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RESUMO

O acidente vascular cerebral (AVC) é a terceira maior causa de mortalidade e incapacidade no
mundo e a principal causa de mortes no Brasil. Apds a lesdo isquémica, pela capacidade
limitada do Sistema Nervoso Central (SNC) se regenerar, os déficits funcionais geralmente
sdo incapacitantes e permanentes. A incapacidade de regeneracdo decorre, dentre outros
fatores, do acumulo de proteoglicanos de sulfato de condroitina (PGSC) no local da les&o,
inibindo a plasticidade no microambiente extracelular. A enzima condroitinase ABC
(ChABC) tem se mostrado eficiente para degradar os PGSC, proporcionando plasticidade.
Esta pesquisa se propde a avaliar o efeito da remocao de PGSC ap06s uma lesdo isquémica no
cortex sensorio-motor priméario de ratos. Para tal, utilizou-se 20 ratos Wistar, em 4 grupos
experimentais, controle e tratado, com tempo de sobrevida de 7 e 14 dias. Induziu-se uma
lesdo isquémica através de microinje¢des do vasoconstritor ET-1 (Endotelina-1) no cortex
sensorio-motor, implantou-se um polimero de Etileno vinil acetato saturado com ChABC
(tratado) ou BSA (controle). Morfologicamente, avaliamos a area de lesdo, que se mostrou
sem diferenca estatistica entre grupo controle 7 dias (média de 1653,8 + 162,57mm?), tratado
7 dias (média de 2067,3 + 235,42mm?), controle 14 dias (média de 1267,16 + 280,6mm?),
tratado 14 dias (média de 1323,8 + 297,05mm?) ap6s lesdo; a quantidade de astrocitos, que
também se mostrou sem diferenca estatistica entre grupo controle 7 dias (média de 16,6+4,67
células/campo), tratado 7 (média de 21,07+1,87 células/campo) e controle 14 (média de
17,46+0,80 células/campo), tratado 14 (média de 18,51+2,60 células/campo) dias apds lesdo;
e a expressao de controitin degradado, que qualitativamente foi mais expresso nos ratos
tratados 7 e 14 dias apés lesdo. Comportamentalmente, no teste do cilindro, animais tratados
tiveram indice de assimetria menor ja em 7 dias ap0s lesdo, com diferenca significativa entre
0s grupos. No teste da escada horizontal, os animais tratados tiveram menor diferenca
intragrupo que os controles. Em 7 dias ap6s lesdo, ja estavam com o mesmo desempenho
funcional que seu pré-cirurgico. Os dados comportamentais demonstram que a ChABC foi
eficaz na melhora do desempenho funcional de maneira precoce, o que significa que a
degradacdo das PGSC abre uma janela plastica na lesdao isquémica cortical, sem influenciar no
tamanho da lesdo e quantidade de astrocitos na cicatriz glial, porém com melhora do
desempenho funcional de maneira precoce. Novos estudos devem ser realizados, associando a
ChABC a terapéuticas adjuvantes no tratamento de les6es isquémicas experimentais.

Palavras-chaves: Acidente Vascular Encefalico, Neuroplasticidade, Matriz Extracelular.



ABSTRACT

Stroke is the third major cause of mortality and disability in whole word and the major cause
of death in Brazil. After ischemic injury, functional deficits are generally severe and
permanent, because Central Nervous System has a limitated capacity of regeneration. This
limitated regeneration is caused, among other factors, by chondroitin sulfate proteoglycans
(CSPG) accumulation in injury site, what causes inhibition of plasticity in extracellular
microenvironment. Chondroitinase-ABC enzyme (ChABC) has been studied to remove
CSPG, showing good results in increasing plasticity. This research aimed to evaluate effects
of CSPG removing in rats submitted to ischemic injury in sensory-motor cerebral cortex. To
achieve the aim, there were used 20 Wistar rats, divided in 4 experimental groups (control and
treated) of 7 and 14 days of surviving times. There was induced ischemic injury in sensory-
motor cortex by microinjections of endothelin-1 (ET-1), a vasoconstrictor peptide. Treatment
was done with an implantation of an ethyl-vinyl-acetate polymer saturated with ChABC
(treated-group) or BSA (control group). In morphological analysis, we evaluated injury area.
There was no significant difference between treated and control groups, as can be seen in
means of each group: control 7 days (1653,8 + 162,57mm?), treated 7 days (2067,3 +
235,42mm?), control 14 days (1267,16 + 280,6mm?), treated 14 days ( 1323,8 + 297,05mm?).
Number of astrocytes was evaluated too, but there was no significant difference between
treated and control groups, as we can see in means: control 7 days (16,6+4,67 cells/field),
treated 7 days (21,07+1,87 cells/field) control 14 days (17,46+0,80 cells/field), treated 14
days (18,51+2,60 cells/field). The expression of degraded chondroitin was evaluated in
qualitative analysis, showing major expression in treated-groups, 7 and 14 days after injury.
In behavioral analysis, we have done two functional tests. In cylinder test, treated animals had
less asymmetry in 7 days after injury, with significant difference in relation to control group.
In horizontal ladder test, treated animals had less difference between surviving groups than
control animals. In 7 days after injury, treated animals had the same performance of pre-
operated baseline. Behavioral performances showed that ChABC was efficient in to increase
performances in earlier times of surviving. This means that CSPG removing opens plastic
window in ischemic injuries, without influence in injury size or number of astrocytes in glial
scar, but with functional increment. New studies have to be done, associated ChABC to
supporting therapies in ischemic injuries treatment.

Key-words: Stroke, Neuroplasticity, Extracellular matrix
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1 INTRODUCAO

O acidente vascular cerebral (AVC) é a terceira causa de mortalidade no mundo
(WHO, 2004) e a primeira no Brasil. Sendo ainda considerada a primeira causa de
incapacidade no pais. Com o desenvolvimento tecnologico ha uma tendéncia de diminuicéo
da incidéncia de mortalidade e aumento da incapacidade, ja que os individuos sobrevivem,
mas frequentemente apresentam sequelas decorrentes do AVC (LOTUFO, 2005).

Um desafio para os neurocientistas é buscar terapéuticas que favorecam a melhoria da
qualidade de vida desses individuos, diminuindo sua incapacidade funcional. Uma das formas
é utilizando a capacidade do sistema nervoso central (SNC) de se adaptar a novas demandas, a
capacidade plastica. Ap6s uma lesdo o SNC abre-se um periodo de plasticidade, uma
oportunidade para reorganizacdo de novas conexdes, que pode refletir em melhora funcional
do individuo. Porém esta janela de plasticidade é limitada, limitando consequentemente a
melhora do déficit funcional (MURPHY; CORBETT, 2009).

O principal fator limitante da plasticidade tanto no cérebro normal quanto isquémico, é
a matriz extracelular (MEC), especificamente as redes perineuronais (RPN). Estas s&o
especialidades da MEC e tém a importante funcdo de estabilizar as sinapses, limitando a
plasticidade no SNC. Por um aspecto, esta limitacdo da plasticidade é benéfica, pois mantem a
organizacao e funcionamento correto do SNC, porém em situacdes patoldgicas, como 0 AVC,
impede que novas sinapses sejam realizadas, limitando adaptacdes que poderiam ser benéficas
para o individuo (CARMICHAEL, et al., 2005; GALTREY; FAWCETT, 2007).

Nesta pesquisa, utilizou-se 0 modelo experimental de isquemia no cortex cerebral de
ratos, e aplicou-se uma enzima que degrada a MEC, especificamente as RPN, proporcionando
um “ambiente” mais plastico apo6s lesdo. Para avaliar a efetividade da terapia aplicada,
verificaram-se alguns dos aspectos histologicos do tecido cerebral, além do comportamento
funcional da pata com déficit sensério-motor, a fim de compreender se este ambiente mais
plastico no SNC reflete no comportamento do animal.

E a primeira vez que se estudam os efeitos morfologicos e comportamentais da
degradacdo da MEC em uma lesdo isquémica como a proposta neste projeto. Estudos desta
natureza sdo de grande valia, podendo ao longo prazo, influenciar positivamente na qualidade

de vida dos individuos apds AVC, e nos aspectos socioeconémicos da populacdo em geral.
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1.1  CONSIDERACOES SOBRE O CORTEX CEREBRAL NORMAL

1.1.1 Organizacao do cortex cerebral

O cortex dos mamiferos é a parte mais externa do telencéfalo (FIGURA 1) e é
dividido filogeneticamente em alocértex e isocortex. O isocdrtex (ou neocdrtex) é a regido
filogeneticamente mais recente, organizado em seis camadas de células, possuindo uma
superficie de aproximadamente 2600 cm? com cerca de 28 x 10° neurdnios e
aproximadamente o mesmo numero de células gliais (KAAS, 1995; MOUNTCASTLE,
1997). No isocortex, neurbnios com propriedades funcionais semelhantes sdo organizados
verticalmente em colunas (BUXHOEVEDEN; CASANOVA, 2002; KELLER, 1993;
MOUNTCASTLE, 1997; SCHIEBER, 2001). Cerca de 10** sinapses conectam 0s neurdnios
corticais entre si e com neurdnios de outras regides do SNC, formando uma vasta rede de
conexdo. O isocortex é responsavel pelo controle voluntario do movimento, interpretacdo de
sensacOes e fungbes como memoria, atencdo, consciéncia e linguagem (MOUNTCASTLE,
1997).

Cortex Cerebral

Figura 1 — Desenho esquematico do encéfalo humano em perspectiva lateral (A) e corte coronal (B) evidenciando a
camada mais externa do telencéfalo, o cortex cerebral, além das seis camadas corticais (C).
Fonte: Adaptado (A e B) de BEAR et al, 2007 e (C) de MARTIN, 2003.
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A area motora primaria de humanos esta localizada no giro pré-central no lobo frontal
e corresponde a area 4 de Brodmann (FIGURA 2). E uma érea cortical agranular (camada
laminar 1l e IV pouco evidentes), caracterizado pela presenca de células piramidais gigantes,
principalmente na camada V e que formam o trato corticoespinhal (GEYER, et al., 2000).

Figura 2 — Mapa das areas citoarquitetbnicas de Brodmann (A). Organizacdo em camadas de

distintas areas do cortex cerebral de humanos (B) fotomicrografia de coloragdo de Nissl. Areas 10
(A), 4 (B), 3b(C), 22 (D), 18 (E), 17 (F).
Fonte: Adaptado de (A) (BEAR et al, 2005) e (B) (YANEZ, et al., 2005).
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O cortex motor primério (M1) é organizado topograficamente (PENFIELD, 1947;
RASMUSSEN; PENFIELD, 1947). Em humanos, a representacdo cortical dos movimentos
dos membros inferiores, tronco, membros superiores e face estdo dispostos em uma sequéncia
médio-lateral em M1. Quanto mais refinado e preciso € 0o movimento, maior é a sua
representagdo cortical em M1 (FIGURA 3) (CAUDA, et al., 2011; KELLER, 1993;
SCHIEBER, 2001). A organizacdo deste mapa varia entre os dois hemisférios e ndo é estatica,
refletindo a aquisicdo de habilidades motoras através de mecanismos de plasticidade neuronal
(BACK, et al., 1994).

Giro Pré—central

N “'S

Figura 3 — Organizacdo somatotdpica do M1 utilizando ressonancia magnética (blood oxygenation level
dependente — BOLD). (A) Reconstru¢do em 3D evidenciando o giro pré-central. (B) Mapeamento de M1. (C)
Mapa somatotopico.

Fonte: Adaptado de (CAUDA, et al., 2011).

A organizacdo da &rea motora priméaria € mais complexa do que classicamente descrita
(FIGURA 4): representacfes musculares se sobrepdem extensivamente; alguns masculos e
articulagbes podem ter mais de uma &rea de representagdo; individualmente, neurdnios

corticoespinhais podem divergir para multiplos motoneurdnios do corno ventral da medula
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espinhal; interconexdes horizontais ocorrem entre as fibras distribuindo ainda mais esta
representacdo (NUDO, et al., 2001).

