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“A biologia ¢, verdadeiramente, uma terra de
possibilidades ilimitadas. Podemos esperar que ela
nos forneca as informagcoes mais surpreendentes e
ndo podemos imaginar que respostas nos dard
dentro de poucas dezenas de anos. [...] Poderdo
ser de um tipo que ponha por terra toda a nossa

estrutura artificial de hipoteses”.

Sigmund Freud
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RESUMO

Evidéncias sugerem que o aprendizado e a realizagdo de tarefas motoras de habilidade

podem induzir mudancas comportamentais e neurofisioldgicas, o que ocorre tanto em animais
intactos quanto naqueles submetidos as lesdes do SNC. Nesse sentido, alguns trabalhos
evidenciam uma possivel participagdo dos astrécitos GFAP+ na plasticidade induzida por
experiéncias comportamentais. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
desempenho sensdrio-motor e aspectos morfolégicos de astrocitos GFAP+ em estruturas
encefdlicas importantes para o controle motor, tais como o coértex sensOrio-motor (drea de
representacdo do membro anterior) e o estriado dorsolateral, em ratos controles ou submetidos a
HIC e aos treinamentos de habilidade do alcance (TH) ou ao treinamento de nao-habilidade
(TNH). Para tanto, ratos Wistar adultos foram inicialmente adaptados as diferentes tarefas motoras
empregadas ao longo de trés semanas. Apds, os mesmos foram submetidos as cirurgias de indugao
da hemorragia intracerebral (HIC) por meio da administracao intra-estriatal de colagenase tipo IV
ou sham. Em seguida, os animais dos grupos S-TH e HIC-TH foram submetidos ao treinamento
da tarefa de habilidade do alcance e preensdo, os animais dos grupos S-TNH e HIC-TNH foram
submetidos ao treinamento da tarefa de ndo-habilidade e os animais S-ST e HIC-ST ndo
receberam nenhum tipo de treinamento durante 4 semanas. Ao longo desse periodo, os animais
foram testados quando ao desempenho sensdrio-motor ao final de cada semana de treinamento
(exceto o teste do cilindro, realizado apenas nos periodos pré-cirurgia, pds-cirurgia e pos-
treinamento). Encerrado o periodo de treinamento, os animais foram profundamente anestesiados,
perfundidos e tiveram seus encéfalos processados para a andlise morfoldgica. Os resultados
demonstram que a realizacdo da tarefa de habilidade do alcance e preensao foi capaz de aumentar
o comprimento dos processos primdrios em astrocitos GFAP+, o que ocorreu em estruturas
cerebrais importantes para o controle motor, tais como o cortex sensorio-motor (bilateralmente) e
o estriado dorsolateral (perilesional), tanto em animais lesados pela HIC quanto em animais nio-
lesados. De modo particular, essas modifica¢des astrogliais foram aumentadas quando ocorreu a
associacdo da HIC com o treinamento de habilidade do alcance. Além disso, a referida tarefa de
habilidade, mas nao o treinamento de ndo-habilidade, foi capaz de promover uma melhor
recuperagao sensorio-motora, avaliada pelos testes comportamentais.
Sendo assim, nossos resultados sugerem que as modificagdes morfoldgicas em astrécitos GFAP+
poderiam fazer parte dos mecanismos neurobioldgicos que medeiam a plasticidade induzida pela
tarefa de habilidade, tanto em animais que sofreram uma HIC quanto em animais nao-lesados,
além de possivelmente contribuirem para a recuperagdo sensorio-motora.



1 INTRODUCAO

O acidente vascular cerebral (AVC) € definido, segundo a Organizacdo Mundial de Satide
(OMS), como um quadro clinico de perturbacdo focal ou global da fun¢do cerebral, de rdpido
desenvolvimento, supostamente de origem vascular, com sintomas que perduram 24 horas ou
mais, ou que levam a morte sem outra causa aparente a nao ser de origem vascular (WHO, 1988).

As classificacOes existentes para o AVC sdo geralmente definidas com base na etiologia do
distirbio que acomete a vascularizacdo cerebral. Em geral, trata-se de um evento isquémico ou
hemorragico, resultando, freqiientemente, em prejuizo das vias sensitivas e motoras (SHARP &
BROUWER, 1997).

A hemorragia intracerebral (HIC) consiste em um extravasamento sanguineo espontaneo e
agudo do leito vascular para o interior do parénquima cerebral (MAYER & RINCON, 2005),
sendo uma situacdo relativamente comum e um problema de satide publica (QURESHI et al.,
2001), com incidéncia anual estimada em 10-30 casos a cada 100.000 pessoas, o que representa
cercade 10% a 15% (SUDLOW & WARLOW, 1997; LABOVITZ et al., 2005) dos 15 milhdes de
casos de AVC que ocorrem anualmente em todo o mundo (AHA, 2004). No Brasil, as doengas
cerebrovasculares estdo entre as principais causas de 6bito e dependéncia, observando-se uma
incidéncia anual de 156 casos a cada 100.000 habitantes (RADANOVIC, 2000).

Estima-se que mais de 60% dos individuos que sofreram um AVC permanecem, apds seis
meses, com dificuldades motoras relacionadas a habilidade manual, mesmo quando submetidos a
algum tipo de reabilitacdo, o que acaba por afetar as atividades didrias e o retorno as suas vidas
profissionais (KOLOMINSKY-RABAS et al., 2001). Além disso, esta enfermidade também traz
grandes custos para a sociedade, em fun¢do das despesas hospitalares, da necessidade cronica de
cuidado com os individuos acometidos e da perda de funcionalidade. Esses valores estdo
estimados em, aproximadamente, US$ 125.000 por paciente ao ano, representando um custo total
de US$6 bilhdes anuais somente aos cofres americanos (TAYLOR et al, 1996).

Sendo assim, observa-se uma necessidade socioecondmica de desenvolver e implementar
novas estratégias de reabilitacdo neurobiologicamente fundamentadas (NOWAK et al., 2009) que
possam contribuir para o tratamento das disfuncdes neuromotoras correlatas as diferentes formas

de AVC.



1.1 Hemorragia Intracerebral: aspectos fisiopatolégicos

O conhecimento acerca da fisiopatologia da HIC tem evoluido muito nos ultimos anos,
sendo agora ndo mais entendido como um simples extravasamento sanguineo para o parénquima
cerebral, mas como um evento complexo, dindmico e que envolve uma série de fatores distintos
(MAYER & RINCON, 2005).

A HIC comumente acomete os lobos cerebrais, os niicleos da base (cerca de 50% dos
casos), o tdlamo, o tronco encefélico (principalmente a ponte) e o cerebelo (QURESHI et al.,
2001; QURESHI et al., 2007). A ruptura de vasos sanguineos, principalmente as bifurcagcdes de
pequenas arteriolas penetrantes que se originam das artérias basilar ou cerebrais anterior, média e
posterior, normalmente estd associada a diversos fatores. Dentre esses, destacam-se 0s processos
degenerativos decorrentes da hipertensdo, da angiopatia amildide, de origem congénita
(TAKEBAYASHI & KANEKO, 1983) ou do uso de anticoagulantes orais. Nesse caso, 0s
pacientes portadores de vasculopatias sdo os principais acometidos, ja que os anticoagulantes, de
um modo geral, podem contribuir para a exacerbacdo de alguns fatores associados a doenca de
base facilitando, assim, a ocorréncia da HIC (HART, 2000).

Em relacdo as regides adjacentes aos hematomas (decorrentes da ruptura vascular)
podemos constatar a presenga de edema, células em apoptose e/ou necrose e células inflamatorias
(QURESHI et al., 2003a). Nesse sentido, o hematoma pode induzir danos morfofisiolégicos em
funcdo da deformacao tecidual mecanica, que acarreta no afastamento de neurdnios e células gliais
(QURESHI et al., 2001), despolarizacio da membrana, liberacio de neurotransmissores e
disfun¢ao mitocondrial (GRAHAM et al., 2000; QURESHI et al., 2003b, LUSARDI et al., 2004).
A depender da severidade da referida disfunc@o, pode ocorrer tanto uma supressdo metabdlica
tempordria (fase de hibernacido) quanto um aumento do volume celular e necrose (QURESHI et al,
2009). De modo adicional, uma cascata secunddria € iniciada pelos produtos da coagulacdo e do
metabolismo da hemoglobina, em particular a trombina, a qual é capaz de ativar células
microgliais cerca de 4h apds o inicio do evento hemorragico. Por sua vez, a microglia ativada
libera mediadores que levam a disfuncdo da barreira hemato-encefdlica, ao surgimento de edema
vasogénico e a apoptose neuronal e glial NAKAMURA et al., 2005; XI et al., 2006; WAGNER,
2002) (Fig. 1).

Em relacdo a hemostase, a mesma € iniciada pela ativagdo local de cascatas de coagulacao
e pelo tamponamento mecanico (FUJI et al., 2001; BRODERICK et al., 2007). Aproximadamente
73% dos pacientes avaliados dentro das 3 primeiras horas apds o inicio dos sintomas apresentam

apenas alguma evidéncia de crescimento do hematoma, o que € resultado do estabelecimento do



processo inflamatério (JAMES et al., 2007), e somente cerca de 35% deles apresentam um
crescimento clinicamente significativo nesse periodo. Hoje, entretanto, sabemos que esse
fendmeno pode ocorrer até mesmo em periodos superiores a 12 horas apds o inicio da HIC
(DAVIS et al., 2006). No tecido adjacente ao hematoma, o volume do edema pode aumentar cerca
de 75% nas primeiras 24h apds o evento hemorrdgico (GEBEL et al., 2002a; GEBEL et al.,
2002b), alcangando um pico por volta do 5° ou 6° dia, perdurando por aproximadamente 14 dias
(INAJI et al., 2003; BUTCHER et al., 2004). Nessas regides, tem-se reportado uma fase
hipometabdlica e de baixa perfusdo tecidual com disfun¢cdo mitocondrial e falha energética. De
modo interessante, essa hipoperfusao regional, tanto em estudos clinicos (ZAZULIA et al., 2001;
SCHELLINGER et al., 2003) quanto em experimentais (QURESHI et al., 1999; ORAKCIOGLU
et al., 2005), nem sempre atinge niveis suficientes para ocasionar um fendmeno isquémico e talvez
seja secundaria ao hipometabolismo. Entretanto, na presenca de elevada pressdo intracraniana e
baixa perfusdo cerebral, o risco da ocorréncia de uma isquemia global € bastante elevado. Ainda
em relacdo a perfusdo cerebral, existem evidéncias de que o fendbmeno de normalizacdo do fluxo
ou de reperfusdo se estabeleca entre o 2° e o 14° dia, seguido de uma fase normalizac¢do, em todas
as regides encefélicas vidveis apds esse periodo (QURESHI et al., 2009).

Além de todos estes fatores, uma série de outros mecanismos contribui para o
desenvolvimento dos danos teciduais pds-HIC. Isto inclui: a ativagdo do sistema complemento —
componente da resposta imunoldgica particularmente importante no edema pds-hemorragico
(SAYAH et al., 1999); a ativacdo de metaloproteinases de matriz - que sdo uma familia de
endopeptidases que degradam a matriz extracelular (ROSENBERG et al., 2007); e a participagdo
de espécies reativas de oxigénio - provenientes da hemoglobindlise, as quais sdo capazes de
aumentar os efeitos danosos do estresse oxidativo, além de participar indiretamente de diversas
vias envolvidas neste processo (WAGNER et al., 2003; HEO et al., 2005).

Apesar de todos os mecanismos fisiopatologicos atualmente descritos, ainda muito pouco é
conhecido sobre a HIC. Alguns estudos demonstram que apenas cerca de 16% dos genes que
sofrem regulacdo nas adjacéncias de um evento hemorragico ja foram reportados pela literatura
(LU et al., 2006; CARMICHAEL et al., 2008), o que evidencia a potencial participacdo de uma
diversidade de outros fatores na fisiopatologia da HIC.

Embora seja considerada uma das formas mais fatais de AVC, quando nido fatal, a HIC
pode trazer uma série de incapacidades aos individuos sobreviventes (BRODERICK et al, 1999).
Em 40% dos casos a HIC é acompanhada de hemorragia intraventricular, o que pode resultar em
hidrocefalia aguda, aumento da pressao intracraniana e em menor chance de recuperacdo funcional

aqueles que sobrevivem a este insulto (MAYER & RINCON, 2005).



As principais incapacidades funcionais que se observam sob o ponto de vista clinico
parecem independer da etiologia do AVC e sdo decorrentes da hemiparesia, da incoordenagao, da
hipertonia espastica do membro superior e inferior contralaterais a les@o e da fraqueza ipsilateral e
contralateral ao hemisfério lesado (BOHANNON, 1990; BOHANNON, 1995; ANDREWS &
BOHANNON, 2000; SCHAECHTER, 2004).
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adjacente mitocondrial necrose
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Figura 1. Cascata de danos neurais iniciada pela HIC (adaptada de QURESHI et al. 2009). TNFa:

fator de necrose tumoral a; AQ4: aquaporina 4.

1.2 Aspectos sobre o controle e o aprendizado motor

O termo ‘“controle motor” teve origem nas ciéncias fisioldgicas para representar a
neurofisiologia do sistema motor (NEWELL, 1991) e, dessa forma, se refere aos processos que
suportam o planejamento e a execucdo dos movimentos (WILLINGHAM, 1999). Em
contrapartida, o termo ‘“aprendizado motor” foi proposto pela psicologia e se reporta, em ultima
andlise, ao fendmeno de aumento da acuracia temporal e espacial de um dado movimento, o que
1991; WILLINGHAM, 1999).

Tradicionalmente, os estudos sobre o aprendizado motor, em especial o aprendizado das tarefas

geralmente ocorre com a pratica do mesmo (NEWELL,

que envolvem habilidade motora, eram realizados de modo separado das pesquisas relacionadas

aos subdominios neurais do controle e desenvolvimento motor. Somente a partir do final da



década de 70 a insercdo de um foco comportamental dentro do estudo do controle motor teve
inicio, sofrendo grande influéncia do livro intitulado “Motor control: Issues and trends”, editado
por Stelmach em 1976. Desde entdo, o estudo de tarefas que envolvem habilidade motora também
passou a contemplar aspectos do controle motor. Assim, tanto a fisiologia quanto a psicologia
comegaram a aumentar as suas visdes em comum sobre a inter-relacao destes conceitos, de modo
que, atualmente, sabe-se que se tratam de fenomenos bastante dependentes (WILLINGHAM,
1999; NEWELL, 1991).

Nesse sentido, a busca pelos substratos neurais que medeiam a aquisicdo de
comportamentos motores complexos tem sido o foco de uma série de estudos, os quais foram
iniciados nas ultimas décadas (UNGERLEIDER et al., 2002). Tomando por base trabalhos
realizados em modelos animais e humanos, sabemos que a integridade de diversas estruturas
encefélicas, tais como as regides corticais motoras, o estriado e o cerebelo, tem se mostrado critica
para a aquisicdo e reten¢do de uma série de comportamentos motores complexos (SANES &
DONOGHUE, 2000; UNGERLEIDER et al., 2002; DOYON et al., 2003). Entretanto, pouco
ainda € conhecido sobre a dindmica e os mecanismos celulares especificos que acarretam nas
mudangas neurais desencadeadas no sistema motor durante as diferentes fases deste aprendizado

(UNGERLEIDER et al., 2002).

1.2.1 Tarefas de habilidade e de ndao-habilidade do membro anterior

O desenvolvimento de diversas formas de comportamento € uma das principais fun¢des do
sistema nervoso, sendo assim, o desempenho em tarefas comportamentais pode ser de grande
utilidade para avaliarmos a integridade de func¢des desse sistema (WHISHAW & PELLIS, 1990).

O termo habilidade motora se refere a proficiéncia adquirida na realizacdo de tarefas que
requerem o emprego de movimentos corporais complexos ou que envolvam elevado grau de
coordenacdo motora (MACKINTOSH & COLMAN, 1995; LUFT & BUITRAGO, 2005). Essa
referida proficiéncia exige uma extensiva integracao de informagdes sensdrio-motoras, a qual se
estabelece por meio da utilizagdo de vérias vias neurais, assim como pela repeti¢do e treinamento
de uma tarefa especifica (LUFT & BUITRAGO, 2005).

