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RESUMO

O acidente vascular encefalico (AVE), classificado conforme a etiologia do dano em
isquémico ou hemorragico, apresenta-se como uma importante causa de mortalidade e
reducdo da capacidade funcional em adultos de todo 0 mundo. Apesar de alguns estudos em
humanos sugerirem um perfil de recuperacdo sensorio-motora diferenciado entre o0s subtipos
isquémico e hemorrégico, estes dados ndo sdo conclusivos dada a heterogeneidade desses
insultos. Dessa forma, o objetivo da presente tese foi estabelecer um desenho experimental
comparativo entre AVE isquémico e hemorragico, reduzindo a heterogeneidade das lesdes,
para que, entdo, pudéssemos avaliar de forma mais objetiva o perfil comportamental de
recuperacdo sensério-motora e a reatividade astroglial positiva para a proteina glial fibrilar
acida (GFAP) entre os mencionados subtipos etioldgicos de AVE. Para tanto, 36 ratos Wistar
adultos foram utilizados, sendo os mesmos subdivididos nos grupos Sham, Isquemia e
Hemorragia cerebral. Os modelos de AVE isquémico e hemorragico foram induzidos por
microinjeces estereotaxicas de endotelina-1 (ET-1) e colagenase do tipo IV-S,
respectivamente. Essas injecGes foram realizadas no cortex sensoriomotor e no estriado
dorsolateral dos animais, tendo em vista que as mencionadas estruturas sao comumente
acometidas pelo AVE. Todos os grupos foram avaliados quanto a recuperacdo espontanea nos
testes do campo aberto, cilindro e teste da escada horizontal, em diferentes tempos pos-
cirargicos, ao longo de 30 dias. AvaliacGes histoldgicas e estereoldgicas foram utilizadas para
estimar o volume e a extensdo das lesbes produzidas. Além disso, a técnica imunoistoquimica
para a GFAP foi empregada com o intuito de avaliar a densidade astrocitaria, densidade Optica
regional e celular no tecido perilesional. Nossos resultados demonstram que ambos 0s
subtipos de AVE experimental exibiram um perfil comparavel de recuperacdo sensorio-
motora, de dano morfoldgico (volume e extensdo das lesdes) e de imunorreatividade a GFAP
no tecido adjacente a lesdo. No entanto, quanto a habilidade na marcha em longo prazo, 0s
animais hemorragicos demonstram uma sutil, mas significativa, melhora na recuperacao
guando comparados aos seus pares isquémicos. Dessa forma, sugerimos que 0 proposto
desenho experimental pode ser atil para reduzir a heterogeneidade do AVE, de modo a
permitir um adequado estudo comparativo da neurobiologia da recuperagdo funcional e do
remodelamento plastico pos-lesdo. Além disso, 0s nossos resultados evidenciam pontuais
diferencas no processo de recuperacao funcional entre os subtipos isquémico e hemorragico,

as quais parecem nao se relacionar com a imunorreatividade a GFAP.
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ABSTRACT

Stroke causes disability and mortality worldwide and is divided into ischemic and
hemorrhagic subtypes. Although clinical trials suggest distinct recovery profiles for ischemic
and hemorrhagic events, this is not conclusive due to stroke heterogeneity. The aim of this
study was to produce similar brain damage, using experimental models of ischemic (IS) and
hemorrhagic (HS) stroke and evaluate the motor spontaneous recovery profile and glial
fibrillary acidic protein (GFAP) immunoreactivity. We used 36 Wistar rats divided into the
following groups: Sham, ischemic stroke or hemorrhagic stroke. Brain ischemia or
hemorrhage was induced by endotelin-1 (ET-1) and collagenase type IV-S (collagenase)
microinjections, respectively. For both stroke subtypes, sensorimotor cortex and dorsolateral
striatum were damaged. All groups were evaluated in the open field, cylinder and ladder walk
behavioral tests at distinct time points as from baseline to 30 days post-surgery (30 PS).
Histological and morphometric analyses were used to assess the volume of lost tissue and
lesion length. GFAP immunoreactivity was assessed by estimation of astrocytic density plus
cellular and regional optical density measures. Present results reveal that both forms of
experimental stroke had a comparable long-term pattern of damage, since no differences were
found in volume of tissue lost or lesion size 30 days after surgery. However, behavioral data
showed that hemorrhagic rats were less impaired at skilled walking than ischemic in a long-
term analysis. In addition, both forms of experimental stroke had a comparable long-term
pattern of glial fibrillary acidic protein immunoreactivity for analyzed structures, including
astrocytic density, cellular and regional optical density. We suggest that experimentally
comparable stroke design is useful because it reduces heterogeneity and facilitates the
assessment of neurobiological differences related to stroke subtypes. Also, spontaneous
skilled walking recovery differs between experimental ischemic and hemorrhagic insults;
behavioral differences probably are not related to GFAP immunoreactivity. Thus, behavioral
and neuroplastic recovery differences after stoke subtypes is a matter that may needs more

attention in basic and translational stroke research.
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1. Introducao



O acidente vascular encefalico (AVE) é definido, segundo a Organizacdo Mundial de

Saude (OMS), como um quadro clinico de perturbacéo focal ou global da fungéo cerebral, de
rpido desenvolvimento, com sinais e sintomas que perduram 24 horas ou mais, ou que levam
a morte sem outra causa aparente a nao ser de origem cerebrovascular (Guilbert, 2003).
As classificacOes existentes para 0 AVE sdo geralmente definidas com base na etiologia do
disturbio que acomete a vasculariza¢do cerebral. Em geral, trata-se de um evento isquémico
ou hemorrdgico que resulta, frequentemente, na reducdo no desempenho das atividades de
vida diaria (AVDs), em funcdo do prejuizo no processamento sensorio-motor (Donnan, Fisher
et al., 2008; Langhorne, Bernhardt et al., 2011).

Dentre todos os casos de AVE, a isquemia cerebral é¢ a forma mais incidente na
populacgéo, totalizando cerca de 87% dos casos (Go, Mozaffarian et al., 2013). Geralmente,
um insulto isquémico é causado pela interrup¢do do fluxo sanguineo vascular encefalico em
uma dada regido (isquemia focal) ou de forma generalizada (isquemia global) (Lloyd, 2010;
Go, Mozaffarian et al., 2013). J& a hemorragia intracerebral (HIC) consiste em um
extravasamento sanguineo espontaneo e agudo do leito vascular para o interior do parénquima
cerebral, representando cerca de 10% dos casos (Mayer e Rincon, 2005; Manno, 2012).

A incidéncia do AVE no Brasil, ajustada por idade, varia entre 137 e 168 casos por
100.000 habitantes (Moro, Fabio et al., 2009), estando 0 mesmo entre as principais causas de
Obito e dependéncia funcional (Radanovic, 2000). Estima-se que mais de 60% dos individuos
que sofreram um AVE permanecem, apds seis meses, com dificuldades motoras relacionadas
a habilidade manual, o que acaba por afetar as AVDs e o retorno as suas vidas profissionais
(Kolominski-Ribas, 2001). Além disso, esta doenca também traz grandes custos para a
sociedade, em funcdo das despesas hospitalares, da necessidade cronica de cuidado com os
individuos acometidos e da perda de funcionalidade (Lloyd, 2010; Roger, Go et al., 2012).

Sendo assim, observa-se uma necessidade socioeconémica de desenvolver e
implementar estratégias de reabilitagdo neurobiologicamente fundamentadas e direcionadas
para as particularidades de cada tipo de lesdo cerebral (Nowak, 2009), o que poderia
contribuir para um tratamento mais efetivo das disfun¢Ges neuromotoras correlatas aos
diferentes tipos de AVE.

O conhecimento acerca da fisiopatologia do AVE tem evoluido muito nos altimos
anos, especialmente em virtude do advento tecnologico e do desenvolvimento de modelos
experimentais, 0s quais possibilitam um maior entendimento dos fendmenos neurobiolédgicos
envolvidos (Windle, Szymanska et al., 2006; Auriat e Colbourne, 2009; Murphy e Corbett,
2009; Nowak, 2009; Maclellan, Silasi et al., 2010; Mestriner, R. G., Pagnussat, A. S. et al.,

2011). Sabe-se que o perfil fisiopatologico dos insultos isquémicos e hemorragicos é bastante
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diferenciado, o que tem motivado estudos pré-clinicos e clinicos especificos para cada uma
das referidas condigOes, embora, sabidamente, alguns mecanismos celulares sejam
semelhantes, quanto a sua natureza, no periodo po6s-lesdo (Auriat e Colbourne, 2009; Murphy
e Corbett, 2009; Maclellan, Silasi et al., 2010). No entanto, a investigacdo comparativa dos
mecanismos neuroplasticos que sucedem a isquemia e a hemorragia cerebral ainda carece de

maior atencdo cientifica.

1.1 Isquemia cerebral

O termo isquemia é definido como uma reducéo suficiente do fluxo sanguineo capaz
de causar danos metabolicos e funcionais. A isquemia encefalica ocorre tipicamente pela
oclusdo de uma artéria que supre um territorio especifico do encéfalo. As caracteristicas do
dano dependem da severidade e duracdo desta reducdo do fluxo sanguineo (Durukan e
Tatlisumak, 2007; Moskowitz, Lo et al., 2010). Em modelos animais, o fluxo sanguineo é
mais crucialmente reduzido na regido central da area de infarto (core), aumentando
gradualmente na regido adjacente (penumbra isquémica) — normalmente suprida pela artéria
que sofreu oclusdo, mas que resiste devido a perfusdo residual de vasos sanguineos colaterais.
A éarea de penumbra isquémica teoricamente ndo é funcional, entretanto, inicialmente mantém
sua integridade estrutural. Evidéncias indicam que se o fluxo sanguineo ndo é restaurado em
poucas horas, a regido de penumbra pode tornar-se parte da regido central afetada pela
isquemia (core) (Green, 2003; Fisher e Bastan, 2012; Heiss, 2012).

Os processos de morte e dano celular sdo consideravelmente diferentes nestas duas
regides (Smith, 2004; Del Zoppo, Sharp et al., 2011). Dentre 0s mecanismos caracteristicos da
morte celular por isquemia, a necrose e apoptose parecem atuar de modo importante.
Enquanto a necrose é mais evidente na regido do tecido isquémico central, nas células da
penumbra, tanto necrose quanto apoptose podem ocorrer, com predominancia de apoptose
(Smith, 2004; Del Zoppo, Sharp et al., 2011).

