dilatacéo
do reticulo endoplasmético e extensa vacuolizagdo do citoplasma. (SYNTICHAKI &

TAVERNARAKIST, 2003).

1.4 NEUROGENESE CORTICAL NO ENCEFALO ADULTO

Na Ultima década tem sido confirmados os dados pioneiros descritos por ALTMAN,
(1965) de neurogénese em certas regides de encéfalos adultos (ALVAREZ-BUYLLA & LIM,
2001; ALVAREZ-BUYLLA & GARCIA-VERDUGO, 2002; ALVAREZ-BUYLLA et al.,
2002; DOETSCH et al., 1997). Sendo assim, duas regides neurogénicas existem no encéfalo
adulto: a zona subgranular hipocampal (SGZ), (KEMPERMANN & GAGE, 2000) e a zona
subventricular (SVZ) dos ventriculos laterais (DOETSCH et al., 1997; ALVAREZ-BUYLLA
et al., 2002).

Em determinadas condi¢des patoldgicas, incluindo trauma encefalico e acidente
vascular encefalico, hd migracdo de precursores de areas neurogénicas para o parénquima
neural lesionado (KOKAIA et al., 2006; LICHTENWALNER & PARENT, 2006; LI et al.,
2004; YAMASHITA et al., 2006). No nucleo estriado, algumas dessas células tornam-se
neurdnios e expressam a grande maioria dos marcadores fenotipicos neuronais estriatais. A
migracdo de neuroblastos para o nicleo estriado tem sido um fendmeno ocorrido em longo
prazo, como a encontrada um ano ap6s a ocluséo da artéria cerebral média (THORED et al.,
2006).

A reposicdo de células neuronais por células precursoras enddgenas ndo parece ser um
achado consistente do SNC de mamiferos adultos, fora da ZSV e ZSG. Reposi¢do neuronal

tem sido reportada em baixos niveis no cortex cerebral de ratos, ap6s o dano seletivo de
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células piramidais, na camada infragranular do neocortex em modelos experimentais
(MAGAVI et al., 2000).

Em acidente vascular encefalico, a maioria dos estudos ndo reporta a neurogénese
cortical, com excecdo de um estudo (JIN et al., 2001). Neurogénese com reposi¢do neuronal
parece ndo existir na substancia negra (RAKIC, 2002; KORNACK & RAKIC, 2001b;

GOULD et al., 1999) e na medula espinhal (YAMAMOTO et al., 2001).

15 MODELO DE ISQUEMIA FOCAL POR INJECAO DE ENDOTELINA-1 (ET-1)

Endotelina-1 (ET-1) é um potente vasoconstritor (YANAGISAWA et al., 1988a), que
quando ¢ injetado diretamente dentro do tecido nervoso (FUXE et al., 1997), reduz o fluxo
sanguineo encefalico local, para niveis que produzem leséo isquémica (FUXE et al., 1997).
No SNC de mamiferos, ET-1 é produzida em neurbnios, no endotélio de microvasos
encefalicos e em células gliais. Mas, também pode ser encontrada em outros tecidos, como 0s
citados por MOTTE et al., (2005), incluindo pulmdo, coracdo, figado e algumas células
circulantes.

No endotélio, atua atraves de receptores aclopados na proteina G. Sendo que 0s varios
tipos de endotelina: ET-1, ET-2 e ET-3, que foram isolados originalmente do sobrenadante de
cultura de células endoteliais aorticas bovinas (YANAGISAWA et al., 1988a;
YANAGISAWA et al., 1988b), tem suas atividades mediadas por dois subtipos de receptores
denominados: ET-A e ET-B (PARK & THORNHILL, 2000).

Os receptores ET-A tem alta especificidade por ET-1 e ET-2 e sdo encontrados mais
facilmente em maior nimero em células musculares lisas das artérias piais (MASAKI &
YANAGISAWA, 1992). Entretanto, os receptores ET-B néo sdo seletivos e aceitam todos os
tipos de endotelina (SAKURALI et al., 1990), estdo localizados nas células endoteliais. Em
condigbes fisiologicas, ET-1 contribuem significantemente para a regulacdo da presséo

sanguinea e fluxo sanguineo encefalico. Porém, ET-1 ndo é considerado como um agente



39

importante na patogénese da hipertensdo arterial (HYNYNEN & KHALIL, 2006). ET-1 é um
neuropeptidio, influenciando a atividade de ions nos canais, efluxo de glutamato
(ROZYEZKA et al., 2004), glicose (SANCHEZ — ALVAREZ et al., 2004), permeabilidade
de juncbes gap (BLOMSTRAND et al., 2004) e sinalizacdo de célcio (VENANCE et al.,
1997). Altos niveis de ET-1 foram encontrados no encéfalo de pacientes com desordens
neurolégicas tal como Alzheimer, hemorragias subaracndideas, lesdo cerebral traumatica e
isquemia (PETROV et al., 2002; ROGER et al., 2003), Varios trabalhos j& comprovaram que
a ET-1 é um peptideo produtor de vasoconstricdo enddgena, que pode ser utilizado préximo
da artéria cerebral média (BIERNASKIE et al., 2001; SHARKEY et al., 1994; WARD et al.,
1998), microinjetado dentro de regifes selecionadas do encéfalo (FUXE et al., 1997;
GILMOUR et al., 2004; HUGHES et al., 2003), ou aplicados diretamente na superficie
cortical (FUXE et al., 1997) para produzir lesdo isquémica bem definida. Uma variacdo deste
modelo foi apresentada por ADKINS-MUIR & JONAS, (2003), concluiram que a ET-1 pode
produzir lesbes pequenas e precisamente localizadas, com procedimentos cirlrgicos menos
invasivos. Outros estudos tambeém avaliaram os déficits comportamentais, provocados a partir
de injecOes intracorticais de ET-1 no cortex motor, (GILMOUR et al., 2004; WINDLE et al.,

2006) e cortex somatosensorial (SOLEMAN et al., 2010).

1.6 HIPOTESE E PARADIGMA EXPERIMENTAL

O cortex cerebral € uma das regies mais afetadas por eventos traumaticos e
isqguémicos (DUNCAN et al., 2011; ARSENE et al., 2011; COOK et al., 2012). Em animais
de experimentagdo e humanos, inimeros déficits motores e sensoriais podem ocorrer apos
AVE, o que depende da intensidade e do local da lesdo (DUNCAN et al., 2011; ARSENE et

al., 2011; COOK et al., 2012). Como previamente mencionado, estes padrdes lesivos sdo
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acompanhados de perda neuronal e ativagéo glial (GILMOUR et al., 2004; WINDLE et al.,
2006; SOLEMAN et al.,, 2010). No entanto, poucos estudos implementaram modelos
experimentais com a descricdo completa das alteragcdes neuropatoldgicas e comportamentais
apos isquemia focal no cortex somestésico.

Na presente tese, utilizaremos o modelo experimental de isquemia focal provocada por
microinjecdes de ET-1 para verificarmos, em diferentes tempos de sobrevida, os padrdes
histopatolégicos subsequentes & isquemia focal induzida na substancia cinzenta do cortex
somestésico (S1) de ratos adultos. Também observaremos déficits funcionais sensorio-

motores, através de exame clinico e testes comportamentais.

1.7 OBJETIVOS
1.7.1 Objetivo Geral

Estabelecer os padrfes de astrocitose, microgliose, perda neuronal e neurogénese em
de ratos adultos submetidos a lesdes isquémicas focais, no cortex somestésico primario (S1),

assim como os déficits funcionais ocasionados.

1.7.2 Objetivos Especificos

a. Induzir leséo isquémica focal no cortex somestésico para o estabelecimento do
padrdo temporal de evolucdo do processo lesivo;

b. Investigar quais os padrdes inflamatdrios e neurodegenerativos produzidos
através da lesdo isquémica com énfase na atividade microglial;

C. Auvaliar se a lesdo isquémica produz neurogénese no cortex somestésico;

d. Investigar qualitativamente e quantitativamente os déficits funcionais
induzidos através de trés testes comportamentais especificos para avaliar a perda de funcéo

sensorial.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 30 ratos (Rattus Norvegicus) da linhagem Wistar, machos, adultos,
pesando em torno de 250-280g, provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal do Pard (UFPA). Os animais foram manipulados
durante os experimentos de acordo com normas internacionais e pelas sugeridas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), sob licenca (074-12)
da Comissdo de Etica em Pesquisa Com Animais de Experimentagio da Universidade Federal

do Para.

2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais forma divididos nos seguintes grupos experimentais:
Grupo 1- 1dia (N=10)
Animais isquémicos injetados com ET-1 no cértex somestésico (N=7) e controle

injetados com salina estéril (N=3).

Grupo 2 - 3dias (N=10)
Animais isquémicos injetados com ET-1 no coértex somestésico (N=7) e controle

injetados com salina estéril (N=3).