Em relacdo a especificidade ou natureza motora de uma tarefa, foi demonstrado que
mecanismos centrais de controle completamente distintos estdo envolvidos na realizacio de gestos
motores bastante similares sob o ponto de vista cinemadtico, o que parece ser dependente dos
diferentes contextos comportamentais em que esses movimentos estdo inseridos. Isto pode ser

evidenciado quando comparamos a realizacao de uma tarefa voluntaria de habilidade do alcance e



preensdo com a realizagdo de movimentos que requerem baixo grau de complexidade, tais como
0os movimentos automatizados do membro anterior necessarios para a locomo¢dao (HERMER-
VAZQUEZ et al., 2004). Estas diferencas podem ser explicadas tendo em vista que os
movimentos de habilidade sdo dependentes de vias supraespinais descendentes que conduzem
informacdes altamente integradas e que devem ser coordenadas para possibilitar o suporte postural
e o livre uso dos membros anteriores (ALSTERMARK et al., 1990; WHISHAW & GORNY,
1996; MONFILS et al., 2005). Por outro lado, os movimentos automatizados de repeti¢ao ou nao-
habilidade, tais como a locomocdo ou a exploragdo vertical (rearing) sdo controlados
principalmente pelo tronco encefdlico e pela medula espinal, embora também possam estar
subordinados ao controle cortical (MUIR & WHISHAW, 1999; JUVIN et al., 2005).

Dentre as diversas vias e estruturas chaves envolvidas na execu¢do de um movimento
complexo, o cortex motor primdrio estd anatomicamente e fisiologicamente organizado de forma
ideal para a aquisi¢do e execucdo de uma seqiiéncia de movimento. Sabe-se, por exemplo, que a
ativacdo coordenada dessa rede neuronal possibilita um controle multi-articular fino e
independente, como o necessdrio para os complexos movimentos de alcance e preensdo
(KANDEL et al., 2003; ADKINS et al., 2006).

Em humanos, o cértex motor pode ser dividido em cértex motor primdrio (M1), drea
motora suplementar (AMS) e drea pré-motora (APM). Enquanto a AMS e a APM estdo envolvidas
no planejamento da atividade motora, M1 € um dos principais sitios de origem do trato cortico-
espinal lateral, sendo uma drea que recebe densas aferéncias da AMS e APM. Além disso, M1
mantém-se organizado em grupamentos neuronais altamente especializados no controle do
movimento de cada segmento corporal. J& em roedores, o cortex sensorio-motor é denominado
isocortex frontal (Fr). Trata-se de uma estrutura caracterizada pela heterogeneidade celular e que
pode ser dividida de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas, neuroquimicas e de padrdes de
conexodes em trés areas: Frl (M1), Fr2 (M2) e Fr3 (Fig. 2). Sob o ponto de vista comparativo, a
area M1 corresponde ao cortex motor primério de primatas, a drea M2 corresponde a APM e a
AMS, enquanto Fr3 seria uma sub-regido da representacdo somatotdpica. Essas regides possuem
uma estrutura organizada em camadas celulares, conferindo um padrdo de organizacdo laminar.
No coértex sensoério-motor as camadas celulares II e V sao as mais proeminentes (PALOMERO-
GALLAGHER & ZILLES, 2004; PAXINOS & WATSON, 2004).

As bases neurofisiologicas para a execucdo de diversos gestos motores podem ser
explicadas, ao menos em parte, pelos padroes de conectividade intracortical. Esses padrdes sdao
altamente dinamicos e capazes de sofrer rdpida reorganizacdo, o que estd relacionado com uma

maior eficiéncia sindptica no interior dessas vias (HESS, 2002, MONFILS et al., 2005).



Figure 14
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Figura 2. Cortes encefdlicos demonstrando o cértex motor (M1 e M2), édrea cortical de
representacdo sensorial primdria do membro anterior (SIFL) e o estriado (CPu) (adaptado de

PAXINOS & WATSON, 2004).



Sendo assim, postula-se que os padrdes de ativagdo correlatos ao aprendizado de um
movimento de habilidade podem ser codificados no interior do coértex motor por meio de
mudancas nas conexdes entre as regides corticais que controlam as sinergias musculares
necessdrias a realizagdo da tarefa (MONFILS, 2005). Dados experimentais demonstram que a
realizacdo de uma tarefa complexa, tal como o treinamento de habilidade do alcance e preensao,
resulta no aumento da sintese protéica, da sinaptogénese e da reorganizagao dos mapas corticais de
forma coordenada ao longo do tempo, objetivando a aquisi¢do e o aperfeicoamento motor (Fig. 3).
Podemos observar que o desempenho motor ascende rapidamente durante os primeiros dias de
treinamento, acompanhado de um aumento na sintese protéica e, a medida que as sessdes

decorrem, a melhora da habilidade motora pode ser visualizada conjuntamente com o aumento da

sinaptogénese e reorganizacao dos mapas corticais (ADKINS et al., 2006).
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Figura 3. Curso da plasticidade do cértex motor de roedores durante o aprendizado de tarefa
motora de habilidade. As medidas sdo expressas como porcentagem em relacdo aos niveis pré-

treino, obtidos de animais intactos (adaptado de ADKINS et al., 2006).

De modo interessante, experimentos em roedores utilizando tarefas de habilidade do
alcance do membro anterior também t€m revelado que o aprendizado das mesmas leva a expansao
das dreas de representacdo referentes ao punho e dedos dentro da drea M1 correlata ao ombro e
cotovelo. Essa expansao ocorre de forma paralela ao melhor desempenho motor do animal durante
a realizacdo da tarefa de habilidade proposta, o que também tem sido evidenciado em primatas
(KLEIM et al., 1998). Entretanto, pode-se verificar que o aumento no uso do membro anterior,

representado pela simples repeticio de uma tarefa de baixa complexidade, ndo € capaz de



promover reorganizagao cortical. Essas evidéncias foram observadas em uma série de trabalhos
onde roedores submetidos a diferentes condi¢des, tais como pressionar uma barra (recebendo
alimento como recompensa) (KLEIM et al., 1998), exercicio em rodas de corrida (running wheel)
(KLEIM et al., 2002) ou apds sessdes de fortalecimento do membro anterior (REMPLE et al.,
2001), nao apresentaram qualquer alteracdo significativa nos mapas corticais motores de
representacdo somatotopica. Contudo, muitos dos mecanismos celulares especificos que
fundamentam a plasticidade sindptica e a concomitante alteracdo dos mapas corticais ainda ndo
foram completamente elucidados (MONFILS et al., 2005), principalmente na presenga de lesdes

ou doencgas que comprometam estruturas encefélicas importantes para o controle motor.

Tarefade habilidade do alcance Tarefa de ndao-habilidade

\ i
Pos-tarefa X ‘ — Medial Pos-tarefa

B S L] ) LR v
LR ] L .
eeee e BF .
\ --.!-I--uo 4 Basal

L eseesee ee

. Membro posterior

D Cabeca /pescoco/ vibrissas

|:| Cotovelo/ ombro D Nao-responsivo

Figura 4. Reorganiza¢do do mapa cortical motor ap6s 10 dias de treinamento de uma tarefa de
habilidade (alcance e preensdo) e de ndo habilidade (repeticio de um movimento de baixa
complexidade). As dreas de representacio do punho e dedos (em verde e vermelho,
respectivamente) expandem-se dentro da area de representacdo do ombro e do cotovelo (em azul)
nos animais que realizaram tarefa de habilidade do alcance o que ndo é evidenciado nos animais
que realizam a simples repeticio de um movimento de baixa complexidade. CFA: Area cortical
caudal de representacdio do membro anterior. RFA: Area cortical rostral de representagio do

membro anterior (adaptado de KLEIM et al., 1998).
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Além das dreas corticais sensorio-motoras, uma série de trabalhos demonstram a
participacao de sistemas sub-corticais, tais como as alcas cortico-basal e cortico-cerebelar, durante
a aquisicdo, reten¢do e realizacio de movimentos de habilidade. Essas evidéncias surgiram
principalmente a partir das observagdes de estudos clinicos e experimentais envolvendo doencas,
tais como o mal de Parkinson, a coréia de Hungtinton e as disfunc¢des cerebelares (DOYON et al.,
2003) o que evidencia a importancia da atuacao conjunta desses sistemas com o cortex motor.

Os nucleos da base mantém conexdes com o cortex sensOrio-motor € o cerebelo,
controlando os movimentos por meio da regulacio de impulsos neurais que auxiliam no
planejamento e na execucao de movimentos seqiienciados. De forma simplificada, as informacgdes
originadas no coértex sdo transmitidas por meio do estriado, globo pdlido e tdlamo, de onde
retornam novamente ao cortex cerebral (HANDLEY et al., 2009). Durante o aprendizado dos
movimentos € mesmo em movimentos aprendidos, os nuicleos da base exercem importante fungao
relacionada a formulacdo do comportamento motor adaptativo (GRAYBIEL et al., 1994;
JUEPTNER & WEILLER, 1998).

Dentre os nucleos da base, o estriado (formado pelos nucleos caudado e putdmen) atua
como a por¢do receptora da maioria das projecdes provenientes de diversas regides corticais,
tendo particular importancia na integracao de informacdes necessdrias a realizacdo do movimento
voluntdrio normal e, talvez, para o aprendizado sensério-motor (BROWN & SHARP, 1995)
Experimentos utilizando a injecdo estriatal de inibidores de sintese protéica demonstram que a
referida inibicdo € capaz de prejudicar a aquisi¢do de tarefas que envolvem a habilidade motora,
sugerindo a participagdo da plasticidade estriatal, assim como a integridade dos circuitos que
envolvem os nicleos da base, como um componente fundamental neste processo (WACHTER et
al., 2010).

Dados provenientes de vérias linhas de investigacao sugerem que o estriado apresenta uma
efetiva contribuicdo para a execugdo das tarefas motoras de habilidade do alcance, incluindo
componentes da atencdo (VANVLEET et al., 2002; KARNATH et al, 2002), da orientagdo
espacial (BROWN et al., 1989), da percep¢ao sensoério-motora JEYASINGHAM et al., 2001), da
motivacdo (CARDINAL et al., 2002) e da selecdo dos movimentos que compdem 0 gesto motor
(REDGRAVE et al., 1999). Outra funcdo estriatal importante € a finalizacdo de programas
motores relacionados a metas, tais como alcangar e segurar um objeto.

Assim como no coOrtex cerebral, alguns mapas de representacdo estriatal ja foram
propostos, embora suas caracteristicas sejam bastante diferenciadas em relacdo ao primeiro
(GROENEWEGEN, 2003). Nos roedores as projecdes corticais sensério-motoras chegam até o

estriado dorsolateral e, nessa regido, um mapa somatotépico que inclui o membro anterior
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(ventrolateralmente), o membro posterior (dorsomedialmente) e as vibrissas (medialmente), parece
estar organizado (BROWN & SHARP, 1995). Esses mesmos autores demonstraram também que a
estimulacdo cortical unilateral é capaz de induzir um aumento na atividade estriatal de modo
bilateral, o que € esperado, tendo em vista que as projecdes oriundas do cortex sensério-motor
projetam-se bilateralmente ao estriado de roedores (CANTERAS et al., 1988; McGEORGE et al.,
1989). Sendo assim, as algcas de retroalimentacdo corticais e subcorticais apresentam grande
importancia para o controle dos movimentos, enviando informagdes sobre o gesto motor
pretendido até os sitios de controle onde ocorrem a corre¢do, a adequacgdo e o aperfeicoamento do

mesmo, para posteriormente reenviar essas informacoes as estruturas corticais (Fig. 5).

Figura 5. Representacdo simplificada das principais conexdes dos nticleos da base. (A) aferéncias
e eferéncias dos nicleos da base; (B) vias estriatais direta e indireta; (C) al¢as de retroalimentacdo.
CPu: estriado; AcbC: nucleo acccumbens; LGP: globo pdlido lateral; vl, vim, md e pf: nicleos
ventro-lateral, ventro-medial, médio-dorsal e parafascicular do tdlamo, respectivamente; SC:

coliculo superior; SNc: substancia nigra pars compacta (adaptado de GERFEN, 2004).
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1. 3 Recuperacao funcional: aspectos p6s-AVC

A func¢do do membro superior € critica para o desempenho eficiente e independente nas
atividades didrias e a reabilitacdo da extremidade superior apés 0 AVC mantém-se como um alvo
de estudo, uma vez que esta se mostra resistente a recuperacdo funcional (NAKAYAMA et al.,
1994). Esse fato se deve principalmente aos distirbios que envolvem a motricidade fina,
importante aspecto da preensdo e funcionalidade manual, e que pode ser prejudicado por lesdes do
sistema nervoso, comprometendo, dessa forma, a capacidade de gerar e controlar os movimentos
(FARR & WHISHAW, 2002).

Assim como em humanos, as lesdes que acometem o sistema nervoso central (SNC) de
roedores, principalmente o cortex sensdrio-motor e o estriado lateral, sdo capazes de prejudicar os
movimentos do membro anterior e dos dedos. Logo, observa-se um comprometimento do
movimento funcional de habilidade do alcance, pois a lesdo destes sitios fundamentais na rede
neural que regula os movimentos finos acarreta em danos cinemdticos dos movimentos que
compdoem o referido gesto motor (WHISHAW et al., 1986; CIFU & LORISH, 1994;
MACLELLAN et al., 2006). Dessa forma, o sucesso na realizagdo de um alcance e preensdo pode
depender de movimentos compensatérios, o que ocorre tanto em modelos de HIC como de
isquemia focal (FARR & WHISHAW, 2002; MAcLELLAN et al., 2006).

Nesse contexto, o desempenho na realizacao da tarefa de habilidade e os aspectos inerentes
a esse movimento podem ser avaliados e quantificados utilizando-se a anélise do comportamento.
Uma das tarefas comportamentais mais utilizadas na avaliacdo quantitativa e qualitativa da
extensdo do prejuizo sensério-motor, em animais, € o estudo do alcance e da preensdao de comida
(WHISHAW et al., 1986; SCHALLERT et al., 2000; FARR & WHISHAW, 2002; MAcLELLAN
et al., 2006; AURIAT et al., 2009), particularmente relevante no estudo de fendmenos
relacionados ao dano e regeneracdo do SNC (NIKKHAH et al., 1998; BURY & JONES, 2002;
BIERNASKIE et al., 2005). O emprego do membro anterior no comportamento alimentar
representa uma integracdo complexa de funcdes sensoriais € motoras € envolve a ativacdo de
circuitos corticais e subcorticais (NIKKHAH et al., 1998).

Embora a maioria dos trabalhos da literatura, tanto clinicos como experimentais, abordem
preferencialmente o AVC isquémico em relacdo ao AVC hemorrdgico, muitas caracteristicas
comportamentais se mostram presentes em ambos os casos. Uma delas é que os animais
apresentam assimetrias motoras e alteracdes sensoriais contralaterais a lesdo (DeBOW et al., 2003;
MACLELLAN et al., 2006). No modelo de HIC induzido pela injecao estereotdxica estriatal de

colagenase, a habilidade no movimento do membro anterior contralateral ao hemisfério lesado é
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prejudicada, ndo sendo recuperada mesmo no decorrer de duas a seis semanas apds o dano
hemorragico, a depender da gravidade do mesmo (MACLELLAN et al., 2006). Este fato pode ser
observado por no minimo 15 dias em modelos isquémicos mais brandos até a completa
incapacidade de realizar a tarefa de alcance apds utilizagdo de protocolos mais agressivos, com
lesdo isquémica simultanea do cértex sensério-motor e do estriado (WINDLE et al., 2006).

Embora o dano cerebral possa ser devastador para os individuos que sofrem um AVC, seja
esse de natureza isquémica ou hemorrdgica, muitos pacientes sobrevivem ao evento inicial e
experimentam algum grau de recuperacdo espontanea, a qual pode ser aumentada por intervencoes
terapéuticas (WHISHAW, 2000; GONZALEZ & KOLB, 2003; REGLODI et al., 2003; DEBOW
et al., 2003; MACLELLAN et al., 2006; AURIAT et al., 2006; MURPHY & CORBETT, 2009)
que visam otimizar os fendmenos neuroplasticos presentes nesse periodo, o que poderia contribuir
para a melhor recuperacdo funcional (LIEPERT et al., 2000; GRIESBACH et al., 2004;
BIERNASKIE et al., 2005; MAcCLELLAN et al., 2006). Alguns estudos em humanos evidenciam
também que essa recuperacao funcional espontanea, que ocorre durante os primeiros meses apds o
AVC, € um processo atribuido a uma série de fatores que incluem mudancgas compensatdrias no
hemisfério lesado; organizacdo funcional do tecido cortical que circunda a drea lesada; ativacao de
areas motoras do hemisfério nao lesado; e a ativagdo aumentada de dreas motoras “nao primarias”,
tais como a AMS, coértex parietal inferior, cingulado, insula e cerebelo (CAURAUGH &
SUMMERS, 2005; MACCIOCCHI et al., 1998).