O conceito de unidade neurovascular enfatiza que a matriz extracelular, as células
gliais e as endoteliais influenciam na sobrevivéncia ou morte dos neurénios (Ginsberg, 2008)
(Lo e Rosenberg, 2009; Dirnagl, 2012). Em poucos minutos de oclusdo vascular, uma
sequéncia complexa de eventos fisiopatoldgicos espaciais e temporais (cascata isquémica)
acontece em certa ordem, mas apresentando importantes inter-relagcdes entre si. Contudo, o
dano cerebral ocorre progressivamente por varias horas ou até mesmo dias (Durukan e
Tatlisumak, 2007). Os principais mecanismos patogénicos da cascata isquémica incluem a

falha energética (Huang e Mcnamara, 2004; Mergenthaler, Dirnagl et al., 2004; Dirnagl e



Lindauer, 2006), elevagdo dos niveis intracelulares de Ca™ (Fisher e Schaebitz, 2000;
Mcilvoy, 2005), excitotoxicidade (Dirnagl, ladecola et al., 1999), depressdo alastrante
(spreading depression) (Hartings, 2003), geracdo de radicais livres (Lo, Dalkara et al., 2003;
Mergenthaler, Dirnagl et al., 2004), disfuncdo da barreira hemato-encefalica (Michalski,
Grosche et al., 2010), inflamagcdo (Danton e Dietrich, 2003) e apoptose (Mergenthaler,
Dirnagl et al., 2004; Lopez-Neblina, Toledo et al., 2005).

Atualmente, sabe-se que uma série de moléculas que participam de mecanismos
deletérios presentes na fase aguda da isquemia cerebral podem mostrar-se benéficas nas fases
tardias de remodelamento neurovascular (Navaratna, Guo et al., 2009; Hayakawa, Qiu et al.,
2010). Dessa forma, embora boa parcela dos mecanismos agudos da isquemia cerebral seja
razoavelmente bem compreendida, as repercussdes tardias sobre o referido remodelamento e a
possivel contribuicdo do mesmo para a recuperacdo funcional espontanea e mediada por

reabilitacdo permanecem pouco compreendidas.
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Figura 1. Mecanismos lesivos e protetores no periodo poés-isquemia focal. Cox-2:
ciclooxigenase-2; IL-1: interleucina-1; IL-10: interleucina 10. Adaptado de (Dirnagl, 2012).

1.2 Hemorragia Cerebral

O conhecimento acerca da fisiopatologia da hemorragia cerebral tem evoluido muito
nas ultimas decadas, sendo agora ndo mais entendido como um simples extravasamento
sanguineo para o parénquima cerebral, mas como um evento complexo, dinamico e que

envolve uma série de fatores distintos (Mayer e Rincon, 2005; Caceres e Goldstein, 2012).



A hemorragia cerebral comumente acomete os lobos cerebrais, os nicleos da base (cerca de
50% dos casos), o tdlamo, o tronco encefélico (principalmente a ponte) e o cerebelo (Qureshi
e Hanley, 2001; Qureshi, Suri et al., 2007; Manno, 2012). A ruptura espontanea de vasos
sanguineos encefalicos normalmente esta associada a diversos fatores, dentre os quais
podemos destacar 0s processos degenerativos congénitos, os decorrentes da hipertensdo e da
angiopatia amiloide. Além disso, os pacientes vasculopatas sdo particularmente vulneraveis,
ja que uma das mais sérias complicagdes do uso de anticoagulantes é a hemorragia cerebral
(Cervera, Amaro et al., 2012; Ikram, Wieberdink et al., 2012).

Em relacdo as regides parenquimatosas adjacentes ao extravasamento sanguineo,
podemos constatar a presenca de edema, células em apoptose e/ou necrose e células
inflamatorias (Qureshi, Suri et al., 2003; Provencio, 2013). Nesse sentido, 0 hematoma pode
induzir danos morfofisiologicos em funcdo da deformacdo tecidual mecénica, 0 que acarreta
no afastamento de neurdnios e células gliais (Qureshi e Hanley, 2001), despolarizacdo da
membrana, liberacdo de neurotransmissores e disfuncdo mitocondrial (Qureshi, Ali et al.,
2003; Lusardi, Wolf et al., 2004). A depender da severidade da referida disfun¢do, pode
ocorrer tanto uma supressao metabolica temporaria (fase de hibernacdo) quanto um aumento
do volume celular e necrose (Qureshi, Mendelow et al., 2009). De modo adicional, uma
cascata secundaria é iniciada pelos produtos da coagulacdo e do metabolismo da
hemoglobina, em particular a trombina, que é capaz de ativar células microgliais cerca de 4h
apos o inicio do evento hemorragico. Por sua vez, a micrdglia ativada libera mediadores que
levam a disfuncdo da barreira hemato-encefalica, ao surgimento de edema vasogénico e a
apoptose neuronal e glial (Nakamura, Xi et al., 2005; Xi, Keep et al., 2006).

Adicionalmente, tem-se reportado uma fase hipometabdlica no tecido adjacente ao
hematoma, marcada pela baixa perfusdo tecidual. De modo interessante, essa hipoperfusdo
regional, tanto em humanos (Zazulia, Diringer et al., 2001; Schellinger, Fiebach et al., 2003)
quanto em roedores (Orakcioglu, Fiebach et al., 2005), nem sempre atinge niveis suficientes
para ocasionar um fendmeno isquémico, e talvez seja secundaria ao hipometabolismo.
Entretanto, na presenca de elevada presséo intracraniana e baixa perfusdo cerebral, o risco da
ocorréncia de uma isquemia global é bastante elevado. Ainda em relacéo a perfuséo cerebral,
existem evidéncias de que o fendbmeno de normalizacdo do fluxo ou de reperfusdo se
estabeleca entre 0 2° e 0 14° dia, seguido de uma fase normalizacdo, em todas as regides
encefalicas viaveis apos esse periodo (Qureshi, Mendelow et al., 2009).

Além de todos estes fatores, uma série de outros mecanismos contribui para o
desenvolvimento dos danos teciduais pds-hemorragia cerebral. Isto inclui: a ativacdo do

sistema complemento — componente da resposta imunoldgica particularmente importante no
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edema pods-hemorragico (Sayah, Ischenko et al., 1999; Loftspring, Mcdole et al., 2009); a
ativacdo de metaloproteinases de matriz - uma familia de endopeptidases que degradam a
matriz extracelular (Rosenberg, Estrada et al., 2007; Florczak-Rzepka, Grond-Ginsbach et al.,
2012); e a participacdo de espécies reativas de oxigénio - provenientes da hemoglobindlise,
capazes de aumentar os efeitos danosos do estresse oxidativo, além de participar
indiretamente de diversas vias envolvidas neste processo (Wagner, Sharp et al., 2003; Heo,
Han et al., 2005; Aronowski e Zhao, 2011).

Apesar de todos os mecanismos fisiopatoldgicos atualmente descritos, ainda muito
pouco é conhecido sobre a hemorragia cerebral. Estima-se que apenas cerca de 15% dos genes
que sofrem regulacdo nas adjacéncias de um evento hemorragico ja tenham sido devidamente
investigados (Lu, Tang et al., 2006; Carmichael, Vespa et al., 2008), o que evidencia a
potencial participacdo de uma diversidade de outros fatores na fisiopatologia dos eventos

hemorragicos.
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Figura 2. Cascata de danos neurais iniciada pela hemorragia intracerebral Adaptada de
(Qureshi, Mendelow et al., 2009).

1.3 Recuperacao funcional pés-AVE isquémico ou hemorragico

As principais incapacidades funcionais que se observam sob o ponto de vista clinico
parecem independer da etiologia do AVE, e sdo decorrentes da hemiparesia, da
incoordenacdo, da hipertonia espastica e da fraqueza muscular dos membros contralaterais ao
hemisfério lesado (Andrews e Bohannon, 2000; Schaechter, 2004). Entretanto, alguns estudos

clinicos da area de reabilitacdo vém demonstrando que a etiologia do AVE poderia ser um dos
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fatores envolvidos no prognostico e na recuperacdo funcional dos pacientes (Paolucci,
Antonucci et al., 2003; Schepers, V. P. M., Ketelaar, M. et al., 2008; Lauretani, Saccavini et
al., 2010).

Nesse sentido, Kelly e colaboradores (2003) sugeriram, em um estudo retrospectivo,
que os pacientes que sofreram hemorragia cerebral apresentam um pior desempenho funcional
no momento da admiss@o hospitalar. Entretanto, ao longo do processo de recuperacao, esses
mesmos pacientes hemorragicos alcancam niveis de funcionalidade superiores aos individuos
que sofreram isquemia cerebral de gravidade clinica semelhante (Kelly, Furie et al., 2003).
Outro trabalho, um estudo caso-controle envolvendo 270 individuos, demonstrou que 0s
pacientes hemorragicos apresentaram um melhor desempenho funcional na alta hospitalar,
tendo sido avaliado pelos instrumentos Canadian Neurological Scale e o Rivermead Mobility
Index. Além disso, os pacientes hemorragicos também apresentaram uma probabilidade de
resposta terapéutica elevada no indice de Barthel, 2,5 vezes maior do que a dos pacientes
isquémicos (Paolucci, Antonucci et al., 2003).

Em relagdo ao desempenho nas AVDs, um estudo longitudinal conduzido por
Schepers e colaboradores (2008) concluiu que existem diferencas no retorno as referidas
atividades entre pacientes com infarto cortical e hemorragia intracerebral. O mesmo estudo
demonstrou que, entre a 122 e a 262 semana pds-AVE, os pacientes isquémicos apresentam
uma recuperacao funcional significativamente mais rapida quando comparados aos
hemorragicos. Além disso, a janela de recuperacdo funcional foi significativamente mais
longa para o0s pacientes isquémicos (até a 262 semana), enquanto que 0s pacientes
hemorréagicos obtiveram ganhos funcionais apenas até a 10* semana (Schepers, V. P. M.,
Ketelaar, M. et al., 2008).

Apesar das evidéncias disponiveis, diversas limitacdes podem ser identificadas nos
estudos clinicos supracitados, o que dificulta uma resposta definitiva sobre o tema. De modo
particular, sob o ponto de vista fisioldgico, os sitios primarios de lesdo em humanos, assim
como a extensao territorial e morfoldgica das mesmas, dificilmente podem ser pareados para
que, entdo, possamos testar o efeito etiologico do AVE como um fator independente “puro”
nas medidas de plasticidade e desfecho funcional. Dessa forma, o desenvolvimento de
abordagens experimentais pré-clinicas podem ser uma estratégia interessante para uma
compreensdo mais detalhada do processo comparativo de recuperacdo pés-AVE, tanto em

nivel comportamental quanto em nivel morfoldgico e neuroquimico.