Figura 4 — Diagrama esquematico representando o mapeamento do cOrtex sensério-motor de rato por
estimulacdo elétrica. Evidencia-se a sobreposicdo da representacdo de areas motoras (linhas solidas) e
somatossensoriais (linhas pontilhadas). E — Olho, EL — pélpebra, FL — membros anteriores, H — cabeca, HL —
membros posteriores, J — mandibula, L — labios, R —rosto, T — tronco, To — lingua, V — vibrissa.

Fonte: HALL E LINDHOLM, 1974.

Ja estd bem descrito na literatura que este mapa motor é padrdo, porém, cada
individuo, dependendo da experiéncia de vida, terd uma organizacdo diferenciada. Nem
mesmo 0 mapa entre 0s dois hemisférios sdo iguais, ou de um mesmo individuo ao longo da
vida € igual. Alguns fatores podem alterar esta organizacdo, como aprendizado de uma
habilidade motora (ex. tocar um instrumento, praticar um esporte caracteristico, entre outros)
ou mesmo lesdes tanto no sistema nervoso central (SNC) ou periférico. Esta caracteristica
plastica do SNC denota que ao contrario do que se imaginava o cOrtex motor é altamente
dindmico (SCHIEBER, 2001). Esta plasticidade é consequéncia ndo s6 de eventos a nivel
celular (formacdo de novas sinapses), mas das modificacbes da MEC ao redor das células
(WANG; FAWCETT, 2012).
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1.1.2 MEC e RPN no sistema nervoso central

Os tecidos do organismo ndo sdo constituidos apenas de células. O espaco extracelular
é preenchido por uma rede de macromoléculas que constituem a MEC. A MEC ¢é composta de
proteinas e polissacarideos produzidos pelas células locais e que se associam intimamente a
elas. No sistema nervoso central (SNC), é sintetizada por neurdnios, células gliais e outras
células ndo-neuronais (DITYATEV, et al., 2010).

A organizagdo da MEC no SNC envolve vérias moléculas (FIGURA 5), dentre os
quais: as glicosaminoglicanas (GAG), que sdo cadeias de polissacarideos carregadas
negativamente, compostas por unidades de dissacarideos; proteoglicanas (PG), que sédo
nacleos proteicos associados as GAG; além de proteinas de ligacdo e moléculas de adesdo
(GALTREY; FAWCETT, 2007).
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Figura 5 — Moléculas que comp&e a MEC do SNC.
Fonte: Adaptado de KLEENE; SCHACHNER, 2004.
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As GAG sdo constituidas por residuos de hexosamina e de acido urbnico. A
hexosamina é um actcar aminado (N-acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina), ja o acido
urdnico (glicurénico ou idurdnico) pode estar ligado aos grupos sulfato e carboxila, sdo
carregados negativamente e divididos em quatro grupos principais: hialuronana (ou &cido
hialuronico ou hialuronato); sulfato de condroitina; sulfato de dermatana; sulfato de heparana;
e sulfato de queratana. Apenas a hialuronana ndo esta ligada covalentemente a proteinas na
forma de proteoglicanas. As PG estdo envolvidas em processos como: sinalizacdo para fatores
de crescimento, morfogénese tecidual, homeostasia, diviséo celular, cicatrizacdo, infecgéo e
inflamacdo (BONNEH-BARKAY; WILEY, 2009; CRESPO, et al., 2007; YAMAGUCHI,
2000).

Dentre as PG, o sulfato de condroitina (PGSC) é o mais abundante no SNC de
mamiferos (CARULLI, et al., 2005). Os PGSC estdo ligados por um residuo de serina ao
nacleo proteico por meio de tetrassacarideos de ligagdo; as subunidades de dissacarideos sdo
caracterizadas por diferentes sulfatacbes (KWOK, et al., 2012) (FIGURA 6).
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Figura 6 — Diagrama esquematico mostrando a estrutura do PGSC. Xyl: xilose; Gal: galactose; GIcA: acido
glucurdnico; GalNAc: N-acetil-galactosamina.
Fonte: Adaptado de KNOW et al, 2012.
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Os quatro principais grupos de PGSC sdo: lectinas (uma familia incluindo versicam,
agrecam, brevicam e neurocam — sendo que as duas ultimas sdo restritas ao tecido nervoso)
(YAMAGUCHI, 2000), fosfacam (GARWOOD, et al., 2003), proteoglicanas ricas em
leucinas pequenas (HOCKING, et al., 1998), NG-2 (STALLCUP, 2002) e outras
proteoglicanas (OOHIRA, et al., 2004). Das citadas, as lectinas (FIGURA 7) sdo as mais
importantes na organizacdo da MEC do SNC. Sdo expressas de maneira heterogénea tanto
durante o desenvolvimento do sistema nervoso quanto em diferentes tipos celulares. Em
encéfalo de roedores, agrecam e brevicam aumentam sua expressdo entre o 14° dia do periodo
embrionario (E14) até o 150° dia do periodo po6s-natal (P150), enquanto a neurocam alcanca
seu pico entre P2 e P6, seguido de rapido declinio. Brevicam e versicam sdo mais abundantes
no encéfalo adulto (BOVOLENTA; FERNAUD-ESPINOSA, 2000; MEYER-PUTTLITZ, et
al., 1996; YAMAGUCHI, 2000). Quanto ao tipo celular prevalente, a neurocam esta presente
em neurdnios granulares corticais e nas células de Purkinje do cerebelo. J& o brevicam
aparece associado a bainhas neurogliais de astrocitos protoplasmaticos da camada granular do
cerebelo, em oligodendrécitos imaturos da fimbria hipocampal e nas RPN de neurdnios de
corpo celular grande (YAMAGUCHI, 2000).

GAG-PG

Agrecam

@%ﬂ Versicam

@%@ Neurocam
M Brevicam

Figura 7 — Representacdo esquematica das PGSC

mais abundantes no SNC. G1: Hialuronana e
proteinas de ligagdo. G3: Tenascina.
Fonte: Adaptado de BARTUS et al, 2012.
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Em relacdo as moléculas de adesdo e as proteinas de ligacdo, a tenascina (ligada a
laminina e fibronectina) é importante na interacdo e organizacdo da MEC. Estudos afirmam
que a auséncia dessa molecula causa a desorganizacdo e ruptura da integridade da MEC
(GALTREY; FAWCETT, 2007). Os componentes principais e a estrutura da MEC no SNC
estdo mostrados na FIGURA 8.

>fr~ Lectican
> ™mn

HA
s

Lectina Tenascina SZ Hialuronana

Figura 8 — A: Desenho esquemdtico da interacdo entre as lectinas, tenascina e hialuronana, formando o

complexo ternario da MEC no SNC; B: Lectican = Lectina, TN-R = Tenascina, HA = Hialuronana.

Fonte: Modificado de YAMAGUCHI, 2000.

As RPN séo uma das principais especializacdes da MEC no SNC. Elas formam uma
malha reticular que envolve os corpos celulares e dendritos proximais de alguns neurdnios
(FIGURA 9). Os componentes da MEC que formam as RPN incluem a hialuronana, lectinas e
tenascinas. A hialuronana faz o ancoramento da MEC a célula neuronal, as proteinas de
ligacdo mantém a MEC condensada, as lectinas limitam a plasticidade e as moléculas de
tenascina contribuem para a integridade estrutural das RPN (DITYATEV, et al., 2007,
WANG; FAWCETT, 2012).
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Figura 9 — Imunofluorescéncia dos componentes da RPN em hipocampo de ratos adultos.
A: marcacdo para tenascina; B: marcacdo para agrecam; C: marcacdo para hialuronana; D:
tripla marcagdo dos componentes.

Fonte: Adaptado de DITYATEV, 2007.

Em situacBes normais, tém papel na estabilizacdo sinaptica, na neuroprotecao
(MIYATA, et al., 2005), e no desenvolvimento do SNC, interagindo com varios fatores de
crescimento, quimiocinas, e moléculas guia sendo capazes de regular a proliferacdo
(neurogénese e gliogénese, por exemplo), sobrevivéncia, migracéo e diferenciagdo celular
(BANDTLOW; ZIMMERMANN, 2000; KWOK, et al., 2012; YAMAGUCHI, 2000). Todos
esses eventos sdo regulados pelas RPN porque estas restringem o crescimento axonal e
estabilizam as conexdes existentes, ajudando ou limitando, assim, a plasticidade (KWOK, et
al., 2012). Em situacGes patologicas, podem se tornar inibidoras da regeneracdo neuronal e
remielinizacdo e, consequentemente, da plasticidade (HOKE, 2005; RHODES; FAWCETT,
2004; WIELOCH; NIKOLICH, 2006).
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1.1.3 Plasticidade no cértex cerebral normal

O encéfalo humano adulto era, até pouco tempo atrds, considerado incapaz de
alteracOes plasticas significativas. Porém, vérias evidéncias tém demonstrado uma notavel
capacidade de adaptacdo ambiental (plasticidade), corroborando para uma mudanca de
paradigma cientifico. Entende-se a plasticidade neural como toda mudanca significativa nas
conex0des sinapticas, tanto aquelas que ocorrem apo6s os estimulos normais do ambiente,
guanto as que acontecem apos eventos patoldgicos. E um processo continuo, que aperfeigoa o
funcionamento das redes neuronais por meio do remodelamento sinaptico (MURPHY;
CORBETT, 2009).

O entendimento dos fendmenos plasticos neuronais foi influenciado pelo trabalho
pioneiro de Donald Hebb, nos anos 1940 e 1950. Hebb observou que os ratos que cresceram
em sua casa tinham capacidade de aprendizado superior aos animais que cresceram no
laboratdrio. Intuiu, entdo, que o aprendizado é influenciado diretamente pela quantidade de
conexdes inter-neuronais, que sdo incrementadas pelo ambiente (HEBB, 1947 apud WARD;
FRACKOWIAK, 2006).

As intercorréncias ambientais podem causar mudancas estruturais adaptativas no SNC,
gerando consequentemente modificacbes comportamentais. Varios experimentos demonstram
que animais criados em ambiente enriquecido apresentam mudancas estruturais significativas
no cérebro (maior complexidade dos dendritos, por exemplo), além de melhor desempenho
funcional (KOLB; WHISHAW, 1998).

Estes estimulos ambientais também podem ser representados por treinos de uma
habilidade especifica. Macacos treinados para uma habilidade manual especifica
extensivamente por 50 dias tiveram modificacdo do mapa motor, com aumento da area da
pata anterior. Apds 4 meses sem praticar, 0 mapa motor retornou ao padrdo pré-treino,
denotando que este mapa é altamente dindmico dependendo diretamente dos estimulos ao
qual sdo submetidos (NUDO, et al., 1996).

A plasticidade neural tem relacdo estreita com as RPN (FIGURA 10), tanto do ponto
de vista do desenvolvimento normal quanto em situagbes patoldgicas (MURPHY;
CORBETT, 2009). Nos estagios iniciais do desenvolvimento, durante o periodo critico, 0
cérebro é mais plastico, pois as RPN ainda ndo estdo bem estruturadas. Com a progressdo do
desenvolvimento as RPN condensam e estabilizam as sinapses (BAHIA, et al., 2008;
MURPHY; CORBETT, 2009; WANG; FAWCETT, 2012).
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Figura 10 — Neur6nio com RPN e possiveis formas de restricdo da plasticidade pelas RPN.
(A) Barreira fisica entre neurdnios e axdnios em crescimento. (B) Suporte estrutural para
moléculas inibidoras da plasticidade. (C) Restri¢do aos receptores sinapticos.

Fonte: Adaptado de WANG; FAWCETT, 2012.