Além das dreas encefélicas envolvidas no processo de restauracdo da fungdo sensoério-
motora apés o AVC, dois fendmenos conceitualmente distintos parecem ser importantes: a
recuperacdo funcional - processo de restabelecimento dos padrdes neurofisiolégicos sensoriais e
motores que estavam presentes antes do referido insulto; e as compensacdes motoras
comportamentais - estratégias alternativas durante a realizacdo de uma tarefa, que permitem que
um objetivo funcional seja alcangado. Nesse caso, podemos citar as mudangas posturais, tais como
as rotagdes de tronco e ombro, as quais podem auxiliar na realizacdo de tarefas motoras
(MURPHY & CORBETT, 2009). Apesar destes conceitos, os protocolos para a avaliacio motora
e comportamental utilizados atualmente, raramente sdo suficientemente sensiveis para discernir se
a causa de um melhor desempenho se deve a recuperacdo funcional, as compensacdes motoras
comportamentais ou a contribuicdo de ambos os fatores (WHISHAW, 2000; MURPHY &
CORBETT, 2009). Por esta razdo, a maioria dos trabalhos disponiveis na literatura considera
simplesmente a melhora no desempenho sensério-motor, sem distingui-lo entre graus de

compensacgao ou recuperacao “verdadeira” (MURPHY & CORBETT, 2009).



14

Nesse contexto, as intervengdes sensorio-motoras tais como o enriquecimento ambiental,
as tarefas de habilidade do alcance e preensdo ou a associacdo das mesmas demonstram ser
capazes de promover algum grau de recuperagdo funcional apds modelos de AVC em roedores
(BIERNASKIE et al., 2005; AURIAT et al., 2006, MURPHY & CORBETT, 2009). Em humanos
que sofreram AVC, a terapia orientada a tarefa de habilidade se baseia no re-treinamento de
atividades funcionais por meio da utilizacdo e inter-relagdo de multiplos sistemas, incluindo o
musculo-esquelético, perceptivo e cognitivo (SCHAECHTER, 2004; ADKINS et al., 2006).
Existem evidéncias indicando que o restabelecimento funcional que ocorre em individuos
hemiparéticos aconteca devido a plasticidade neural adaptativa nas regides motoras nao
acometidas, compreendendo dreas cerebrais corticais e subcorticais (LIEPERT et al., 2000).
Estudos de neuroimagem também sugerem que apds eventos isquémicos, os ganhos funcionais
obtidos por meio do treinamento orientado a tarefa possivelmente acontecam devido ao
restabelecimento do controle exercido pelo cértex sensério-motor ipsilateral a lesdo. Nesses casos,
ocorreria um aumento na atividade dos cortices sensorial € motor primdrios ipsilesionais
adjacentes e uma redistribuicdo da atividade em diversas dreas da rede sensoério-motora
(CONNER et al., 2003; SCHAECHTER, 2004; ADKINS et al., 2006).

Apesar das diferencas fisiopatoldgicas, processos neurais bastante parecidos aos que
fundamentam a reorganiza¢do dos mapas corticais durante o aprendizado de tarefas motoras de
habilidade no encéfalo intacto talvez também possam estar engajados durante o reaprendizado das
funcdes sensorio-motoras no encéfalo lesado (KLEIM & JONES, 2008; NOWAK et al., 2009).
Nesse sentido, a realizacdo de movimentos de habilidade orientados a tarefa com o membro
anterior afetado, apds a lesdo experimental (NUDO et al., 1996) e a terapia induzida por
constricdo do membro ipsilateral a lesdo (LIEPERT et al., 2000) resultam na modificagdo dos
mapas corticais e promovem uma melhor recuperacdo funcional (NUDO, 2003; WARD et al.,
2003). Em roedores, observa-se que com o progresso da recuperacdo do membro anterior
contralateral a lesdo ocorre crescimento dendritico em areas do hemisfério nao-lesado (FORGIE et
al.,, 1996). Além disso, estudos realizados em pacientes submetidos a terapia de habilidade,
empregando ressonancia magnética funcional, demonstraram que dreas motoras bilaterais também
podem ser recrutadas durante movimentos do membro ou mao afetados (WEILLER et al., 1993).
Isto indica que esse tipo de tratamento poderia induzir adaptacdes na circuitaria neuronal em
tecidos proximos e longinquos a lesdo e que tal reorganizacdo contribuiria na recuperacdo de
funcdes motoras comprometidas (BIERNASKIE & CORBETT, 2001). Dessa forma, talvez a

unica maneira de obtermos uma recuperacdo verdadeira seja através do restabelecimento dos
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circuitos destruidos, fato que poderia ocorrer mediante o reaprendizado da realizagdo das tarefas
motoras prejudicadas pelo AVC (WHISHAW, 2000).

Alguns estudos comportamentais em humanos evidenciam que existem diferengas na
recuperagdo e nas limitacoes funcionais de individuos que sofreram AVC hemorrégico frente aos
que sofreram AVC isquémico de semelhante gravidade. Isso provavelmente estd relacionado com
as diferentes respostas do SNC as particularidades de cada dano (STURM et al., 2002; KELLY et
al., 2003) o que ainda precisa ser elucidado. Sabe-se, porém, que independente da abordagem e
terapia utilizada, o inicio do tratamento deve ser suficientemente precoce a fim de maximizar os
ganhos possiveis e, no entanto, ndo tao imediato a ponto de exacerbar possiveis danos celulares
(RISEDAL et al., 1999; HUMM et al., 1998).

Apesar de todos os fatores anteriormente mencionados, muito pouco € conhecido acerca
dos mecanismos envolvidos na plasticidade neural (FORGIE et al., 1996; NUDO, 2003; ADKINS
et al., 2006), principalmente no que diz respeito a participacdo do mais novo integrante sindptico:

a astroglia (KEINER et al., 2008).

1.4 Astrécitos e neuroplasticidade: aspectos morfofisiologicos

As células que circundam os neurdnios do sistema nervoso sao conhecidas coletivamente
pelo nome de células gliais ou neuroglia e podemos dividi-las em dois grupos: a microglia —
células com fungdo fagocitica; e a macroglia — composta pelos oligodendrdcitos (presentes no
SNC), células de Schwann (presentes no sistema nervoso periférico) e astrécitos (ARAQUE et al.,
2001, VOLTERRA & MELDOLESI, 2005; ARAQUE, 2008).

A denominacdo neuroglia significa “cola nervosa” e foi dada por Robert Virchow, em
meados do século XIX fazendo uma alusdo a possivel fungcdo de “cola” ou suporte conectivo
exercido por essas células (ARAQUE et al., 2001; VOLTERRA & MELDOLESI, 2005). Durante
o periodo inicial de documentacdo das caracteristicas celulares encefdlicas, uma maior
importancia foi dada aos neurdnios, ja que a excitabilidade elétrica dessas células poderia permitir
a conducdo de informacdes dentro do SNC, o que ndo acontecia com as células gliais
(SONTHEIMER et al.,, 1996; ARAQUE et al.,, 2001). De fato, os primeiros estudos
eletrofisiol6gicos demonstraram que as células gliais eram eletricamente inexcitdveis e apenas
respondiam passivamente a atividade neuronal, atuando no tamponamento e manutencdo dos
niveis de potassio extracelular (ARAQUE et al., 2001; VOLTERRA & MELDOLESI, 2005).

Apesar das observagdes feitas em 1899 por Santiago Ramoén y Cajal no trabalho intitulado

“Contribucion al conocimento de la neuroglia del cérebro humano” que alertavam para a
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importancia dessas células, somente com o advento tecnoldgico ocorrido nas dltimas décadas, que
uma série de funcdes gliais potencialmente dindmicas comecaram a ser apreciadas (ARAQUE et
al., 2001; ARAQUE, 2008). Sendo assim, o aumento das investigacdes envolvendo a macroglia,
resultou na demonstracdo de que os astrocitos possuem uma série de funcdes no SNC
(VOLTERRA & MELDOLESI, 2005). Essas evidéncias acerca das intimas relagdes astrocitdrias
com o0s neurOnios levaram Araque e colaboradores a cunharem o termo sinapse tripartite
(ARAQUE et al., 1999), o qual busca substancializar a comunicagdo entre os terminais pré e pos-
sindpticos com o astrdcito circundante. Dessa forma, foi reconhecido que o mesmo pode atuar
decisivamente no processamento sindptico através de varias funcdes, dentre elas a liberagdo dos
chamados gliotransmissores, e, assim, exercer influéncia sobre a excitabilidade neuronal e a
transmissao sindptica (PEREA et al., 2009; ARAQUE, 2008).

Além de colaborarem ativamente na regulacdo da informacdo sindptica, fato que sugere
fortemente o envolvimento dos mesmos no processamento das informagdes no SNC, os astrocitos
também desempenham outras fun¢des fundamentais para a fisiologia do SNC, estando envolvidos
no suporte tréfico e metabdlico dos neurdnios, na sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal, no
crescimento dos neuritos, na sinaptogénese € na manutencdo da homeostase (ARAQUE et al.,
1999; ARAQUE, 2008; PEREA et al., 2009).

A proteina glial fibrilar dcida (GFAP) € uma proteina integrante do citoesqueleto
astrocitdrio que faz parte da classe III de filamentos intermedidrios gliais e provavelmente esta
implicada com uma série de modificagcdes na estrutura e funcio dessas células (RUTKA et al.,
1997; ARAQUE, 2008). Trata-se de uma proteina que fornece estabilidade além de atuar na
manuten¢do da estrutura e definicio da forma celular (RUTKA et al., 1997). Esta proteina é
expressa em astrocitos maduros e sua detec¢do ainda pode ser utilizada como um dos principais
marcadores astrocitdrios no SNC, embora apresente expressdo heterogénea dentre as diferentes
regides encefdlicas (ZILLES et al.,, 1991; TAFT et al., 2005). Sabe-se, entretanto, que as
mudancas na expressdo ou fosforilagdo desta proteina podem acarretar em modificacdes na
morfologia astrocitdria, o que geralmente ocorre em paralelo com mudancas neuronais
(THEODOSIS et al., 2008), e poderia estar implicado em alteracdes das propriedades funcionais
das regides encefalicas envolvidas (GOMES et al., 1999; VIOLA et al., 2009).

Até a década de 90, os pesquisadores encontravam grande dificuldade na observacdo de
possiveis mudangas na expressdo de GFAP, assim como na morfologia astrocitdria. Esse fato se
devia principalmente a andlise observacional puramente qualitativa, onde a qualidade das técnicas
imunoistoquimicas e a experiéncia prévia do observador eram fatores determinantes para o

resultado dessas observacdes, nem sempre claras e conclusivas. Porém, gracas a utilizacdo de
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técnicas estereoldgicas aplicadas a andlise de imagens (HOWELL et al., 2002; XAVIER et al.,
2005; DALL’OGLIO et al., 2008), uma andlise quantitativa de maior precisdo e acuricia tem
contribuido para a elucida¢do de uma série de aspectos morfofuncionais de vérias células do SNC,
entre estas, os astrocitos GFAP positivos (GFAP+) (VIOLA et al., 2009).

Em animais saudéveis, ja foi demonstrado que os astrdcitos talvez possuam um papel
importante na plasticidade neural induzida pela experiéncia, o que € evidenciado pelo aumento da
expressao de GFAP apdés manipulagdes comportamentais e ambientais, tais como o ambiente
enriquecido (SIREVAAG & GREENOUGH, 1991), o condicionamento olfatério (MATSUNI &
LEON, 1993), a deprivacdo sensorial (HAWRYLAK & GREENOUGH, 1995) e a atividade
motora (GOMEZ-PINILLA et al., 1998). Além disso, também j4 foi demonstrado que a exposicio
de animais intactos ao ambiente enriquecido € capaz de induzir alteragcdes morfolégicas no
hipocampo de roedores, onde ocorre hipertrofia e aumento no nimero de células gliais
(SIREVAAG & GREENOUGH, 1991) assim como um aumento no nimero, comprimento e
ramificagdes dos processos primdrios (VIOLA et al.,, 2009). Em geral essas alteragdes
morfoldgicas ocorrem na mesma escala temporal em que se observam alteragdes neuronais
(MARKHAM & GREENOUGH, 2004) e corroboram a idéia de que as modifica¢des nas redes de
astrdcitos sdo parte integral dos processos plésticos que ocorrem no SNC (VIOLA et al., 2009).
Por outro lado, diversos trabalhos ja demonstraram exaustivamente que os danos encefdlicos
resultam em um aumento na expressao de GFAP, sendo a mesma considerada como um marcador
de astrogliose reativa (RIDET et al., 1997). Essa astrogliose € classicamente vista como um dos
principais contribuintes para formacdo da cicatriz glial, fendmeno que poderia prejudicar o
crescimento axonal e a recuperagdo funcional pés-lesio (ALONSO & PRIVAT, 1993; RIDET et
al.,, 1997, HUDGINS & LEVISON, 1998). Nesse sentido, muitas estratégias experimentais ja
foram estudadas ao longo dos anos com o intuito de disponibilizar firmacos supostamente
“neuroprotetores” que atuem na inibi¢do da astrogliose reativa (HORNER & GAGE, 2000;
FAWCETT & ASHER, 1999; SILVER & MILLER, 2004; LI et al., 2005). Entretanto, um
elegante estudo utilizando camundongos GFAP-knockout demonstrou que esses animais
apresentavam uma pior recuperagdo funcional apés um modelo de excitotoxicidade induzida por
trauma cranio-encefdlico do que os animais lesionados que expressavam GFAP (OTANI et al.,
2006). Adicionalmente, Hayakawa e colaboradores (2009) demonstraram que a astrogliose reativa,
presente no cortex cerebral adjacente a lesdo em modelo de isquemia focal, talvez contribua para
uma melhor recuperacdo funcional espontanea e participe do remodelamento neurovascular, de
modo que muitas respostas gliais possivelmente sejam benéficas e visem uma melhor recuperagcao

funcional p6s-AVC (HAYAKAWA et al., 2009). Portanto, a concepcdo de que a astrogliose
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reativa € um processo puramente danoso talvez nao seja completamente correta e, nesse sentido, o
balanco entre o dano e o reparo induzido pela mesma, possivelmente dependa do tempo e das
experiéncias ambientais que estdo presentes no periodo p6s-AVC (LO, 2008).

Nesse sentido, Briones e colaboradores (2006) demonstraram que tanto a isquemia cerebral
global quanto o ambiente enriquecido eram capazes de aumentar a expressio de GFAP por
astrocitos reativos, porém quando os animais isquémicos eram submetidos ao enriquecimento
ambiental uma resposta astroglial ainda mais intensa foi observada. Embora a razio para esse
aumento ndo esteja completamente clara, é possivel que o fendmeno observado decorra da
tentativa de viabilizar a promocao de um micro-ambiente favordvel e que, possivelmente,
contribua para a recuperagdo funcional e restabelecimento das funcdes comportamentais
(BRIONES et al., 2006). Da mesma forma, diferencas quanto a proliferacdo e a sobrevivéncia de
células gliais adjacentes a um infarto cortical também foram encontradas apds a realizacdo de um
protocolo de reabilitagdo que utilizava a tarefa de habilidade do alcance ou o enriquecimento
ambiental (KEINER et al., 2008).