1.4 Astrogliose reativa pos-AVE

O neurdnio sempre foi visto como a célula mais importante do sistema nervoso
central dos mamiferos, e essa qualificacdo deve-se especialmente a sua indispensavel
participacdo na neurotransmissdo (Colon-Ramos, 2009), associada ao conceito cultural de
neuroglia postulado por Rudolf Ludwig Karl Virchow em 1858 (Kettenmann e Verkhratsky,
2008). Rudolf Virchow foi um dos patologistas mais influentes do século XIX e um dos
criadores da teoria celular e da patologia celular. Para ele, a neuroglia era uma espécie de
material conjuntivo que mantinha as células nervosas unidas, ou seja, uma espécie de “cola
nervosa” ou “neuroglia”. Apesar de Virchow ter admitido que essa “cola” também continha
certo nimero de elementos celulares, a mencionada observagdo acabou sendo praticamente
ignorada por longos anos na histéria da ciéncia (Kettenmann e Verkhratsky, 2008). E
interessante notar que, apesar das observacdes feitas em 1899 por Santiago Ramon y Cajal no
trabalho intitulado “Contribucion al conocimento de la neuroglia del cérebro humano” que
alertavam para a importancia desses elementos celulares descritos por Virchow, somente com
0 advento tecnoldgico ocorrido nas ultimas décadas, foi que uma série de fungdes gliais
comecaram a ser apreciadas (Araque, Carmignoto et al., 2001; Arague, 2008).

Com base nas premissas descritas acima, uma série de intervengdes foram propostas,
ao longo do tempo, com o intuito de evitar, especificamente, a disfungdo e/ou morte neuronal,
desconsiderando-se a importancia da participacdo de outras células presentes no encéfalo no
processo de remodelamento pos-lesdo. Embora fortemente centrados em conceitos
reducionistas, esses trabalhos contribuiram enormemente para a disseccdo de uma série de
mecanismos envolvidos nas lesdes pos-AVE, tais como a excitotoxidade glutamatérgica
(Doble, 1999), o desequilibrio iénico (Liu, Liu et al., 2009), o estresse oxidativo e nitrosativo
(Allen e Bayraktutan, 2009), a neuroinflamacdo (Lakhan, Kirchgessner et al., 2009), as vias
de sinalizac&o relacionadas & morte neuronal (Jung, Kim et al., 2010), entre outros.

Apesar dos avancos significativos na compreensao das fun¢es neuronais, a maioria
dos ensaios clinicos que almejavam a protecdo neuronal acabou por ndo alcancar os resultados
esperados (Lizasoain, Cardenas et al., 2006; Feuerstein e Chavez, 2009). As razdes que visam
a explicar o fracasso desses estudos sdo as mais diversas, incluindo a emergente ideia de que
apenas salvar neurénios talvez ndo seja suficiente para restaurar a funcdo do sistema nervoso
lesado. Essa nova visdo contribuiu muito para a origem do conceito de “unidade
neurovascular”, que surgiu como um novo paradigma na compreensdo das doengas do SNC
(Del Zoppo, 2009).



O conceito de unidade neurovascular é definido em nivel intercelular,
compreendendo as relagfes dindmicas entre as células do endotélio vascular, células gliais,
neuronios e a matriz extracelular (Arai, Jin et al., 2009). A disseccdo dos diversos sinais
celulares e substratos presentes na unidade neurovascular, talvez possam revelar novas
oportunidades para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas para 0 reparo e
remodelamento do sistema nervoso lesado (Lo, Dalkara et al., 2003; Arai, Jin et al., 2009; Lo
e Rosenberg, 2009; Dirnagl, 2012).

O AVE caracteriza-se por ser uma condicdo bastante heterogénea, o que se deve,
principalmente, as marcantes diferencas fisiopatoldgicas entre os subtipos isquémico e
hemorragico, aos diferentes territorios encefalicos lesados e a extensdo dos mesmos
(Hossmann, 2006; Moskowitz, Lo et al., 2010). No entanto, apesar da heterogeneidade,
diversas respostas plasticas similares nos diferentes contextos de lesdo sdo ativadas no
periodo pds-AVE, dentre elas o remodelamento neurovascular (Arai, Jin et al., 2009; Lo e
Rosenberg, 2009; Moskowitz, Lo et al., 2010). O referido remodelamento é compreendido
como uma série de modificagcbes funcionais na unidade neurovascular, podendo incluir
respostas angiogénicas, gliogénicas, neurogénicas e da matriz extracelular, de forma
interdependente (Arai, Jin et al.,, 2009; Moskowitz, Lo et al., 2010). Nesse contexto, a
investigacao das respostas neurovasculares apos a lesdo do SNC pode reinterpretar o papel da
participacdo dos fendmenos celulares decorrentes, em diferentes momentos pés-AVE, tal
como o papel da astrogliose reativa em cada um desses momentos (Sofroniew, 2009; Hamby
e Sofroniew, 2010; Sofroniew e Vinters, 2010). Dessa forma, é possivel que alguns eventos
neurovasculares agudos pés-AVE, tradicionalmente vistos como deletérios, representem uma
resposta encefalica endgena que visa a preparar o encéfalo para uma tentativa de reparo em
longo prazo, o que pode incluir a astrogliose reativa e os fendmenos por ela desencadeados
(Arai, Jin et al., 2009; Sofroniew, 2009; Sofroniew e Vinters, 2010).
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Figura 3. Representacdo esquematica da unidade neurovascular e alguns dos eventos
envolvidos no periodo pos-lesdo. AgEs (advanced glycosylation end products); BHE: barreira
hemato-encefalica; HSP: proteinas de choque térmico; TGF-R: fator de transformacéo do
crescimento beta; PDGF- [3: receptor tipo beta para o fator de crescimento derivado de
plaquetas. Adaptado de (Dirnagl, 2012).

A astrogliose reativa, fenbmeno caracterizado por alteragbes moleculares e
morfologicas em determinados astrocitos, € um achado cléssico e conhecido de longa data na
maioria, sendo em todas, as doencas do sistema nervoso central (Sofroniew, 2009; Hamby e
Sofroniew, 2010; Sofroniew e Vinters, 2010; Verkhratsky, Sofroniew et al., 2012). Apesar
disso, faz somente cerca de 20 anos que as células gliais passaram a receber uma maior
atencdo da comunidade cientifica (Colangelo, Cirillo et al., 2012). Talvez, a razdo para este
desinteresse possa ser atribuida, essencialmente, a dois fatores: as fortes influéncias da cultura
historica de subvalorizacdo das células gliais (“brain glue”) frente aos neurdnios, como
anteriormente mencionado; e as dificuldades técnicas para um estudo mais adequado e
detalhado da glia, células que podem ser compreendidas mais profundamente nos dias de hoje
gracas ao advento tecnologico (Kettenmann e Verkhratsky, 2008). Assim, por muitos anos a
astrogliose reativa foi resumida a uma espécie de fendmeno estereotipado, sinbnimo de
cicatriz glial, que se expressa de maneira semelhante na presenca de qualquer insulto ao SNC,

e que acaba por impedir a regeneracdo axonal (Sofroniew, 2009; Sofroniew e Vinters, 2010).
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Para Sofroniew (2009), a concep¢do de astrogliose reativa deve ser encarada de
acordo com alguns aspectos interdependentes. S&o eles: (1) o espectro de variaces que ocorre
em alguns subtipos de astrdcitos decorre da resposta a todas as formas e gravidades de lesGes
e/ou doencas do SNC, mesmo que sutis; (2) essas alteracbes podem variar conforme a
natureza e a gravidade da lesdo, o que ocorre por meio de uma série continua de alteracdes
graduais e progressivas. Essas envolvem: a expressdao molecular, a hipertrofia celular
(especialmente dos processos astrocitarios), a proliferacdo e, nos casos graves, a formagéo de
cicatrizes astrogliais; (3) as modulacdes da astrogliose reativa sdo reguladas de uma forma
contexto-especificas, ou seja, diferentes fatores na sinalizacdo celular possuem o potencial de
modificar a natureza e o grau dessas mudancas moleculares e morfolégicas; (4) essas
alteracbes podem alterar a atividade de astrécitos, tanto por meio do ganho quanto da perda de
funcBes, o que pode resultar tanto em beneficio quanto em prejuizo para a funcdo dos demais
tipos celulares presentes no contexto da astrogliose. Dessa forma, o autor mencionado sugere
que este ndo ¢ um fendbmeno uniforme mas, sim, um processo refinado e modulavel, de
acordo com uma série de varidveis (Sofroniew, 2009; Sofroniew e Vinters, 2010).

Uma caracteristica bem conhecida dos astrdcitos reativos € o aumento da expressao
de filamentos intermediarios (FI), o que € evidenciado, principalmente, pela expressao
aumentada de GFAP, além da vimentina e da nestina, sendo as Ultimas, proteinas integrantes
dos FI de astrdcitos imaturos (Pekny e Pekna, 2004). Todas essas proteinas atuam como
verdadeiros “blocos de constru¢ao” dos filamentos intermediarios dos astrdcitos, que,
juntamente com os microtubulos e os filamentos de actina, constituem o citoesqueleto (Li,
Lundkvist et al., 2008).

A GFAP é a uma proteina integrante do citoesqueleto astrocitario que faz parte da
classe Il de filamentos intermediarios (FI) gliais (Rutka, Murakami et al., 1997), tipicamente
expressa em algumas populacbes de astrocitos maduros (Zilles, Hajos et al., 1991; Taft,
Vertes et al., 2005), sendo amplamente utilizada como um marcador de astrogliose reativa
(Zhang, Hu et al., 2010). Sob a optica morfofuncional, a GFAP sempre foi reconhecida pela
sua importancia para a manutengdo estrutural dos astrocitos. No entanto, mais recentemente,
esta proteina tem se revelado importante também para as fung¢Ges astrocitarias, com um papel
importante na plasticidade induzida por uma série de fatores, incluindo as manipulagdes
experimentais (Middeldorp e Hol, 2011).