Grupo 3- 7dias (N=10)
Animais isquémicos injetados com ET-1 no coértex somestésico (N=7) e controle

injetados com salina estéril (N=3).
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2.3 PROCEDIMENTOS PRE-INDUCAO ISQUEMICA

Os animais do grupo de 7 dias foram separados com uma semana de antecedéncia da
data prevista para a cirurgia. Foram ambientados e manipulados para reduzir reagdes de
ansiedade e estresse durante os testes comportamentais, transferidos para gaiolas individuais
(Figura 3), para que se adaptassem ao isolamento social. Os mesmos foram mantidos com
agua e comida, em uma sala adaptada para a realizacdo dos testes. No dia anterior a inducéo
isquémica, foram registradas as linhas de base dos animais para os testes comportamentais,
que consistiu em realizar os testes comportamentais (Teste de Colocacdo da Pata Anterior e
Teste do Canto), antes que o animal sofresse prejuizo neurocomportamental através da

indugéo isquémica.

}\H

Figura 3. Animais alojados em gaiolas individuais
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2.4 MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA CORTICAL FOCAL

O modelo experimental de isquemia focal implementado em nossos estudos prévios
(DOS SANTOS et al., 2007;SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; FRANCO et al., 2012). Os
animais foram anestesiados com injecéo intraperitoneal (i.p) de uma mistura de cloridrato de
cetamina (72 mg/kg) e cloridrato de xilazina (9 mg/kg). Os reflexos corneano e de retirada da
pata foram testados antes dos animais serem posicionados no aparelho estereotaxico (Insight,
Brasil). A estereotaxia foi realizada somente quando estes reflexos foram abolidos pela
anestesia. Todas as coordenadas estereotaxicas foram obtidas de PAXINOS & WATSON,
(2007). Para a injecdo de ET-1 na substancia cinzenta do cortex somestésico foram seguidas
as seguintes coordenadas estereotaxicas: Antero-posterior: 1,3mm anterior ao bregma, médio-
lateral: 4,5 mm e dorso-ventral: 0,3 a partir da superficie cortical.

Apos a determinagdo da &rea de injecdo, um pequeno orificio foi feito no cranio do
animal, com auxilio de uma broca odontoldgica (carbaide nimero 6, Meisinger). A dura-
mater sofreu uma inciséo, e uma micropipeta de vidro com graduagdes de 1pl (Sigma, Brasil)
com ponta de 10-20 um foi posicionada de acordo com coordenadas estereotaxicas. 40
pMoles de ET-1 foram injetados por pressdo no parénquima neural. Ap6s a injecéo, a
micropipeta foi mantida no cortex por mais dois minutos, antes de ser lentamente retirada.
Nos animais controle, injetou-se 0 mesmo volume do diluente. A fim de marcar a area de
lesdo, uma pequena quantidade do corante azul de colanil foi adicionada, tanto & solugéo
contendo ET-1 como & solucdo controle. Apds a cirurgia, os animais foram mantidos com

agua e comida & vontade, durante os tempos de sobrevida de 1, 3 e 7 dias.
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2.5 ANALISE CLINICA E COMPORTAMENTAL

Para avaliar os déficits neuroldgicos, induzidos pela lesdo isquémica no cortex
somestésico primario (S1), foram aplicados os seguintes testes:

1- Escala neuroldgica de Bederson (BEDERSON et al., 1986)

2- Teste de Colocacdo da Pata Anterior (SCHAAR et al., 2010; WEI et al., 2012)

3- Teste do Canto (SCHAAR et al., 2010)

OBS: O pesquisador que realizou os testes comportamentais estava cego com relagéo

aos grupos experimentais.

2.5.1 Escala Neuroldgica

Bederson e colaboradores (1986) desenvolveram um exame neuroldgico simples e
répido que permite fazer uma quantificacéo crescente (de 0 a 3 pontos) do déficit neuroldgico
adquirido 7 dias apds a inducdo isquémica na &rea sensdrio-motora para 0s animais dos
grupos controle e isquémicos.

A descricdo da pontuacdo neste teste esta descrita na tabela 1. No mesmo, os ratos
foram sutilmente erguidos pelas caudas e colocados as proximidades da mesa de teste. Foram
observadas atitudes flexoras das patas anteriores e o balango corporal. Pontuacdo O (zero) foi
dada aos animais que ndo manifestaram qualquer prejuizo na extenséo das patas anteriores em
direcdo & mesa de teste ou desvio corporal. Pontuagdo 1 (um) foi registrada aos animais que
demonstraram desvios flexores no punho da pata anterior contralateral a lesdo, sem

modificagdes nos demais segmentos corporais. Pontuagéo 2 (dois) foi anotada aos animais



45

que ao serem erguidos manifestaram, além de anormalidade flexora, baixa resisténcia a
desvios laterais na pata anterior contralateral a lesdo. A pontuacdo 3 (trés) foi dada aos
animais que manifestaram, além de distarbios flexores e reduzida resisténcia a manipulacgéo
lateral da pata anterior contralateral a lesdo, desvios no tronco ou movimentos circulatérios no

eixo corporal (BEDERSON et al, 1986; SCHAAR et al., 2010).

Tabela 1: Exame de déficit neuroldgico

Estado Pontuacdo Situacdo
Normal Grade 0 Sem déficits observados
Moderado Grade 1 Flexdo do punho, pata contralateral.

Reduzida resisténcia a desvios laterais da pata, sem
Grade 2
deslocamento do tronco.
Grave
Mesmo déficit da grade 2, com movimentos anormais
Grade 3
do tronco.

2.5.2 Teste da Colocacdo da Pata Anterior

As vibrissas dos ratos desempenham um papel muito importante na percepgao
sensorial (SCHALLERT & WOODLEE, 2005; SCHAAR et al., 2010). Este teste avalia a
funcédo sensdrio-motora e baseia-se na estimulacéo das vibrissas de um lado da face do animal
e o reflexo de colocagéo das patas anteriores (HUA et al., 2002). O protocolo é realizado da

seguinte maneira: O animal é segurado pelo dorso, com as patas penduradas e livres. O
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experimentador faz movimentos superiores e inferiores, previamente, para facilitar o
relaxamento muscular e eliminar movimentos abruptos (SCHAAR et al., 2010).

As vibrissas de cada lado da face s&o escovadas sobre as bordas de uma mesa
(Figurad), o processo € repetido por dez vezes (SCHAAR et al.,, 2010). Segundo esses
autores, os animais que ndo apresentam lesdo isquémica, tipicamente obtém uma resposta de

colocacéo da pata anterior, ipsilateral para o lado das vibrissas estimuladas sobre a mesa.

PN

Figura 4. Animal posicionado em uma mesa para o
teste de colocagéo da pata anterior.

Os animais com lesGes isquémicas unilaterais tém dificuldades na obtengdo de uma
resposta da colocacdo da pata anterior, contralateral a lesdo isquémica (HUA et al., 2002;
SCHALLERT, 2006; LEASURE & SCHALLERT, 2004; SCHAAR et al., 2010). Podera ser
realizado o célculo da porcentagem das respostas de colocagdo das patas ipisilateral e

contralateral (SCHALLERT, 2002; WEI et al, 2012)
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2.5.3 Teste do Canto

O teste do canto tem por objetivo fazer uma avaliagdo funcional, identificando e
quantificando assimetrias sensorio-motoras e posturais (SCHAAR et al., 2010). O aparato
consiste em uma caixa de acrilico medindo em torno de 35 x 25 cm de largura por 30 cm de
altura, na parte interna apresenta duas bordas fechadas em um angulo de 30 graus (SCHAAR
et al., 2010). Os animais s&o colocados em frente ao angulo de 30° assim, ambos os lados das
vibrissas sdo estimuladas, levando os animais a retornarem por um dos lados direito ou
esquerdo (SCHAAR et al., 2010), (Figura 5). O nimero de retornos que o animal executa
quando encontra o vértice do angulo é registrado em uma ficha e os procedimentos sdo
repetidos 10-30 vezes, durante intervalos de 5-10 minutos (SCHAAR et al., 2010). A cada
retorno do animal o aparato é higienizado para eliminar pistas olfativas. Os animais com
lesbes isquémicas unilaterais tém preferéncia pelo retorno do lado ipsilateral a lesdo (HUA et

al., 2002; CHEN et al., 2005; ZHANG et al., 2002).

. Figura 5: Aparato e animal durante a realizacdo do Teste do Canto. Em (A), o
animal posicionado no angulo de 30° e em (B), o animal retornando pelo lado
esquerdo ipsilateral.
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2.6 PERFUSAO E ANALISE HISTOLOGICA

Os animais de todos 0s grupos experimentais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (Vetanarcol®, Kénig. 72mg/kg) e cloridrato de xilazina (Kensol®, Konig. 9mg/kg).
Quando foram abolidos os reflexos de retirada da pata e corneanos, os mesmos foram
perfundidos, através do ventriculo esquerdo do coragdo, com 250-300 ml de tamp&o fosfato
salina (PBS 0,1M; 0,9%; pH 7,2 — 7,4) heparinizada, seguido de 250-300 ml de
paraformaldeido a 4% em tampé&o fosfato (PB 0,1M; pH 7,2 — 7,4). Depois da retirada dos
encéfalos (Figura 6), estes foram pos-fixados por 24h no mesmo fixador. Em seguida, 0s
encéfalos foram crioprotegidos em solugdes com concentragBes crescentes de sacarose,

diluida em mistura de glicerina com tampdo fosfato 0,05M, pH (7,2 - 7,4).