Os circuitos sinapticos corticais sdao mais sensiveis a influéncias sensoriais e motoras
durante intervalos definidos do periodo de desenvolvimento pos-natal, chamados de periodos
criticos de plasticidade (PIZZORUSSO, et al., 2002). As bases neurais deste evento foram
estabelecidas inicialmente na década de 70, em estudos de privacdo visual em gatos.
Demonstrou-se a existéncia de uma janela temporal nos primeiros meses de vida que €
essencial para permitir a organizacdo adequada do cértex visual, baseada nas informacdes
ambientais. Animais que foram privados de informagdo ambiental adequada durante esse
periodo apresentaram circuitaria corticais aberrantes (HUBEL; WIESEL, 1970).

Durante o periodo critico, a circuitaria neuronal é refinada pelos inputs sensoriais € a
auséncia de experiéncias sensorio-motoras adequadas leva a formacdo de conexdes neurais
aberrantes (WANG; FAWCETT, 2012). Apds o fechamento da janela temporal, a plasticidade
fica bastante reduzida (OOHIRA, et al., 2004).

Estudos sobre plasticidade neuronal sdo necessarios para o entendimento do
desenvolvimento normal do SNC, além de possibilitarem o aprofundamento sobre os
fendmenos de regeneracdo em casos patolégicos, proporcionando o desenvolvimento de

novas terapias para as doencas do SNC (KOLB, et al., 2003).
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Embora os mecanismos moleculares ndo estejam claros, ha evidéncias de que, a partir
da modulacéo das RPN, alguns tipos neuronais de areas motoras primarias se reconectam com
neurdnios localizados na area motora suplementar ou pré-motora, promovendo assim,
melhora funcional do membro afetado (MCNEAL, et al., 2010; NUDO, 2011).

1.2 CONSIDERACOES SOBRE O CEREBRO ISQUEMICO

1.2.1 AVC: conceitos e epidemiologia

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2004), o AVC é causado por uma
interrupcdo do suprimento sanguineo para o encéfalo, podendo ocorrer por bloqueio (AVC
isquémico) ou ruptura de um vaso sanguineo (AVC hemorragico). Em 2002, o AVC foi a
terceira causa de mortalidade no mundo (10% ou 5,5 milhdes de pessoas), estando atrés
apenas das doencas coronérias (13% ou 7,2 milhGes de pessoas) e do cancer (12% ou 7,1
milhGes de pessoas) (WHO, 2004).

Nos Estados Unidos, a cada ano, aproximadamente 795000 pessoas sofrem um AVC
sendo que destes mais de 75% s&o novos casos. Estes dados apontam que a cada 40 segundos
alguém sofre um AVC naquele pais. Outro dado relevante é que a taxa de mortalidade ap6s
um AVC caiu de 34,8% (1998 até 2008) para 19,4% (na atualidade), sendo esta a maior causa
de incapacidade em diversos paises (ROGER, et al., 2012; WHO, 2004).

No Brasil, as doencas cérebro-vasculares foram causa mais frequente de mortalidade
em 2004, correspondendo a 10,1% da mortalidade geral (OPAS, 2007; GARRITANO, et al,
2012). O AVC é considerado a maior causa de morte e incapacidade no Pais, gerando grande
impacto econémico e social (LOTUFO, 2005).

Em 2010, a Comunidade Européia gastou mais de 64 bilhdes de euros com o
tratamento de pacientes com AVC (cerca de 8% de todos 0s gastos relacionados a doencas do
SNC) (OLESEN, et al., 2012). J& nos Estados Unidos, os gastos com as doencas vasculares
(incluindo AVC) entre 2012 e 2030 serdo triplicados, podendo chegar a 834 bilhdes de
dolares. Em relagdo ao Brasil, 0 Ministério da Saude investird 437 milhdes de reais até 2014

para ampliar a assisténcia as vitimas de AVC no Brasil (BRASIL, 2011).
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Os impactos sociais do AVC estdo relacionados, principalmente, com as
consequéncias fisicas e psicologicas do evento. Atualmente, ha uma tendéncia para a reducéo
da mortalidade por AVC pelo avanco em procedimentos de prevencdo, diagndstico e
tratamento. Com a diminuicdo no nimero de mortes, aumenta a morbidade relacionada. Cerca
de 30% das pessoas que sobrevivem ao AVC nos EUA apresentam incapacidade permanente,
podendo comprometer varias funcdes como a fala, visdo, motricidade, dificultando na
realizacdo de atividades de vida diaria simples. Os pacientes acometidos por AVC necessitam
de cuidados especiais permanentes, o que altera ndo so a rotina do proprio paciente, mas da
familia e da sociedade (GARRITANO, et al., 2012; SACCO, et al., 2012)

Em relacdo as medidas preventivas emergenciais recomendadas pela OMS, podem ser
destacadas o combate aos fatores de risco comportamentais, também chamados fatores
modificiveis (tabagismo, etilismo, sedentarismo, habitos alimentares ndo saudaveis) e
metabolicos (hipertenséo arterial, diabetes, dislipidemia, obesidade). Outros fatores de risco
ainda sdo descritos como pobreza, baixo nivel educacional, idade avan¢ada, género feminino,
predisposicdo genética, fatores psicoldgicos (estresse). Classe socioecondmica alta, ou mesmo
habitantes de regides globalizadas e urbanizadas, estdo pré-dispostos a estas doencas,
decorrente dos habitos de vida ndo saudaveis (WHO, 2012).

1.2.2 Fisiopatologia do AVC

O encéfalo representa 2% do peso corporal, porém consome 20% do oxigénio
disponivel na corrente sanguinea (DOYLE, et al., 2008). Cerca de 70% do consumo de
energia é gasto na fosforilacdo oxidativa para a formacao de adenosina trifosfato (ATP). Uma
restricdo do suprimento sanguineo declina os niveis de oxigénio e glicose no encéfalo que,
dependendo do tempo e espaco, levam a eventos fisiopatoldgicos que lesionam neurdnios,
células gliais e células endoteliais (BROUNS; DE DEYN, 2009; DOYLE, et al., 2008).

Ap0s a isquemia, a hipoxia e falta de glicose levam a morte das células nervosas. Em
uma area denominada centro isquémico, poucos minutos apds uma isquemia, eventos inter-
relacionados (desequilibrio iénico, excitotoxicidade, acidose) causam morte celular por
necrose decorrente do baixo suprimento sanguineo. Posteriormente, a area peri-infarto ou
penumbra isquémica, sofre morte celular (principalmente por apoptose) decorrente de eventos

inter-relacionados, como despolarizagdo peri-infarto, estresse oxidativo e inflamacéo,
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aumentando a area lesionada ao longo do tempo (FIGURA 11) (LIU, et al., 2010). Esta area
ndo esta condenada a morte celular, mas apresenta risco em potencial ao longo do periodo
pos-lesdo. Este periodo, dito refratario, € alvo de muitos estudos, ja que pode se tornar uma
janela terapéutica importante (BROUGHTON, et al., 2009; BROUNS; DE DEYN, 2009;
DIRNAGL, et al., 1999; WOODRUFF, et al., 2011). Esses eventos serdo explorados adiante.

Excitotoxicidade Estresse Oxidativo Disfuncdo da barreira hemato-encefélica

Falha bioenergética
{ i Attvacdo hemostético |

l Injiiria microvascular l \l
‘ """"""" e i D I ™

Impacto sobre o dano cerebral isquémico final

Figura 11 — Representacdo temporal dos mecanismos fisiopatoldgicos da isquemia encefélica. Centro
(cinza escuro) e penumbra (cinza claro) isquémica ao longo do tempo.
Fonte: Adaptado de (WOODRUFF, et al., 2011).

No centro isquémico, em poucos minutos, 0s niveis de oxigénio e glicose diminuem
bruscamente, comprometendo a sintese de ATP nas células nervosas. Com a faléncia
energética, o transporte ativo de ions necessario para manter o potencial de repouso da
membrana ndo ocorre, impossibilitando a manutencdo do equilibrio i6nico. Obedecendo o
gradiente de concentracdo, ha influxo de Na* e efluxo de K™ e os neurdnios e células gliais
despolarizam (WOODRUFF, et al., 2011).
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A despolarizaco, por sua vez, aumenta a concentracdo intracelular de Ca®*, que ativa
enzimas liticas (proteases, lipases e DNases), levando a morte celular por catabolismo
(SCHIEBER, 2001). Além da ativacgdo de enzimas, o Ca®* ajuda na liberacio de
neurotransmissores excitatorios, como o glutamato, gerando mais danos as células afetadas
(excitotoxicidade) (HOSSMANN, 1996; SIMS; MUYDERMAN, 2010).

Decorrente ainda da despolarizacdo neuronal, especificamente do influxo de sodio,
ocorre passivamente o influxo de agua, resultando em edema, alteracdes osmdticas e lise da
célula, que pode afetar ainda mais a perfusdo da regido peri-infarto (MERGENTHALER, et
al., 2004; SIMS; MUYDERMAN, 2010).

Com a falha do metabolismo celular aerébico, 0 metabolismo anaerdbico ¢ ativado de
maneira exacerbada, aumentando os niveis de lactato no meio intracelular. A presenca
exagerada de lactato e de célcio provocam acidose celular, prejudicando ainda mais 0s
processos metabolicos celulares (BACK, et al., 1994) (FIGURA 12).

RNM Histologia
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Figura 12 — Encéfalo de ratos 7 horas ap6s isquemia por oclusdo da artéria cerebral média. A
morte celular esta evidente na ressonancia magnética nuclear (RNM); na histologia, observa-se
“palor” na regido de infarto. A diminui¢do do metabolismo na regido infartada é observado pelo
decréscimo do ATP, pH, glicose e aumento do lactato.

Fonte: Modificado de BACK, 1994.
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Na fase aguda, as células da penumbra isquémica estdo funcionalmente inativas, mas
ndo mortas e o ATP gerado é suficiente apenas para manter o potencial de membrana. Se ndo
houver a reperfusdo, as células morrerdo lentamente (LO, 2005). Alguns eventos
fisiopatologicos ocorrem de forma semelhante aos do centro isquémico. As sucessivas
despolarizacGes e a excitotoxicidade que ocorrem no centro isqUémiIco geram um pProcesso
denominado de depressdo alastrante, que afeta negativamente as células dessa regido,
aumentando o dano (DIRNAGL, et al., 1999; DOYLE, et al., 2008).

A homeostasia de alguns processos celulares fica comprometida ap6s a lesdo. Em
condigdes normais, espécies reativas derivadas do oxigénio (ERO) séo geradas, mas mantidas
em baixos niveis por mecanismos antioxidantes enddgenos. Apos a lesdo, ha um aumento de
ERO derivado de superproducdo do mesmo, inativacdo de enzimas antioxidantes e consumo
dos antioxidantes disponiveis. Este aumento é a principal causa de lesdo celular, pois
inviabiliza ainda mais o funcionamento das células afetadas (destréi proteinas, lipidios e
DNA). A interacdo de ERO com o tecido lesionado leva a producéo de outros radicais livres.
A reperfusdo tecidual deve ocorrer de uma maneira gradual, pois as células da regido peri-
infarto que n&o estdo totalmente lesionadas podem produzir ERO de maneira exacerbada na
mitocdndria, liberando proteinas sinalizadoras de apoptose, podendo a célula, mesmo com
restabelecimento do fluxo sanguineo, morrer (BROUGHTON, et al., 2009; DOYLE, et al.,
2008; MORITA-FUJIMURA, et al., 2001; SZETO, 2008; WOODRUFF, et al., 2011).

Paralelamente aos eventos fisiopatoldgicos iniciais, uma resposta inflamatdria é gerada
envolvendo diferentes células, mediadores e receptores celulares. O efeito benéfico ou
maléfico da resposta inflamatéria apds AVC € intensamente discutido, pois depende do
estagio temporal da lesdo, componente inflamatério envolvido e magnitude da resposta
inflamato6ria (DOYLE, et al., 2008).