Existem evidéncias em camundongos que ndo expressam as proteinas GFAP e
vimentina, que a natureza ou 0 momento da lesdo podem gerar respostas plasticas diferentes.
Por exemplo, ratos neonatos submetidos a hipdxia-isquemia neonatal apresentam um volume

de lesdo comparavel aos animais que ndo expressavam 0s mencionados neurofilamentos
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(Jarlestedt, Rousset et al., 2010). No entanto, ratos adultos normais, submetidos a um modelo
de isquemia focal, apresentaram menor volume de lesdo quando comparados aos seus pares
que ndo expressavam GFAP e vimentina, 0 que sugere, nessas circunstancias, um papel
neuroprotetor da presenca desses filamentos intermediarios (Li, Lundkvist et al., 2008).
Corroborando esses resultados, Hayakawa e colaboradores (2010) demonstraram que a
inibicdo da atividade metabolica dos astrdcitos reativos, ap6s um modelo de isquemia focal,
esta relacionada com um pior desempenho funcional em roedores. Assim, esses mesmos
autores sugerem que os astrocitos reativos da regido perilesional participam do
remodelamento neurovascular e, talvez, contribuam positivamente para a recuperacao
funcional (Hayakawa, Nakano et al., 2010).

Neste contexto, também j& foi demonstrado que experiéncias comportamentais, no
periodo pés-lesdo, podem modular a morfologia e, provavelmente, a funcdo dos astrocitos
GFAP-positivos (Mestriner, R. G., Pagnussat, A. S. et al., 2011). Este mesmo estudo revelou
que o treinamento de habilidade do alcance e preensdo em roedores submetidos a hemorragia
intracerebral foi capaz de aumentar o comprimento dos processos primarios desses astrocitos
reativos no tecido adjacente a lesdo, fenbmeno esse correlato ao melhor desempenho
funcional nos testes comportamentais. Outrossim, em animais intactos, ja foi demonstrado
que intervencgdes ambientais, tais como o ambiente enriquecido (Viola, Rodrigues et al., 2009)
e 0 exercicio fisico (Saur, Baptista et al., 2013), sdo capazes de modular a expressdo de GFAP
e a morfologia de astrocitos no hipocampo, como um resultado adaptativo as referidas
experiéncias.

Além disso, um crescente corpo de evidéncias demonstra a importancia da GFAP em
diversas outras circunstancias. Por exemplo, tem-se associado a diminui¢do da expressédo de
GFAP em diferentes regides encefalicas com a depressao (Johnston-Wilson, Sims et al., 2000;
Miguel-Hidalgo, Baucom et al., 2000). Adicionalmente, acredita-se que modificacfes na
expressao de GFAP também estejam associadas ao crescimento de gliomas (Rutka, Hubbard
et al., 1994). Por outro lado, o aumento da referida proteina estd presente no autismo
(Laurence e Fatemi, 2005), incluindo também a presencga de auto-anticorpos para GFAP no
plasma (Singh, Warren et al., 1997) e niveis elevados de GFAP no liquor (Rosengren, Ahlsen
et al., 1992) desses pacientes. Esse ultimo achado geralmente esta presente no contexto de
diversas lesdes do SNC, como demonstrado apos a isquemia cerebral (Aurell, Rosengren et
al., 1991) e o trauma cranio-encefalico (Hausmann, Riess et al., 2000).

Dessa forma, é provavel que as alteragdes na morfologia astrocitaria e,
consequentemente, na expressdo de seus filamentos intermediarios GFAP-positivos, sejam

adaptac0es correlatas as modificagdes neuroquimicas (Ohira, Funatsu et al., 2007; Middeldorp
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e Hol, 2011) e/ou metabolicas (Eddleston e Mucke, 1993) envolvidas em diferentes contextos
do SNC, sejam esses fisioldgicos ou patolégicos. Apesar desta presuncgdo, a relagdo especifica
entre a expressao de GFAP e suas consequéncias funcionais € um tema que ainda precisa ser
compreendido de forma mais clara.

Ante o exposto, é possivel que uma analise mais atenta e especifica frente a
participagdo dos astrocitos GFAP-positivos possa nos fornecer valiosas informagdes sobre o
papel dos mesmos na recuperacdo funcional em diferentes circunstancias da astrogliose
reativa, tal como ocorre apos insultos etiologicamente diferentes, como, por exemplo, no

AVE isquémico e hemorragico.
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2. Objetivos
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2.1 Objetivo Geral

Comparar a recuperagdo sensorio-motora espontanea, o volume e a extensdo das lesdes e a
astrogliose reativa perilesional em ratos Wistar adultos submetidos aos modelos de isquemia

ou hemorragia cerebral.

2.2 Objetivos Especificos

1) avaliar o perfil da recuperacdo sensorio-motora espontanea, por meio dos testes do campo
aberto, cilindro e escada horizontal, comparativamente, em ratos Wistar adultos submetidos

aos modelos de isquemia ou hemorragia cerebral;

2) verificar se 0 volume e a extensdo das lesdes induzidas pelos modelos de isquemia e

hemorragia cerebral sdo estereologicamente comparaveis;

3) correlacionar o volume e a extensdo das lesfes isquémica e hemorragica com os desfechos
comportamentais avaliados e a possivel interferéncia dessas variaveis morfoldgicas sobre o

desempenho comportamental nos diferentes grupos experimentais;
4) estimar a densidade celular e a densidade Optica regional e celular dos astrocitos positivos

para a proteina glial fibrilar acida (GFAP) nas regides perilesionais do cortex sensorio-motor

e estriado dorsolateral, comparativamente, nos diferentes grupos experimentais.
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3. Abordagem Metodologica
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Inicialmente, o projeto de pesquisa que originou o presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob o niimero 20644. Apés a
aprovacgdo, foram utilizados 36 ratos machos Wistar adultos, provenientes do Biotério do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com
aproximadamente 3 meses de idade ao inicio dos experimentos. Os animais permaneceram em
grupos de 4 ou 5 em caixas de Plexiglass, sob condi¢des padrédo (ciclo de 12 h claro/escuro),
controle da temperatura (22 + 2° C), 4gua e comida fornecidas & vontade. Deste nimero,
quatro ratos evoluiram para o ébito em funcdo de complicagdes cirurgicas (02 animais em
cada um dos grupos lesados). Além disso, cinco animais foram utilizados na padronizacao das
condicBes experimentais e, por esta razao, foram excluidos da amostra.
Nos trés dias que antecederam a avaliagdo pré-cirurgica, os animais foram aclimatados
ao teste da escada horizontal. As avaliagdes comportamentais ocorreram no dia anterior a
inducdo do AVE experimental e, apos, nos 1.°, 7.°, 15.° e 30.° dias pds-operatorios (PO), a
depender do teste comportamental, conforme sera detalhado abaixo. Assim, 0s animais

incluidos foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:

@ Sham [S] (n=7)
(b) Isquemia cerebral [IC] (n=10)
(© Hemorragia cerebral [HC] (n=10)

Todas as andlises, sejam comportamentais ou morfoldgicas, foram realizadas por

avaliadores alheios aos grupos experimentais.

Aclimatagdoao  Teste da Escada Testes do Campo Testes do Campo Testes do Campo
teste da Escada Horizontal Teste do Campo  Aberto, Escada Aberto e Escada Aberto, Escada
Horizontal (avaliagdo pré- Aberto Horizontal e Horizontal Horizontal e
\ operatoria) Cilindro Cilindro
Dia-4 Dia-2 Dia-1  Cirurgia 1PO 7P0 15 PO 30 PO / Perfusdo

Figura 4. Desenho experimental. Notar que a cirurgia € considerada o dia “0”. PO: dia pos-

operatorio.
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3.1 Modelos de AVE experimental (isquemia e hemorragia cerebral)

As injecOes estereotéxicas de endotelina-1 e de colagenase derivada de clostridium

histolyticum no parénquima cerebral sdo métodos bastante empregados atualmente com a
finalidade de reproduzir a isquemia cerebral focal e a hemorragia cerebral, respectivamente.
A endotelina-1 (ET-1) é um potente vasoconstritor (Yanagisawa, Kurihara et al., 1988), capaz
de reduzir o fluxo sanguineo local em niveis isquémicos, quando injetada diretamente no
tecido cerebral (Fuxe, Bjelke et al., 1997; Windle, Szymanska et al., 2006). A aplicagéo
intraparenquimatosa de ET-1 causa uma reducdo do fluxo sanguineo local, o que perdura por
pelo menos 1 hora apos a injecdo, e resulta em uma lesdo encefalica bem definida (Fuxe,
Bjelke et al., 1997; Windle, Szymanska et al., 2006).

Em relacdo aos danos sensorio-motores, ja foi demonstrado que a administracdo
intracortical de ET-1 na regido do cértex sensorio-motor € capaz de produzir disfungdes
motoras de longo prazo, caracterizadas por um grau de recuperacdo espontanea similar a
outros modelos de dano cerebral, tais como a aspiracdo cortical mecénica e a administracdo de
acido quinolinico (Gilmour, Iverson et al., 2004). Além disso, Windle e colaboradores (2006)
demonstraram que a injecdo combinada de ET-1 nas regides do clrtex sensorio-motor e
estriado, ipsilateralmente, é capaz de promover os danos comportamentais esperados, com
boa reprodutibilidade dos resultados. Adicionalmente, nesse modelo de injecdo combinada, a
mensuracdo do fluxo sanguineo cerebral e o coeficiente de difusdo aparente (medido por
ressonancia magnética) puderam predizer as areas teciduais que sofreriam lesdo cerebral
permanente. Sob o ponto de vista comportamental, estes mesmos autores puderam concluir
que a injecdo cortical e estriatal combinada de ET-1 apresenta uma série de vantagens para 0
estudo de recuperacdo funcional p6s-AVE, quando comparada aos modelos de injecdo
cortical seletiva (Windle, Szymanska et al., 2006).

Por sua vez, a injecdo estereotaxica de colagenase foi introduzida no inicio dos anos
1990, e acredita-se que esse modelo de dano encefalico possa reproduzir, experimentalmente,
os efeitos de uma hemorragia cerebral espontanea (Rosenberg, Munbryce et al., 1990).
Particularmente, os danos sensoriais e motores decorrentes da hemorragia causada pela
injecdo de colagenase sdo Uteis para o estudo da recuperacdo da funcdo e da plasticidade
cerebral p6s-AVE hemorragico (Auriat, Wowk et al., 2010; Mestriner, R.G., Pagnussat, A.S.
etal., 2011).

As colagenases sdo uma familia de enzimas proteoliticas que catalisam a hidrdlise do
colageno, sendo este um componente fundamental presente na membrana basal da barreira
hemato-encefalica. A injecdo de colagenase promove a dissolugcdo da matriz extracelular ao

redor dos capilares cerebrais, simulando uma “hemorragia espontanea” no local da aplicagao.
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As vantagens desse modelo incluem a simplicidade, reprodutibilidade dos resultados,
extensdo hemorragica dose-dependente e facil adaptacdo do modelo para aplicacdo em varias
espécies animais, incluindo ratos, camundongos e suinos. Desta forma, este modelo se
apresenta como uma estratégia interessante para mimetizar os eventos hemorragicos que
ocorrem na hemorragia cerebral, em especial a HIC (Maclellan, Auriat et al., 2006; James,
Warner et al., 2008; Maclellan, Silasi et al., 2008).