Figura 6. Vista Dorsal do Encéfalo do Rato. A seta aponta
para a area de injecdo no Cdrtex Somestésico Primario (S1).

Os tecidos foram mantidos em solucéo crioprotetora com diferentes concentracdes de
acordo com o seguinte protocolo: crioprotetora a 25% (30 minutos), a 50% (4-6 h), a 100%

(24-48 h). Apos a crioprotecdo, os tecidos foram congelados em gel de imerséo para criostato
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(Tissue Tek) a — 55°C em criostato provido de efeito Peltier (Zeiss, Micron, Alemanha).
Seccdes coronais de 20 pum e secgdes tangenciais de 40 um de espessura, foram obtidas dos
encéfalos com o auxilio do criostato. Algumas secgdes coronais de 50 um foram coletadas,
para coloragdo de rotina. Para aumento da aderéncia, as ldminas foram mantidas & temperatura
ambiente por no minimo 24h. Apds este periodo, as mesmas foram mantidas em um freezer a

-20°C, aguardando imunohistoquimica ou outro procedimento.

2.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA

2.7.1 Visualizago da Area de Les&o

Para a visualizagdo da area de lesdo, utilizou-se a técnica de coloracdo com violeta de
cresila, em seccdes com espessura de 50 um. A zona de inje¢do de ET-1 pdde ser reconhecida
pela presenca do corante azul de colanil injetado com ET-1, ou pelo palor (auséncia de corpos

neuronais) e/ou necrose tecidual induzido pelo processo isquémico.

2.7.2 Visualizagdo do Campo de Barris
Para a visualizacdo dos campos de barris, utilizou-se a histoquimica para citocromo

oxidase (CO), em secgOes de 40 um em cortes tangenciais de animais isquémicos.

2.7.3 Estudos Imunoistoquimicos

Para avaliar os padrdes de astrocitose, microgliose, perda neuronal e neurogénese no
modelo proposto, foram realizados uma série de estudos imunoistoquimicos. Para tanto, 0s
seguintes anticorpos foram utilizados: A presenca de microglia/macrofagos ativados foram

identificadas pela imunomarcagdo com o anticorpo ED1 (1:200; Sorotec), que reconhece um
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epitopo na membrana de lisossomas de macrdfagos ativados (ROBINSON et al., 1986). A
presenca de corpos neuronais foi marcada com o anticorpo anti-NeuN (1:100, Chemicon-
Millipore), que reconhece um epitopo especifico, no nucleo de neurdnios maduros (MULLEN
et al., 1992). A presenca de células microgliais ativadas e ndo ativadas foi identificada pelo
anticorpo Iba-1 (1: 1000; Wako), Uma proteina quelante de calcio presente especificamente
em microglia (ITO et al., 1998). Astrdcitos foram marcados com o anticorpo anti-proteina
acida fibrilar glial (GFAP), (1:200, DAKO,UK) (GOMES-LEAL et al., 2004). Neuroblastos
foram identificados com o anticorpo anti-DCX (1:400; Santa Cruz), uma proteina associada a

microtUbulos expressa em neurénios migratorios (MULLEN et al., 1992)

2.7.4 Protocolo de Imunomarcacao

O protocolo utilizado foi previamente usado em (GOMES-LEAL, 2002; GOMES-
LEAL et al., 2004, 2005). As laminas com as sec¢des montadas foram retiradas do freezer e
colocas na estufa (BrasDonto, BrClave®) a 40°C por 30 minutos. Em seguida, as seccBes
foram delimitadas com uma caneta hidrofébica (Dako Pen, ref. S2002), lavadas em PBS por 3
minutos e imersas em tampdo borato (0,2M, pH 9,0; Nuclear) & temperatura constante de
65°C, por 25 minutos. Apos esta fase, as seccbes ficaram mais 20 minutos a temperatura
ambiente. As secgdes foram novamente lavadas em PBS por 3 minutos e submetidas ao
tratamento com solucdo de metanol (QEEL) e peréxido de hidrogénio (H2.O2, Merck) (1ml de
H,O; para cada 100ml de metanol absoluto) sob agitagdo constante. As sec¢bes foram entéo
lavadas (3 vezes, 3 minutos cada), em solugdo de PBS/Tween® (Sigma-Aldrich) e incubadas
por 1h em soro normal de cavalo (NeuN, DCX, ED1) ou de cabra (GFAP) a 10% em camara
Umida. Depois, 0 excesso de soro normal foi retirado para incubagdo no anticorpo primario,
por uma noite. No dia seguinte, as seccdes foram lavadas (3 vezes, 3 minutos cada) na solugdo

de PBS/Tween® e incubadas por 2h no anticorpo secundario, biotinilado anti-camundongo



51

feito em cavalo (1:100; Vector) ou anti-coelho feito em cabra (1:200, vector) Apos este
periodo, trés lavagens foram realizadas (3 minutos cada) em PBS/Tween para que as sec¢des
fossem incubadas no Complexo Avidina-Biotina Peroxidase (Vector, kit ABC Vectastain®)
por 2h. As seccOes foram lavadas (4 vezes, 3 minutos cada), antes da revelacdo, utilizando
diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich). As sec¢fes foram incubadas em uma solugéo
contendo 250 ml de PB 0.1M (pH 7,2 — 7,4), juntamente com 125mg de DAB e 130 ul de
H,0,. As mesmas foram monitoras em microscopio Optico até que a intensidade da reacéo
ficasse adequada. Ap6s o término da revelacéo, as seccbes foram lavadas em PB 0,1 M (pH

7,2 —7,4), desidratadas em gradientes de &lcool/ xileno e montadas em Entellan® (Merck).

2.8  ANALISE QUALITATIVA

Todas as secgBes marcadas pelos diferentes métodos imunoistoquimicos e
histoquimicos foram inspecionadas, em microscépio optico (Nikon, modelo Eclipse 50i) e
objetiva (plan 40x). Imagens de sec¢bes com campos mais ilustrativos, obtidas de animais
isquémicos e controle, foram obtidas com uso de uma camara digital (Moticam 2500),

acoplada a um microscdpio 6optico (Nikon, Eclipse 50i).

2.9  ANALISE QUANTITATIVA

2.9.1 Método de Contagem

A contagem do nimero de macrofagos/microglia ativados (células ED1+), corpos

neuronais (células NeuN+), microglia ativada e ndo ativada (células Ibal+), astrocitos (células
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GFAP+), neuroblastos (células DCX+) de todos os grupos experimentais, foram realizadas
utilizando-se um microscopio (Nikon modelo Eclipse E200) provido de uma gradicula de
contagem (245 x 245 mm) na ocular (objetiva Plan 40x). Utilizou-se, nas contagens, trés
secces por animal e trés campos por seccdo, nas regibes de maior densidade de células,
considerando-se um campo central e dois campos adicionais com 1 mm de intervalo (1 mm
lateral e 1 mm medial) em 4 ou 5 animais por grupo experimental. As médias das contagens e
0s desvios padrdes foram obtidos e plotada em coordenadas cartesianas. Este protocolo de

contagem foi previamente usado em nossos estudos (FRANCO et al., 2012)

2.10 ANALISE ESTATISTICA

As médias das contagens foram obtidas e plotadas em coordenadas cartesianas.
Utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA), unicaudal um critério com correc&o a posteriore
de Tukey para a comparagao entre os grupos. O nivel de significAncia foi de 95% e nivel de
confianca de (P<0,05). Todas as andlises estatisticas e a obtencdo dos graficos foram
realizadas, utilizando-se os programas de computador (Bioestat 5.0), (GraphPad Prism 5.0) e

(Microsoft Office Excel).
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3. RESULTADOS

3.1 RESULTADOS NEUROCOMPORTAMENTAIS

3.1.1 Microinjecbes de ET-1 induzem Déficits Neurolégicos Demonstrados Pela Escala

Neurolégica de Bederson.