Por muitos anos, concebeu-se que o SNC estava isolado da influéncia do sistema
imune, contudo, moléculas e células do sistema imune tém transito de entrada e saida em
situacGes normais e patologicas (LAKHAN, et al., 2009). Varios tipos celulares contribuem
para gerar a resposta inflamatdria apds isquemia. As primeiras células residentes ativadas séo
as celulas microgliais e os astrocitos (GOMES-LEAL, 2012). As células microgliais, além de
realizar a secrecdo de mediadores inflamatérios, transformam-se em fagocitos e, dependendo
do seu nivel de ativacdo, pode ter efeito citotoxico ou citoprotetor . Os astrocitos, além da
capacidade de secretar mediadores inflamatdrios como citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico,
séo responsaveis pela ruptura e alteracdo da permeabilidade da BHE (BROUNS; DE DEYN,
2009; LAKHAN, et al., 2009).
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Ap0s a ruptura da BHE, as células inflamatdrias ndo residentes passam a agir na lesao.
As primeiras células recrutadas sdo os neutrdfilos, cerca de meia hora apos a lesdo. Essas
células secretam mediadores inflamatorios e radicais livres de oxigénio. Além disso, sdo
importantes na agregacdo de algumas moléculas de adesdo, responsaveis pela obstrucdo da
BHE, que causa aumento de lesdo. Os mediadores inflamatorios acabam atraindo outras
células inflamatorias para o sitio de lesdo. A partir da atracdo dos mediadores inflamatdrios,
os linfocitos sdo recrutados para a area da lesdo 24 horas apds o evento isquémico, que
contribuem para o aumento da lesdo (DOYLE, et al., 2008).

A resposta inflamatdria induz a formacéo de cicatriz em torno do tecido lesionado,
composta por componentes celulares e MEC (FIGURA 13). Ceélulas da glia, principalmente
0s astrdcitos, tornam-se reativos e se acumulam em torno da lesdo. O componente fibrotico é
produzido por células residentes (em geral, astrocitos, que aumentam a producéo da MEC) e
por fibroblastos invasores, que produzem elementos como colageno e fibronectina (FITCH;
SILVER, 2008; KAWANO, et al., 2012).

Cavidade da Aumento da
Lesdo

Regulagdo
de PG

@ Células inflamatdrias

~4 Astrocitos reativos

Crescimento axonal

o |
G, B .
- Desmielinizacdo axonal

Figura 13 — Desenho esquematico demonstrando a cavidade da lesdo, a cicatriz glial formada

perilesdo (com componentes celulares — essencialmente astrocitos — e componentes fibroticos,
incluindo o aumento na regulagdo de PG), e os danos secundéarios como a inibicdo do
crescimento axonal.

Fonte: Adaptado de (FITCH; SILVER, 2008).
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Esta cicatriz, denominada cicatriz glial, tem a funcédo de restringir a lesdo, impedindo
seu alastramento para o tecido sadio, além de reparar a integridade da barreira
hematoencefalica. Por outro lado, ela se torna uma barreira fisica e molecular capaz de
bloquear a regeneragédo do tecido (KAWANO, et al., 2012).

Pode-se concluir que os eventos fisiopatoldgicos que sucedem a isquemia sdo
necessarios as lesdes do SNC, porém também representam um fator agravante e maléfico as
lesbes. Podem, ainda, desencadear mudancgas na conformacdo do tecido que envolve nédo

somente as celulas nervosas, mas também a MEC, impedindo a regeneracéo tecidual.

1.2.3 Plasticidade cerebral no cortex isquémico

Os eventos fisiopatoldgicos do AVC resultam em morte e disfuncdo das células
nervosas, que em ultima instancia repercutem em déficits neuroldgicos e consequentemente
em perdas funcionais (LO, et al., 2003). As perdas funcionais ocorrem de acordo com a
organizacgdo do mapa somatotopico de M1. Por exemplo, se a lesdo ocorrer somente na regido
lateral do hemisfério, causara paresia ou paralisia do membro superior e face contralateral a
lesdo; se ocorrer somente na face medial do hemisfério, pode ser manifestado uma
monoparesia do membro inferior contralateral (ANDERSON, et al., 1990; MCNEAL, et al.,
2010).

E frequente que pacientes apds o AVC manifestem certa recuperacdo espontanea da
funcdo perdida. Esta recuperacdo pode ser funcionalmente descrita como real /verdadeira (em
que a funcdo perdida é restabelecida) ou mesmo aparente (em que alguns mecanismos
compensam a funcéo perdida). Em todo caso, ap6s a lesdo, hd um reordenamento espontaneo
do mapa motor que esta relacionado com as mudancas na circuitaria cerebral (HERMANN;
CHOPP, 2012; HOSP; LUFT, 2011)

1.2.3.1 Reorganizagdo do mapa motor

Mesmo se na fase adulta a plasticidade neuronal é bastante limitada, ap6s uma leséo

isquémica abre-se uma “jancla de oportunidade plastica”, caracterizada por intenso
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crescimento de axonios, capilares e ativacdo de células gliais (CARMICHAEL, et al., 2005;
MURPHY; CORBETT, 2009). Mecanismos de plasticidade poOs-lesdo acontecem
espontaneamente, podendo estar associados com as melhoras funcionais observadas. Estes
mecanismos dependem de diversos fatores como: tamanho e fator causal da leséo, processos
fisiopatolégicos subsequentes, idade, medicagdo utilizada e experiéncias sensorio-motoras
(como exercicios de reabilitacdo) (CRAMER, 2008).

Apds 0 AVC, a ativacdo do cortex cerebral contralesional é aumentada. Neste caso, 0
equilibrio da interacdo inibitoria entre os dois hemisférios fica comprometido. Algumas
hipoteses sugerem que o hemisfério contralesional poderia assumir alguns aspectos da funcéo
antes desempenhada pela area lesionada (FIGURA 14) (DIJKHUIZEN, et al., 2003;
ROSSINI, et al.,, 2001; SOHN, et al., 2003). Entretanto, a estimulacdo magnética
transcraniana no hemisfério sadio ndo resulta na movimentacdo da méo afetada (PALMER;
ASHBY, 1992). Pode ser que a ativagdo do cortex contralesional seja relevante apenas nos
primeiros estagios pos-lesdio (CRAMER, 2008). Esta forma de reorganizacdo pés-AVC
retorna ao seu nivel basal de ativacdo em até 2 semanas. Este declinio ndo determina uma
piora funcional, pelo contrério, 0os ganhos obtidos durante o periodo de ativacao contralesional
podem ser extremamente benéficos aos pacientes (CRAMER, 2008; CRAMER; CRAFTON,
2006; CRAMER, et al., 2006; DIJKHUIZEN, et al., 2001).

Figura 14: Tomografia computadorizada de encéfalos de ratos evidenciando a ativagdo cerebral em &rea

sensOrio-motora primaria da representacdo cortical da pata anterior. Ao estimulo sensorial da pata anterior
esquerda do animal, (A) evidencia-se o padréo de ativagdo normal do cortex direito contralateral ao estimulo; (B)
3 dias ap0s oclusdo da artéria cerebral média direita, leva a ativagdo do cortex a esquerda; (C) 14 dias apds AVC
a ativacdo do cortex passa a ser em ambos 0s hemisférios.

Fonte: Adaptado de DIJKHUIZEN, et al, 2001.
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Posteriormente a este periodo agudo pds-lesdéo hd uma reorganizacdo cortical em
regibes adjacentes a isquemia (BENOWITZ; CARMICHAEL, 2010). Mudancas
somatotdpicas ocorrem sobretudo na area perilesdo. Experimentos envolvendo analise de
funcdes executadas apoOs estimulagdo cortical ou exames de imagem evidenciam este
fendmeno. Apos lesdo na representacdo cortical motora da pata anterior em ratos, esta se
expande para areas que antes representavam somente a pata posterior (CASTRO-
ALAMANCOS; BORREL, 1995).

1.2.3.2 Plasticidade estrutural na regido peri-infarto

Mudancgas adaptativas estruturais nos circuitos corticais podem ser descritos pelas
projecdes de espinhas dendriticas, sinaptogénese e crescimento axonal (HOSP; LUFT, 2011).
As espinhas dendriticas sdo pequenas protuberancias que constituem os principais locais de
contato com axonios de outros neurdnios e sdo significativamente reduzidas na regido peri-
infarto apos lesdo isquémica. Entretanto, tornam-se mais longas em um periodo de até 6 horas
apos um AVC (BROWN, et al., 2008). Até 6 semanas apés lesdo, as espinhas dendriticas na
regido peri-infarto retornam a situacdo anterior, evidenciando o retorno da funcao sinaptica
aos niveis basais (HOSP; LUFT, 2011).

As modificagbes na circuitaria neural também estdo relacionadas ao crescimento
axonal. Apos lesdo em M1, os axdnios podem crescer e se expandir, formando novas
conexdes entre a area peri-infarto, area pré-motora, motora suplementar e somatossensorial
(HOSP; LUFT, 2011; LI; CARMICHAEL, 2006; UENO, et al., 2012). O crescimento axonal
p6s-AVC progride, tendo uma fase de gatilho (1 a 3 dias), em que despolarizagdes neuronais
repetidas induzem o crescimento axonal; uma fase de iniciacdo e manutencdo (7 a 14 dias), na
gual novas sinapses sdo formadas e mantidas; e a fase de matura¢do, na qual um novo padrdo
de conexdo ja esta estabelecido (CARMICHAEL, et al., 2005; LI; CARMICHAEL, 2006).

ApoOs um evento isquémico, ocorre 2 eventos que influenciam diretamente na
plasticidade cerebral (FIGURA 15). A primeira € a expressdao génica de fatores de
crescimento axonal, em pelo menos trés ondas: aguda pela expresséo de SPRR1,
intermediaria pela expressdo de p21, Taltubulin, L1, MARCKS, tardia pela expressdo de
SCG10, SCLIP, além de uma onda sustentada demonstrada pela expressdo de GAPA43,

CAP23, c-jun. A segunda é a expressdo de fatores que inibem o crescimento axonal, mais
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expressivamente representada pelas PGSC. Isto remete ao fato que apds lesdo, mecanismos
para induzir a plasticidade ocorrem, porém, ocorrem também mecanismos inibitorios
(CARMICHAEL, et al., 2005)

Neurocan
Expressdo T Ephrin-AS
Bnin EphB1
énica
8 NP1
E.xptessio?
génica MARCKS
. e 4 ' 3
1 l. IA 1 3 1 =
Controle 3 dias 7 dias 14 dias 28 dias

Figura 15— Representacdo esquematica temporal da expressdo génica dos fatores
inibitérios (acima) e fatores facilitadores (abaixo) do crescimento axonal apds
AVC por oclusdo da artéria cerebral média. Dentre os fatores inibitérios, destaca-
se 0 neurocam, um PGSC, que mantem-se elevado até a fase mais cronica pos-
leséo.

Fonte: Adaptado de CARMICHAEL, et al., 2005.

A expressao de inibidores do crescimento axonal apds AVC, ocorre de maneira
diferenciada em duas areas distintas da regido peri-infarto: sem cicatriz glial e com cicatriz
glial. Na regido peri-infarto adjacente a cicatriz, os niveis das moléculas inibitorias do
crescimento axonal esta reduzido, favorecendo assim a plasticidade. Na cicatriz glial, embora
haja proteinas como GAP43 que favorecam o crescimento axonal, hd também inibicdo dentre
outros pela deposicdo de PGSC, tornando a plasticidade limitada. (CARMICHAEL, et al.,
2005; HOBOHM, et al., 2005; LI; CARMICHAEL, 2006).

A cicatriz glial é considerada a principal barreira para o crescimento axonal e,
consequentemente, para a formacdo de novas sinapses (CARULLI, et al., 2005). Fosfacam,

neurocam, brevicam e NG2 tém propriedades inibitorias para o crescimento axonal e suas
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respectivas producgdes estdo aumentadas apds a lesdo isquémica (CARMICHAEL, et al.,
2005; TANG, et al., 2003).