Neste estudo, os animais foram anestesiados com halotano (4%, em 70% de N20 e
30% de O,), utilizando-se um aparato de anestesia inalatoéria (Narcosul) e, apds
profundamente anestesiados, os mesmos foram colocados em posi¢do ventral no aparelho
estereotaxico. Assim, realizou-se a tricotomia da regiéo central da calvaria do animal, assepsia
com élcool etilico e, com o auxilio de um bisturi cirdrgico, uma incisdo na linha média de
aproximadamente 0,5 cm sobre a pele para exposi¢do 6ssea do cranio. Apds, utilizou-se uma
broca odontoldgica especial (Beltec LB100) para realizar uma pequena trepanacao,
permitindo, assim, a passagem da seringa de injecdo estereotaxica (Hamilton®, n.° 26, USA).
As injecdes (em numero de duas), contendo ET-1 ou colagenase do tipo IV-S, foram
realizadas no cortex sensorio-motor (1 injecdo) e no estriado (1 injecdo), ambas do lado
cerebral esquerdo. Cada microinjecdo continha 800pmol de ET-1 (Chemicon) ou 0,2 U de
colagenase tipo IV (Sigma) diluidas em 2ul de salina estéril, de acordo com as seguintes
coordenadas estereotaxicas ajustadas a partir de trabalhos prévios (Paxinos e Watson, 2004;
Windle, Szymanska et al., 2006; Mestriner, R. G., Pagnussat, A. S. et al., 2011; Pagnussat,
Simao et al., 2012):

- injecéo Cortical: Bregma 0.0 mm; +2.3 mm lateral ao Bregma e -2.4 mm ventral a partir do
cranio;
- injecdo Estriatal: Bregma 0.0 mm; +3.6 mm lateral ao Bregma e -6 mm ventral a partir do
crénio.

As doses de ET-1 e colagenase tipo IV foram estabelecidas de modo a promover
lesbes de localizacdo e extensdo semelhantes, o que foi possivel com a comparacdo das
informacgdes contidas na literatura (Maclellan, Auriat et al., 2006; Windle, Szymanska et al.,
2006) e nas experiéncias experimentais prévias do nosso grupo de pesquisa com estes
modelos (Mestriner, R. G., Pagnussat, A. S. et al., 2011; Pagnussat, Simao et al., 2012). O
volume de cada microinjecéo foi administrado ao longo de 5 minutos e, antes da retirada da
seringa, esperou-se 5 minutos adicionais a fim de minimizar possivel refluxo (Szymanska,
Biernaskie et al., 2006; Mestriner, R. G., Pagnussat, A. S. et al., 2011). Nos animais do grupo
S foi injetado 0 mesmo volume do diluente (salina). Apos o procedimento cirurgico, 0S

animais permaneceram com agua e comida ad libitum. Todas as cirurgias foram realizadas
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mediante controle de temperatura retal (Letica, Espanha), de modo a ndo ultrapassar os limites
de 36.5°C a 37.5°C. Ao término das injecdes estereotaxicas, foi realizada a sutura com fio de
nylon cirdrgico seguida da aplicacéo topica de lidocaina 10%.

Apds a cirurgia, os animais foram examinados quanto ao aparente prejuizo motor, de
modo que todos os animais injetados com ET-1 ou colagenase exibiram déficit motor no
hemicorpo contralateral ao hemisfério lesado (Debow, Davies et al., 2003; Maclellan, Auriat
et al., 2006; Windle, Szymanska et al., 2006), além de apresentarem rotacdo espontanea na
direcdo contralateral ao hemisfério lesado quando suspensos pela cauda, o que estd de acordo

com a literatura (Whishaw, Oconnor et al., 1986).

Figura 5. Imagens a fresco, obtidas durante o periodo de padronizacdo das lesdes
experimentais, demostrando a vista superior dos encéfalos de animais submetidos aos
modelos de isquemia (A) e hemorragia (B) cerebral 24 horas ap6s a cirurgia. Barra: 0,5cm; D:
lado direito; E: lado esquerdo. Fonte: O autor.

3.2 Avaliagédo comportamental

Para a avaliagdo comportamental, foram utilizados os testes do campo aberto,

cilindro e escada horizontal, conforme serd, respectivamente, abaixo descrito.

3.2.1 Teste do campo aberto

As avaliacOes dos niveis gerais de atividade locomotora e dos padrdes globais de

movimento pré e pos-lesdo foram realizadas pelo teste do campo aberto (Hartman, Lekic et
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al., 2009; Babu e Ramanathan, 2011) nos seguintes momentos do periodo pos-operatério
(PO): 1PO, 7PO, 15P0 e 30PO. Esse teste foi realizado em uma sala especialmente adaptada
para a avaliagdo comportamental com um nivel de iluminacdo padronizado. Para tanto, 0s
animais foram colocados, individualmente, em uma arena circular, que constituiu um campo
para a livre exploracdo. O referido aparato é formado por uma caixa circular de madeira, na
cor preta, medindo 60 cm de didmetro x 45 cm de altura. A arena do campo aberto foi
dividida em 28 quadrantes virtuais, e os animais sempre foram colocados no quadrante central
da mesma, voltados sempre para 0 mesmo lado ao inicio do teste. Apds, os animais
permaneceram nesse aparato pelo tempo de 5 minutos realizando a exploracdo. Todos 0s
animais foram filmados durante o teste, e as mensuragdes referentes a cada variavel de
interesse foram realizadas por meio do programa Any-Maze Video Traking System 4.73
(Stoelting Co., USA).

[ ANY-maze - Unnamed experiment [BE]

Fie Edt Options Help

-2 Hes 2% PR
Protocol  Experiment  Tests Results  Data

Experiment management @ ¢ | o | Apparatus

Step by step instructions
If youtre newto ANY-mazs then you may fid t easiest to folo
ps

o
an experiments tests

Animal treatments and data
Use this tabie o quickly erer or =dit the animal's reatmens.
information for the animals by ading fields fo the pre

BT s

Figura 6. Imagem do teste do campo aberto sendo realizado com o auxilio do programa Any-
Maze (Fonte: O Autor).

3.2.2 Teste do cilindro

O teste do cilindro visa a avaliar o uso assimétrico dos membros anteriores durante a
realizacdo de uma tarefa de exploracdo e suporte corporal (Woodlee, Asseo-Garcia et al.,
2005; Maclellan, Auriat et al., 2006; Schallert, T. , 2006). Para tanto, os animais foram
colocados no interior de um cilindro acrilico de 20 cm de didmetro e 40 cm de altura, situado
sobre um tampo de mesa de vidro. Apds, realizou-se a filmagem de cada animal,
individualmente (durante 5-6 minutos), através de um espelho angulado (vista inferior do
animal) de modo a possibilitar a observagdo dos movimentos exploratérios espontaneos dos

mesmos. Foi registrado o nimero de contatos dos membros anteriores com as paredes do
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cilindro, utilizadas para o suporte corporal durante a exploracdo. Como critério de excluséo,
estabeleceu-se que os animais que ndo realizassem pelo menos 12 contatos exploratorios
independentes ficariam fora da anélise dos dados. Para a realizacéo deste teste, 0s animais ndo
foram aclimatados, visto que uma maior exploracdo por parte do animal pode tornar o teste
mais fidedigno quanto aos resultados.

A quantificacdo do uso assimeétrico dos membros anteriores foi realizada com base
na analise das imagens filmadas em cAmera lenta e quadro por quadro, sendo, posteriormente,

calculado por meio da formula (Maclellan, Auriat et al., 2006):

[(contatos realizados com 0 membro anterior contralateral + %2 dos contatos bilaterais)]
/(contatos ipsilaterais + contatos contralaterais + ambos) X 100].

Figura 7. Teste do cilindro. (A) aparato para a realizacdo do teste; (B) vista lateral de animal
realizando a exploracdo; (C) vista inferior do mesmo, utilizada para a filmagem e andlise das
imagens. Adaptado de (Pagnussat, Michaelsen et al., 2009).

3.2.3 Teste da escada horizontal

O teste da escada horizontal tem sido empregado para avaliar a coordenagédo e a
habilidade na execucdo da marcha, principalmente em estudos que envolvem danos ao SNC e
nas alteragcfes do envelhecimento, possibilitando a avaliacdo dos erros de colocagdo dos
membros anteriores e posteriores que ocorrem durante a marcha de roedores (Metz e
Whishaw, 2002; Mestriner, R.G., Pagnussat, A.S. et al., 2011). O aparato para a realizac¢éo do
referido teste consistiu em duas paredes de acrilico transparente (1 m de largura por 20 cm de
altura) e traves de metal (3mm de didmetro cada) que foram inseridas inferiormente, entre as
paredes, com uma distancia minima de 1 cm entre elas, caracterizando, assim, a forma que
confere 0 nome de escada horizontal ao aparato. A escada permaneceu elevada 30 cm do solo,

existindo um refugio escuro para o animal ao final da sua extensdo. A largura do aparato é
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ajustada ao tamanho do animal, permanecendo cerca de um centimetro mais larga que o
mesmo, de modo a dificultar que o animal caminhe em torno de si ou vire-se no sentido
contrario durante o percurso (Metz & Whishaw, 2002).

A dificuldade deste teste pode ser modificada pela variagdo na posicédo das traves de
metal. Um padréo regular das traves permite que o animal aprenda a posi¢do das mesmas ao
longo de vérias sessdes de treino, e dessa forma, antecipe a colocacdo dos membros.
Modificando-se esse padrdo 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 sessdes de aclimatacdo), as traves eram espacadas em
intervalos de dois centimetros. Para o padrdo irregular (utilizado nas avaliacGes), as traves
eram espacadas em intervalos de um a cinco centimetros. Ao total, foram utilizadas cinco
distribuices irregulares aleatorias, porém as 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 analise
do numero de erros (Maclellan, Auriat et al., 2006b). A padronizacdo dos movimentos que
configuram erros ou acertos serd realizada conforme escala previamente descrita, que,
resumidamente, apresenta 7 tipos de situacOes (6 formas de erros e 1 acerto) (Metz e
Whishaw, 2002; Maclellan, Auriat et al., 2006; Mestriner, R.G., Pagnussat, A.S. et al., 2011).