A escala neurolégica de Bederson (BEDERSON et al., 1986) foi aplicada para analisar
o grau de déficit neuroldgico, ap6s uma semana de sobrevida da lesdo isquémica. Neste tempo
de sobrevida, observou-se maior gravidade da lesdo no grupo isquémico (2,8+0,2), quando
comparado aos animais do grupo controle (1,3£0,3). A diferenca observada foi

estatisticamente significativa (Teste t de Student, p<0,05) (Figura 07).

de Bederson

Pontuaciio da Escala Neurolégica

Controle Isquémico

Figura 7. Escala Neuroldgica de Bederson. Média da gradagdo
neucompotamental alcangada entre os grupos: controle e isquémico.
Teste t, p=0,006, * Diferenca com significancia estatistica.
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3.1.2 Microinje¢des de ET-1 no Cortex Somestésico induzem Déficits Sensdrio-Motores

Demonstrados pelo Teste de Colocagéo da Pata Anterior

Para avaliarmos o efeito da isquemia sobre o controle neural das patas ipsi e
contralateral a lesdo, utilizamos o teste de colocagdo da pata anterior. Houve simetria da
percentagem da resposta motora entre animais da linha de base e controle injetados com
salina estéril (Figura 8, 110+8,7%; e 112,3+6,2%; ANOVA, pos-teste de Tukey, p>0,05). A
comparagdo entre esses grupos ndo demonstrou assimetria do uso das patas (Figura 8). No
entanto, microinje¢des de ET-1 induziram assimetria no percentual de uso da pata néo afetada
em relacdo a afetada (contralateral ao cortex isquémico) (ET-1: 283,24+50,0%; Salina:

110+8,7%; Linha de base: 112,316,2%; ANOVA, pds-teste de Tukey, p<0,05).

4004

3004

2004

1004

% de Sucesso no Uso Entre as Patas:
Nao-Afetada/ Afetada (média)

Linha de Base Controle Isquémico

Figura 8: Teste de Colocagdo da Pata Anterior. Assimetria na
resposta de apoio da pata anterior ipsilateral a vibrissa estimulada.
Linha de Base (branco), ldia antes da cirurgia e 7dias apds nos
grupos controle e Isquémico. ANOVA, poés-teste de Tukey, p<0,05;
* Diferenca com significancia estatistica.
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3.1.3 Animais Isquémicos Apresentam Assimetria de Retorno Pelos Lados Esquerdo e

Direito de Acordo Com o Teste do Canto

O teste do canto (Figura 9), realizado um dia antes do processo cirdrgico, evidenciou
simetria entre os lados de retorno dos animais (Linha de Base, Direito: 14,3+0,4; e Esquerdo:
15,6+0,4. Teste t, p>0,05). Este achado foi mantido no grupo falso-operado, 7 dias apds
cirurgia (controle, direito: 12,6+0,3; e esquerdo: 17,3+0,3. Teste t, p>0,05). Contudo, forte
assimetria foi observada nos animais isquémicos 7 dias ap6s microinjecdes de ET-1 (Direito:
10,6+1,5; e Esquerdo: 19,4+1,5. Teste t, p<0,05). Portanto, os dados experimentais sugerem
que a lesdo isquémica na &rea sensdrio-motora do cortex somestésico € a responsavel pelo
prejuizo neurocomportamental (Figura 9), evidenciado pela maior quantidade de retorno

ipsilateral a lesdo nos animais do grupo isquémico (ANOVA, poés-teste de Tukey, p<0,05).
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Linha de Base Controle Isquémico

Figura 9: Teste do Canto. Contagem de retornos entre os lados
direito (contralateral a lesdo isquémica) e esquerdo (lado ipsilateral a
lesdo isquémica) do animal. Linha de Base, 1dia antes da cirurgia e 7
dias ap6s a inducdo isquémica. ANOVA, poés-teste de Tukey,
p<0,05, * Diferenga com significancia estatistica.
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Os valores obtidos neste teste comportamental foram também expressos como taxa
percentual de retorno entre as patas ndo afetada e afetada (Figura 10). Os resultados refor¢cam
os dados obtidos anteriormente, onde os valores absolutos foram utilizados (linha de base:
110,0+5,7%; grupo controle: 137,3+6,3%; grupo isquémico: 211,2,0+51,8%. ANOVA, poés-
teste de Tukey, p<0,05). Apesar da diferenca matematica observada entre as médias dos
Grupos Controle e Isquémico, contudo, estes ndo foram significantes estatisticamente

(respectivamente, 137,3+6,3%; e 211,2+51,8%. ANOVA, pos-teste de Tukey, p>0,05).

*
300- [ {

S
o &
%

ST 200-
2
s
~ =
S5

%zg 100
= g
]
—_—

0

Linha de Base Controle Isquémico

Figura 10: Teste do Canto. Percentagem de retornos entre os lados
ndo afetado (ipsilateral) e afetado (contralateral) a lesdo isquémica
do animal nos grupos experimentais. ANOVA, pos-teste de Tukey,
p>0,05 *Diferenca com significancia estatistica.
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3.2 MICROINJECOES DE ENDOTELINA-1 INDUZIRAM LESAO ISQUEMICA FOCAL

NA AREA SOMESTESICA PRIMARIA

No presente trabalho, induziu-se isquemia focal através da administragdo de 40
pMoles de ET-1, na substancia cinzenta do cortex somestésico de ratos adultos. Para a
marcacdo morfoldgica desta area, utilizou-se a histoquimica para citocromo oxidase (CO) em
cortes tangenciais de 40 pm. Observou-se que as injecOes de ET-1 foram realizadas
precisamente na area somestésica primaria (S1), proximas aos campos de barris (Figura 11A).
Diversas células inflamatérias (CO+) foram observadas, nas regiGes em torno do sitio de
injecdo marcadas pela (CO). (Figura 11B). Estas células possuem a morfologia de macr6fagos

ativados, estudos futuros serdo realizados para melhor identificacdo dessas células.
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Figura 11. Relacdo espacial da lesdo isquémica na area somestésica primaria demonstrada
pela histoquimica para citocromo oxidase. Corte tangencial do cortex somestésico de um
animal isquémico injetado com endotelina -1 e perfundido 7 apds a inducdo isquémica.
Asteriscos marcam o sitio de injecdo menor aumento (A) e maior aumento (B) do mesmo
campo. Em (A) a seta acima aponta para um barril e a seta em baixo aponta para o septo entre
os barri. As células marcadas em (B) possuem a morfologia de macréfagos ativados (células

arredondadas). Escalas: A (300 um); B (130 pum).
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A area de lesdo foi visualizada através da coloracéo por violeta de cresila, em seccoes
coronais de 50 um (Figura 12). Para melhor visualizacdo da area de injecdo, administrou-se o
corante azul de colanil juntamente com a ET-1. O sitio de injecdo de ET-1 foi caracterizado
pela presenca do palor tecidual, (auséncia de corpos de neurdnios e células gliais) (Figura 12A

e 12B) ou pela marcacdo intensa de células inflamatorias (Figura 12E e 12F).



Figura 12. Analise histopatolédgica de sec¢des coronais do cortex somestésico de ratos,
coradas pela violeta de cresila. Animais injetados com endotelina -1 e perfundidos 1 (A-
B), 3 (C-D) e 7 (E-F) dias ap6s a inducdo isquémica. Asteriscos marcam a area de lesdo.
B, D e F sédo ampliacdes de A, C e E. Escalas: A, C, E (300 um); B, D, F (120 um).
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3.3 MICROINJECOES DE ENDOTELINA-1 INDUZIRAM PERDA NEURONAL NA

AREA SOMESTESICA

A presencga de corpos neuronais foi evidenciada com o anticorpo anti-NeuN. Um dia
apos a lesdo isquémica, houve baixa perda neuronal no centro da lesdo isquémica, as células
apresentaram uma morfologia aparentemente preservada (Figura 13D). Entre 3 e 7 dias,
houve intensa perda de corpos celulares, com formagéo de uma regiéo clara de rarefagéo no
centro da leséo (Figura 13F-H). Em ambos os tempos de sobrevida, as células apresentaram
caracteristicas patoldgicas (Figura 13E-H).

Os resultados da andlise quantitativa (Figura 14) mostram que a densidade média de
células NeuN+/campo foi maior no grupo de ldia (28,28+0,45), quando comparada & do
grupo de 3 dias (14,8+0,49) e 7 dias (12,62+0,42). Todos 0s grupos apresentaram diferencas

significativas, entre os lados contralaterais e ipsilaterais a lesdo (p<0,05 ANOVA - Tukey).



Figura 13. Perda neuronal apés lesdo isquémica focal no cortex somestésico,
demonstrada pela imunoistoquimica para NeuN. Lado contralateral a lesdo (A-B)
e animais injetados com ET-1 nos tempos de 1, (C-D), 3 (E-F) e 7 dias (G-H)
apos a inducao isquémica. As setas apontam para células NeuN+. B, D, F e H séo
ampliacdes de A, C, E e G. Escalas: A, C, E e G (50um); B, D, F e H: (500um).
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Figura 14. Analise quantitativa da perda neuronal na area somestésica primaria apos
isquemia focal. Média das contagens/campo em funcdo do tempo de sobrevida. Houve
diminuicdo progressiva do nimero de neurbnios (*+p<0,05-ANOVA/Tukey). Todos 0s
grupos apresentaram diferenca significante entre os lados contralateral e ipsilateral &
lesdo isquémica (*p <0,05-ANOVA/tukey).*Comparacdes entre os lados ipsi e
contralateral; + comparacgdes com tempo de sobrevida anterior.
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3.4. A ISQUEMIA FOCAL INDUZIDA POR MICROINJECOES DE ENDOTELINA-1
RESULTA EM ATIVACAO MICROGLIAL PROGRESSIVA NA AREA SOMESTESICA

PRIMARIA

A populagdo microglial em geral foi marcada pelo anticorpo anti-lbal (ITO et al.,
1998). No lado contralateral a lesdo isquémica, as células microgliais apresentaram aspecto
ramificado, com pequenos corpos celulares, caracterizando o estado morfolégico ndo ativado
(Figura 15A-B). A lesdo isquémica focal mudou este perfil morfolégico (Figura 15C-H).
Houve ativacdo microglial progressiva na area somestésica priméria entre 1 e 7 dias (Figura
15C-H).