Com o aumento no numero de células gliais (principalmente de astrocitos —
astrocitose), a producdo de PGSC também aumenta, sendo estes os fatores determinantes para
a reducdo do crescimento axonal (CARULLI, et al., 2005; SHARMA, et al., 2012). Inimeras
terapias pos-lesdo vem sendo propostas a fim de promover o crescimento do axénio. A
tentativa de neutralizar ou inibir moléculas da MEC tém demonstrado um efeito positivo para
0 crescimento axonal pos-lesdo em encéfalo ou em medula, permitindo a formacdo de novas

conexdes sinapticas.

1.3  CONSIDERACOES SOBRE A CONDROITINASE ABC NA REMOCAO DA MEC
APOS LESOES NO SNC

A condroitinase ABC (ChABC) é uma enzima capaz de degradar as cadeias de SC,
sem alterar o seu nucleo proteico (PROPERZI, et al., 2003). E sintetizada a partir da bactéria
Proteus Vulgaris. (SUZUKI, et al., 1968). O 'ABC' refere-se as formas 4-S, DS, e 6-S do
sulfato de condroitina (LIN, et al., 2008) A degradacdo da MEC pela enzima tem
demonstrado ser capaz de reduzir a acdo inibitéria dos PGSC, facilitando assim plasticidade
neuronal (BUSCH; SILVER, 2007).

Estudos envolvendo a degradacdo da MEC tém sido realizados em diversos sistemas
neuronais, como no coértex visual de ratos maduros (PIZZORUSSO, et al., 2002), em les6es
medulares (BRADBURY, et al., 2002) e em lesbes no sistema nervoso periférico
(KREKOSKI, et al., 2001; ZUO, et al., 2002). Estes estudos tém demonstrado que o
tratamento com ChABC, aumenta da plasticidade estrutural apos lesdo, pelo aumento
extensivo das espinhas dendriticas, e regeneracdo axonal (FIGURA 16) (GALTREY;
FAWCETT, 2007; HOKE, 2005; MCKEON, et al., 1995).
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Figura 16 — Plasticidade estrutural induzida pela ChABC. Desenho esquematico representando (A) a quebra
das ligacOes sulfatadas sem alteracdo dos ndcleos proteicos e (B) as RPN limitando (& esquerda) e com a
ChABC propiciando (a direita) a plasticidade estrutural.

Fonte: Adaptado de (BARTUS, et al., 2012).

Apesar do aumento da plasticidade estrutural, a recuperacdo funcional em modelo de
lesdo traumatica do cérebro pode ndo repercutir em melhora funcional se o treino da
habilidade especifica ndo for realizado durante a abertura da janela de plasticidade (HARRIS,
et al., 2010). No entanto, experimentos usando técnicas de registro eletrofisioldgicos e
analises comportamentais evidenciam melhora na plasticidade funcional associada a
plasticidade estrutural (CAGGIANO, et al., 2005; KWOK, et al., 2012). Mesmo em ratos
senis (cuja a plasticidade j& estd bastante limitada) e apés AVC, a ChABC foi capaz de

promover recuperacao sensorio-motora da pata anterior (SOLEMAN, et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

Avaliar o efeito da remoc¢do de PGSC na area sensdrio-motora primaria de ratos em

modelo experimental de isquemia do cortex cerebral.

2.2  ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da ChABC sobre o tamanho da area de lesdo apds isquemia no
cortex sensorio-motor.

- Avaliar o efeito da ChABC na astrocitose e na degradacdo da MEC na area de
penumbra isquémica.

- Avaliar o efeito da ChABC no desempenho funcional do membro afetado de ratos

em modelo experimental de isquemia cerebral.
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3 METODO

3.1  ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 20 ratos Wistar, todos machos adultos, com idade entre 3 e 6 meses,
divididos em 4 grupos experimentais (TABELA 1), com massa corporal entre 250 e 300g.
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais de Experimentacdo (CEPAE) da Universidade Federal do Para (UFPA), por
meio do parecer BIO 0066-12 (ANEXO 1).

TABELA 1: Grupos experimentais, descri¢do e quantidade de animais por grupo

Grupos Tratamento N
BSA 7 dias Isquemia no cortex sensorio-motor, tratados com Elvax 05
saturado em BSA e perfusdo em 7 dias pos-lesdo.
ChABC 7 dias Isquemia no cortex sensério-motor, tratados com Elvax 05
saturado em ChABC e perfusdo em 7 dias pos-lesdo.
BSA 14 dias  Isquemia no cortex sensorio-motor, tratados com Elvax 05
saturado em BSA e perfusdo em 14 dias pos-lesao.
ChABC 14 dias Isquemia no coértex sensorio-motor, tratados com Elvax 05
saturado em ChABC e perfusdo em 14 dias pds-leséo.
Total 20

Para a realizacdo dessa pesquisa (FIGURA 17), os animais foram submetidos a leséo
isquémica no colrtex sensorio-motor primério induzido por endotelina-1 (ET-1, Sigma
Aldrich®), tratados com um polimero etileno vinil acetato (Elvax®, DUPONT) saturado em
Condroitinase ABC (grupo experimental) ou em BSA (grupo controle), e perfundidos em 7 e
14 dias para a analise histoldgica. A analise comportamental ocorreu por meio do teste da

escada horizontal e do cilindro em -1, 3, 7 e 14 dias da les&o isquémica.

-24 a-17 -l6a-2 -1 0 3
Habituacédo Treino Registro Lesdo e Reqgistro
comportamental ~comportamental ~ tratamento  comportamental

FIGURA 17: Delineamento experimental da pesquisa ao longo do tempo (em dias da esquerda para a direita).
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3.2 PREPARACAO DA MATRIX DE POLIMERO SATURADO

Uma pequena quantidade de Elvax® foi previamente lavada com &lcool comercial (90-
95%), sob agitagdo constante, durante 24 horas. Em seguida, 200mg do polimero foram
dissolvidos em 2ml de diclorometano (Vetec). Aliquotas de 2ml foram separadas em tubos de
vidros de 70 X 9mm e adicionadas de 20ul de condroitinase ABC (50U/ml, Sigma
Aldrich®). O volume resultante foi homogeneizado durante 1 minuto e ultracongelado (-
80°C). Em seguida, as aliquotas foram transferidas para um tubo de liofilizacdo e colocadas
sob vacuo durante 24 horas para a evapora¢do do diclorometano e entdo cortadas em fatias de
150 um com o auxilio de um criostato, com os cortes sendo mantidos a -20°C até o momento
do implante (SA, et al., 2010).

A concentracdo de ChABC utilizada foi de 1,5 U/ul por fatia. Esta estimativa, €
baseada em calculos de farmacocinética, € de que uma concentracdo de 0,6U/ul atingiu o
tecido apoOs as primeiras 12 horas, uma concentracdo semelhante a utilizada em diversos
trabalhos disponiveis na literatura e que faziam uso de micro-injecdes (P1ZZORUSSO,
MEDINI et al., 2002; PIZZORUSSO, MEDINI et al., 2006; IACI, VECCHIONE et al.,
2007; CARTER, STARKEY et al., 2008; GARCIA-ALIAS, BARKHUYSEN et al., 2009;
GOGOLLA, CARONI et al., 2009; LEE; MCKEON et al., 2010).

3.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Konig.
72mg/kg) e Cloridrato de Xilazina (Kensol®, Konig. 9mg/kg). E depois de abolidos os
reflexos corneanos e de retirada da pata, foram colocados em um aparelho estereotaxico
(Insight®, EFF-336). Foi realizada craniotomia, com auxilio de uma broca cirdrgica, para
exposicéo da regido cortical do encéfalo e realizacdo de 3 injecdes de 0,5ul com 80pMol de
ET-1 (endotelina-1, Sigma-Aldrich®) diluida em azul de colanil para sinalizacdo das areas de
injecdo, utilizando as seguintes coordenadas estereotaxicas, respectivamente (todas relativas
ao bregma): (-3,0mm ML, -0,5mm AP), (-3,0mm ML, +0,5mm AP), e (-3,0mm ML, +1,5mm

AP). Essas coordenadas correspondem ao cortex sensorio-motor de ratos wistar (CASTRO-
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ALAMANCOS; BORREL, 1995) (FIGURA 18). A micropipeta foi mantida estacionaria por

5 minutos, antes e apds a injecao, para evitar o refluxo da ET-1.
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Figura 18- Desenho esquematico da organizacéo do cortex cerebral de ratos (& esquerda); e da lesdo unilateral e
sua afeccéo contralateral a lesdo. M1: Cortex motor primario; S1: Cdrtex sensorial primario; FL.: pata anterior.
Fonte: Adaptado de (GIOANNI; LAMARCHE, 1985) e (JONES, SAKATA, 2004)

Imediatamente apds as microinjecdes de ET-1, uma fatia de 100 um de polimero
saturado com Condroitinase ABC (grupo tratado) ou em BSA (grupo controle) foi
posicionada no espaco epidural, sobre a lesdo isquémica do cortex sensorio-motor. Em

seguida a pele foi suturada e os animais recolocados em suas gaiolas de origem.

3.4  TESTES COMPORTAMENTAIS

Para avaliar a habilidade sensorio-motora dos animais foram utilizados dois testes
comportamentais: teste do cilindro que avalia a assimetria na utilizacdo das patas anteriores
do animal no comportamento de exploracdo vertical (SCHALLERT, et al., 2000) e o teste da
escada horizontal que avalia a habilidade sensorio-motora mais especifica de alcangar uma
barra, realizar a preensao, descarregar o peso no membro apoiado na barra e impulsionar para
um novo movimento de alcance (METZ; WHISHAW, 2009).

Ambos os testes foram registrados com uma cémera filmadora Sony (Handycam
DCR-SR45) e realizados em um ambiente com luz homogénea e com minimizacao de odores

e ruidos. Os registros ocorreram nos dias -1, 3, 7 e 14, referentes ao momento da lesdo.




41

3.4.1 Teste da exploragéo vertical

O teste da exploracdo vertical é realizado com um cilindro de vidro de 20 cm de
didmetro por 40 cm de altura (FIGURA 19). Assim que o animal é colocado no aparato,
imediatamente comeca a explorar o ambiente. O teste avalia a assimetria na utilizacdo das
patas anteriores (SCHALLERT, et al., 2000).

20cm

A B

Figura 19- Aparato do cilindro (A) e o registro do teste (B).

O registro de video do teste do cilindro foi realizado na vista anterior por 5 minutos.
Para permitir a visualizacdo do animal em todos os angulos, sdo adaptados dois espelhos
situados em um angulo reto entre si e colocados atras do cilindro de vidro. A anélise dos
registros de video para determinacdo da assimetria na utilizacdo das patas anteriores foi
realizada com o auxilio do programa de computacdo VLC media player.

A quantificacdo dos resultados baseia-se na preferéncia manual do animal ao explorar
o cilindro e ao retornar ao solo apds a exploracdo, com 3 possibilidades: primeiro contato com
a pata esquerda, ou primeiro contato com a direita ou a realizacdo do primeiro contato com
ambas as patas.

Os dados foram analisados em valores de porcentagem, seguindo a férmula para

averiguacao da assimetria na utilizagéo das patas:
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Assimetria= % pata afetada - % pata ndo afetada
% pata afetada + % pata ndo afetada + % ambas

O valor préximo de zero € o indice mais simétrico que o animal pode obter, e como
consequéncia 0s extremos, 0 mais assimétrico, sendo que quanto mais positivo maior a

utilizacdo da pata afetada e quanto mais negativo maior a utilizacdo da pata nao afetada.

3.4.2 O teste da escada horizontal

O teste da escada horizontal necessita de habituacéo e pré-treino para a realizacdo de
uma tarefa especifica, diferente do teste do cilindro que se utiliza de um comportamento
instintivo (METZ; WHISHAW, 2009; SCHALLERT, et al., 2000).