6 Apoio Correto

Corregdo

3 Substituig:I

Substituicdo

Correcéo

Errototal

Figura 8. Teste da escada horizontal. (A) ilustracdo do aparato utilizado para a realizagéo do
teste da escada horizontal (adaptado de Metz & Whishaw, 2002). (B) escore de contagem de
erros: 0- erro total; 1- escorregdo profundo; 2- escorregéo leve; 3- substituicdo; 4- correcéo; 5-
colocacéo parcial; 6- colocacdo correta (acerto). Fonte: O autor.
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3.3 Analise morfologica: volume e extensdo das lesbes

Ao término das avaliagbes comportamentais, os animais foram submetidos aos
protocolos histolégicos, como rotineiramente realizado por uma série de estudos relacionados
(Gharbawie, Gonzalez et al., 2005; Maclellan, Auriat et al., 2006; Keiner, Wurm et al., 2008).
Para tanto, os animais receberam uma injecdo de hidrato de cloral (30%, 10mL/Kg) pela via
intra-peritonial, realizando-se, apds a verificacdo de auséncia de pulso pré-cordial, a
toracotomia com exposicéo do coragdo. A seguir, foram injetados 1000 Ul de heparina sddica
no ventriculo esquerdo, e, por meio de uma incisdo neste mesmo ventriculo, foi inserida uma
canula ligada a uma bomba de perfusdo (Control Company). Apds uma segunda incisdo, desta
vez no atrio direito, foi perfundida, inicialmente, uma solucdo salina (100 ml) para lavagem
da arvore vascular e, posteriormente, uma solucdo fixadora (200 ml) composta de
paraformaldeido (PFA) 4% diluido em tampédo fosfato (TF) 0,1 M pH 7,4. Apls esse
procedimento, os encéfalos foram retirados por meio da abertura da calota craniana sendo
pos-fixados na mesma solucdo fixadora utilizada para a perfusdo, por mais 4 horas em
temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram crioprotegidas pela imerséo em
sacarose 30% diluida em TF a 4°C, onde permaneceram durante trés dias (tempo meédio para
que os encéfalos submerjam). Depois disso, os encéfalos foram congelados em isopentano
resfriado em nitrogénio liquido até a realizacdo das sec¢des (50 um) em criostato (Leitz).

Para a avaliacdo histolégica do volume da lesdo, foram selecionadas secgOes
equidistantes (com intervalos de 200 um), iniciando em Bregma +5.10 mm e terminado em
Bregma —5.00 mm (Paxinos e Watson, 2004). Depois disso, esses cortes foram corados com a
técnica de hematoxilia-eosina. Para tanto, os mesmos foram hidratados e levados a solugdo de
hematoxilina de Mayer por 3 minutos, sendo, posteriormente, lavados em &gua corrente por
pelo menos 20 minutos. Em seguida, os cortes foram levados a solugédo de eosina a 0,5%, por
um periodo de 30 segundos a 1 minuto, com retirada do excesso de Eosina por meio de
imersdes em alcool 95%. Transcorridos estes procedimentos, teve inicio o processo de
desidratacédo (duas imersdes em alcool absoluto, uma imersdo em carboxilol, e, por fim, uma
imersdo em xilol). Em seguida, as ldminas foram montadas e cobertas por balsamo do Canada
e laminulas até sua completa secagem.

Ao final do referido processamento histologico, as laminas foram escaneadas em
resolucdo de 1200 dpi, sendo o volume da lesdo (incluindo a atrofia tecidual) calculado pelo
método de Cavalieri. Resumidamente, a area de cada seccdo avaliada é estimada e, em
seguida, multiplica-se este valor pela distancia entre os cortes avaliados (Buchan, Xue et al.,
1992; Windle, Szymanska et al., 2006). A mensuracao da area de lesdo foi realizada com o
auxilio do software Scion Image J 4.0 (Scion Corporation, Frederick, MD, USA), conforme
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previamente descrito (Debow, Davies et al., 2003; Maclellan, Auriat et al., 2006). A anélise
da extensdo das lesdes isquémica e hemorrégica ao longo do eixo fronto-occipital foi estimada
por meio da multiplicacdo do numero de sec¢bes consecutivas que apresentavam lesdes
detectaveis pela espessura dessas sec¢fes (50 um), conforme previamente descrito (Marret,
Mukendi et al., 1995).

3.4 Imunoistoquimica para GFAP

A técnica imunoistoquimica para GFAP foi realizada utilizando-se sec¢des contendo
as areas de interesse, ou seja, 0 cOrtex sensorio-motor e o estriado dorsolateral, ambos
adjacentes a lesdo. Para tanto, algumas seccfes obtidas nos intervalos entre as seccOes
coletadas para a estimativa do volume de lesdo foram utilizadas. Essas sec¢Oes foram
coletadas aproximadamente entre o Bregma +1.80 (rostralmente) e Bregma —0.70
(caudalmente). Inicialmente, as mesmas foram pds-fixadas em uma solucdo contendo PFA
por 15 minutos. Ap0s, essas seccdes foram lavadas com um tampdo salino gelado (PBS, pH
7,4) e, em seguida, as referidas fatias foram bloqueadas para as peroxidases enddgenas em
uma solucdo que continha peroxido de hidrogénio (3%) diluido em PBS, por adicionais 30
minutos. Finalizada esta etapa, realizou-se uma lavagem com PBS acrescido de Triton X-100
(0,4%) (PBS-Tx) seguida pelo procedimento de bloqueio dos sitios inespecificos de ligacao,
realizado com uso de albumina sérica bovina (BSA) a 2%, diluida em PBS-Tx, por adicionais
30 minutos. Em seguida, as sec¢bes foram incubadas por 48h a 4°C com o anticorpo
policlonal anti-GFAP produzido em coelhos (Z033401-2 — Dako) na diluicdo de 1:500 em
PBS-Tx. Decorrido o tempo de incubacdo, realizou-se duas lavagens em PBS-Tx e, ap0s, as
secgoes foram incubadas pelo periodo de 2h, em temperatura ambiente (= 22°C) com o
anticorpo secundario 1gG conjugado a peroxidase (A0545 - Sigma-Aldrich) na diluicdo de
1:200 em PBS-Tx. Ao término de mais esta etapa, as seccdes foram lavadas duas vezes em
PBS, e a revelagdo foi realizada através da incubagdo das mesmas em um meio contendo
0,06% de 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich) dissolvido em PBS por 10 minutos.
Ap0s, os cortes foram expostos a mesma solugdo mencionada, entretanto, com o acréscimo de
1 pL de H,0, por mL de DAB, por adicionais 10 minutos. Apoés a revelagéo, as secgdes foram
lavadas em PBS, desidratadas em séries crescentes de etanol (70, 90 e 100%), limpas com
xileno e cobertas com Entellan (Merck) e laminulas. Para controlar a marcagdo inespecifica,
algumas sec¢des foram submetidas a todas as etapas do procedimento imunoistoquimico com
excecao do anticorpo primario, que foi substituido por PBS-TX.

Adicionalmente, visando a minimizar as diferencas inespecificas de marcacgdo entre

astrocitos e a coloracdo de fundo (background staining), os encéfalos foram fixados,
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crioprotegidos e pos-fixados em solugdes idénticas pelo mesmo periodo, processadas ao
mesmo tempo e incubadas nas mesmas solugdes utilizadas para a revelacdo por periodo de

tempo semelhante.

3.5 Estimativa da densidade astrocitaria

O nimero de astrécitos GFAP-positivos por mm? no cortex sensoriomotor e estriado
dorsolateral perilesionais foi estimado utilizando um microscépio optico Olympus BX 50
acoplado a uma camera digital especial (Motic Images Plus 2.0) e ao software Image Pro-Plus
6.1 (Media Cybernetics). Para esta analise, quatro imagens (20X), em um total de trés seccoes
por animal, foram capturadas para cada uma das secc¢oes analisadas, sendo 2 imagens corticais
e 2 estriatais. Assim, 12 imagens foram analisadas em cada animal (seis corticais e seis
estriatais). Para a estimativa da densidade celular, duas areas de interesse (AOIs), medindo
5.828 pum? cada, foram sobrepostas em cada imagem. Os astrécitos localizados no interior de
cada AOI ou aqueles localizados na interseccdo das linhas superior e/ou direita de cada AOI
foram contados (Viola, Rodrigues et al., 2009; Saur, Baptista et al., 2013).

Com o intuito de evitar a complexa sobreposicdo de corpos celulares, processos
astrocitarios e vasos sanguineos na regiao justaposta a area de perda tecidual (borda da lesao),
estabeleceu-se uma distancia de aproximadamente 50um distais & mesma para a realizacao da
estimativa proposta. Este procedimento foi necessario, pois, em contrario, a estimativa da

densidade astroglial seria pouco precisa e teria uma validade morfométrica questionavel.

3.6 Andlise da densidade Optica

A intensidade da imunorreatividade foi mensurada, semi-quantitativamente, por meio
da analise densitométrica (Ferraz, Xavier et al., 2003; Xavier, Viola et al., 2005; Martinez,
Hermel et al., 2006; Saur, Baptista et al., 2013). Para a analise da densidade Optica regional,
foram empregadas as mesmas AOIs utilizadas para a estimativa da densidade celular, como
descrito no item anterior. Resumidamente, as imagens de interesse foram convertidas em uma
escala de cinza (256 tons de cinza / 8-bit), e as referidas AOIs foram sobrepostas em cada
imagem para a analise.

Ja para a estimativa da densidade optica celular, dois astrécitos GFAP-positivos,
localizados nas AOIs descritas em cada uma das imagens, foram aleatoriamente selecionados,
totalizando 12 astrocitos por a animal, em cada uma das estruturas de interesse. Em seguida,
uma nova area de interesse (AOI) medindo 10,37 pum?’ foi sobreposta ao soma dos

mencionados astrdcitos, e, nesta, foi realizada a medida de densidade optica celular.
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Durante o processo de captura das imagens, os niveis de iluminacdo e a magnificacdo foram
padronizados e mantidos constantes. Durante a realizacdo das analises densitométricas,
evitou-se regies onde as células estivessem sobrepostas a marcagdo de vasos sanguineos e de
outros artefatos obvios. A correcdo para a marcacdo de fundo (background) foi realizada

conforme previamente descrito (Xavier, Viola et al., 2005).

3.7 Anélise estatistica

Para a analise estatistica, inicialmente, foi empregado o teste de Kolmogorov-
Smirnov, com o intuito de verificar a normalidade da distribuicdo dos dados obtidos. Apds, a
andlise de variancia (ANOVA), co-variancia (ANCOVA) e correlagbes de Pearson foram
utilizadas, conforme sera descrito nos capitulos que seguem. Os testes de comparacoes
multiplas de Student-Newman-Keuls (para dados comportamentais) e Bonferroni (para dados
morfologicos) também foram utilizados, quando apropriado. As varidveis foram expressas
como média * erro padrdo da média. Os resultados foram considerados significativos quando
P<0,05. O software SPSS 16.0 (Statistical Package for the Social Sciences, Inc., Chicago,

USA) foi utilizado para a analise dos dados.
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HIGHLIGHTS

» ET-1 and collagenase could produce comparable ischemic and hemorrhagic injuries.