Assim, € possivel que as respostas astrocitdrias aumentadas no periodo pds-lesdo do SNC
visem facilitar a recuperacdo funcional, principalmente na presenca de estratégias sensorio-
motoras, embora muito pouco ainda seja conhecido sobre o papel dessas alteracoes
morfofisiologicas e suas relagdes com a recuperacdo sensoério-motora e funcional. Contudo, que
seja de nosso conhecimento, ndo existem trabalhos publicados até o presente momento
demonstrando possiveis alteracdes morfolégicas diferenciais em astrécitos GFAP+ no cortex
sensdrio-motor e estriado apds os treinamentos de habilidade do alcance e preensdao ou de nao-
habilidade do membro anterior, tampouco as implica¢cdes comportamentais que possivelmente
possam ser desencadeadas por essas alteracdes morfoldgicas, tanto em animais intactos quanto em

animais submetidos a HIC.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a recuperacdo motora funcional, volume da les@o, assim como aspectos correlatos
a morfologia de astrécitos GFAP+ do coértex sensorio-motor e estriado, bilateralmente, em ratos
Wistar adultos, submetidos a HIC induzida por colagenase e ao treinamento da tarefa de

habilidade ou de ndo-habilidade do membro anterior.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a recuperacdo motora funcional dos membros anteriores contralateral e
ipsilateral a lesdo de ratos Wistar adultos, submetidos a HIC, por meio do teste do Staircase, teste

da escada horizontal e teste do cilindro;

2. Avaliar morfologicamente o volume da lesdao produzida pelo modelo de HIC, nos

diferentes grupos experimentais;

3. Estimar a densidade dos astrécitos GFAP+ no cortex sensdrio-motor e estriado
dorsolateral, bilateralmente, utilizando a microscopia confocal, nos diferentes grupos

experimentais;

4. Avaliar morfologicamente o ndimero e o comprimento dos processos primdrios de
astrocitos GFAP+ no cértex sensorio-motor e estriado dorsolateral, bilateralmente, utilizando o

método dos circulos concéntricos de Sholl associado a microscopia confocal, nos diferentes

grupos experimentais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho experimental

Foram utilizados 64 ratos Wistar, adultos provenientes do Biotério do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com 60 dias de vida ao inicio dos
experimentos. Os animais permaneceram em grupos de no maximo cinco, em caixas de Plexiglass
sob condi¢des padrio (ciclo de 12 h claro/escuro) e controle da temperatura (21 + 2° C). Agua e
comida foram fornecidas a vontade, exceto durante a realiza¢do dos testes comportamentais, como
serd descrito na sessao especifica.

Os animais foram adaptados durante trés semanas para a realizacdo do teste do Staircase e
durante uma semana para a realizacdo do teste da escada horizontal. Nas 12h precedentes ao dia de
inicio do periodo de adaptacdo, os animais permaneceram em restricdo alimentar total a fim de
aumentar o interesse pelo alimento novo fornecido. A partir do primeiro dia de adaptacdo, os
animais entraram em regime de restri¢do parcial de alimento, quando foi fornecido cerca de 15g a
20g de racdo padrdo por animal todos os dias, ao final do dia. O peso dos animais foi controlado
semanalmente, afim de que ndo ultrapassasse o limite inferior de 85% do peso corporal quando em
alimentacao livre.

A aclimatacdo a caixa utilizada para o treinamento da tarefa de habilidade e a esteira
(utilizada para a tarefa de ndo-habilidade) foi realizada ao final da semana anterior ao
procedimento cirdrgico, de modo que todos os animais receberam uma tunica sessdo de cada
modalidade. Nos quatro dias anteriores a inducdo da HIC todos os animais foram avaliados nas
tarefas comportamentais (teste do Staircase, escada horizontal e teste do cilindro). Infelizmente,
ao final das trés semanas de adaptacdo, quatro animais foram excluidos por ndo terem atingido o
critério de inclusdo estabelecido para o teste do staircase. Depois disso, os animais foram
distribuidos nos diferentes grupos experimentais de acordo com o desempenho pré-cirirgico
apresentado no teste do Staircase. Isso foi realizado de modo que nado existissem diferencas, sob o
ponto de vista da habilidade motora fina, entre os diferentes grupos antes da indug¢do da HIC.

Sendo assim, estabeleceram-se os seguintes grupos experimentais:

(a) Sham sem treinamento [S-ST] (n=08)

(b) Sham + Treinamento da Tarefa de Habilidade do Alcance [S-TH] (n=08)
(©) Sham + Treinamento da Tarefa de ndo-habilidade [S-TNH] (n=08)

(d) HIC sem treinamento [HIC-ST] (n=12)
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(e) HIC + Treinamento da Tarefa de Habilidade do Alcance [HIC-TH] (n=12);
) HIC + Treinamento da Tarefa de ndo-habilidade [HIC-TNH] (n=12).

Nas 48 h anteriores ao procedimento cirtirgico os animais retornaram a alimentacdo ad
libitum. As avaliacdes comportamentais referentes ao desempenho no pds-cirirgico foram
realizadas no quinto e sexto dias apds a cirurgia. No sétimo dia pds-operatério teve inicio o
periodo de treinamento. Ao longo de quatro semanas, os animais pertencentes ao grupo STH e
HTH foram submetidos a tarefa de habilidade do alcance e preensdo e os animais pertencentes aos
grupos SNH e HNH a tarefa de marcha na esteira. Os grupos S-ST e H-ST foram manipulados,
permaneceram sob o mesmo regime de restricdo alimentar, e receberam a mesma quantidade
média de alimento doce que os grupos tratados. A avaliacdo comportamental foi repetida,
semanalmente, até o fim do periodo de treinamento. Todas as mensuragdes, tanto referentes aos
testes comportamentais quanto aos aspectos morfologicos, foram realizadas por avaliadores cegos

em relacdo aos grupos experimentais e aos resultados paralelos.

Inicio Inicio Avaliacao
adaptacdo Avaliacdo Pré Cirurgia Avaliacdo Pés Treinamento  Avaliacdo Avaliacao Avaliacao Sacrificio

| |
Dia0 Dias5e 6

3 semanas 1.2semana 22semana | 3.2semana | 4.2.semana

Dia7

Figura 6. Desenho experimental.

3.2 Modelo de hemorragia cerebral induzida por colagenase

A injecdo de colagenase derivada de clostridium histolyticum no parénquima cerebral € um
método bastante empregado atualmente com a finalidade de reproduzir a HIC, em especial nos
nicleos da base. Introduzido no inicio dos anos 1990, acredita-se que este modelo possa
reproduzir experimentalmente, de modo satisfatério, os efeitos da HIC espontanea em humanos
(ROSENBERG et al., 1990). Particularmente, os danos sensoriais € motores decorrentes da HIC
causada pela injecdo estriatal de colagenase s@o uteis para o estudo do treinamento de habilidade,
pelo fato do estriado dorsolateral contribuir tanto para a iniciagdo quanto para a execugao da tarefa
de habilidade do alcance (WHISHAW et al., 1986).

As colagenases sdo uma familia de enzimas proteoliticas que catalisam a hidrélise do

coldgeno, sendo este um componente fundamental presente na membrana basal da barreira
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hemato-encefdlica. A injecdo de colagenase promove a dissolucdo da matriz extracelular ao redor
dos capilares cerebrais, resultando em uma “hemorragia espontanea” no local da aplicagdo. As
vantagens deste modelo incluem a simplicidade, a reprodutibilidade dos resultados, extensdo
hemorragica dose-dependente e facil adaptacdo do modelo para aplicacio em vdrias espécies
animais, incluindo ratos, camundongos e suinos. Desta forma, este modelo apresenta relevancia
clinica por promover a ruptura de pequenos vasos com baixa variabilidade técnica, obtendo-se
uma hemorragia de extensdo controlada (JAMES et al.,, 2007; MACLELLAN et al., 2006;
MACLELLAN et al., 2008).

Os animais foram anestesiados com halotano (indu¢do 4%, manutencao de 1,5% a 2%, em
70% de N,O e 30% de O,) utilizando-se um aparato de anestesia inalatéria (Narcosul) e, apés
profundamente anestesiados, foram colocados em posicao ventral no aparelho estereotaxico.
Assim, realizou-se a tricotomia da regido central da calvédria do animal, a assepsia com &dlcool
etilico e, com o auxilio de um bisturi cirdrgico, uma incisao na linha média de aproximadamente
0,5cm sobre a pele para exposicdo 6ssea do cranio. Apds, utilizou-se uma broca odontoldgica
especial (Beltec LB100) para realizar uma pequena trepanacdo que permitiu a passagem da seringa
de injecdo estereotdxica (Hamilton®, n.° 26, USA). A HIC foi induzida no estriado contralateral ao
membro anterior de preferéncia do animal, de acordo com a avaliacio pré-operatdria,
considerando-se o teste do Staircase. Isto foi realizado por meio da micro-injecdo de 0,2 U de
colagenase tipo IV, derivada de clostridium histolyticum, diluidas em 1ul de salina estéril, de
acordo com as seguintes coordenadas estereotdxicas: 0.0 mm anterior ao Bregma, +3.6 mm lateral
ao Bregma e -6.0 mm ventral a partir do cranio (PAXINOS & WATSON, 2004; SZYMANSKA et
al., 2006). O volume foi injetado ao longo de 5 minutos e, antes da retirada da seringa, esperou-se
adicionais 5 minutos a fim de minimizar possivel refluxo (SZYMANSKA et al., 2006). Nos
animais dos grupos S, STH e SNH foi injetado o mesmo volume do diluente. Apds o
procedimento cirdrgico, os animais permaneceram com dgua e comida ad libitum até 24h antes do
inicio dos treinamentos. A HIC foi realizada mediante controle de temperatura retal (Letica,
Espanha), de modo a ndo ultrapassar os limites de 36.5 a 37.5°C. Imediatamente apds a sutura com
fio de nylon cirdrgico, os animais receberam uma aplicacdo tépica de lidocaina 10% (Xilocaina®)
e tiveram o comportamento monitorado. Caso necessdrio, 0os animais recebiam um reforco desta
aplicacdo, respeitando os limites posoldgicos do medicamento.

Apés a cirurgia, os animais foram examinados quanto ao sucesso do procedimento
ciriirgico e ao conseqiiente prejuizo motor. Todos os animais injetados com colagenase deveriam
exibir déficit motor do membro anterior contralateral ao hemisfério lesado (DeBOW, 1993;

MACLELLAN et al., 2006) além de apresentar rotacdo espontanea na dire¢do contralateral ao
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hemisfério lesado quando fossem suspensos pela cauda (WHISHAW et al., 1986). Caso o
comportamento acima descrito ndo fosse evidenciado, o animal seria excluido do estudo.

A localizagdo topografica da hemorragia, a qual tipicamente inclui regido lateral do
estriado, bem como a extensdo da lesdo, foi evidenciada pela avaliacdo histolégica utilizando-se a

técnica de coloracdo por hematoxilina-eosina, como serd descrito posteriormente.

3.3 Tarefas motoras

3.3.1 Tarefa de habilidade do alcance e preensdo

Essa tarefa foi realizada por meio da utilizagdo de caixas desenvolvidas para o treinamento
do alcance e preensdo de comida, chamadas de caixas de reabilitacdo (rehabilitation boxes)
(BIERNASKIE & CORBETT et al., 2001). As referidas caixas sdo confeccionadas em acrilico,
possuindo uma plataforma central e uma bandeja de cada lado, que podem ser preenchidas com
alimento (Fig. 7). As dimensdes do aparato permitem somente o uso independente do membro
ipsilateral a bandeja em questdo, ndo permitindo o alcance cruzado do animal. Dessa forma, a
bandeja situada abaixo do membro ndo-afetado permaneceu vazia enquanto a bandeja situada
abaixo do membro afetado foi preenchida com pequenas esferas comestiveis (15g por sessao,
glébulos inertes n° 7 - 4,6 mm; 65 mg = 10%; Farmacopéia Brasileira Homeopdtica). A
quantidade dessas esferas foi estabelecida de modo a prevenir o alcance das mesmas com a lingua
do animal ou um possivel sucesso utilizando o membro ndo-lesado, conforme descrito pelos
autores citados.

Para realizar a sessdo de habilidade do alcance e preensdo, os animais eram removidos das
suas caixas moradia e colocados individualmente em caixas semelhantes que continham o referido
aparato. As sessoes tinham duracdo de 40 minutos e eram realizadas uma vez por dia (durante o
ciclo claro, entre as 12 h e 16 h), cinco dias por semana durante 4 semanas apds a cirurgia. Ao
final de cada sessdo, os animais eram devolvidos as caixas moradia e a quantidade de esferas
remanescentes era pesada com a finalidade de verificar a adesdo do animal a tarefa. O tempo de
duracdo da sessdo e o ciclo de realiza¢do da tarefa foram escolhidos de modo a possibilitar uma
maior comparagdo entre as tarefas propostas, tendo por base dados oriundos de um experimento

piloto.
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Figura 7. Aparato empregado para a realizacdo da tarefa de habilidade do alcance e preensao. (A)

ilustragc@o da caixa de alcance e preensao; (B) rato realizando a referida tarefa. Fonte: o autor.

3.3.2 Tarefa de nao-habilidade

A tarefa de nao-habilidade ou repeticdo simples foi realizada utilizando-se uma esteira
motorizada (HERMER-VAZQUEZ et al., 2004) desenvolvida para roedores (INBRAMED, Porto
Alegre, Brasil) (Fig. 8). Decorridos cinco dias da cirurgia, os animais eram tratados da mesma
forma que na sessdo de habituacdo: durante quarenta minutos (entre 12 h e 16 h), cinco dias por
semana, ao longo de quatro semanas consecutivas. A escolha do gesto da marcha, utilizado no
presente estudo como tarefa de ndo-habilidade, se deve em funcdo do seu cariter automatizado, de
baixa complexidade e relativa similaridade cinemdtica em relacdo ao movimento de habilidade do
alcance (utilizado nos animais que realizaram a tarefa de habilidade), mas que estd inserido em um
contexto comportamental diferente (HERMER-VAZQUEZ et al., 2004). A velocidade utilizada
foi de 1,8 m/min, sendo esta, a menor velocidade permitida pela esteira. Essa velocidade minima
foi determinada pelos autores a fim de limitar possiveis efeitos do condicionamento aerébico sobre
as varidveis estudadas, servindo apenas como um estimulo ao movimento da marcha

(PAGNUSSAT, 2009).
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Figura 8. Esteira motorizada empregada para a realizac@o da tarefa de nao-habilidade (modificado

de CECHETTI, 2007).

3.4 Avaliacao comportamental

3.4.1 Teste do ‘“Staircase”

O teste Staircase possibilita a avaliacdo quantitativa da habilidade funcional do animal, exigindo

que o mesmo exerca um controle motor preciso do membro anterior a fim de apanhar esferas

comestiveis (Fig. 9) (MONTOYA et al., 1991; PAGNUSSAT et al., 2009).

Figura 9. Teste do Staircase. (A) ilustracdo da caixa utilizada para o teste; (B) representacdo da

posicdo do animal na caixa para o teste do Staircase (modificado de PAGNUSSAT et al., 2009).

Este teste tem sido utilizado para buscar estabelecer correlagcdes entre o déficit funcional e

a édrea de lesdo, seja essa isquémica (WINDLE et al., 2006) ou hemorrdgica (MAcLELLAN et al.,
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2006), assim como para avaliar o desempenho motor apds estratégias de reabilitacao
(BIERNASKIE & CORBETT, 2001; BIERNASKIE et al., 2004; BIERNASKIE et al., 2005).
Cada caixa para o teste do Staircase contém sete degraus, com espago para trés esferas
comestiveis em cada degrau (Globulos Inertes n°® 7 - 4,6 mm; 65 mg + 10%; Farmacopéia
Brasileira Homeopatica — Brasil). E necessdrio que o rato suba em uma plataforma central para
que possa alcangar as esferas localizadas na escada. A mesma fica disposta em ambos os lados do
animal, possibilitando que o mesmo consiga apanhd-las somente com o membro anterior
ipsilateral 2 mesma. O numero de esferas apanhadas (total de 21 esferas de cada lado) € usado
para quantificar a habilidade de preensdo do membro anterior (MONTOYA et al., 1991) tendo
sido estabelecido um critério de inclusdo de pelo menos 14 esferas apanhadas e consumidas na

média dos 4 frials da avaliagc@o pré-cirurgia.