No primeiro dia ap6s a lesdo, a ativacdo foi insipiente, onde apenas uma pequena
fracdo microglial apresentou diminuicdo de processos e aumento da intensidade da marcagao
(Figura 15C-D). Ao terceiro dia, as células microgliais adquiriram uma morfologia ameboide
e arredondada, caracterizando a transformaco em fagdcitos (Figura 15E-F). Ao sétimo dia, a
ativacdo microglial foi bem intensa e a maior parte das células tornou-se ameboide ou
arredondada, formando agregados microgliais (Figura 15G-H).

As observacfes qualitativas, anteriormente descritas, foram confirmadas pela analise
quantitativa (Figura 16). As densidades médias de células Ibal+ foram maiores nos grupos de
3 (42,66+0,90) e 7 (52,44+1,84) dias, comparadas & do grupo de 1 dia (15,64+0,60). Estas
diferencas foram estatisticamente significativas (Figura 16, p<0,05 ANOVA- Tukey), com

excecdo as comparagdes realizadas entre os lados contralaterais (p>0,05 ANOVA- Tukey).
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Figura 15. Ativacdo microglial progressiva apos lesdo isquémica focal no cértex somestésico,
marcada pela imunoistoquimica para Ibal. Lado contralateral a lesdo (A-B) e animais
injetados com ET-1 nos tempos de 1, (C-D), 3 (E-F) e 7 dias (G-H) ap6s a inducdo
isquémica. As setas apontam para células Ibal+. B, D, F e H sdo ampliagdes de A, C, E, e G.
Escalas A, C, E e G (50um); B, D, F e H: (500um).
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Figura 16. Andlise quantitativa de células Ibal+ na area somestésica primaria apos
isquemia focal. Média das contagens/campo em funcdo do tempo de sobrevida nos
lados ipsi e contralateral. A densidade média de células Ibal+ foi maior nos grupos de
3 e 7 dias (*p<0,05-ANOVA/Tukey). Nao houve diferenca estatistica entre os lados
ipsilateral e contralateral & lesdo isquémica em 1dia (p>0,05-ANOVA/tukey). Néo
houve aumento do numero de células microgliais no lado contralateral em todos os
tempos  (p>0,05-ANOVA/tukey).*Comparagdes entre o0s lados ipsilateral e
contralateral; + comparagdes com tempo de sobrevida anterior.
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A avaliagdo da ativagdo microglial também foi realizada pela imunoistoquimica para o
anticorpo ED1, que é especifico para a marcacdo de microglia/macrofagos ativados
(ROBINSON et al., 1986).

Confirmando os achados com Ibal, observou-se ativagdo microglial progressiva entre
1 e 7 dias apds a inducdo isquémica (Figura 17). No lado contralateral, houve predominio de
microglia ramificada, com poucas células redondas (Figura 17A-B). No primeiro dia
observou-se um nimero reduzido de células ED1+ no parénquima isquémico (Figura 17C-D).
Ao terceiro dia, houve um aumento do nimero destas células na regido isquémica (figura
17E-F). Ao sétimo dia, houve aumento significativo da presenga de células ED1+ no
parénquima isquémico, com predominancia de fagdcitos no centro da lesdo (Figura 17H).

As observagdes anteriormente descritas foram confirmadas pela anélise quantitativa
(Figura 18). As densidades médias de células ED1+ foram maiores nos grupos de 3
(16,44+0,71), 7 (29,83+0,96) dias comparados ao grupo de 1 dia (11,94+0,53) (Figura 18).
Todos os grupos apresentaram diferencas estatisticas, entre lados contralateral e ipsilateral &
lesdo isquémica (p<0,05-ANOVA/Tukey) (Figura 18). N&o houve diferenca significativa

entre os lados contralaterais a lesdo, em todos os tempos (p<0,05-ANOVA/Tukey).



68

| Contralateral 7d

Figura 17. Ativacdo microglial progressiva apds lesdo isquémica focal no cortex
somestésico, revelada pela imunoistoquimica para ED1. Lado contralateral a lesdo (A-
B) e animais injetados com ET-1 nos tempos de 1, (C-D), 3 (E-F) e 7 dias (G-H) apds
a inducdo isquémica. As setas apontam para células ED1+. B, D, F e H sdo amplia¢cdes
de A, C, E, eG. Escalas A, C, E e G (50um); B, D, F e H: (500um).
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Figura 18. Anélise quantitativa de células ED1+ na area somestésica priméria
apos isquemia focal. Média das contagens/campo em fungdo do tempo de
sobrevida nos lados ipsilateral e contralateral. A densidade média de células
ED1+ foi maior nos grupos de 3 e 7 dias (*p<0,05-ANOVA/Tukey). Foi menor
no grupo de 1 dia. Todos os grupos apresentaram diferenca estatistica entre o0s
lados ipsilateral e contralateral a lesdo isquémica  (*p<0,05-
ANOVA/tukey).*Comparagdes entre os lados ipsi e contralateral; +
comparagdes com tempo de sobrevida anterior.
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3.5 A LESAO ISQUEMICA INDUZIDA POR MICROINJECOES DE ET-1 INDUZIU

ATIVACAO PROGRESSIVA DE ASTROCITOS NA AREA SOMESTESICA PRIMARIA

Neste estudo, utilizamos um anticorpo anti-proteina bésica de mielina para
imunomarcacdo de astrocitos (GOMES-LEAL et al., 2004). Houve ativacdo progressiva de
astrocitos na area somestésica priméria entre 1 e 7 dias ap6s a inducéo isquémica, (Figura 19).

No primeiro dia, houve baixa reatividade dos astrocitos tanto no centro como na borda
da lesdo (Figura 19C-D). Ao terceiro pdde-se visualizar células GFAP+ fortemente marcadas,
com aumento do tamanho do corpo celular, reducdo de comprimento e aumento da espessura
de processos astrociticos, principalmente na borda da lesdo (Figura 19E-F). Neste tempo de
sobrevida, houve considerdvel perda de imunoreatividade para GFAP no centro da lesdo, que
apresentou quase que total auséncia de imunomarcagdo para astrocitos (Figura 19E). Ao
sétimo dia, observou-se intensa perda de imunoreatividade para GFAP no centro da leséo
(Figura 19G), enquanto que a astrocitose aumentou na periferiada mesma (Figural9H).

As densidades medias de células GFAP+ foram maiores nos grupos de 3 (31,51+0,61)
e 7 (58,11+11,24) dias, comparadas &s do grupo de 1 dia (21,77+0,43), (Figura 20). Em todos
os grupos houve diferenca significativa entre os lados contralateral e ipsilateral & lesdo
isquémica (*p<0,05- ANOVA- Tukey). Nao houve diferenga significativa entre os lados

contralateral e ipsilateral em todos os tempos investigados, (p>0,05 ANOVA- Tukey).
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Figura 19. Ativacdo progressiva de astrocitos apds lesdo isquémica focal no cortex
somestésico, revelada pela imunoistoquimica para GFAP. Lado contralateral a leséo
(A-B) e animais injetados com ET-1 nos tempos de 1, (C-D), 3 (E-F) e 7 dias (G-H)
apos a inducdo isquémica. As setas apontam para células GFAP+. B, D, F e H sédo
ampliagdes de A, C, E, e G. Escalas A, C, E e G (50um); B, D, F e H: (500um).



Céls GFAP+/Campo (Média)

70 -+

60 -

50 -

30 - W Contralateral

M Ipsilateral
20 -

1dia 3 dias 7 dias

Tempos de Sobrevida

Figura 20. Anélise quantitativa de células GFAP+ na area somestésica priméria
apos isquemia focal. Média das contagens/campo em funcdo do tempo de
sobrevida nos lados ipsilateral e contralateral. A densidade média de células
GFAP+ foi maior nos grupos de 3 e 7 dias (*p<0,05-ANOVA/Tukey). Foi menor
no grupo de 1 dia. Todos os grupos apresentaram diferenca estatistica entre os
lados ipsilateral e contralateral a lesdo  isquémica  (*p<0,05-
ANOVA/tukey).*Comparagdes entre os lados ipsi e contralateral; + comparagdes
com tempo de sobrevida anterior.
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3.6 ISQUEMIAS FOCAIS NO CORTEX SOMESTESICO E NEUROGENESE
ENDOGENA
3.6.1 A Isquemia Focal no Cdértex Somestésico Influencia o Numero de Neuroblastos na

Zona Subventricular

A presenga de neuroblastos (neurdnios imaturos) foi identificada com o anticorpo anti-
DCX, uma proteina associada a microtubulos, expressa em neurdnios imaturos migratorios
(GLEESON et al ., 1999). Houve um aumento progressivo de imunomarcagdo de
neuroblastos na SVZ ipsilateral nos tempos de sobrevida investigados (Figura 21). A
marcagéo foi mais intensa na parte dorsal da SVZ (Figura 21).