» Ischemic and hemorrhagic rats showed similar spontaneous locomotor activity.

» Ischemic and hemorrhagic rats showed similar forelimb asymmetry profile.

» Hemorrhagic stroke showed better performance in skilled walking then ischemic form.

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Stroke causes disability and mortality worldwide and is divided into ischemic and hemorrhagic subtypes.
Received 18 December 2012 Although clinical trials suggest distinct recovery profiles for ischemic and hemorrhagic events, this is not
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conclusive due to stroke heterogeneity. The aim of this study was to produce similar brain damage, using
experimental models of ischemic (1S) and hemorrhagic (HS) stroke and evaluate the motor spontaneous
recovery profile. We used 31 Wistar rats divided into the following groups: Sham (n="7), ischemic (IS)
(n=12) or hemorrhagic (HS) (n=12). Brain ischemia or hemorrhage was induced by endotelin-1 (ET-1)

gf;g::rds" and collagenase type IV-S (collagenase) microinjections, respectively. All groups were evaluated in the
Endothelin-1 open field, cylinder and ladder walk behavioral tests at distinct time points as from baseline to 30 days
Collagenase type VI-S post-surgery (30 PS). Histological and morphometric analyses were used to assess the volume of lost
Recovery tissue and lesion length. Present results reveal that both forms of experimental stroke had a comparable
Stereology long-term pattern of damage, since no differences were found in volume of tissue lost or lesion size 30
Anymaze days after surgery. However, behavioral data showed that hemorrhagic rats were less impaired at skilled

walking than ischemic ones at 15 and 30 days post-surgery. We suggest that experimentally comparable
stroke design is useful because it reduces heterogeneity and facilitates the assessment of neurobiological
differences related to stroke subtypes; and that spontaneous skilled walking recovery differs between
experimental ischemic and hemorrhagic insults.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Stroke is an important public health problem and is broadly
subdivided into ischemic and hemorrhagic subtypes [1]. Although
considerable development has been made in acute stroke care,

- current data on functional recovery according to stroke subtypes
* Corresponding author at: Faculdade de Enfermagem, Nutri¢gio e Fisioterapia, are not conclusive [2]. Clinical observations have shown that the
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul, Avenida Ipiranga, 6681, Prédio . . . .
12/8.(andar, Porto Alegre, RS, CEP: 90619-900, Brazil. Tel.: +55 51 33203646. ‘hemorr‘haglc form prese_nts greaFer_ functional Impairment than
E-mail addresses: regis.mestriner@pucrs.br, regis.mestriner@gmail.com l?':hen?lc stroke at hOSD‘Ita| admission, but shows great‘er fUI](:—
(R.G. Mestriner). tional improvement at discharge [3]. On the other hand, ischemic

0166-4328$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http:/{dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2013.02.001
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stroke patients show a longer functional recovery window than
those with the hemorrhagic form [4]. Likewise, the hemorrhagic
subtype results in greater medical complications and ambulatory
impairments [5]. These findings indicate that stroke recovery is a
heterogeneous process by nature and many factors may influence
the functional outcome [2]. For example, site and size of the stroke
damage [6,7], the extent of subsequent recovery [2-4], age [8], gen-
der [9] and rehabilitation [9-11] as well as stroke subtypes [3,4,12]
could influence plasticity and recovery [3,4,13,14].

Given its clinical heterogeneity and the differences in stroke
physiopathology, animal models of experimental stroke have been
developed [15-18]. Although rodent results cannot be directly
extrapolated to humans, there are many common characteristics
between human stroke and animal stroke models [ 16,18]; the main
advantage of animal models is that they reduce confounding vari-
ables and permit deep investigation of the neurobiology of recovery
and brain plasticity [10,11,19].

The commonly used rodent stroke models involve intra-
parenchymal infusion of endothelin-1 (ET-1) [18] and bacterial
collagenase [15-17] to produce ischemic and hemorrhagic injury,
respectively. ET-1 is a potent vasoconstrictor, which reduces local
blood flow to levels that produce ischemic injury when injected
into brain tissue [18]. On the other hand, collagenase enzymatic
action disrupts the basal lamina of blood vessels and causes blood
to leak into the surrounding tissue [16,17]. Although several trials
using ET-1 and collagenase stroke models have been conducted, to
the best of our knowledge, no previous study has compared the
effects of experimental ischemic and hemorrhagic stroke subtypes
on functional recovery in rats. This design could be an interesting
strategy to test differential effects of pharmacological and non-
pharmacological interventions on stroke subtypes, including the
patterns of recovery and plasticity. Based on pathophysiological
differences and clinical studies, we hypothesized that the recovery
profile would differ between experimental ischemic and hemor-
rhagic stroke models. Thus, the aim of this study was to produce
similar brain damage (with acomparable lesion site, volume, exten-
sion, age and sex conditions), using etiologically different stroke
models, ischemic (IS) and hemorrhagic (HS), in Wistar rats and eval-
uate the motor behavior at different times of spontaneous recovery.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult male Wistar rats (n=31) were obtained from the Central Animal House
of the Department of Biochemistry of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul
at approximately 3 months of age (300-350 g). They were housed in groups of 4-5
in Plexiglas cages under standard laboratory conditions - 12/12 h light/dark cycle
(light on at 7:00 am) under controlled temperature (22 + 2=C) with free access to
food and water. The experimental design and all procedures were approved by the
University Ethics Committee (project number 20644 ) and were in accordance with
the Guidelines for Care and Use of Laboratory Animals adopted by the National Insti-
tute of Health (USA) and with the Federation of Brazilian Societies for Experimental
Biology. Efforts were made to minimize animal suffering and reduce the number of
animals needed.

2.2, Stroke surgery

Prior to stroke surgery animals were randomized and assigned to one of the
following groups: sham (S) (N=7),ischemic(IS) (N =12} or hemorrhagic (H5)(N=12)
stroke. Rats were anesthetized with 4% halothane in 30% oxygen and 70% nitrous
oxide and maintained in a stereotaxic frame with 2% halothane. A midline incision
was made in the scalp (between the Bregma and Lambda landmarks) and two burr
holes were then drilled in the skull. Using different 26-gauge needles (Hamilton,
Reno, NV, USA) the following stereotaxic injections were performed:

- Ischemic stroke: 02 microinjections (01 cortical and 01 striatal - see coordi-
nates below) each containing 800 pmol of endothelin-1 (ET-1) (Human and Porcine,
Calbiochem), diluted in 2 p.l of sterile saline (adapted from Windle and cols.) [18];

- Hemorrhagic stroke: 02 microinjections (01 cortical and 01 striatal) each con-
taining 0.2U of bacterial collagenase type IV-5, diluted in 2 pl of sterile saline
(adapted from MacLellan and cols.) [15].

- Sham: 02 microinjections (01 cortical and 01 striatal) each containing 2 .l of
sterile saline.

The same stereotaxic coordinates were used in all groups to pair the primary site
of damage (sensorimotor cortex and striatum), they were: (1) anterioposterior (AP)
0.0 mm, mediolateral (ML) +2.3 mm, and dorsoventral {(DV) —2.4 mm for the cortical
injection and; (2) AP 0.0 mm, ML +3.6 mm, and DV —6.0 mm for the striatal injection.
All stereotaxic measurements were relative to Bregma [20], with depth determined
from the skull surface [15,18]. ET-1, collagenase or sterile saline were infused for
5min and the needle was kept in position for an additional 5 min period. Then it
was slowly removed to prevent backflow [10]. Body temperature was maintained
between 36.5°C and 37.5 °C throughout the surgery using a self-regulating heating
blanket (Letica, Spain). A local anesthetic (Lidocaine, 3 M, Brazil) was applied to
the wound at the end of surgery and rats were allowed to rest until the scheduled
behavioral evaluation [10]. All surgery procedures were performed with disinfected
materials in a surgery room. None of the animals presented signs of wound infection.
In this study 4 rats died due to surgery/stroke complications (02 animals from each
stroke group).

2.3. Behavioral assessment

Stroke produces several neurologic dysfunctions and accordingly, a battery
of behavioral tests is required to evaluate post-stroke impairments [11,15,18,21].
When all behavioral tests were scheduled for the same day, the order of assessment
was: open field, ladder walk and cylinder. All measurements were performed dur-
ing the light cycle; the interval between tests was at least 1 hour. The experimental
design is shown in Fig. 1.

2.3.1. Open field test

In order to examine possible stroke subtype differences in spontaneous loco-
motor activity and habituation to novel environment [21,22], rats were exposed to
a circular arena (60 cm in diameter x 45 cm wall height) made of black plywood.
The floor was virtually divided by drawn lines, composing 28 quadrants. Animals
were individually placed in the center of the apparatus and their behavior was freely
recorded for five minutes. Rats were repeatedly assessed at 1,7, 15 and 30 days after
stroke. All measurements were automatically recorded using ANY Maze software
(Version 4.70, Stoelting); the following parameters were analyzed: total distance
traveled, average speed, time immobile and number of total rotations.

2.3.2. Cylinder test

Forelimb asymmetry was evaluated using the cylinder test [11,15,18,23]. Briefly,
animals were placed inside a plexiglas cylinder (20cm diameter x 40cm high)
situated on a glass tabletop and recorded from below with an angled mirror. Sponta-
neous ipsilateral and contralateral forelimb wall contacts were recorded for 5-6 min.
Rats that made fewer than 12 independent wall touches were excluded and the
asymmetrical forelimb use was estimated as previously described [10,15]. Evalu-
ations were performed only at 7 and 30 days after stroke to increase the animal’s
interest in exploration.

2.3.3. Ladder walk test

The ladder walk task was used before (baseline), 7, 15 and 30 days after stroke or
sham surgeries to concurrently evaluate skilled walking and forelimb and hindlimb
function [10,24). Three days prior to baseline evaluation the rats were trained (4
trials per day) to cross a 1m long horizontal ladder situated 30.cm above a table
with variably spaced rungs (3.0 mm diameter/1-3 cm apart) [24]. During the test-
ing sessions, the rats were filmed crossing the apparatus in 3 trials; the number of
forelimb and hindlimb errors was calculated as previously described [10,15,24].