3.4.2 Teste da escada horizontal

O teste da escada horizontal tem sido empregado para avaliar a coordenacgdo e a habilidade
na execuc¢do da marcha, principalmente em estudos que envolvem danos ao SNC, como por
exemplo, na HIC e nas alteracdes do envelhecimento, possibilitando a avaliagdo dos erros de
colocagdo dos membros anteriores que ocorrem durante a marcha de roedores (METZ &
WHISHAW, 2002). O aparato para a realizacdo do referido teste consiste em duas paredes de
acrilico transparente (I m de largura por 20 cm de altura) e traves de metal (3 mm de didmetro
cada) que sdo inseridas inferiormente, entre as paredes, com uma distdncia minima de lcm entre
elas, caracterizando, assim, a forma que confere o nome de escada horizontal ao teste (Fig. 10). A
escada permanece elevada 30 cm do solo, existindo um refiigio escuro para o animal ao final da
sua extensdo. A largura do aparato € ajustada ao tamanho do animal, permanecendo cerca de 1cm
mais larga que o mesmo, de modo a evitar que o animal caminhe em torno de si ou vire-se no
sentido contrario ao teste (METZ & WHISHAW, 2002).

A dificuldade do teste pode ser modificada pela variacdo na posicdo das traves de metal.
Um padrdo regular das traves permite que o animal aprenda a posi¢cdo das mesmas ao longo de
vdrias sessoes de treino, e dessa forma, antecipe a colocacdo dos membros. Modificando-se esse
padrao regular para um padrdo irregular, entre as diferentes tentativas, prevenimos o aprendizado
do animal quanto a pré-localizacdo da distribuicdo das traves. Na forma de arranjo regular
(utilizada nas sessoes de aclimatacdo), as traves eram espacadas em intervalos de dois centimetros.
Para o padrao irregular (utilizado nas avaliacdes), as traves eram espagadas em intervalos de um a

cinco centimetros. Ao total, foram utilizadas cinco distribui¢des irregulares diferentes, porém as
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mesmas distribuicdes foram empregadas para todos os animais com a finalidade de padronizar a
dificuldade do teste e aumentar a comparabilidade dos resultados. Todas as sessdes de avaliacdo (3
trials por animal em cada avaliacdo) foram filmadas e a mensuracdo do desempenho foi realizada
por meio da andlise do nimero de erros, expressa em percentual de erros (MACLELLAN et al.,
2006). A padronizagdo dos movimentos que configuram erros ou acertos foi realizada conforme
escala previamente descrita, a qual, resumidamente, apresenta 7 tipos de situagdes (6 formas de

erros e 1 acerto) METZ & WHISHAW, 2002; MACLELLAN et al., 2006).

A

6 Apoio Correto

Corregdo

Apoio Parcial

3 Substituigdo l f Substituigdo

| Corregdo

- a

2 Escorregdo leve J Escorregdo profundo

Figura 10. Teste da escada horizontal. (A) ilustragdo do aparato utilizado para a realizag@o do teste
da escada horizontal (adaptado de METZ & WHISHAW, 2002). (B) escore de contagem de erros:
0- erro total; 1- escorregdo profundo; 2- escorregdo leve; 3- substituicio; 4- correcao; 5- colocagao

parcial; 6- colocagao correta (acerto). Fonte: o autor.
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3.4.3 Teste do cilindro

O teste do cilindro visa avaliar o uso assimétrico dos membros anteriores durante a
realizacdo de uma tarefa de exploracao e suporte corporal (SCHALLERT et al., 2006; WOODLEE
et al., 2005; MAcCLELLAN et al., 2006). Para tanto, os animais foram colocados no interior de um
cilindro acrilico de 20 cm de diametro e 40 cm de altura, situado sobre um tampo de mesa de vidro
(Fig. 11). Ap0s, foi realizada a filmagem de cada animal, individualmente (durante 5-6 minutos),
através de um espelho angulado (vista inferior do animal) de modo a possibilitar a observacao dos
movimentos exploratérios espontaneos dos mesmos. O nimero de contatos dos membros
anteriores com as paredes do cilindro, utilizadas para o suporte corporal durante a exploragdo, foi
computado e os animais que ndo realizassem pelo menos 12 contatos exploratdrios independentes
eram excluidos da andlise. Para a realizacdo deste teste os animais nao foram aclimatados, visto
que uma maior exploracdo por parte do animal pode tornar o mesmo mais fidedigno quanto aos
resultados.

A quantificagdo do uso assimétrico dos membros anteriores foi realizada com base na
andlise das imagens filmadas em camera lenta e quadro por quadro (feita por avaliador cego
quanto aos grupos experimentais), sendo, posteriormente calculado por meio da férmula:
([contatos realizados com o membro anterior contralateral + ¥2 dos contatos bilaterais] / nimero
total dos contatos realizados com ambos os membros anteriores X 100]) (MAcLELLAN et al.,

2006).

Figura 11. Teste do cilindro. (A) aparato para a realizacdo do teste; (B) vista lateral de animal
realizando a exploragdo; (C) vista inferior do mesmo, utilizada para a analise das imagens

(adaptado de PAGNUSSAT, 2009).
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3.5 Analise morfolégica

3.5.1 Perfusao

Depois de finalizados os testes comportamentais, os animais foram submetidos aos
protocolos histolégicos e imunoistoquimicos, como rotineiramente realizado por uma série de
estudos relacionados (GHARBAWEIE et al., 2005; MACLELLAN et al., 2006; DERKSEN et al.,
2007). Para tanto, os animais foram profundamente anestesiados com hidrato de cloral (30%,
10mL/Kg) pela via intra-peritonial, sendo realizado, posteriormente, a toracotomia com exposi¢ao
do coragdo. A seguir, foram injetadas 1000 UI de heparina sédica (Cristdlia) no ventriculo
esquerdo, e por meio de uma incis@o neste mesmo ventriculo se inseriu uma canula ligada a uma
bomba de perfusdao (Control Company). Apds uma segunda incisdo, desta vez, no étrio direito, foi
perfundida, inicialmente, uma solucdo salina (150 ml), para lavagem da &arvore vascular e,
posteriormente, uma solugdo fixadora (200 ml) composta de paraformaldeido (PFA) 4% diluido
em tampao fosfato (TF) 0,1 M pH 7.,4. Apés esse procedimento, os encéfalos foram retirados por
meio da abertura da calota craniana sendo pos-fixados na mesma solucao fixadora utilizada para a
perfusdo, por mais 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, eles foram crioprotegidos pela
imersao em sacarose 30% diluida em TF a 4°C, onde permaneceram até submergirem. Depois de
realizar a crioprotecdo, os encéfalos foram congelados em isopentano resfriado em nitrogénio

liquido até a realizagdo das seccoes (40 um) em criostato (Leitz).

3.5.2 Volume da lesdo

Para a avaliacdo histolégica do volume da lesdo, foram selecionadas sec¢des a cada 200
um, iniciando em Bregma +1,7 mm e terminando em Bregma -4,8 mm (PAXINOS & WATSON,
2004; MACLLELAN, 2006). Depois disso, esses cortes foram corados com a técnica de
hematoxilia-eosina. Para tanto, os mesmos foram hidratados e levados a solu¢do de hematoxilina
de Mayer por 3 minutos, sendo, posteriormente, lavados em 4dgua corrente por pelo menos 20
minutos. Em seguida, os cortes foram levados a solu¢do de eosina a 0,5%, no periodo de 15
segundos a 1 minuto, com retirada do excesso de Eosina por meio de diversas imersdes em alcool
95%. Transcorrido estes procedimentos, deu-se inicio o processo de desidratacdo (duas imersdes

em dalcool absoluto, uma imersdo em carboxilol, e, por fim uma imersao em xilol). Em seguida, as

laminas foram montadas e cobertas por badlsamo do Canada e laminulas.
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Ao final do referido processamento histoldgico, as laminas foram escaneadas em resolucdo
de 1200 dpi sendo o volume da lesdao e atrofia tecidual calculado utilizando o software Scion
Image J 4.0 (Scion Corporation, Frederick, MD, USA) e as seguintes equacdes, como previamente

descrito (DeBOW et al., 2003; MACLLELAN et al., 2004):

VH =M x IS x NS, onde:

VH = volume de um hemisfério;
M = (area total da sec¢do coronal do hemisfério — drea do ventriculo — drea do dano);
IS = intervalo entre seccoes;

NS = ndmero de seccoes.

VPT = VRHN - VRHL, onde:

VPT = volume de perda tecidual;
VRHN = volume remanescente do hemisfério normal;

VRHL = volume remanescente do hemisfério lesado.

3.5.3 Imunofluorescéncia

A técnica de imunofluorescéncia (free-floating) foi realizada utilizando-se seccdes que
continham dreas de representacdo cortical sensério-motoras do membro anterior e do estriado
dorsolateral. Resumidamente, as mesmas foram fixadas em PFA 4%, lavadas em PBS e, apés,
bloqueadas por 30 min em uma solu¢do contendo 3% de soro normal de cabra (NGS) (Sigma-
Aldrich) diluidos em PBS Triton-X a 0,3% (PBS-Tx) em temperatura ambiente. Em seguida, as
seccoes foram incubadas overnight com o anticorpo primario (anti-GFAP 1:200, Sigma-Aldrich)
diluido em PBS-Tx e NGS e mantidas em camara fria (4°C) sob constante agitacdo. No dia
seguinte, as secgcoes foram lavadas em PBS e incubadas com o anticorpo secundério fluorescente
(1:500, anti-rabbit 1gG Alexa 488, Molecular Probes) diluido em PBS-Tx e NGS por 2 horas em
uma sala escura (temperatura ambiente), seguida de lavagem em PBS. Depois disso, os cortes
foram montados em 1aminas, cobertos com meio de montagem PVA-DABCO (Fluka Analytical) e
laminulas. Para o controle negativo, alguns cortes tiveram a exposi¢do ao anticorpo primario
omitida, sendo o mesmo substituido por PBS-Tx durante a realiza¢ao do protocolo descrito. Todas

as amostras foram processadas concomitantemente e incubadas durante o mesmo tempo médio.
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Decorrido o procedimento acima descrito, utilizou-se um microscopio confocal (Olympus
FV1000) para a visualizacdo das marcagdes fluorescentes (excitacdo no comprimento de onda 488
nm) de modo que foram obtidas 12 imagens de eixo-z (x: 317,60 pum; y: 317,60 um; z: 30 um) por
animal (sendo 3 eixos-z do cértex sensorio-motor e 3 eixos-z do estriado em cada hemisfério)

obtidos a partir de 3 fatias escolhidas ao acaso.

3.5.4 Densidade numérica dos astrocitos GFAP+

A densidade numérica dos astrécitos GFAP+ no coértex sensério-motor e estriado
dorsolateral foi estimada, selecionando-se uma drea de interesse (AOI) medindo 2993,14 umz
sobre a imagem resultante da sobreposicdo das fatias obtidas em eixo-z (aumento de 40X,
profundidade padronizada em 30 pm). Dessa forma, os astrdcitos localizados dentro da AOI ou
que faziam interseccdo com as margens inferior e lateral a esquerda eram contabilizados, enquanto
que os astrécitos localizados na intersec¢do das margens superior e lateral a direita eram excluidos
da contagem. Durante este processo, os artefatos 6bvios e as células que ndo pudessem ser
claramente definidas eram excluidos da andlise. Nos casos de dificuldade observacional por
sobreposicao celular aparente, realizou-se a conferéncia da seqii€ncia de imagens obtidas ao longo
do eixo-z, de modo a minimizar possiveis erros de estimativa. A estimativa da densidade de
astrocitos GFAP+ foi realizada por meio da modificagdo de equacdo estereolégica previamente

descrita (HOWELL et al., 2002):

DA = (nAST / VOI), onde:

DA = densidade dos astrécitos GFAP+;
nAST = nimero total de astrdcitos presentes no volume de interesse;

VOI = volume de interesse (obtido pela drea da AOI x profundidade total do eixo z).

3.5.5 Anadlise morfologica dos astrocitos

A andlise morfoldgica dos astrocitos foi realizada utilizando uma adaptacao do método dos
circulos concéntricos de Sholl, conforme previamente descrito (SHOLL, 1953; VIOLA et al.,
2009). Para tanto, 15 astrécitos de cada animal (3 secgdes, 5 astrécitos por imagem) que se
encontravam presentes dentro da mesma AOI utilizada para a estimativa de densidade celular

foram avaliados. Nesse sentido, evitou-se a escolha daqueles sobrepostos ou que nio se
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encontravam bem definidos. Resumidamente, sete circulos virtuais, dispostos concentricamente
em intervalos regulares de 2 pum foram dispostos sobre cada astrécito de interesse e o nimero de
intersec¢Oes dos processos astrocitarios com cada circulo virtual foi quantificado nos quadrantes
dorsal, ventral, medial e lateral. A quantificacdo do comprimento dos processos primdrios foi
realizada iniciando em sua origem no soma e se estendendo em dire¢do aos diferentes quadrantes
citados. O prolongamento primario mais longo de cada quadrante e aqueles que eram mais longos
que a circunferéncia total dos circulos foram mensurados manualmente utilizando a ferramenta

virtual de tracado, disponivel no software Image Pro-Plus 6.0.

Figura 12. Imagem ilustrativa de um astrécito GFAP+ antes e apds a colocacdo dos circulos
concéntricos de Sholl (em vermelho). (A) astrécito GFAP+; (B) astrécito GFAP+ sobreposto
pelos circulos concéntricos de Sholl. D: dorsal; V: ventral; M: medial; L: lateral. Barra: 4 pm.

Fonte: o autor.

3.6 Analise estatistica

No presente estudo, todas as avaliacdes morfolégicas e comportamentais foram realizadas
por experimentadores cegos quanto aos grupos experimentais.

Inicialmente, a normalidade dos dados foi testada através do teste de Kolmogorov-
Smirnov, de modo que todas as varidveis estudadas apresentaram distribui¢do normal (P>0,05).
Apoés esse procedimento, o desempenho dos animais nos diferentes testes comportamentais foi
avaliado pela andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas e os dados

relacionados aos aspectos morfologicos foram analisados por meio da ANOVA de duas vias.



33

Sempre que apropriado, o teste de comparagdes multiplas de Tukey foi empregado em todas as
andlises realizadas. Os dados foram expressos como média + erro padrao da média e considerados
estatisticamente significantes quando P<0,05.

Quanto ao “n”, todos os animais incluidos no estudo foram utilizados para as anélises
comportamentais (n=60) estando os mesmos divididos entre os grupos experimentais conforme
descrito anteriormente. Ja para a andlise morfoldgica, foram utilizados 30 encéfalos, provenientes
dos mesmos animais empregados na anélise comportamental, os quais foram divididos igualmente
entre os diferentes grupos (5 encéfalos/grupo).

O software SPSS 8.0 (Statistical Package for the Social Sciences, Inc., Chicago, USA) foi

utilizado para a andlise dos dados.
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4 RESULTADOS

Todos os animais submetidos a HIC apresentaram caracteristicas comportamentais
compativeis com o sucesso cirirgico, o que inclui uma vigorosa adu¢do do membro anterior
contralateral a lesdo, assim como uma rota¢io espontanea em direcdo ao hemisfério contralateral

quando seguros pela cauda (ROSEMBERG et al., 1990; MACLELLAN et al., 2006).

4.1 Volume da lesao

O dano ocasionado pela HIC geralmente incluiu o estriado dorsolateral, entretanto, alguns
animais apresentaram danos adicionais ao globo pélido e corpo caloso 4 semanas apds o referido
insulto (Fig. 13 A). A ANOVA de duas vias demonstrou efeitos significativos somente quanto ao
fator “cirurgia” (que inclui os niveis HIC e sham) (F30) = 1504,19, P<0,001). Apds, o teste de
comparagdes multiplas de Tukey revelou diferengas somente quando os grupos sham eram

comparados com os grupos HIC (P<0,001) (Fig. 13 B).
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Figura 13. Volume da lesdo 4 semanas apds a cirurgia. (A) fotomicrografias encefdlicas de um
animal submetido a HIC. (B) gréifico demonstrando o volume tecidual perdido 4 semanas apds a
cirurgia em animais sham e ICH. * diferenca entre os grupos sham e HIC (independentemente da

tarefa realizada) (P<0,001). EPAD: Erro padrio.
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4.2 Teste do Staircase

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeitos relacionados ao fator
“tempo” (sessdes de avaliagdes) (Fs60) = 124,06, P<0,001), além de interagcdes significativas entre
os fatores “tempo” x “cirurgia” (Fs60) = 70,36, P<0,001) e “tempo” x “cirurgia” x “tarefa” (Fi0,60)
= 2,17 P<0,03). Todos os animais submetidos a HIC apanharam menos glébulos comestiveis do
que os animais sham desde o pds-operatério a semana 4, independentemente da tarefa realizada
(P<0,003). Diferencas significativas também foram encontradas entre os grupos HIC-TH e HIC na
semana 2 (P<0,03), semana 3 (P<0,01) e semana 4 (P<0,001). Adicionalmente, diferencas entre
os grupos HIC-TH e o grupo HIC-TNH foram evidenciadas nas avaliagdes da semana 3 e semana
4 (P<0,04). Nao foram encontradas diferencas significativas entre os animais sham
independentemente da tarefa realizada (P>0,08) (Fig. 14A).