Para os procedimentos de habituagdo e pré-treino os animais foram mantidos em um
ambiente com temperatura a 20°C, com ciclo claro/escuro (12/12h), alimento e agua ad
libitum. Além disso, foram habituados ao ambiente experimental e ao toque humano por 7
dias consecutivos (10 minutos por dia) antes do inicio dos testes comportamentais.

O teste da escada horizontal é realizado por meio de um aparato composto de duas
placas de acrilico interligadas por barras de metal de 3mm de didmetro (FIGURA 20). As
barras podem ser ajustadas com separacdo variavel entre 1 e 5 cm de distancia entre elas,
facilitando ou dificultando execucdo do movimento do animal durante o teste. A distancia
entre as placas de acrilico deve ser cerca de 1 cm mais largo que o tamanho do eixo latero-
lateral do animal, dificultando que o animal se vire, caminhando no sentido ndo desejado. O
aparato sera colocado a 30 cm de altura de uma superficie, a fim de estimular que o animal
tenha um trajeto unidirecional de uma extremidade a outra do aparato (METZ; WHISHAW,
2009).
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B
Padréo 1 . . . . . . . . .
Padréo 2 . . . . . . . . .
Padréo 3 . . . . . . . .
Padrao 4 . . . . ° . ° °
Padrao 5 =+ . e . .

Figura 20 — Desenho esquematico da escada horizontal com padrdo regular (A) e irregular utilizado no teste da
escada horizontal para todos os animais (B), 0s pontos pretos e cinzas indicam a presenca e auséncia das barras

respectivamente.

A habituacdo dos animais consistiu de trés fases em dias consecutivos:

- 1° fase (7 dias): animais foram habituados ao toque humano, minimizando reacgdes de
estresse e ansiedade.

- 2° fase (5 dias): iniciou-se colocando o animal em uma gaiola neutra em uma das
extremidades do aparato e a gaiola que lhe é familiar na outra extremidade. Os animais
atravessam o aparato com as barras em um padrdo regular (2 em 2 cm) na tentativa de retornar
a gaiola em que ele foi habituado, e sem ter a possibilidade de fuga entre as barras. Caso o
animal retornasse a gaiola neutra, ndo mais a encontrava, tendo como Unica possibilidade
seguir o trajeto unidirecional da gaiola neutra a gaiola familiar.

- 3° fase (3 dias): 0 animal ja habituado atravessava o aparato sempre em busca do seu
reflgio e as barras estavam em um padrdo irregular, dificultando a execucéo do teste.

Para o teste, o registro de imagem (filmagem) ocorreu na vista lateral ao aparato,
permitindo a visualizagdo preferencial do hemicorpo esquerdo do animal. Cada animal
caminhou em 5 padrdes de distribuicdo das barras de metal (os degraus da escada),
dificultando a execucéo da tarefa para todos os animais.

A analise do teste foi realizada de maneira qualitativa e esta descrita na TABELA 2 e
ilustrada na FIGURA 21.
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TABELA 2: Descri¢do da analise comportamental do teste da escada horizontal.

Pontuacao

Nome

Descricao

(0)

1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

Erro total

Queda da pata

“Escorregao”

Reposicionamento

Correcéo

Apoio parcial

Apoio correto

O membro n&o faz contato com nenhuma barra, e ocorre
uma queda em o membro cai profundamente entre os
degraus, perturbando a postura e equilibrio do animal.

O membro faz contato com a barra, e quando ocorre a
descarga do peso 0 membro escorrega e ha a queda
profundamente entre os degraus, perturbando a postura e
equilibrio do animal.

O membro faz contato com uma barra, e quando ocorre
a descarga do peso escorrega, mas ndo ha queda. O
animal é capaz de manter o equilibrio e continuar a
marcha coordenada.

O membro faz contato com uma barra, e antes de
ocorrer a descarga do peso e queda, reposiciona 0
membro em outra barra.

O membro intencionado a fazer contato com uma barra,
mas antes de qualquer contato reposiciona-se e faz
contato com uma nova barra; O membro faz contato
com o degrau e reposiciona-se levemente sobre ele.

O membro faz contato com uma barra, de forma parcial,
ou seja, com um digito, com o punho ou o calcanhar, e
mesmo com a descarga de peso ndo ocorre a queda.

O membro faz contato com a barra, com a palma da pata
e o0s dedos fechados, ndo ocorre queda com a descarga
de peso.

Fonte: Adaptado de (METZ; WHISHAW, 2009; TENNANT; JONES, 2009).



Erro total Queda da pata

Apoio parcial Apoio correto

Figura 21 — Fotografias ilustrando as categorias de posicionamento da

pata anterior nas barras da escada horizontal.
Fonte: Adaptado de (FARR, et al., 2006)
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A andlise quantitativa do teste se da a partir da qualidade do movimento por contagem

dos erros (indices 0,1 e 2), compensacdes (indice 3, 4, 5) e acertos (indice 6). Os dados foram

apresentados em porcentagem.

% erro=

Numero de erros ou compensacdes ou acertos x100

Numero total de passos
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A andlise estatistica de ambos os testes comportamentais foram realizadas através de

ANOVA, com pos-teste de Tukey. A significancia dos dados foi pré-estabelecida em a<0,05.

3.5 PERFUSAO E MONTAGEM DAS LAMINAS

Os animais foram perfundidos nos tempos de sobrevida de 7 e 14 dias. Foram
anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Konig. 72mg/kg) e Cloridrato de
Xilazina (Kensol®, Konig. 9mg/kg). E depois de abolidos os reflexos corneanos e de retirada
da pata, os animais foram perfundidos pelo ventriculo esquerdo com 250-300 ml de tampé&o
fosfato salina (PBS 0,1M; 0,9%; pH 7,2 — 7,4) heparinizada (Cristélia), seguido de 250-
300 ml de paraformaldeido 4% em tampao fosfato (PB 0,1M; pH 7,2 — 7,4).

Apdbs craniotomia, os encéfalos foram retirados, pos-fixados por 24h na mesma
solucdo fixadora e em seguida crioprotegidos por imersdo em solugdo com concentracdes
crescentes de sacarose diluida em glicerina (10%, 20% e 30%) com tampdo fosfato 0,05M,
pH 7,274

Os encefalos foram entdo emblocados por congelamento em Tissue-Tek® (Sakura) e
seccionados no criostato (Micron, HM505E) em fatias com espessura de 20 e 50 pum. As
l&minas histoldgicas previamente gelatinizadas foram montadas com 3 secces cada e
agrupadas em série de 6, contendo no total 18 seccles. Esses cortes foram agrupados
sequencialmente, como demonstra a FIGURA 22, e as laminas conservadas em freezer a -

20°C até a realizacdo dos procedimentos histologicos.

Lamina 1 Lamina 2 Lamina 3 Lamina 4 Lamina 5 Lamina 6
20 pm 20 pm 20 pm 20 pm 20 pm 50 pm
1 2 3 4 5 6
7 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18

Fonte: Pesquisa, 2012.

Figura 22- Secg¢des sequencialmente agrupadas em séries de laminas de 1 a 6.
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3.6  ANALISE HISTOLOGICA

3.6.1 Marcacdo de corpos celulares e analise de area de lesdo

Para observacdo da area da lesdo, foi utilizada técnica de coloracdo com Violeta de
Cresila, que permite a visualizacdo dos corpos celulares de neurénios e células da glia. Foram
utilizadas as seccOes com espessura de 50um. A regido de injecdo foi identificada pela
presenca do corante azul de colanil, usado na diluicdo da ET-1, ou pelo palor (auséncia de
corpos neuronais e/ou necrose tecidual) resultante do processo isquémico.

A partir de imagens capturadas digitalmente (Moticam®— 5500 — 5MPixels) em um
microscopio dptico (Nikon® — ECLIPSE 50i), foi realizada analise quantitativa da area de

lesdo, com o auxilio do programa de computacdo ImageJ.

3.7.2 Degradacédo da MEC

Para verificar a remogdo da MEC por ChABC, foram marcadas moléculas de PGSC
degradados por meio de técnica imunohistoquimica para o anticorpo anti-C4S. O processo de
imunohistoquimica consistiu, primeiramente, de lavagem em solucdo PBS sob agitacdo
constante por 5 minutos. Apds isso, as seccOes foram imersas em tampdo borato em
temperatura de 65°C (0,2M; pH 9,0; acido borico; Nuclear®) e resfriadas, na mesma solucéo,
em temperatura ambiente durante 20 minutos. Esse procedimento foi realizado para
permeabilizacdo das células, levando a uma melhor qualidade da reacdo. Em seguida, as
seccOes foram lavadas novamente em PBS por 5 minutos e imersas em solucdo de alcool
metilico e peroxido de hidrogénio (Merck®) (1ml de peroxido de hidrogénio/100ml de
metanol), inibindo-se, assim, a peroxidase enddgena das células do tecido analisado. Na
sequéncia, as laminas foram lavadas 3 vezes durante 5 minutos cada, sob agitacdo suave e
constante, em solucdo de PBS-Tween a 0,05% em temperatura ambiente. O bloqueio do
tecido foi realizado com solugdo de caseina por 20 minutos em temperatura ambiente. As
secgOes foram incubadas com anticorpo anti-chondroitin-4-sulfate (C4S, Milipore; 1:500 em
PBS-T a 0,01%) durante a noite em temperatura ambiente. Apos, as sec¢Oes foram lavadas
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sob agitagcdo constante e suave, 3 vezes, com duracdo de 5 minutos cada em PBS-Tween a
0,05%. Apos isso, as seccdes foram incubadas por 2 horas com o anticorpo secundario feito
em cabra anti-camundongo (goat anti-mouse, Sigma Aldrich®; 1:200 em PBS-Tween a
0,01%) em temperatura ambiente. Apds nova lavagem, foram incubadas em ABC (complexo
avidina-biotina — Vector®, kit ABC Vectastain) por 2 horas. Em seguida, segue nova lavagem
e revelagdo. O cromégeno utilizado foi o diaminobenzidina (DAB — Sigma Aldrich®). Na

sequéncia, as sec¢des foram lavadas em PB 0,1M, desidratadas, diafanizadas e montadas.

3.6.3 Astrocitos

Para marcar astrocitos, foi realizada técnica imunohistoquimica para o anticorpo anti-
GFAP (glial fibrillary astrocytes protein — proteina de astrécitos fibrilares). O processo é
semelhante a marcacdo para anti-C4S. As laminas montadas foram retiradas do congelamento
e secadas em estufa a 37° por 30 minutos. Em seguida, lavadas em solucdo PBS sob agitacao
constante por 5 minutos. Apds, foram imersas por 20 minutos em tampdo borato em
temperatura de 65°C (0,2M; pH 9,0; 4cido bérico da Nuclear®) e resfriadas, na mesma
solucdo, em temperatura ambiente durante 20 minutos. As seccBes foram lavadas novamente
em PBS por 5 minutos e imersas em solucdo de alcool metilico e peréxido de hidrogénio
(Merck®) (1ml de peréxido de hidrogénio/100ml de metanol). As seccBes foram, ento,
lavadas em PBS, dessa vez com Tween® por 5 minutos e, em seguida, incubadas em caseina a
10%, durante 1 hora. Apés este periodo, as seccbes serdo incubadas em anticorpo primario
(GFAP 1:1000; Sigma Aldrich®), durante uma noite, em temperatura ambiente.