A andlise quantitativa do namero de células (DCX+) foi maior no grupo de 7
(90,5+1,88) dias em comparagdo a 3 (62,5%£3,17) e 1 dia (61,58+3,25) (p<0,05 ANOVA-
Tukey). N&o houve diferenca na densidade de neuroblastos entre 1 e 3 dias (Figura 22,
(p>0,05 ANOVA- Tukey), mas o aumento foi significativo entre 3 e 7 dias (p<0,05 ANOVA-
Tukey). Houve diferenga entre os lados ipsi e contralateral em todos os tempos de sobrevida

investigados (Figura 22).
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Contralateral 14 Ipsilateral

Figura 21. A isquemia focal no cortex somestésico influencia o nimero de neuroblastos na zona
subventricular, revelada pela imunoistoquimica para DCX. Animais injetados com ET-1 e
perfundidos 1 (A-B), 3 (C-D) e 7 dias (E-F), lados contralateral (A, C, D) e ipsilaterais (B, D, F) a
lesdo isquémica respectivamente. As setas apontam para a parte dorsal dos ventriculos laterais
(VL). Escala (500um).
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Figura 22. Andlise quantitativa do nimero de células DCX+ na zona subventricular apds
isquemia focal. Média das contagens/campo em funcdo do tempo de sobrevida nos lados
ipsilateral e contralateral. A densidade média de células DCX+ foi maior no grupo de 7
dias (*p<0,05-ANOVA/Tukey). Foi menor nos grupos de 3 e 1 dia. Ndo houve diferenca
estatistica entre 3 e 1 dia (*p>0,05-ANOVA/Tukey). Mas, houve aumento significativo
entre 3 e 7 dias (*p<0,05-ANOVA/Tukey). Todos os grupos apresentaram diferenca
estatistica entre os lados ipsi e contralateral a lesdo isquémica (*p<0,05-
ANOVA/tukey).*Comparacdes entre os lados ipsi e contralateral; + comparagdes com
tempo de sobrevida anterior.
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3.6.2 A Isquemia focal Induzida por Microinje¢des de Endotelina-1 N&o Induz Migracéo

Significativa de Neuroblastos Para O Cdrtex Somestésico Primario.

N&o houve marcacdo significativa de células (DCX+) no cortex somestésico apos
isquemia focal (ndo ilustrado). No entanto células DCX+ foram observadas fora da SVZ, na

substancia branca cortical e/ou no corpo caloso (Figura 23).

CC

CC

Figura 23. A isquemia focal induzida por microinjegdes de
ET-1 ndo induz migragéo significativa de neuroblastos para o
cortex somestésico. Animal injetado com ET-1 e perfundido
com 7 dias. As setas em (A e B) apontam para um neuroblasto
na substancia branca cortical préxima ao corpo caloso (CC).
B, € a ampliacdo de A. Escala em A (50pum) e em B (500 pum).
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4. DISCUSSAO

4.1 CONSIDERACOES GERAIS

Na presente tese, utilizou-se 0 modelo experimental de isquemia focal, induzida por
microinjecdes de ET-1, no cortex somestésico primario de ratos adultos com a finalidade de
estudar os padroes de perda neuronal, ativacdo microglial, astrocitose e neurogénese na
primeira semana ap6s a indugdo isquémica. Também objetivou-se avaliar os déficits
neuroldgicos com o uso de testes comportamentais especificos para averiguacdo das perdas
sensorio-motoras.

Animais submetidos a lesdo isquémica focal unilateral, no cértex somestésico
priméario, desenvolveram déficits neurocomportamentais significativos de asssimetria das
patas anteriores, o que foi bem correlacionado com o comprometimento histolégico, incluindo
necrose tecidual, perda de corpos neuronais, microgliose e astrocitose progressivas, além de
alteragbes neurogénicas na SVZ do lado ipsilateral. Os padrfes comportamentais e
neurogénicos observados séo corroborados por estudos anteriores, utilizando diferentes
modelos de isquemia focal no cortex somestésico (ADKINS et al., 2003; GILMOUR et al.,
2004; L1 et al., 2008; SOLEMAN et al., 2010). No entanto, nestes estudos ndo se realizou
uma andlise sistemética da correlacdo neurocomportamental e histolégica, como na presente
investigacao.

O modelo aqui utilizado é um método alternativo a outros mais invasivos e de grande
complexidade cirurgica para a inducdo de isquemia experimental (MORIOKA et al., 1993,
ZHAO et al., 1994). O modelo ET- foi primeiramente utilizado para a inducdo de leséo
isquémica focal no estriado de ratos adultos (HUGHES et al., 2003). Nosso grupo, o

implementou em varios estudos posteriores, no tronco encefalico (DOS SANTOS et al.,
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2007), estriado (SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; CARDOSO et al ., 2012) e cortex
cerebral (FRANCO et al., 2012). No cortex somestésico, alguns estudos mostraram que o
modelo experimental aqui utilizado induz conspicuo déficit sensério-motor (ADKINS et al.,
2004; GILMOUR et al., 2004; LI et al., 2008; SOLEMAN et al., 2010), o que foi confirmado

na presente investigagao.

4.2 MICROINJECOES DE ET-1 SAO EFICAZES PARA INDUZIR DEFICITS

FUNCIONAIS MENSURAVEIS: SIGNIFICADO PARA ESTUDOS PRE-CLINICOS

Mostramos que microinje¢fes de ET-1 no cortex somestésico induzem alteracdes
comportamentais mensuraveis, o que esta de acordo com o previamente publicado (ADKINS
et al., 2003; GILMOUR et al., 2004; WINDLE et al., 2006; LI et al., 2008; SCHAAR et al.,
2010; SOLEMAN et al., 2010). No presente estudo, todos os animais submetidos a isquemia,
sete dias depois apresentaram sinais clinicos de lesdo, quando comparados aos animais do
grupo controles, como avaliado pela escala neuroldgica de Bederson (BEDERSON et al,
1986; SCHAAR et al., 2010) e teste do canto (SCHARLLET et al., 2000).

A escala neuroldgica utilizada foi proposta por BEDERSON et al. (1986) para
averiguacdo dos déficits neuroldgicos apos isquemia. Quando o animal € suspenso pela cauda
até a altura de um metro do solo, sua reagdo normal seria a de estender ambas as patas
anteriores em direcdo a um solo. Os animais que se comportaram desta maneira S&o
classificados como normais. Ja os animais isquémicos, fletem suas patas anteriores em
direcdo contralateral a lesdo, o que ilustra o déficit neuroldgico. Os animais injetados com

ET-1 apresentam esta alteracdo neuroldgica, o que confirma a eficacia do método.
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O outro teste utilizado (teste de colocagéo da pata) utiliza uma reacéo reflexa de mover
a pata anterior por estimulagdo das vibrissas (SCHARLLET et al 2002). Os animais
isquémicos tém dificuldades de executar este reflexo devido ao comprometimento da éarea
cortical envolvida. MicroinjecBes de ET-1 induzem este deficit neuroldgico, o que legitima a
eficicia do método isquémico empregado. Este resultado é apoiado por estudos recentes (WEI
etal., 2012).

Finalmente, no teste do canto desenvolvido por Scharllet et al., (2002), observou-se
que os animais isquémicos retornaram mais pelo lado ipsilateral & lesdo, o que sugere déficit
neurosensorial manifesto pelo comportamento assimétrico dos retornos. Resultados similares
foram obtidos utilizando o modelo de ocluséo da artéria cerebral média (ZANG et al., 2002).

Fica claro que implementamos, no Instituto de Ciéncias Biol6gicas de nossa
instituicdo, um modelo de isquemia focal com alteracdes histopatolégicas e comportamentais
mensuraveis. Este fato preenche uma lacuna importante de estudos anteriores de nosso grupo
e de outros autores, onde apenas alteracOes histoldgicas foram observadas sem a evidéncia
comportamental concomitante (DOS SANTOS et al,. 2007; SOUZA- RODRIGUES et al.,
2008). Nosso estudo também propicia uma base importante para investigagdes futuras que
visem testar agentes neuroprotetores e/ou anti-inflamatérios em potencial, uma linha de

pesquisa muito utilizada em nosso laboratdrio.
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4.3 PERDA NEURONAL PROGRESSIVA APOS LESAO ISQUEMICA FOCAL DO

CORTEX SOMESTESICO PRIMARIO

Neste estudo, relatou-se perda neuronal progressiva, principalmente entre 3 e 7 dias
apds o evento isquémico inicial. Este evento patolégico € bem descrito na literatura em
diversos modelos experimentais de isquemia, incluindo o da ocluséo da artéria cerebral média
(CLARK et., 1993; MORIOKA et al., 2003; THORED et al.,2009) e o da ET-1(HUGHES et
al., 2003; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; FRANCO et al.,2012; CARDOSO et al., 2012).