Em relagdao ao membro ipsilateral a lesdo os animais submetidos a HIC ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparados aos animais sham, ndo tendo sido evidenciado

nenhum efeito das tarefas propostas (P>0,08) (Fig. 14B).

100 100~

S-ST
S-TH
S-TNH
HIC-ST
HIC-TH
HIC-TNH

80 80

oo

60

(média + EPAD)
(média + EPAD)
E
1

% Sucesso do membro anterior contralateral
% Sucesso do membro anterior ipsilateral

204 204
T T T T T T T T T T T
&> D> N v > » > ] N v > »
‘o‘% ‘o‘% &‘v& &m‘& &m‘& &m‘& ‘o‘% ‘o& &sp‘& &‘p‘& &‘p‘& &‘v‘&
R o 3 >
& § & & & & & & & & & &
) ] ) <

Figura 14. Sucesso (%) do alcance e preensdo no teste do staircase. (A) membro anterior
contralateral a injec@o estereotdxica; (B) membro anterior ipsilateral a injecao estereotdxica. “a’”:
diferenca entre todos os grupos sham e HIC (P<0,001); “b”: diferenca entre os grupos HIC-TH e
HIC-ST (P<0,001); “c”: diferenca entre os grupos HIC-TH e HIC-TNH (P<0,04). Nao foram
encontradas diferencas entre os grupos sham (P>0,06), assim como em relagdo ao desempenho

com o membro ipsilateral a inje¢do estereotdxica. EPAD: Erro padrao.
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4.3 Teste do Cilindro

Em relagdo ao teste do cilindro a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeitos do “tempo” (Foeo = 275,18, P<0,001) além da interagdo entre os fatores “tempo” x
“cirurgia” (Fo60) = 260,83, P<0,001), “tempo” x “tarefa” (Fue60) = 5,86, P<0,001) e “tempo” x
“cirurgia” x “tarefa” (Fueoy = 7,02 P<0,001). Apds, os testes de comparacdes multiplas
evidenciaram diferencas na avaliacio pods-operatéria somente entre os grupos sham e HIC
(P<0,001) demonstrando que nenhum dos grupos, tanto os submetidos a HIC quanto os animais
sham, apresentavam melhor desempenho motor antes do inicio do treinamento das tarefas
propostas. J4 na avaliacdo pds-treinamento (semana 4) o grupo HIC-TH apresentou uma maior
simetria no uso exploratério dos membros anteriores quando comparado aos grupos HIC (P<0,03)

e HIC+TNH (P<0,001). (Fig. 15)
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Figura 15. Uso assimétrico dos membros anteriores no teste do cilindro. (a) diferenca entre todos
os grupos sham e HIC (P<0,001); (b) diferenca entre os grupos HIC-TH e HIC (P<0,01); (c)
diferenca entre os grupos HIC-TH e HIC-TNH (P<0,03). Nao foram evidenciadas diferengas
relacionadas as tarefas motoras na comparagao entre todos os grupos sham (P>0,8). EPAD: Erro

padrdo.
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4.4 Teste da escada horizontal

A andlise do teste da escada horizontal para o membro contralateral a injecao estereotaxica
revelou efeitos significantes do fator “tempo” (Fs e0) = 31,54, P<0,001) além da interag@o entre os
fatores “tempo” x “cirurgia” (Fise0) = 12,33 P<0,001). Os testes de comparacdes multiplas
demonstraram que todos os grupos HIC tiveram mais erros na colocacdo do referido membro
quando comparado com os grupos sham, desde a avaliagdo pds-operatéria a semana 4 (P<0,05),
de forma independente a tarefa realizada. Entretanto, diferencas entre os grupos HIC+TH e HIC-
ST foram encontradas nas semanas 3 e 4 (P<0,03), assim como entre os grupos HIC+TH e
HIC+TNH na semana 4 (P<0,02). Nenhuma diferenca foi evidenciada em relagdo aos grupos
sham (Fig. 16A).

Em relagdo a0 membro anterior ipsilateral a lesdo nao existiram diferencas em relagdo aos

grupos experimentais. (Fig. 16B).
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Figura 16. Erros de colocacdo dos membros anteriores no teste da escada horizontal. (A) membro
anterior contralateral; (B) membro anterior ipsilateral. “a”: diferenca entre todos os grupos sham e
HIC (P<0,05); “b”: diferenca entre os grupos HIC-TH e HIC-ST (P<0,03); “c”: diferenca entre os
grupos HIC-TH e HIC-TNH (P<0,02). Nao foram evidenciadas diferencas entre os grupos em

relac@o ao membro ipsilateral a injecao estereotdxica. EPAD: Erro padrao.

4.5 Morfologia dos astrocitos GFAP+

As imagens referentes aos astrécitos GFAP+ marcados pela técnica de imunofluorescéncia sao

demonstradas abaixo (Fig. 17 e 18).
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Figura 17. Representagdo das diferentes regides encefélicas de interesse. (A) fotomicrografia
demonstrando as regides de interesse; (B) marcacdo imunofluorescente de astrocitos GFAP+
(verde) nas regides estudadas. “1”: cértex sensério-motor ipsilateral a inje¢do estereotédxica; “2”:
cortex sensério-motor contralateral a injec@o estereotdxica; “3”: estriado dorsolateral ipsilateral a

injecdo estereotdxica; “4”: estriado contralateral a injecdo estereotdxica.
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Figura 18. Representacdo de astrocitos GFAP+ isolados a partir das regides de interesse nos

diferentes grupos experimentais. (A) S-ST; (B) S-TH; (C) S-TNH; (D) HIC-ST; (E) HIC-TH; (F)

HIC-TNH. Barra: 13um.
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A andlise da densidade de astrécitos GFAP+ revelou uma interacao entre os fatores “tipo

de treinamento” x “cirurgia” em diversas estruturas encefélicas tais como o estriado dorsolateral

adjacente a injecdo estereotdxica (F230) = 963,94 P<0,001), estriado contralateral 2 mesma (F(2 30,

= 640,69 P<0,001), cortex sensorio-motor ipsilateral (F30) = 595,49 P<0,001) e contralateral

(F230) = 500,29 P<0,001) a referida injecdo. Entretanto, ndo foram evidenciados efeitos de

nenhuma das tarefas propostas sobre a densidade astroglial (P>0,4) nos testes de comparagdes

multiplas. Como demonstrado abaixo (Fig. 19) todos os grupos submetidos a HIC tiveram mais

astrocitos GFAP+ por volume tecidual do que os grupos sham (P<0,04) em todas as regides

estudadas.

Cértex sensério-motor ipsilateral
2504

* & &

"‘E [J Sham
g . 2004 Hl HIC
TAa
I <
E; 150
o H

<
§:§ 1004
2 E
g\'/ 50
2 ny

v T T T
SN 4 &@' S & &@*
C o
Estriado ipsilateral

" 0 £ % 3 Sham
£ _ 4004 Il HIC
=)
I <
E& 300
o H

] -
§E§ 200
3 E
£ 1004
2 0N

s S se e

Astrécitos GFAP+/ mm?

Astrécitos GFAP+ / mm?

(média + EPAD)

(média + EPAD)

2504

2001

1504

1004

50

Cortex sensorio-motor contralateral

il

* * *

[ Sham
Hl HIC

=]

3004

200

1004

=

& &L S &2

Estriado contralateral

k% [ Sham

ull |B

S S s e

Figura 19. Densidade de astrécitos GFAP+ / mm’. (A) cértex sensério-motor ipsilatetal a injecdo

estereotdxica; (B) cortex sensdrio-motor contralateral a injecdo estereotdxica; (C) estriado

ipsilatetal a injecdo estereotdxica; estriado contralateral a injecdo estereotaxica; (D) estriado

contralateral a injecdo estereotdxica. “*”: diferenca entre todos os grupos sham e HIC (P<0,05).

EPAD: Erro padrao.
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4.5.2 Numero de processos primdrios

A contagem do nimero de processos por astrocito GFAP+ demonstrou diferencas somente
no cortex ipsilateral a injecdo (F230) = 7,54 P<0,003). Nessa regido, todos os grupos submetidos a
HIC apresentaram um maior nimero de processos primarios por astrécito do que o grupo S
(P<0,05). Nao foram identificados efeitos relacionados as tarefas motoras empregadas, tampouco

diferencas adicionais entre os grupos nas demais regides estudadas (P>0,2).
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Figura 20. Numero de processos primarios por astrocito GFAP+. (A) cortex sensOrio-motor
ipsilatetal a injecd@o estereotdxica; (B) coértex sensorio-motor contralateral a inje¢do estereotdxica;
(C) estriado ipsilatetal a injec@o estereotdxica; estriado contralateral a injecdo estereotdxica; (D)
estriado contralateral a injecdo estereotdxica. * diferenca entre o grupo S-ST e os demais grupos

submetidos a HIC (P<0,05). EPAD: Erro padrao.
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4.5.3 Comprimento médio dos processos primdrios GFAP+

O comprimento dos processos primdrios foi avaliado no cértex sensério-motor e estriado
dorsolateral (bilateralmente). Dessa forma, os resultados foram separados por regido com o intuito

de facilitar a interpretacdo dos mesmos.

4.5.3.1 Cortex sensorio-motor

No cértex sensério-motor ipsilateral a injecdo estereotdxica foram encontradas diferencas
em relacdo aos fatores “cirurgia” (F230) = 17,92 P<0,001) e “tarefa” (Fu 30) = 9,406 P<0,001), ndo
sendo, no entanto, observadas interacdes entre os referidos fatores (Fu30) = 0,71 P<0,58). Os
testes de comparacdes multiplas evidenciaram que os astrdcitos do grupo S-TH possuiam maior
comprimento dos processos primdrios, quando comparado com os grupos S (P<0,001) e S-TNH
(P<0,001). Ja o grupo HIC-TH apresentou processos mais longos do que todos os demais grupos
experimentais (P<0,02). (Fig. 21 A).

Ja em relacdo ao cortex sensdrio-motor contralateral a injec@o estereotdxica também foram
encontradas diferencas em relacdo aos fatores “cirurgia” (F230) = 14,38 P<0,01) e “tarefa” (F 30,
= 9,50 P<0,01). Assim como no cértex ipsilateral, ndo foram observadas interagdes entre os
referidos fatores (Fu30) = 0,37 P>0,8). Os testes de comparagdes multiplas evidenciaram que os
astrocitos do grupo S-TH também possuiam maior comprimento dos processos primdrios, quando
comparado com os grupos S e S-TNH (P<0,01). Da mesma maneira, o grupo HIC-TH apresentou
processos mais longos do que todos os demais grupos experimentais (P<0,05) (Fig. 21 B) o que

demonstra um padrao de resposta bastante homogéneo em ambos os cortices.

4.5.3.2 Estriado dorsolateral

Quanto ao estriado adjacente a injecdo estereotdxica podemos observamos diferencas
significativas quanto aos fatores ‘“cirurgia” (Fpo30) = 12,48 P<0,01) e “tarefa” (Fu30) = 6,61
P<0,01), embora nio existam diferencas em relacdo a interacdo entre esses fatores (F30) = 0,75
P>0,5). Nos testes de comparagdo multiplas, observa-se diferencas entre os grupo S-TH e os
grupos S (P<0,01) e S-TNH (P<0,03), demonstrando que os astrécitos submetidos a TH
apresentaram processos primdrios mais longos também nessa regido. Adicionalmente,
constataram-se diferencgas entre o grupo HIC-TH e os demais grupos experimentais, exceto em

relacdo ao grupo S-TH (P>0,22), demonstrando que os animais submetidos a HIC, mas que
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também realizaram a TH igualmente apresentam aumento no comprimento dos processos
primadrios na regido perilesional (Fig. 21 C).

Por outro lado, a avaliacio do estriado contralateral a les@o ndo apresentou efeitos
significativos quanto aos fatores ‘“cirurgia” (Fiz30) = 0,91 P=0,45) e “tarefa” (Fe30) = 1,55
P=0,18), embora apresente uma interagdo significativa entre esses fatores (F30) = 5,04 P<0,01).
Nao existiram diferencas induzidas pela realizacdo das tarefas motoras entre os grupos sham
(P>0,14). Entretanto, o grupo HIC-TH apresentou processos primarios mais alongados em relagdo

ao grupo ICH (P<0,05) (Fig. 21 D).
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Figura 21. Comprimento médio dos processos primarios GFAP+. (A) cortex sensorio-motor
ipsilateral a injecdo estereotaxica; (B) cortex sensério-motor contralateral a inje¢do estereotdxica;
(C) estriado ipsilateral a injecdo estereotaxica; (D) estriado contralateral a injecao estereotéxica.
“a”: diferenca entre os grupos S-TH e S-ST (P<0,01); “b”: diferenca entre os grupos S-TH e S-
TNH (P<0,03); “c”: diferenca entre os grupos HIC-TH e HIC-ST (P<0,05); “d”: diferenca entre os
grupos HIC-TH e HIC-TNH (P<0,03); “*” diferenca entre o grupo S-ST e demais grupos HIC
(P<0,04); “%”: diferenca entre os grupos S-TNH e demais grupos HIC (P<0,03); “{”: diferenca

entre o grupo S-TH e demais grupos HIC (P<0,01). EPAD: Erro padrao.
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5 DISCUSSAO

Os principais achados do presente trabalho demonstram que o treinamento da tarefa de
habilidade do alcance foi capaz de melhorar a recuperacao sensorio-motora de animais submetidos
ao modelo de HIC, além de aumentar o comprimento dos processos primdrios de astrdcitos
GFAP+, o que ndo foi evidenciado em animais que realizaram a tarefa de nao-habilidade. Estas
mudancas ocorreram em estruturas importantes para o controle motor, tais como o cortex
sensOrio-motor (drea de representacdo cortical do membro anterior), de modo bilateral, e o
estriado dorsolateral (ipsilateral a injecdo estereotdxica) tanto em animais que sofreram HIC,
quanto em animais nao-lesados.

O sistema nervoso € o responsavel por dar origem as diferentes formas de comportamento
e, sendo assim, a andlise comportamental pode ser considerada a maneira mais elementar para a
avaliacdo das fungdes neurais (WHISHAW et al., 1999). Nesse sentido, os presentes resultados
comportamentais sugerem que a reabilitacio do membro anterior, realizada através da tarefa de
habilidade do alcance, foi capaz de melhorar a recuperacdo sensdrio-motora apds o evento
hemorragico, o que ndo foi evidenciado com o treinamento da tarefa de ndo-habilidade.
Especificamente, o treinamento da tarefa de habilidade do alcance p6s-HIC foi capaz de melhorar
a motricidade fina do membro anterior (avaliada pelo teste do staircase); a coordenagao no uso
bilateral dos membros anteriores e a colocacdo correta dos mesmos em relacio a um objetivo
funcional (avaliadas pelo teste da escada horizontal); e a redu¢do de assimetrias no uso dos
membros anteriores (avaliada pelo teste do cilindro). Esses achados, sob aspectos gerais,
concordam com estudos prévios, os quais t€ém demonstrado que estratégias de reabilitacdo sao
capazes de melhorar a funcionalidade do membro anterior apés danos ao SNC (BIERNASKIE &
CORBETT, 2001; DEBOW et al., 2003; MACLELLAN et al., 2005; MALDONADO et al., 2008;
AURIAT & COLBOURNE, 2009).