No dia seguinte, as sec¢des foram novamente lavadas com PBS/Tween por 5 minutos
e incubadas em anticorpo secundario biotinilado feito em cabra anti-coelho (goat anti-rabbit;
1:200 — Sigma Aldrich®) por 2 horas. Ap6s nova lavagem, foram incubadas em ABC
(complexo avidina-biotina—peroxidase; Vector®, kit ABC Vectastain) por 2 horas. Em
seguida, segue nova lavagem e revelacdo. O cromdgeno utilizado foi o DAB
(diaminobenzidina — Sigma Aldrich®). Na sequéncia, as seccoes foram lavadas em PB 0,1M,

desidratadas e montadas.
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3.6.4 Método de andlise

A andlise da imunohistoquimica para anticorpo anti-C4S foi realizada de maneira
qualitativa, evidenciando ou ndo a marcacdo da estrutura, para RPN e sulfato de condroitin
degradado. A andlise dos astrocitos marcados com anti-GFAP foi realizada de maneira
quantitativa na borda da lesdo. A contagem celular foi realizada com um microscopio Optico
(Nikon, modelo Eclipse 50i) com objetiva de 40X e gradicula de &rea 0.0625 mm?acoplada &
ocular. Para esta analise, foram utilizadas 3 sec¢des por animal, com 6 campos por sec¢éo, e
pelo menos 3 animais para cada grupo experimental.

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
microscopio optico (Nikon, Eclipse 50i).

A analise estatistica dos dados quantitativos foi realizada pelo teste de ANOVA, com
pos-teste de Tukey. O nivel de significancia estipulado foi de a<0,05. A construcdo grafica e

a andlise estatistica foram realizadas no programa GraphPad (Prism 5.0).
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4 RESULTADOS

No presente estudo, induzimos AVC isquémico no M1 do rato, com o peptideo
vasoconstritor ET-1 e implantamos Elvax® saturado com BSA (controle) e ChABC (tratado)
na superficie cortical. Para verificar a eficacia do tratamento foi realizada analise histologica
(area de lesdo, expressao de degradado e astrocitos), aléem de analise comportamental

sensorio-motora.

4.1  ACIDENTE VASCULAR ISQUEMICO INDUZIU A MORTE TECIDUAL EM
ANIMAIS CONTROLES E TRATADOS.

A éarea de lesdo foi avaliada no programa ImageJ, delimitando a area com palor celular
ou ainda com azul de colanil (FIGURA 23). Evidencia-se, na avalia¢do intragrupo, que a area
de leséo foi maior 7 dias em relacdo ao 14 dias apds leséo, tendo diferenca significativa no
grupo tratado ao longo do tempo. Comparando-se 0S grupos experimentais, utilizacdo da
enzima ChABC veiculada por um polimero ndo interferiu no tamanho da area de lesdo
(FIGURA 24), j& que esta &rea demonstrou-se sem diferenga significativa entre grupo controle

e tratado ao longo do tempo observado na pesquisa (7 e 14 dias ap6s lesdo).



Controle ChABC

(71]
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©
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14 dias

Figura 23 — Coloracéo de violeta de cresila no cértex cerebral apés AVC, no grupo controle e tratado
(colunas) ao longo do tempo de sobrevida (linhas). Em pontilhado, a delimitacdo da area de les&o.

Escala: 200pm.
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Figura 24 — Analise quantitativa da area de lesdo do grupo tratado e controle ao longo do tempo
evidenciando, na avaliagdo intragrupo, maior area de lesdo em 7 dias com diferenca estatistica entre o
grupo tratado 7 dias e tratado e controle 14 dias (*p<0,05). Na avaliagdo intergrupo ndo houve diferenca
estatistica ao longo do tempo (média e desvio padrdo dos grupos experimentais —N=3: controle 7 dias

1653,8+162,576; tratado 7 dias 2067,356+235,423; controle 14 dias 1267,162+280,599; tratado 14 dias
1323,799+297,049). ANOVA, poés-teste de Tukey.

42  TRATAMENTO COM CONDROITINASE ABC AUMENTOU A EXPRESSAO DE
CONDROITIN DEGRADADO NA REGIAO PERI-INFARTO

Somente animais tratados expressaram marcacao de sulfato de condroitina degradado
nas RPN em 7 e 14 dias na regido peri-infato (FIGURA 25). Este achado demonstra a eficacia

da terapéutica com ChABC degradando a MEC e proporcionando um ambiente mais plastico
em relacéo ao controle.
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Figura 25 - Imuno-histoquimica para C4S, evidenciando auséncia de marcagio no grupo controle e presenca

no grupo tratado ao longo do tempo de sobrevida. (Escala 10x de 100 pum).

43 TRATAMENTO COM CONDROITINASE ABC NAO

QUANTIDADE DE ASTROCITOS NA REGIAOQ PERI-INFARTO

INTERFERIU NA

O tratamento com ChABC, ap06s lesdo isquémica, ndo interferiu no ndmero de

astrocitos na area de penumbra isquémica em relagdo ao controle nos tempos observados na

pesquisa (7 e 14 dias ap0s lesdo). Dessa forma, o tratamento nédo interferiu quantitativamente

nos astrécitos na area de penumbra (FIGURA 26 e 27).
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FIGURA 26: Imuno-histoquimica para GFAP, evidenciando marcacdo de astrocitos no grupo tratado

e controle ao longo do tempo de sobrevida. (Escala 4x de 200um; 10x de 100 pm).
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Figura 27 — Média das células GFAP+ na regido de penumbra isquémica por tempo de sobrevida. Grupos
controle e tratado sem diferenca significativa em 7 e 14 dias tanto na avaliacdo intragrupo quanto intergrupo
(média e desvio padrdo dos grupos experimentais — N=3: controle 7 dias 16.5926+4.6671; tratado 7 dias
21.0663+1.8750; controle 14 dias 17.4630+0.8019; tratado 14 dias 18.5185+2.6066). ANOVA, pds-teste de

Tukey.

44  TRATAMENTO COM A CONDROITINASE ABC MELHOROU O
DESEMPENHO DOS ANIMAIS DE MANEIRA PRECOCE

Para avaliar o efeito da enzima ChABC nos animais ao longo do tempo de sobrevida,
foram realizados dois testes comportamentais: teste do cilindro e teste da escada horizontal.

No teste do cilindro (FIGURA 28), na avaliacéo intragrupo, evidencia-se ao longo dos
tempos de reavaliacdo um declinio da funcdo em ambos 0s grupos tratados e controle, ja que a
utilizacdo da pata afetada foi reduzida neste teste, aumentando assim, o indice de assimetria
(mais negativo, justificando pela maior utilizacdo da pata ndo afetada). Para o grupo controle,
o déficit funcional foi mais evidente 7 dias ap6s lesdo, tendo diferenca altamente significativa
(p<0,01) comparando o comportamento pré-lesdo e significativa (p<0,05) comparando com
14 dias apo6s lesdo. Ja para o grupo tratado com ChABC, o indice de assimetria manteve-se
semelhante ao comportamental pré-cirargico dos animais nos demais tempos avaliados. Na
avaliacdo intergrupo, observamos diferenca altamente significativa (p<0,01) entre grupo
controle e tratado em 7 dias ap6s lesdo, em outras palavras, a remocdo da MEC foi eficaz para

manter a fun¢do normal da pata afetada pelo AVC precocemente a partir de 7 dias apés lesdo.
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Figura 28— Indice de assimetria no teste do cilindro para grupo controle e tratado com ChABC (Média

dos indices e desvio padrdo dos grupos experimentais — N=5, ANOVA, pés-teste de Tukey, **p<0,01).

No teste da escada horizontal (FIGURA 29), é possivel estabelecer a analise por trés
parametros:

- Acerto (%): Na avaliacdo intragrupo ao longo do tempo é possivel afirmar que houve
declinio da funcdo sensério-motora apds a lesdo para todos 0s grupos experimentais. Porém, a
diminuicdo na porcentagem de acerto demonstrou-se significativa (p<0,05) apenas no 7 dia
apos lesdo isquémica do animal controle em relacdo ao seu pré-cirdrgico. Nao ha diferenca na
porcentagem de acertos na analise intergrupo (grupo controle e tratado).

- Compensacao (%): Na avaliacdo intragrupo ao longo do tempo €é possivel afirmar
qgue houve declinio da funcdo sensério-motora apOs a lesdo para todos o0s grupos
experimentais, ja que estes aumentaram as compensacdes ao realizar a tarefa de caminhar
sobre a escada horizontal, porém, tanto para a analise intragrupo quanto intergrupo essa
diferenga ndo foi significativa.

- Erro (%): Na avaliacdo intragrupo ao longo do tempo € possivel afirmar que houve
declinio da fungdo sensorio-motora apds a lesdo para todos 0s grupos experimentais, ja que
aumentaram os erros ao realizar a tarefa de caminhar sobre a escada horizontal. Aumentaram
significativamente (p<0,01) para o grupo controle 3 e 7 dias e tratado 3 dias pos-lesdo todos
em relacdo ao seu pré-cirargico. Ndo ha diferenca na porcentagem de acertos na analise

intergrupo (grupo controle e tratado).
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A avaliacdo da qualidade do movimento no teste da escada horizontal demonstra que
embora ndo haja diferenca entre os grupos experimentais, ha uma melhora do déficit sensorio-
motor (% erro) da pata afetada precocemente (7 dias apds lesdo) no grupo tratado, enquanto o
grupo controle continua com um déficit acentuado (3 e 7 dias ap6s lesdo) quando comparado
ao seu pré-cirurgico, sendo que este déficit € acompanhado de diminuigdo significativa da
porcentagem de acerto em 7 dias apds lesdo em relacdo ao seu controle. Dessa forma, a
ChABC foi capaz de melhorar precocemente o déficit quando comparado ao controle, porém
ao final da sobrevida avaliada (14 dias apds lesdo), tanto grupo controle e tratado tiveram

melhora do déficit sensério-motor.
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Figura 29 — Porcentagem da qualidade do movimento em grupo controle (BSA) e tratado (ChABC) no
teste da escada horizontal ao longo do tempo de sobrevida (ANOVA, pos-teste de Tukey, **p<0,01;
*p<0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1  CONSIDERACOES GERAIS

No presente estudo, verificamos a influencia da enzima ChABC em melhorar a
recuperacdo funcional de membros afetados ap6s AVC no M1 de ratos. A indugdo da
isquemia feita pelo peptideo vasoconstritor ET-1 foi eficaz, pois provocou palor tecidual e,
em consequéncia, déficits funcionais associados a area lesionada como demonstrado
anteriormente noutros trabalhos desenvolvidos em nosso laboratério (CARDOSO, et al, 2010;
LOPES, et al 2010; CORREA, et al, 2012). No presente trabalho, a lesdo se localizou em M1,
com déficits motores na pata anterior contralateral & lesdo. Este modelo experimental de les&o,
utilizado anteriormente para ratos da linhagem Lister Hooded por GILMOUR, et al. (2004) e
para o presente trabalho, foi adaptado com as coordenadas estereotaxicas de M1 para ratos da
linhagem Wistar (CASTRO-ALAMANCOS; BORREL, 1995).

Imediatamente ap6s a lesdo, implantamos uma fatia do polimero de Elvax® saturado
com BSA (grupo controle) ou ChABC (grupo tratado) na superficie cortical lesionada. Esta
forma de aplicacdo lenta de drogas, por matrizes do polimero, tem diversas vantagens em
relacdo a outros veiculos: os polimeros sdo biologicamente inertes, ndo ativando resposta
imunolégica expressiva; sdo facilmente saturados com farmacos; sdo capazes de difundir
lentamente a droga no parénguima nervoso, resultando em maior regularidade na entrega e
maior tempo de acdo e efeito, diferente de técnicas que sdo limitadas a apenas uma Unica
aplicacdo; sao faceis de implantar; possuem baixo custo operacional de producdo; e evitam o
desperdicio da droga, quando comparado ao método de gotejamento (RECINQOS, et al., 2006;
SMITH, et al., 1995 , SA, et al., 2010)

A capacidade da enzima ChABC de degradar a matriz extracelular, e assim favorecer a
plasticidade, vem sendo descrita em estudos realizados em diversas regides do SN, como:
cortex visual, cortex somatosensorial, estriado, amidala, medula espinhal e nervos
periféricos de ratos. A degradagdo da matriz extracelular pode promover a plasticidade
neuronal em uma forma semelhante a observada durante os periodos criticos de plasticidade
de diversos sistemas cerebrais. Em animais adultos, considera-se que seu efeito é semelhante
a “reabertura” dos periodos criticos e uma nova oportunidade terapéutica para o tratamento de

lesbes no SN, por exemplo, promovendo recuperacdo de conectividade, e recuperacao
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funcional da area lesionada (GOGOLLA, et al., 2009; LEE, et al., 2008; PIZZORUSSO, et
al., 2002; P1IZZORUSSO, et al., 2006).