A perda neuronal € consequéncia de uma série de alteracGes patoldgicas que comeca
com a reducdo fluxo sanguineo para uma determinada area, com a falta de oxigénio, glicose e
outros nutrientes que levam a um inexoravel distirbio da homeostase celular, culminando na
morte de neurdnios (CHEN et al., 2011; IADECOLA & ANRATHER, 2012; COOK et al.,
2012). As mortes neuronais sdo causadas por alteracdes em bombas metabdlicas que induzem
desarranjo idnico, com acimulo patolégico de aminoéacidos excitatorios, ativagdo excessiva
de receptores glutamatérgicos, com influxo excessivo de Na+ e Ca++, culminando em
excitotoxicidade, estresse oxidativo e morte celular CHEN et al., 2011; IADECOLA &
ANRATHER, 2012; COOK et al., 2012). Esta lesdo afeta a organizacdo modular do cdrtex
somestésico, 0 que certamente contribui para as alteragBes sensorio-motoras observadas
(FREGNI et al., 2006; LEASURE et al., 2010.

A isquemia desencadeia padrdes neuropatoldgicos irreversiveis de lesdo neuronal no
centro da lesdo. Entretanto, um volume grande de tecido encefalico circunvizinho a este
centro conhecido como penumbra isquémica, pode ser salvo por irrigagdo sanguinea colateral
(LAKHAM et al., 2009). Neur6nios sdo mais vulneraveis a insultos isquémicos do que

células vasculares e gliais IADECOLA & ANRATHER, 2012).
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A perda neuronal leva a sinalizacdo que induz a ativagdo de astrocitos e microglia
(GOMES LEAL, 2012). A resposta inflamatéria é um importante componente da
fisiopatologia do AVE (CEULEMANS et al., 2010; NIESWANDT et al., 2011) e serd
discutida a seguir.

Estudos futuros devem testar substincias neuroprotetoras para minimar a perda
neuronal mencionada. Um agente neuroprotetor em potencial é a minociclina, uma tetraciclina
semi-sintética que induz neuroprotecdo em diversos modelos experimentais de AVE,
incluindo a oclusdo da artéria cerebral média (YRJANHEIKKI et al., 1999) e por

microinjecdes de ET-1 (FRANCO et al., 2012; CARDOSO et al., 2012).
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4.4 O PAPEL DA ATIVACAO MICROGLIAL APOS LESAO ISQUEMICA DO CORTEX

SOMESTESICO

Neste estudo, houve intensa ativacdo microglial, entre 3 e 7 dias ap6s a inducéo da
lesdo isquémica. A descrigdo de eventos inflamatdrios ndo tem sido bem descrito apds lesdo
do cortex somestesico. Muitos dos estudos publicados avaliam somente a &rea de infarto e as
alteracbes comportamentais, negligenciando a participacéo de astrcitos e microgia (ADKINS
et al., 2003; GILMOUR et al., 2004; WINDLE et al., 2006; LI et al., 2008; SCHAAR et al.,
2010; SOLEMAN et al., 2010). Em nosso estudo, preenchemos esta lacuna, fazendo uma
descricdo completa da microgliose e da astrocitose na primeira semana apos AVE
experimental. Estudos futuros devem descrever as alteragdes gliais em tempos mais cronicos.
Em humanos, sugeriu-se recentemente que a ativacdo microglial afeta os tratos de substancia
branca distantes do sitio de lesdo primaria (THIEL e HEISS, 2010; THIEL et al., 2010).

A microgliose observada no cortex somestésico € uma resposta a lesdo neural
(GOMES- LEAL, 2012). Microglia/macréfagos sdo considerados 0s sensores mais sensiveis
de alteracBes patoldgicas (KREUTZBERG, 1996; KETTENMAN et al., 2011). A resposta
microglial é dubia, podendo contribuir para reparo tecidual (LALANCETTE-HERBERT et
al., 2007; NEUMANN et al., 2006, 2008) e neurodegeneracdo (YRJANHEIKKI et al., 1999;
FRANCO et al., 2012; CARDOSO et al., 2012). Apds oclusdo da artéria cerebral média, as
células microgliais podem contribuir para reparo tecidual liberando fatores tréficos como o
fator de crescimento similar & insulina (IGF-1, do inglés, insulin like growth fator)
(LALANCETTE-HERBERT et al., 2007; TORED et al., 2009) ou mesmo através da
fagocitose de neutréfilos (NEUMANN et al., 2008). No campo da neurogénese enddgena, um
estudo recente sugere que as células microgliais permanecem ativadas durante varias semanas

na SVZ apos oclusdo da artéria cerebral média e que s@o proneurogénicas, liberando IGF-1
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(TORED et al., 2009). Um estudo recente confirmou que estas células gliais podem apresentar
diferentes fendtipos denominados M1 (prd-inflamatorio, lesivo) e M2 (anti-inflamatdrio,
neuroprotetor) apos isquemia experimental (HU et al., 2012).

A pesar do papel benéfico da microglia, existem varias evidéncias que estas células
podem ser prejudiciais apés doencas agudas e cronicas do SNC (revisto em BLOK et al.,
2007; JIN et al., 2010; GOMES-LEAL, 2012). O bloqueio da ativagdo microglial com
minociclina induz neuroprotecdo apos isquemia (YRJANHEIKKI et al., 1999; FRANCO et
al., 2012; CARDOSO et al., 2012). Relatou-se que a diminuicdo experimental da ativacdo
destas células gliais diminuiu em até 65% a area de infarto cortical ap6s ocluséo experimental
da artéria cerebral média (YRJANHEIKKI et al., 1999). Em estudos recentes do nosso grupo,
mostramos que o tratamento com a minociclina diminui a ativacdo microglial apds isquemia
no cortex motor (FRANCO et al., 2012) ou no nucleo estriado (CARDOSO et al., 2012), com
considerével reducdo da &rea de infarto, aumento da densidade de neurdnios e diminui¢do da
perda de neurbnios por morte celular programada (FRANCO et al., 2012). Nestas
circunstancias, as células microgliais podem liberar proteases, radicais livres e citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-1 e TNF-a, induzindo lesdo neural (KAUSHAL & SCHLICHTER,
2008). Estes mecanismos podem envolver a producéo do fator de transcricdo pro-inflamatdrio
fator nuclear (NK-KappaB).

A intensa ativagdo microglial, mostrada no presente estudo, sugere que estas
células podem contribuir para a fisiopatologia da lesdo no cortex somestésico. Neste sentido,
observamos inimeras células positivas para CO, com morfologia de macr6fagos, na area de
lesdo isquémica. E possivel que macréfagos aumentem os niveis de CO como uma resposta
ao processo isquémico. Considerando que a mitocdndria é uma das principais fontes de
radicais livres em condi¢bGes patoldgicas, o aumento dos niveis de CO no modelo

experimental investigado pode estar associado a aumento na formacéo de radicais livres por
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macrdfagos e dano tecidual. Em estudos futuros, investigaremos a hipdtese de que a CO é um
marcador seletivo de macrdfagos ativados apds isquemia e que estas células podem contribuir
para a lesdo tecidual observada. Outros estudos relataram aumento dos niveis de CO apoés
eplepsia (OTAHAL et al., 2005), mas inexistem estudos que tenham investigado a expressao

de CO ap0s isquemia experimental.

45 LESAO ISQUEMICA FOCAL POR MICROINJECOES DE ENDOTELINA-1
ESTIMULA UMA ATIVACAO PROGRESSIVA DE ASTROCITOS NA AREA

SOMESTESICA PRIMARIA

Apobs a inducdo da lesdo isquémica por ET-1, observamos uma intensa ativaco
astrocitaria na area somestésica primaria, principalmente 3 e 7 dias ap6s a indugéo isquémica.
Como para microgliose, a astrocitose é uma resposta geral do SNC a condicdes patolégicas
(RANSON et al., 2003; GOMES-LEAL et al., 2004; BUFFO et al., 2010; BARRETO et al.,
2012). Estas células gliais s@o importantes para a manutencdo da homeostase e a modulagéo
da resposta imune no SNC (ASCHNER, 1998). Sdo divididos em radicais (proximos aos
ventriculos), fibrosos (substancia branca) e protoplasmaticos (substancia cinzenta), Os
processos protoplasmaticos destas células fazem contato com 0s vasos sanguineos, por meio
dos “pés terminais”, contribuindo para a formacdo da BHE (RANSON et al., 2003; BUFFO et
al., 2010). De acordo com as fung¢Bes que exercem, 0s astrocitos podem ser divididos em trés
grupos: aqueles que fornecem funcbes de manutencdo necessaria para manter a funcédo
neuronal, aqueles que ativamente moldam a funcdo sinaptica e aqueles que atuam como

precursores neurais adultos em regides neurogénicas (WANG et al 2008).
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Dentre as funcdes dos astrocitos destacam-se: a manutencdo da homeostase no
microambiente neural, através da desintoxificacdo de substancias téxicas criadas no SNC,
captagdo de neurotransmissores, regulacdo do pH, osmolaridade e concentracdo i6nica do
tecido nervoso (RANSON et al., 2003; BUFFO et al., 2010).