Apesar de concordarem com as evidéncias descritas, nossos dados mostram-se superiores
quando comparados a alguns estudos prévios (MACLELLAN et al, 2005; AURIAT &
COLBOURNE, 2009). Essas diferencas observadas poderiam estar relacionadas com as
caracteristicas especificas do aparato utilizado (BIERNASKIE & CORBETT, 2001), visto que o
referido aparato permite que o animal permaneca, espontaneamente, por mais tempo realizando a
tarefa de habilidade do alcance, além de, possivelmente, limitar as compensagdes de tronco
durante a realizacdo da mesma. Esse fato poderia, hipoteticamente, proporcionar um treinamento
de maior qualidade e intensidade, ao mesmo tempo em que reduz a interferéncia do

experimentador, quando comparado com o protocolo da tarefa de habilidade que € utilizado na
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maioria dos trabalhos prévios (WHISHAW & PELLIS, 1990; DEBOW et al., 2003;
MACLELLAN et al., 2005; MALDONADO et al., 2008; AURIAT & COLBOURNE, 2009;
PAGNUSSAT, 2009). Nesse contexto, sabemos que um dos principais pontos descritos pela
literatura que limitam a recuperacdo da motricidade e coordenacdo do membro anterior durante a
realizagdo das tarefas de habilidade do alcance é o aprendizado de movimentos compensatérios
nao favoraveis (learned-baduse) (ALAVERDASHVILI et al., 2008). Dessa forma, € possivel que
as restricdes quanto as compensagdes de movimentos, realizada pelo aparato tenham contribuido
para uma recuperagdo funcional mais eficiente. Outro fato a ser considerado € a similaridade
estrutural da tarefa de habilidade empregada com o teste do staircase. Tendo em vista a
mencionada similaridade, os animais do grupo HIC-TH poderiam ter sido favorecidos no teste
comportamental em questdo, fato que também pode ter contribuido para um desempenho
funcional superior e mais evidente quando comparado com os demais animais submetidos a HIC.
Em relacdo ao teste da escada horizontal, os presentes resultados concordam parcialmente
com o descrito pela literatura (DEBOW et al., 2003; AURIAT & COLBOURNE, 2009). Por
exemplo, Auriat & Colbourne (2009) demonstraram que na quarta semana pés-cirdrgica os
animais submetidos a um protocolo de reabilitacio apresentaram um melhor desempenho em
relacdo aos animais do grupo HIC nao submetidos a reabilitacdo, embora o protocolo utilizado
incluisse também a associacdo com o enriquecimento ambiental. J4& DeBow e colaboradores
(2003) demonstraram que o treinamento da tarefa de habilidade realizado com o membro anterior
contralateral a lesdo, associado a constricdo do membro anterior ipsilateral, ndo foi capaz de
induzir uma melhor recuperacdo funcional nesse teste quando comparado ao grupo HIC. Estes
dados, embora aparentemente controversos, ndo podem ser diretamente comparados visto que
ambos os trabalhos citados disponibilizaram o acesso a tarefa de habilidade aos animais por
apenas 15 e 10 minutos/dia, respectivamente, enquanto que o presente estudo utilizou sessdes
didrias de 40 minutos. Dessa forma, € possivel que a hipdtese supracitada, a qual envolve um
treinamento mais intensivo associado ao interesse do animal em realizar a tarefa de habilidade,
possa ter atuado positivamente sobre o desempenho sensério-motor, resultando em uma melhor
recuperagdo funcional quando comparado aos grupos HIC-ST e HIC-TNH também no teste da
escada horizontal, visto que o volume percentual de lesdo foi bastante similar entre os estudos
mencionados, existindo apenas discretas variagdes quanto as coordenadas da injecdo estereotaxica.
Tendo em vista a melhora funcional do grupo HIC-TH verificada no teste da escada horizontal,
podemos sugerir que o treinamento da tarefa de habilidade possivelmente contribuiu para
aperfeicoar a coordenacdo dos movimentos do membro anterior. Esse fato é de especial

relevancia, visto que a coordenagdo motora € um dos fatores que contribuem para a recuperagio
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funcional (WHISHAW & COLES, 1996; VAN VLIET & SHERIDAN et al., 2007;
MALDONADO et al., 2008).

Uma das conseqiiéncias mais comuns de uma lesdo cortical ou estriatal € a chamada
“negligéncia” ou “obscurecimento” do membro contralateral a lesdo (SCHALLERT, 2006). Nesse
sentido, os resultados dessa dissertacdo demonstram que os animais do grupo HIC-TH
apresentaram uma maior simetria no uso dos membros anteriores quando comparado aos grupos
HIC-ST e HIC-TNH, o que possivelmente deva-se a um menor grau de desuso ou negligéncia do
membro anterior contralateral a HIC (BENTON, 1972; SCHALLERT, 2006). Da mesma forma,
os trabalhos anteriores que associaram mais de uma intervengdo sensorio-motora as sessoes de
tarefa de habilidade demonstram que os animais apresentam menor grau de assimetria no uso do
membro anterior, o que nao € facilmente demonstrado quando a tarefa de habilidade é empregada
em breves sessOes didrias apds a HIC experimental (DEBOW et al., 2003; AURIAT &
COLBOURNE, 2009).

Adicionalmente, os presentes achados evidenciam que a simples movimentagdo ou uso
forcado do membro anterior ndo é capaz de promover um melhor desempenho funcional nos
animais submetidos a HIC. Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Auriat e
colaboradores (2006), os quais demonstraram que o uso forcado do membro anterior nao foi capaz
de melhorar a recuperacdo sensorio-motora apds a HIC experimental. Esses autores observaram
que a realizacdo de exercicios forcados em rodas de corrida ndo era capaz de promover
recuperac¢do funcional, tampouco reducdo do volume da lesdo, independentemente do momento da
realizacdo desse tipo de exercicio (antes e/ou depois da HIC). Outros estudos prévios também
demonstram que a mera movimentagao de um membro ndo € suficientemente complexa a ponto de
promover modificacOes referentes a plasticidade do SNC (KLEIM et al., 1998; REMPLE et al.,
2001; KLEIM et al., 2002; KLEIM et al., 2004), pelo menos nas regides encefalicas responsdveis
pelo processamento motor (BLACK et al., 1990, MARKHAM & GREENOUGH, 2004;
MALDONADO et al., 2008). Dessa forma, nossos dados corroboram os achados da literatura,
evidenciando que o simples uso do membro anterior em tarefas de baixa complexidade nio €
capaz de promover melhoras funcionais significativas apds danos encefalicos.

Em relacdo a possivel influéncia de diferentes contextos motivacionais na realiza¢do das
tarefas motoras realizadas, Maldonado e colaboradores (2008) demonstraram que o treinamento de
habilidade, mas ndo a realizacdo de exercicios voluntdrios em rodas de corrida, foi capaz de
melhorar o desempenho sensério-motor apds lesdo isquémica unilateral do coértex motor de
roedores. Isso sugere que a realizacdo da tarefa de habilidade possivelmente promova efeitos

superiores aqueles desencadeados pela realizagdo de movimentos de baixa complexidade apds
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lesdo cortical, independentemente do contexto comportamental em que as referidas tarefas sejam
realizadas. Essa hipotese pode ser reforcada pelo trabalho de Plautz e colaboradores (2000), onde
primatas que realizavam o alcance de um determinado alimento (fator motivacional) apenas
fazendo uso de movimentos de baixa complexidade (repeticdo simples) ndo apresentavam
alteracdes nos mapas de representacao cortical, enquanto que os animais que necessitavam realizar
um movimento de habilidade para ter acesso a recompensa, desenvolviam modificagdes nas areas
corticais correlatas a mao e dedos. Assim, € provavel que a complexidade da tarefa contribua para
a plasticidade e recuperacdo funcional, o que ndo aconteceria nas situagdes de uso forcado ou
voluntdrio do membro anterior durante realizagdo de movimentos repetitivos simples, tais como a
marcha, mesmo em contextos motivacionais semelhantes.

Um achado inesperado no presente trabalho foi a auséncia de diferencas significativas no
desempenho funcional entre o grupo S-TH e os demais grupos sham. Uma possivel razdo para
esse achado é que os testes comportamentais utilizados para avaliar a fun¢do sensério-motora nao
teriam sido suficientemente sensiveis para diferir os efeitos das tarefas motoras empregadas em
animais nao-lesados, visto que os testes empregados foram desenhados visando primariamente a
comparacdo entre animais lesados e controles (MONTOYA et al.,, 1991METZ & WHISHAW,
2002; SCHALLERT, 2006).

Em suma, € provavel que o grau de exigéncia cognitivo-motora envolvido na realizagao de
determinadas tarefas potencialmente contribua para as modificacdes morfofisiologicas que podem
estar associadas as respostas comportamentais, o que tem sido sugerido tanto em estudos
envolvendo animais (BIERNASKIE & CORBETT, 2001; MALDONADO et al., 2008) quanto
seres humanos (McEWEN et al., 2009).

Em relacdo ao volume do dano, os resultados demonstraram que obtivemos uma lesao
moderada, sendo que nenhuma das intervencdes propostas foi capaz de reduzi-la. Esse achado esta
de acordo com estudos prévios (AURIAT et al., 2006; DEBOW et al., 2003; MAcLELLAN et al.,
2005), embora em alguns casos, o volume da lesdo possa ser atenuado apds a implementacdo de
estratégias sensoOrio-motoras que incluem a associacdo de mais de um tipo de reabilitacdo
(DeBOW et al., 2003; AURIAT & COLBOURNE, 2009). Nesse sentido, Maclellan e
colaboradores (2006) demonstraram que 30 dias apds a HIC experimental induzida pela inje¢ao
intra-estriatal de colagenase do tipo IV, o volume da lesdo apresenta apenas uma discreta
correlagdo com o desempenho funcional, ndo podendo ser estabelecido como um preditor da
funcdo sensdrio-motora, a0 menos mediante a avaliacdo de testes comportamentais que também
foram utilizados em nosso estudo. Dessa forma, os presentes dados estdo de acordo com esses

achados prévios, de modo que as repercussdes comportamentais verificadas pelo desempenho em
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testes sensdrio-motores habitualmente utilizados nessas circunstancias nem sempre estao
associadas com alguns parametros teciduais, tais como o volume do dano induzido pela HIC
(MACLELLAN et al., 2006).

Assim como o sistema nervoso apresenta vital importancia para a origem das diferentes
formas de comportamento, sabe-se que as experiéncias comportamentais sdo capazes de induzir
mudancas pldsticas no sistema nervoso (NUDO et al., 1996). Sendo assim, o aprendizado e a
realizacdo de tarefas motoras de habilidade podem induzir mudancas comportamentais e
neurofisiolégicas, o que ocorre tanto em animais intactos (KARNI ET AL., 1998; KLEIM ET
AL., 1998; KLEIM ET AL., 2004; MONFILS ET AL., 2005) quanto em animais que sofreram
danos ao SNC (NUDO et al., 1996; MURPHY & CORBETT, 2009). Nesse sentido, embora o
entendimento acerca da participacdo dos astrocitos na regulacdo da transmissdo e plasticidade
sindptica tenha aumentando drasticamente nos ultimos anos (ARAQUE et al., 1999; ARAQUE et
al., 2001), pouco ainda € conhecido acerca dos mecanismos astrogliais que possivelmente
contribuem para a aquisi¢ao de habilidades motoras, assim como para a reabilitacdo de funcdes
complexas do membro anterior, tais como, os movimentos de habilidade do alcance e preensdo.
Sendo assim, é provavel que mudancas na morfologia e fungcdo dos astrdcitos apresentem
importante contribuicdo para a plasticidade encefdlica induzida pela experi€ncia, o que tem sido
sugerido por estudos anteriores (VIOLA et al., 2009; REICHENBACH et al., 2010; SOFRONIEW
& VINTERS, 2010).

Os astrocitos sdo células gliais especializadas que apresentam elevada heterogeneidade
morfolégica e fisiolégica (EMSLEY & MACKLIS, 2006; MATYASH & KETTENMANN,
2009), tendo sido recentemente divididos em 9 classes distintas, de acordo com seus padrdes de
marcacao imunoistoquimica (EMSLEY & MACKLIS, 2006). A expressdao de GFAP, identificada
pela imunorreatividade a essa proteina, € considerada um marcador sensivel e confidvel para
astrécitos “ativados”, os quais estdo mais pronunciados em situagdes de lesdo do SNC (PEKNY &
NILSSON, 2005; MATYASH & KETTENMANN, 2009; SOFRONIEW & VINTERS, 2010).
Nossos resultados demonstram que os processos primdrios GFAP+ podem ser modificados pelo
treinamento em tarefas motoras de maior complexidade (tarefa motora de habilidade), tanto em
animais lesados (apds a HIC), quanto naqueles intactos. Este fato estd de acordo com um trabalho
recentemente publicado, o qual demonstrou que a exposi¢do ao ambiente enriquecido (AE) é
capaz de aumentar a ramificacdo dos processos primdrios de astrocitos GFAP+ (VIOLA et al.,
2009). Adicionalmente, o0 AE também foi capaz de aumentar a expressdo de GFAP por astrdcitos
hipocampais, 0 que ocorreu tanto em animais isquémicos quanto em animais nao-lesados

(BRIONES et al., 2006). Conjuntamente, esses achados contribuem para a hipétese de que os
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astrocitos “reativos” possivelmente representem uma classe astroglial distinta e potencialmente
heterogénea (MATYASH & KETTENMANN, 2009) a qual poderia contribuir ndo somente para
os mecanismos de dano e reparo do SNC, mas também para a plasticidade induzida pela
experiéncia em condicdes fisioldgicas (BRIONES et al., 2006; VIOLA et al., 2009).

Tanto quanto saibamos, este € o primeiro estudo demonstrando que o treinamento da tarefa
de habilidade do alcance, realizado com o membro anterior contralateral ao hemisfério lesado
(membro anterior afetado), aumenta significativamente o comprimento dos processos primdrios de
astrocitos GFAP+, o que foi observado conjuntamente com uma melhor recuperacdo sensorio-
motora ap6s a HIC. Embora ndo existam outros estudos com semelhante desenho experimental
para uma adequada comparagdo, os presentes achados estdo de acordo com o trabalho previamente
descrito por Briones e colaboradores (2006). O referido trabalho demonstrou que apés um modelo
de isquemia cerebral global por oclusdo de quatro vasos, os animais submetidos a um protocolo de
reabilitacdo baseado no enriquecimento ambiental apresentaram mudancas em astrécitos GFAP+,
sugerindo que os referidos astrécitos poderiam mediar, pelo menos em parte, a melhora funcional
observada apds a reabilitagdo.

Nossos resultados também evidenciam que a HIC foi capaz de induzir um aumento no
comprimento dos processos primarios GFAP+ no cértex sensério-motor e no estriado dorsolateral
(ipsilaterais ao dano) mesmo na auséncia de intervengdes sensorio-motoras. Trabalhos prévios
demonstraram que camundongos knockout para a GFAP experimentam uma pior recuperagao
funcional ap6s um modelo de excitotoxicidade induzida por traumatismo craniano (OTANI et al.,
2006), enquanto que a inibi¢ao de astrocitos GFAP+ retardam o remodelamento neurovascular e a
recuperagdo sensorio-motora pds-AVC (HAYAKAWA et al., 2009). Tendo em vista as evidéncias
supracitadas e os resultados da presente dissertacdo, podemos sugerir que as modificacdes
morfoldgicas astrogliais que decorrem apds uma HIC talvez fagcam parte dos mecanismos pldsticos
que visam o rearranjo da rede astrocitaria. Sendo assim, essas modifica¢cdes poderiam contribuir
para o restabelecimento das funcdes neurais e para uma facilitacdo da recuperacdo espontanea,
resposta tal que poderia ser aumentada na presenca de intervengdes sensorio-motoras, tais como a
tarefa de habilidade do alcance e preensdo.

Apesar dos processos astrogliais primdrios ndo aturem diretamente sobre a interacao
neurdnio-glia, visto que os referidos processos atravessam o neuropilo e usualmente nao fazem
contato com as sinapses tripartites (REICHENBACH et al., 2010), estudos prévios vém
demonstrando que as modificagcdes na plasticidade astrocitiria podem exercer uma série de
funcdes extra-sindpticas importantes, as quais sdo mediadas por moléculas secretadas por células

microgliais, endoteliais, neurdnios e astrécitos circundantes (STEVENS, 2008). Dessa forma, as
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mudancas astrogliais observadas em paralelo a recuperacdo funcional possivelmente sejam
devidas as mudancas na unidade neurovascular, a qual compreende as interagdes dindmicas entre
células endoteliais, glia, neurdnios e a matriz extracelular (ARAI et al., 2009).