Diversos estudos avaliam a nivel celular, ou mesmo molecular, de que forma a
ChABC proporciona um “ambiente mais plastico”, porém, muitos ndo avaliam se esta
permissividade a plasticidade no SNC se traduz em melhora funcional no comportamento do
animal (BARTUS, et al.,, 2012; GALTREY; FAWCETT, 2007). No presente trabalho,
induzimos lesdo no cdrtex motor, especificamente na regido da representacdo cortical da pata
anterior, e utilizamos testes comportamentais especificos para avaliar se a reabertura do
periodo critico se reflete na melhora da performance motora apo6s a lesdo isquémica de M1.

Os déficits funcionais foram os esperados apos lesdo isquémica em M1. Em geral
foram: hemiparesia contralateral, diminuicdo da utilizacdo do membro afetado (diminuicdo da
simetria) e flexdo da pata anterior afetada quando o animal era elevado sutilmente pela cauda
(BEDERSON, et al., 1986; CENCI, et al., 2002). No teste do cilindro, o animal
espontaneamente utilizou mais a pata ndo-afetada para suporte postural no comportamento,
apoiando o membro sdo no cilindro durante a exploracdo (SCHALLERT, et al., 2000). No
teste da escada horizontal, sensivel para avaliar a capacidade motora do animal, houve maior
quantidade de erros ao realizar a tarefa apds a lesdo (METZ; WHISHAW, 2009; SOLEMAN,
etal., 2012).

5.2 A ChABC NAO INFLUENCIOU NO TAMANHO DA AREA DE LESAO

O modelo experimental de lesdo causou palor ou perda tecidual em todas as camadas
corticais, podendo alastra-se até a substancia branca como descrito em outros estudos
envolvendo lesdo no cértex cerebral por ET-1 (ADKINS, et al., 2004; GILMOUR, et al.,
2004). Na avaliacdo intragrupo ao longo do tempo, nota-se que a area de lesdo demonstrou-se
maior em 7 dias apds a lesdo quando comparada com 14 dias ap6s lesdao (FIGURA 24). Este
dado corrobora com os eventos fisiopatoldgicos pds-isquémicos que ndo se encerram na fase
aguda (com eventos que dentre outros envolve a excitotoxicidade, desequilibrio i6nico,
acidose), mas se continuam por dias apds a lesdo tendo dentre os Gltimos eventos a resposta
inflamatoria que alcanga seu pico em até 7 dias apos a lesdo (BROUGHTON, et al., 2009;
DONNELLY; POPOVICH, 2008, GOMES-LEAL, 2012; GOMES-LEAL, et al., 2004),

tendenciando apos isto a estabilizacdo ou reducao da area de lesao.
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Quanto ao tamanho da area de lesdo entre grupos, o tratamento com ChABC ndo
influenciou no tamanho da area isquémica. Apds lesdo em M1, os PGSC passam a ser
superexpressados para formar a cicatriz glial. De acordo com a literatura, uma das funcées da
cicatriz glial é impedir o alastramento da lesdo (BARTUS, et al., 2012; CARMICHAEL, et
al., 2005). Entretanto, este fato ndo ocorreu de forma significativa ap6s a degradacédo da MEC
promovida neste trabalho com a ChABC (FIGURA 24). Resultado semelhante foi encontrado
em estudos envolvendo modelo de lesdo traumatica do encéfalo (HARRIS, et al., 2010) e em
modelos de contusdo da medula espinhal (CAGGIANO, et al., 2005).

5.3  ChABC FOI EFICIENTE EM PROMOVER DEGRADACAO DE PGSC DURANTE
14 DIAS

No presente trabalho, avaliamos o efeito da ChABC usando o anti-corpo anti-C4S
(Milipore) que se liga ao ndcleo proteico do PGSC degradado. A referida marcacdo foi
observada apenas nos animais tratados com ChABC, em ambos os tempos de sobrevida
avaliados (7 e 14 dias apés AVC) (FIGURA 25). Aparentemente, portanto, a administracdo da
ChABC através do Elvax® é mais eficiente e mais prolongada que as outras formas de
administragdo, ja que em estudo de trauma encefalico que utilizou ChABC na forma liquida,
administrada em apenas uma injecdo intraparenquimatosa, a degradacdo do PGSC foi
observada até 7 dias apos a lesdo (HARRIS, et al., 2010). Aos 14 e 21 dias ap0s a lesdo, a
acao da enzima ndo foi mais observada. No presente estudo, a degradacdo da MEC ficou

evidente em até 14 dias ap6s leséo.

54 A ChABC NAO INFLUENCIOU NA QUANTIDADE DE ASTROCITOS DA
REGIAO PERI-INFARTO

A cicatriz glial formada ap6s lesdo isquémica é basicamente formada por astrocitos e o
CSPG por eles secretado. Esta cicatriz limita o alastramento da lesdo no centro isquémico

para a area de penumbra. Um efeito colateral desse processo, entretanto, é a formacao de uma
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barreira fisica para o crescimento axonal, influenciando negativamente na plasticidade apos a
lesdo do SNC (BARTUS, et al., 2012; CARMICHAEL, et al., 2005).

Ap0s lesdo no tecido nervoso, sdo produzidas e liberadas varias citocinas e fatores de
crescimento no local da lesdo, contribuindo para a gliose reativa, influenciando na produgéo
de PGSC. Estudos in vitro demonstram que a interleucina-1p e o fator de crescimento
epidérmico aumentam em 539% e 836%, respectivamente, a quantidade de PGSC produzida
por astrdcitos (SMITH; STRUNZ, 2005).

A reacdo astrocitéaria na cicatriz glial ap6s lesdo cerebral induz a producgdo de PGSC,
especificamente de neurocam e fosfacam (MCKEON, et al., 1999). O aumento destas
moléculas inibitorias do crescimento axonal no tecido lesionado também foi descrito por em
um modelo de AVC em que neurocam aumentou mais de 8 vezes sua expressao a partir de 3
dias, mantendo-se elevada até 28 dias apds lesdo e a fosfacam comeca a aumentar
significativamente e alcanca seu pico de expresséo (3,58 vezes em relacdo ao controle) em 28
dias apo6s a lesdo. O aumento de neurocam ainda € descrito por outros autores em modelos de
lesdo no SNC de mamiferos, como a contusdo da medula espinhal (ANDREWS, et al., 2012;
MASSEY, et al., 2008), cicatriz glial cronica (MCKEON, et al., 1999) e traumatismo cranio-
encefalico (HARRIS, et al., 2010).

Em cultura de células, neurocam tem o efeito de repelir o crescimento axonal, o que é
anulado com o uso da ChABC (FRIEDLANDER, et al., 1994). A degradacdo da matriz
extracelular poderia resultar, portanto, em um feedback negativo, ou seja, a quebra da matriz
extracelular poderia resultar em um mecanismo compensatdrio de aumento da quantidade de
astrocitos. Entretanto, os dados do presente trabalho demonstram que o numero de astrocitos
ndo aumentou apas a lesdo do tecido nervoso e o uso de ChABC, mesmo se 0 componente da
matriz extracelular produzido por eles é degradado (FIGURA 27). Novos estudos devem ser
realizados para verificar se a reatividade dos astrocitos se altera, se 0 nimero de astrdcito se
altera na fase cronica da lesdo, ou se o numero de outras células gliais esta alterado apds
tratamento com ChABC.

55 A ChABC INFLUENCIOU NA MELHORA FUNCIONAL DA PATA AFETADA
APOS ISQUEMIA NO CORTEX MOTOR
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Embora a area de lesdo isquémica tenha sido semelhante entre o0s grupos
experimentais, os animais tratados com ChABC tiveram melhora funcional do membro
afetado ja em 7 dias apds a lesdo nos testes comportamentais utilizados. Essa melhora foi
significativa entre grupos no teste do cilindro, mas ndo no teste da escada horizontal. Na
avaliacdo intragrupo, os animais tratados tiveram sempre melhor evolucdo temporal que o
grupo controle para ambos os testes (FIGURA 28 e 29).

A melhora funcional precoce demonstrada no presente trabalho pode estar relacionada
ao fato da forma de administracdo utilizada ser continua. Observa-se isso em estudos com
administracdo intermitente, no local da lesdo, de ChABC em modelo de lesdo da medula
espinhal (BRADBURY, et al., 2002) ou estudos que utilizam apenas uma inje¢do da enzima
(HARRIS, et al., 2010). Neste altimo estudo, foi encontrado re-crescimento axonal, porém
sem melhora funcional significativa (HARRIS, et al., 2010).

Os efeitos terapéuticos da ChABC séo mais evidentes quando a mesma € administrada
imediatamente ap6s a lesdo isquémica, resultando em melhora funcional significativa. Esta
conclusdo é reforcada pela evidéncia que apods lesdo da medula espinhal os animais tratados
imediatamente com ChABC tiveram melhor recuperacdo funcional que os tratados
tardiamente (CAFFERTY, et al., 2008).

Estudos envolvendo lesdo parcial da medula espinhal, no segmento cervical 4 de ratos
e tratamento concomitante com ChABC, demonstrou que a enzima foi mais eficiente em
promover melhora funcional quando associada a um programa de exercicios de reabilitacdo
especificos para 0 membro afetado. Os resultados destes estudos sugerem que a ChABC pode
abrir uma janela de oportunidade que, se associada a exercicios especificos, promove a
recuperacdo funcional mais eficaz e duradoura do membro afetado (GARCIA-ALIAS;
FAWCETT, 2012; GARCIA-ALIAS, et al., 2009; GARCIA-ALIAS, et al., 2008). Embora o
nosso estudo ndo tenha utilizado nenhuma terapia associada a remocdo dos PGSC, os
resultados funcionais foram significativos. Em nosso modelo experimental de lesdo, a
remocao dos PGSC associada a atividade fisica especifica pode potencializar os resultados
funcionais que obtivemos.

Em nosso modelo experimental, a lesdo em questdo foi menos severa que a por
provocada por oclusdo da artéria cerebral média. Optou-se neste estudo, em lesionar a
representacéo cortical da pata anterior em M1 e avaliar especificamente o desempenho deste
membro em diferentes tempos de sobrevida. NUDO, et al., 2001 afirmam que pequenos
infartos podem causar déficits sensorio-motores transitorios com recuperacdo funcional

espontaneo total ou parcial. Em nosso trabalho, observamos recuperacéo espontanea, na qual
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0 desempenho dos animais do grupo controle e tratado 14 dias apds lesdo ficaram igual ao
desempenho motor pré-cirargico, sendo que para o grupo tratado esta melhora no desempenho
se deu precocemente a partir do 7° dia apos lesdo (FIGURA 28 e 29). Percebe-se que a
administragdo continua da ChABC, na fase aguda da leséo, foi eficaz para promover a melhor
precoce do déficit sensério-motor.
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6 CONCLUSAO

¢ O elvax saturado com ChABC foi eficiente para degradar PGSC,;

¢ A remocdo de PGSC néo influencia no tamanho da area de lesdo em modelos de AVC
isquémico;

¢ A remocdo de PGSC nao alterou o numero de astrécitos da regido infartada;

¢ O tratamento com ChABC influenciou na melhora do desempenho funcional de

animais submetidos ao modelo de lesdo isquémica de M1.
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