Devido a presenca de juncBes comunicantes, os astrécitos formam um sincicio
funcional, no qual mudancgas na concentracdo de ions e moléculas sollveis sdo rapidamente
equilibradas. Essas exigéncias s&o muito maiores na substancia cinzenta do que na branca,
sendo os astrocitos diferentes em sua habilidade para regular o microambiente. A
detoxificacdo de amoénia e de radicais livres encefélicos é também realizadas por eles
(RANSOM et al., 2003).

Os astrocitos participam da formagdo e manutengdo da glia limitante e
prolongamentos perivasculares dando suporte estrutural, imunomodulagdo, inducdo e
manutencdo da BHE, produgéo e secrecdo de proteinas da matriz extracelular, sintese de
moléculas de adesdo, fagocitose e fungdes como expressdo de moléculas, codificadas pelos
genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classes | e 1I. Estas células
sdo envolvidas em reparo apds danos neurais, orientacdo da migragdo neuronal durante o
desenvolvimento do SNC, isolamento das superficies neuronais, modulagdo a transmisséo de
impulsos nervosos, regulacdo da sinaptogénese, modulagdo de sinapses excitatorias e
inibitorias (RANSON et al., 2003).

Apesar das fungBes mencionadas, ndo se sabe a participacdo especifica da reacdo
astrocitica apds lesdo isquémica do cdrtex somestésico primario. Parte da populacdo de
astrocitos prolifera apds lesdo isquémica do cortex somestésico (BARRETO et al., 2012).
Alguns autores sugerem que a ativacdo de astrocitos pode ser importante para o acoplamento
de fluxo sanguineo que ocorre a estimulacdo das vibrissas (LECRUX et al., 2011).

Considerando que houve diminuigdo da imuneratividade para GFAP e, possivelmente, morte
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de astrocitos na primeira semana apos a leséo isquémica, o acoplamento do fluxo sanguineo
pode estar alterada, o que pode contribuir para as perdas teciduais e funcionais observadas.
Por outro lado, 0o aumento da ativacdo de astrocitos na periferia da lesdo isquémica pode
prejudicar, através da formagdo da cicatriz glial, mecanismos de neuroplasticidade que
ocorrem apos lesdo do cortex somestésico. Estas hipoteses devem ser investigadas em futuros
estudos, onde a astrocitose pode ser inibida, por exemplo, com florocitrato — um inibidor

metahdlico de astrocitos.

46 NEUROGENESE APOS ISQUEMIA FOCAL NO CORTEX SOMESTESICO

PRIMARIO

Apés a inducdo da lesdo isquémica por ET-1, houve aumento progressivo de
neuroblastos células (DCX+) na SVZ ipsilateral, pricipalmente, nos tempos de 3 e 7 dias apés
a lesdo. N&o houve migracéo significativa de neuroblastos para o cortex somestésico. Apenas
poucas células com caracteristicas de neuroblastos foram vistas proximas ao corpo caloso.
Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios que relatam que os neuroblastos podem
sair da SVZ apds lesdo do cortex somestésico, mas sdo encontrados preferencialmente na
substancia branca cortical ou corpo caloso, mesmo em 14 dias ap6s a inducdo isquémica (LI
et al., 2008). Estes autores também relatam que a estimulagdo das vibrissas mistanciais
aumenta a intensidade da migracdo de neuroblastos, os quais neste caso podem chegar na
substancia cinzenta cortical. Estes achados mostram que, apds lesdo isquémica do cortex
somestésico, uma série de eventos neuroplasticos ocorre, incluindo o aumento neurogénese
enddgena. O significado deste tipo de plasticidade ndo é conhecido, mas pode servir para a

manuten¢do ou refinamento dos circuitos neurais alterados apos a isquemia (TAVARES e
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GOMES-LEAL, 2011). Existe grande polémica sobre neurogénese cortical apds isquemia,
com alguns autores relatando o fendmeno (GU et al., 2000; OHIRA et al., 2009) e outros ndo
(ARVIDSSON et al., 2002).

Inimeras evidéncias sugerem que diversos tipos de neuroplasticidade ocorrem apds
AVE experimental (MURPHY & CORBETT, 2011; UENO et al., 2012) e em humanos
(ROTHWELL, 2010; CRAMMER et al., 2011). Estas alteracbes envolvem neurogénese e
diversos tipos de plasticidade axonal, entre os quais mobilizag&do de axdnios de outras vias
(MURPHY & CORBETT, 2011; UENO et al., 2012). Existem evidéncias que o cortex
somestésico primario € uma regido com consideravel potencial para neuroplasticidade
(BAHIA et al., 2008). Deaferentagéo experimental de roedores, ao nascimento, induz um
padrdo diferencial de expressdo da isolecitina Vicia Villosa entre 3 e 60 dias ap6s o
nascimento (BAHIA et al.,, 2008). Como esta isolecitina marca componentes das redes
perineuronais, as quais sao envolvidas em eventos de estabilizacdo e manutengdo dos circuitos
taldmicos no cortex somestésico primario, ela foi utilizada para mostrar a evolugdo do padréo
de estabilizagdo dos aferentes talamicos para o campo de barris. Neste estudo, os autores
sugerem que proteoglicanas contribuem para a estabilizagdo sinaptica.

Estudos futuros devem investigar os eventos neuroplasticos no cortex somestésico e
como a degradacédo de proteoglicanas, por exemplo com condroitinase, ou a manipulacéo da
neurogénese enddgena, influenciam eventos neuroplasticos nesta area sensorial priméria apos
processos isquémicos. Nosso laboratério no Instituto de Ciéncias Bioldgicas esta realizando
alguns destes estudos. A lesdo isquémica focal desencadeia mecanismos de reparo molecular
e celular, que contribuem para a recuperacdo e podem incluir ativacdo de neurogénese no

encéfalo adulto (CRAMER & CHOPP, 2000).
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Em mamiferos existem duas regides que abrigam essas células proliferativas, a zona
subventricular (SVZ) e a zona granular do hipocampo (SGR) (MALBERG et al., 2000;
GARCIA-VERDUGO et al., 2002). As celulas formadas na regido subventricular migram
através da via de migracéao rostral (rostral migratory stream ou RMS), até o bulbo olfatdrio
onde séo incorporadas (RAMIREZ-AMAYA et al., 2006). Ja as celulas geradas na regido
subgranular do hipocampo tém sua posicdo final na camada granular do giro denteado
(MALBERG et al 2000; GARCIA-VERDUGO et al., 2002).

Cai e colaboradores (2009), descreveram a distribuicdo de células imunorreativas a
DCX em gatos (Felis catus), macacos rhesus (Macaca mulatta) e humanos e (homo sapiens).
Puderam verificar que em sua maioria, neurbnios imaturos DCX+ posteriormente
desenvolviam-se em neurénios GABAérgicos nestas 3 espécies. Também verificaram que a
expressdo de DCX estava presente nas zonas proliferativas da SVZ e SGZ.

Em roedores também foram encontradas evidéncias de que a expressdo da dupla
cortina reflete a neurogénese, estando presente nas regides proliferativas e na via de migracgéo
rostral (NACHER et al., 2001). Outros estudos observaram aumento na populacdo de células
(BrdU+) na zona subventricular do giro denteado, com o pico maximo em torno de 7 - 14 dias
(JIN et al ., 2001; ARVIDSSON et al., 2002; PARENT et al., 2002). Encontramos, em nossos
resultados, o pico maximo de recrutamento de neuroblastos células (DCX+) em torno de 7

dias.
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5. CONCLUSOES

O modelo de isquemia focal por microinjecbes de ET-1 é adequado por apresentar
praticidade e baixo custo operacional,

MicroinjecOes de ET-1 induzem perda neuronal e alteracdes gliais progressivas, com
déficits sensdrio-motores claramente observados;

No modelo em questdo, ocorrem alteracdes neurogénicas na SVZ, com migracéo de
neuroblastos para substancia branca subcortical, mas sem considerével migracéo para o
foco de lesdo isquémica do cortex somestésico;

Este modelo experimental pode ser Gtil para os estudos que visem investigar a eficacia

de drogas neuroprotetoras.
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