De particular relevancia parece ser a sinalizagdo mediada pelo fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), o qual participa da promog¢ao do remodelamento dos vasos e talvez
contribua para a recuperacao p6s-AVC (SUN et al., 2003; ARAI et al., 2009). Por exemplo, foi
demonstrado em um modelo de isquemia cerebral focal que a infusdo intraventricular de VEGF ¢é
capaz de estimular a angiogénese, além de reduzir o volume do dano ocasionado pela isquemia
(SUN et al., 2003). Nesse sentido, um aumento na angiogénese mediada pelo VEGF em roedores
tem sido associado com a reducdo de danos neuroldgicos neste mesmo modelo de isquemia
(ZHANG et al., 2000). Adicionalmente, manipulagdes genéticas demonstram que camundongos
transgénicos capazes de super-expressar o VEGF apresentam elevada densidade microvascular
apds a isquemia, sugerindo que esse fator de crescimento é capaz de promover revascularizagao
ap6s um AVC (WANG et al., 2005). Sendo assim, € possivel que essas modificacdes vasculares
ocorram em consonancia com as alteracOes astrogliais, visto que ondas sinalizadoras de célcio
ocorrem entre astrocitos e células endoteliais nessas circunstancias e talvez contribuam para o
remodelamento da referida unidade neurovascular (ARAI et al., 2009).

Além disso, também ja foi descrito que diversas moléculas envolvidas na sinalizacdo
celular, tais como o glutamato, ATP, 6xido nitrico (DE SERANNO et al., 2004), epinefrina
(NESTOR et al., 2007) assim como fatores neurotréficos, dentre eles, o fator de crescimento
fibroblastico do tipo 2 (FGF-2) (FINKLESTEIN et al., 1990; BRIONES et al., 2006), o fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) (OHIRA et al., 2007) e o fator neurotréfico derivado
da glia (GDNF) (BRESJANAC & ANTAUER, 2000) poderiam atuar em prol da plasticidade
morfoldgica dos astrécitos. Nesse contexto, é possivel que essas moléculas ativem cascatas de
motilidade e plasticidade celular que culminariam em mudangas no citoesqueleto astrocitario
(VIOLA et al., 2009). De modo particular, o BDNF parece atuar como um dos mais importantes
responsaveis pelas modulacdes plasticas desencadeadas pela tarefa motora de habilidade, visto que
0 mesmo € capaz de induzir aumentos na ramificacdo dos astrécitos (OHIRA et al., 2007) ao
mesmo tempo em que desempenha um papel critico para a recuperagdo funcional induzida pela
reabilitacao p6s-AVC (PLOUGHMAN et al., 2009). Apesar das razdes para as modificacoes
morfoldgicas observadas nos grupos HIC e HIC-TH ndo serem totalmente compreendidas, €
possivel que as mesmas visem a promocdo de um micro-ambiente permissivo, que suporte o
crescimento axonal (RIDET et al., 1997), ou que seja necessario para desencadear os mecanismos

envolvidos na reestruturagdo do SNC pés-lesdo (VIOLA et al., 2009). Dessa maneira, é possivel
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que as modificacdes nos processos primdrios de astrécitos GFAP+ induzidas pela tarefa de
habilidade do alcance contribuam para modifica¢des nas fun¢des neurovasculares pos-HIC, o que
parece auxiliar na facilitacdo da recuperagdo funcional.

De modo adicional aos achados morfoldgicos, os presentes dados demonstram que a HIC
foi capaz de aumentar a densidade de astrécitos GFAP+ no cértex sensdério-motor, bilateralmente,
e no estriado dorsolateral, ipsilateralmente a lesao. Esse achado estd de acordo com a literatura e
possivelmente deva-se a astrogliose reativa (CLARK et al., 1993; SCHROETER et al., 1995;
SOFRONIEW, 2005; WILHELMSSON et al., 2006; WASSERMAN et al., 2008). Por outro lado,
nenhuma das tarefas motoras propostas foi capaz de exercer influéncia sobre a densidade celular.
Nesse sentido, o estudo disponivel mais similar ao presente trabalho, demonstrou que, apds um
modelo de infarto cortical por fototrombose, tanto o AE como a tarefa de habilidade do alcance
foram capazes de alterar a sobrevivéncia e a proliferacio de diferentes células gliais na zona
perilesional (KEINER et al., 2008). Estes autores demonstraram ainda que 6 semanas apds o
infarto cortical, o treinamento didrio da tarefa de habilidade do alcance aumentou a sobrevivéncia
de células recém-geradas, sendo que a maioria delas eram astrécitos GFAP+. Embora
aparentemente controversos, esses resultados talvez devam-se hé varios fatores, como a natureza
da lesdo, o local do dano e a extensdo do mesmo. Adicionalmente, é possivel que os astrocitos
recém gerados ndao perfacam um ndmero suficiente a ponto de serem percebidos em uma
estimativa geral de densidade de astrécitos GFAP+.

No presente estudo também foi evidenciado um aumento no nimero dos processos
primadrios por astrécito GFAP+, o que ocorreu somente no cértex sensério-motor ipsilateral a HIC
e nao foi influenciado pela realiza¢do de tarefas motoras. Esse achado parece estar relacionado a
astrogliose reativa, visto que a mesma € capaz de promover aumentos na imunorreatividade,
comprimento ¢ nimero dos processos GFAP+ (WILHELMSSON et al., 2006), o que poderia
contribuir para o rearranjo das redes astrocitarias (BUSHONG et al., 2004). Por outro lado e,
inesperadamente, ndo foram encontradas diferencas significativas no nimero dos processos
primdrios no estriado adjacente a HIC. No entanto, sabe-se também que as caracteristicas da
astrogliose reativa podem variar conforme a natureza e a severidade do dano, o que inclui
alteracdes moleculares, hipertrofia celular progressiva e a proliferacdo celular (SOFRONIEW,
2009). Essas mudancas poderiam ser moduladas por uma série de vias de sinalizac¢do, as quais
acarretariam em respostas astrocitdrias modificadas de acordo com o contexto da lesdo
(SOFRONIEW, 2005; SOFRONIEW, 2009). Dessa forma, € possivel que as diferencas
fisiopatoldgicas entre eventos isquémicos e hemorragicos contribuam para as caracteristicas da

astrogliose reativa. Como exemplo das provaveis diferencas que envolvem a etiologia de um dado
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insulto, ja foi demonstrado que somente cerca de 16% dos genes que sofrem uma up-regulation no
tecido adjacente a HIC foram previamente reportados pela literatura (LU et al., 2006). Dessa
forma, outros estudos sdo necessdrios para elucidar os mecanismos envolvidos em diferentes tipos
de danos e os padrdes de astrogliose reativa que acompanham os mesmos, seja em dareas
adjacentes ou longinquas ao sitio primadrio de lesao.

O padrao de lateralidade das respostas astrogliais decorrentes da HIC e da realizacdo da
tarefa de habilidade do alcance também foi avaliada no presente estudo e os resultados
demonstraram que tanto a HIC quanto a tarefa de habilidade do alcance induziram mudancas na
morfologia dos astrdcitos no cértex sensério-motor (bilateralmente) e no estriado ipsilateral, o que
sugere a possivel participagdo de redes astrocitdrias adjacentes e longinquas ao sitio de lesao
priméria na plasticidade induzida pelas referidas condi¢des. Apesar da originalidade desses
resultados, esse fato vai ao encontro de estudos prévios, os quais demonstram que o cortex
cerebral e os nucleos da base apresentam uma forte colaboracio reciproca para o planejamento,
iniciacdo e execucdo dos movimentos, tais como os movimentos direcionados a um objetivo
funcional (DOYON et al., 2003; COSTA et al., 2004). Dessa forma, nossos resultados corroboram
a corrente visdo da participacao conjunta dessas regides encefélicas frente a plasticidade induzida
tanto pela tarefa de habilidade do alcance quanto pelas lesdes estriatais (DOYON et al., 2003;
COSTA et al., 2004; WHISHAW et al., 2007), entretanto com a adicional sugestao da participagao
dos processos primdrios de astrocitos GFAP+.

Em relacdo ao cortex sensorio-motor, especificamente, sabe-se que as conexdes no periodo
p6s-AVC e o re-mapeamento cortical sdo baseado nos principios da atividade-dependéncia e
competicio (MURPHY & CORBETT, 2009). Nesse contexto, pequenas lesdes cerebrais focais (5-
15% de um hemisfério) podem ser superadas apenas com mudangas neurofisiolégicas no tecido
perilesional intacto (WINSHIP & MURPHY, 2008). Por outro lado, nas lesdes maiores, as regides
distantes do sitio primdrio de lesdo podem participar da plasticidade funcional, de modo a
contribuirem para o remodelamento cortical e re-estabelecimento de vias participantes da
integracdo sensorio-motora. Nesse caso, dreas como o cortex pré-motor ipsilateral ou regides do
hemisfério contralateral a lesdo poderiam contribuir para esse remodelamento (BIERNASKIE et
al., 2005). Dessa forma, é possivel que essas mudangas astrocitdrias corticais evidenciadas no
presente estudo estejam ocorrendo em paralelo com a reorganizac¢do neuronal nos cortices lesado e
“ndo-lesado” que ocorre apés um AVC (BIERNASKIE et al., 2005).

Além disso, estudos prévios vém demonstrando que uma série de mudangas na atividade e
conectividade entre o cortex sensdrio-motor e o estriado possivelmente sejam desencadeadas

durante a realizacdo das tarefas de habilidade, embora a natureza celular e a dindmica dessas
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mudancas pldsticas que ocorrem nas diferentes fases de aprendizado e manuten¢do de uma tarefa
de habilidade motora niao tenham sido completamente elucidadas (COSTA et al., 2004). Por
exemplo, tem se evidenciado que ambos os estriados poderiam participar dos mecanismos
plasticos envolvidos na aquisicdo e realizacdo de movimentos direcionados a um objetivo
funcional, o que ocorre tanto em animais lesados quanto nao-lesados (GROENEWEGEN, 2003;
FARAIJI & METZ, 2007; WHITE, 2009). Contudo, € possivel que apés a HIC o estriado
ipsilateral adjacente a lesdo possa participar mais pronunciadamente do que o estriado
contralateral quanto as respostas que envolvem a participagdo de astrocitos GFAP+, embora ja
tenha sido descrito que a estimulacdo unilateral do cértex sensério-motor € capaz de ativar
circuitos neurais estriatais de modo bilateral em roedores (CANTERAS et al., 1988; McGEORGE
& FAULL, 1989; FARAJI & METZ, 2007). Embora as razdes para esse achado nio estejam
claras, podemos supor que modificacdes neurais que nao envolvem a participacdo de astrdcitos
GFAP+ possam estar ocorrendo no estriado contralateral, o que ainda precisa ser melhor
investigado.

Outro resultado extremamente interessante € que as respostas astrogliais decorrentes do
treinamento da tarefa de habilidade do alcance apresentaram um padrdo bastante similar, tanto na
presenca quanto na auséncia da HIC, diferindo apenas na magnitude dessas respostas. Assim,
esses dados possivelmente indicam que o remodelamento nos circuitos astrocitarios faca parte das
adaptacOes neurais que acontecem em ambas as situagdes, o que ja foi sugerido em relagdo ao
hipocampo (BRIONES et al., 2006). Entretanto, embora os movimentos do membro superior
resultem na ativacdo bilateral de diversas regides encefdlicas em situacdes de lesao, esse padrao
geralmente nao é observado no SNC intacto (BIERNASKIE et al., 2005; CRAMER et al., 1997).
Biernaskie e colaboradores (2005), por exemplo, submeteram roedores a cirurgia de oclusdo da
artéria cerebral média seguida de um protocolo de reabilitacdo intensiva, onde verificaram um
melhor desempenho funcional no decorrer de 4 semanas, efeito que era revertido pela micro-
injecdo de hidrocloridrato de lidocaina no cortex contralateral ao hemisfério lesado,
principalmente em animais que apresentavam lesOes extensas. Adicionalmente, esses autores
também demonstraram que animais com lesdes discretas tiveram apenas uma reducdo leve (cerca
de 25%) quanto ao sucesso na realizac¢do da tarefa de alcance e preensao apoés a referida inje¢ao de
lidocaina no hemisfério contralateral, o que sugere uma menor participagdo do hemisfério
contralateral a les@o sob essas circunstancias. Por outro lado, inesperadamente, os animais do
grupo S-TH demonstraram um aumento no comprimento dos processos primdrios GFAP+ em
ambos os cortices cerebrais avaliados. Esses resultados nos levam a sugerir que as respostas frente

a plasticidade astrocitdria ndo necessariamente acompanhem as respostas neuronais descritas
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previamente de modo linear, possivelmente exercendo funcdes que nao interfiram diretamente
nessas respostas, o que ainda precisa ser melhor compreendido. Cabe destacar ainda que as
mudancas plésticas referentes aos sitios de lesdo primdria e a fisiopatologia do dano cerebral
também poderiam contribuir para as diferencas anteriormente citadas, o que precisa ser avaliado
por estudos posteriores.

De qualquer forma, independentemente das vias celulares especificas e das
particularidades da participacdo integrativa entre astrocitos e neurdnios, os resultados da presente
dissertacdo corroboram a hipétese de que os mecanismos plésticos envolvidos na reorganizagao
das redes neurais apds a realizagdo de tarefas complexas tais como a tarefa de habilidade do
alcance e preensdo, s@o bastante semelhantes aos envolvidos durante o aprendizado e na
manutengdo da referida tarefa motora de habilidade (MALDONADO et al., 2008).
Conjuntamente, nossos resultados demonstram que as modificagdes morfoldgicas em astrdcitos
GFAP+ poderiam fazer parte dos mecanismos neurobiolégicos que medeiam a plasticidade
induzida pela tarefa de habilidade, tanto em animais que sofreram uma HIC quanto em animais
nao-lesados, além de possivelmente contribuirem para a melhora do desempenho funcional e

recuperagdo sensorio-motora pos-HIC.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta dissertacao permitem concluir que:

- O treinamento da tarefa de habilidade do alcance e preensdo foi capaz de aumentar o
comprimento dos processos primarios de astrécitos GFAP+ em estruturas cerebrais importantes
para o controle motor, tais como o cortex sensério-motor (bilateralmente) e o estriado dorsolateral
(perilesional), tanto em animais lesados pela HIC quanto em animais ndo-lesados. De modo
particular, essas modificagdes astrogliais foram potencializadas quando ocorreu a associagdao da

HIC com o treinamento de habilidade do alcance;

- O treinamento da tarefa de habilidade do alcance e preensdo, mas ndo o treinamento de
nao-habilidade, foi capaz de promover uma melhor recuperacdo sensorio-motora, avaliada pelos
testes do staircase, escada horizontal e cilindro, quanto realizado com os animais submetidos a

HIC;

- A HIC também foi capaz de aumentar a densidade e o comprimento dos processos
primarios de astrécitos GFAP+ no cértex sensério-motor (bilateralmente), assim como no estriado
dorsolateral (perilesional), além de elevar o nimero de processos primérios por astrécito no cortex
sensOrio-motor ipsilateral ao dano nesses animais. Embora essas modificacdes provavelmente

devam-se a astrogliose reativa, é possivel que visem uma facilitacdo da recuperacdo espontanea;
- Apesar das modificacdes astrogliais evidenciadas, os animais nao-lesados que foram
submetidos a realizacdo da tarefa de habilidade ndo apresentaram um melhor desempenho

sensorio-motor quando comparado aos demais grupos nao-lesados;

- Nenhuma das tarefas propostas foi capaz de reduzir o volume do dano cerebral.
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7 PERSPECTIVAS

- Pesquisar o curso das modificacdes astrogliais ao longo do treinamento e a possivel

repercussdo funcional correlata;

- Pesquisar o papel de outras estruturas e vias relacionadas a atividade motora, como o

cerebelo e a medula espinal, apds a HIC e o treinamento de reabilitagdo do membro anterior;

- Investigar possiveis efeitos da HIC e da reabilitagio do membro anterior sobre o perfil

bioquimico e morfolégico de diferentes tipos celulares do SNC;

- Identificar a possivel contribuicio de moléculas sinalizadoras, tais como os fatores de

crescimento, ao longo do processo de recuperagdo funcional.
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