2.4. Histology and stereological analysis

After the last behavioral assessment (30 days after surgery) animals from
the S, 15 and HS groups were deeply anesthetized with chloride hydrate (30%,
10 mL/kg, i.p.) and injected with 1000 IU heparin (Cristalia, Brazil). After that, they
were transcardially perfused through the left ventricle, using a peristaltic pump
(Control Company, S3o Paulo, Brazil) with 100 mL of saline solution followed by
200 mL of fixative solution composed of 4% paraformaldehyde (PFA) (Reagen, Rio
de Janeiro, Brazil) in 0.1 M phosphate buffer (PB) pH 7.4 at room temperature.
Brains were postfixed in PFA at room temperature for 4 h, kept in 30% sucrose
in PBS for 3 days and then frozen in isopentane and liquid nitrogen. Coronal sec-
tions (50 pm) were obtained using a cryostat (Leica, Germany). Slices were stained
with hematoxylin-eosin and the volume of lesion plus atrophy was stereologi-
cally estimated using the Cavalieri procedure. All measurements were done using
Scion Image | 4.0 (Scion Corporation, Frederick, MD, USA) as previously described
[10,18,25]. Briefly, sections were taken every 200 pm, starting at +5.10 mm from
Bregma and ending at —5.00 mm to Bregma, and injury volume was calculated by
adding the estimated area from each damaged slice and multiplying that value by
the distance between the measured slices [18,25]. The lesion length along the fronto-
occipital axis was estimated as the number of consecutive sections with detectable
lesions multiplied by 50 jum, as previously described [26].

30



84 R.G. Mestriner et al. / Behavioural Brain Research 244 (2013) 82-89

Ladderwalk Ladder walk
training baseline
assessment

Open Field
assessment

Day-4 Day-2 Day-1 Surgery 1PS

OpenField, Open Field Open Field,
Ladder walk and Ladder Ladderwalk
and cylinder walk and cylinder
assessment  assessment assessment
| | |
7PS 15PS 30 PS / Perfusion

Fig. 1. Experimental design and behavioral testing (relative to surgery) schedule. PS: Days post-surgery.

2.5. Data analysis

All behavioral and morphological procedures were performed by researchers
blind to group identity. Data normality distribution was tested using the
Kolmogorov-Smirnov test and showed a parametric profile. Behavioral and mor-
phological data were analyzed using repeated measures ANOVA, one-way ANOVA
or ANCOVA when appropriate. The Student-Newman-Keuls test was used to deter-
mine behavioral differences and the Bonferroni post hoc test was used to evaluate
maorphological differences between groups when appropriate. Pearson's correlation
test also was used to determine if lesion measurements (volume or length) predict
functional outcome for behavioral tests at 30 days after surgery. All variables were
expressed as mean +standard error of the mean (SEM). Results were considered
significant when P = 0.05. SPSS 16.0 (Statistical Package for the Social Sciences, Inc.,
Chicago, USA) was used for data analysis.

3. Results

Ischemic and hemorrhagic stroke animals showed behavior
compatible with surgery success; including vigorous contralateral
forelimb adduction, as well as spontaneous rotation toward the
contralateral hemisphere when held by the tail. All surviving rats
were used for behavioral and morphological analysis (n=27).

3.1. Estimation of brain damage induced by IS and HS

Using both, the Cavalieri method and estimated lesion length,
the lesions produced in the IS and HS models used in our study were
found to produce similar patterns of damage, with similar volumes
and lesion lengths. Detailed data are presented below.

3.1.1. Lesion volume

Inour study, we found that the ischemicand hemorrhagicexper-
imental stroke subtypes damaged the sensorimotor cortex and
dorsolateral striatum. Additional damage was sometimes seen in
the globous pallidus and corpus callosum 30 days after surgery.
One-way ANOVA showed significant main effects in terms of the
lesion volume (F;326)=26.91 P<0.001). Bonferroni post hoc tests
revealed differences between S and both stroke subtypes (IS and
HS) (P<0.001). This finding demonstrated that sham rats were
not injured in comparison with both stroke groups. No differences
between the stroke subtypes were found (P=0.82) suggesting a
comparable lesion volume between stroke groups (Fig. 2).

3.1.2. Lesion Length

There was significant main effects on lesion length
(F2,26)=25.84 P<0.001). Differences between S and both stroke
subtypes (IS and HS) were observed (P<0.001). The variability
of damage in the fronto-occipital axis (30 PS) was similar in the
IS and HS groups (P=0.93) (Fig. 2). Injury (relative to Bregma)
approximately ranged from +2.28 mm to +1.56 mm (rostrally) and
—0.80 mm to —2.98 mm (caudally) (Fig. 3).

3.2, Spontaneous Locomotor Activity (open field test)
Analysis of the open field data is shown in Fig. 4. The acute effect

(first exposition — 1PS) revealed major differences for distance
traveled (Fj;25)=53.43 P<0.001), average speed (F;25=58.56

P<0.001) and time immobile (F;55 =41.64 P<0.001). Post hoc
analysis showed that sham group traveled greater distances
(P<0.01), faster (P<0.01) and was less immobile than the stroke
groups (P<0.05); differences between stroke animals were not
observed. Also, no additional differences were found for total body
rotations (Fj3,6y=3.10 P=0.07). These findings demonstrate that
rats from both stroke groups were, acutely, less active than sham
animals.

Additionally, the long-term habituation profile (repeated trials
over time) showed distance traveled (F(3 26)=24.41 P<0.001), aver-
age speed (F(346)=18.88 P<0.001), time immobile (F355)=10.65
P<0.001) and total body rotations (F(3,5)=6.61 P<0.001) effects,
which demonstrated that all animals had a similar pat-
tern of habituation over repeated open field trials. Inter-
estingly, “time” x “group” interaction effects were found for
distance traveled (Fis26)=3.61 P<0.03) and average speed
(Fig26)=12.57 P<0.001), both with no major group effect
(F2,26)= 1.39 P=0.22[F(; 55)= 1.43 P=0.26, respectively). Together,
these data showed that sham and stroke groups had different recov-
ery profiles over time but when all evaluated endpoints were taken
in account no major group differences were found for distance trav-
eled or average speed. No long-term (F;6)=0.56 P=0.57) group
effects or “time” x “group” interaction effects (F526)=2.02 P=0.10)
were found for total body rotations. These data expand our find-
ings and show that stroke rats were less active than sham animals
but moved sufficiently to avoid bias related to very low locomotor
behavior.

Finally, no additional effects were found when group compar-
isons were analyzed in different segments of the open field test
(minute to minute, 2 first minutes or 2nd and 3rd minutes analy-
sis); no differences were found between the groups in number of
defecations or in the ratio “time in center/time in periphery” (data
not shown).

3.3. Cylinder Test

Analysis of cylinder test data revealed significant effects on
“time” (F(y 25)=9.61 P<0.01), “group” (F3,6)=77.15 P<0.001) and
“time” x “group” interaction (Fz26) =3.86 P< 0.05). These findings
showed that the recovery process over time was different between
the groups. Major group differences were found between S and
stroke rats (IS and HS) at 7PS (P<0.001) and 30PS (P<0.001). Anal-
ysis revealed that animals from the IS and HS groups presented
more forelimb asymmetry resulting from the induced injury. How-
ever, no differences were observed between animals submitted to
ischemic or hemorrhagic stroke subtypes (P=0.40) (Fig. 5).

3.4. Ladder walk test

Baseline evaluation for all ladder walk analysis (contra and ipsi-
lateral) showed no differences between groups (Fig. 6). Analysis of
the contralateral forelimb errors in the ladder walk test revealed
“time” (F(3 26)=7.34 P<0.01), “group” (F226)=18.90 P<0.001) and
“time” x “group” interaction (Fs25)=4.32 P< 0.01) effects. The post
hoc tests showed that both IS and HS had more falls than the
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Fig. 2. Representative photomicrographs of ischemic stroke (A) and hemorrhagic stroke (B) of animals at 30 days post-surgery. Graphs of the lesion volume (C) and lesion
length along the fronto-occipital axis (D) in the same endpoint. " Difference between sham and all stroke rats (P<0.001). No lesion volume (P=0.82) or length (P=0.93)

differences were found between stroke subtypes.

S group from 07 PS to 15 PS (P<0.001). However, at 30 days, S
group was different from IS (P<0.001) but not different from HS
(P=0.07). Also, the IS group was more impaired than the HS group
at 30 PS (P<0.05). Additionally, contralateral hindlimb perfor-
mance showed “time” (F3 56y =7.26 P< 0.01), “group” (F 3 26) = 76.66
P<0.001) and “time” x “group” interaction (Fg25)=8.59 P<0.001)
effects. The post hoc tests showed that both stroke groups (IS and
HS) had more falls than the S group from 07 PS to 30 PS (P<0.001).
The comparison of stroke groups showed that IS rats had more
hindlimb falls than HS only at 15 PS (P<0.05). Thereafter, when
these falls were analyzed together (contralateral forelimb and
hindlimb errors) statistical analysis revealed “time” (F(326)=17.78
P<0.001), “group” (F526)=45.51 P<0.001) and “time” x “group”
interaction (Fg6) =22.70 P< 0.001) effects. The post hoc tests also
showed that both stroke groups (IS and HS) had more falls than the
S group from 07 PS to 30 PS (P<0.001). Interestingly, the IS group
was more impaired than the HS group at 15 PS and 30 PS (P<0.05).
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Thus, totestifbehavioral scores in ladder walk were confounded
by lesion volume or lesion length, the analysis of covariance
(ANCOVA) was used. This analysis showed that there were no
influences of lesion volume or lesion length in the contralat-
eral forelimb (Fyy 55y= 1,14 P=0.29/Fy 55)=0.44 P=0.51), hindlimb
(F(1,26)=0.67 P=0.79/F1 26)=0.20 P= 0.66) and combined contralat-
eral forelimb/hindlimb (total erros) performance (F126)=0.34
P=0.57(F; 26y =0.17 P=0.68) at 30 days after surgery, respectively.
This endpoint (30PS) was selected to best pair morphological and
behavioral data. Analyzed together, these findings showed that
hemorrhagic rats were less impaired than ischemic animals and
exhibits different outcome profile without influence of lesion vol-
ume or length. Thus, the etiology of stroke model was probably the
cause of outcome differences between IS and HS groups.

For ipsilateral limb, no differences were found for fore-
limb (“time” Fi326)=1.16 P=0.34; “group” Fiz26)=0.65 P=0.52
and “time” x “group” Fg26=0.42 P=0.86" effects), hindlimb

Maximal Injury

. Typical Injury
. Minimal Injury

Fig. 3. Representative illustrations of maximal, typical and minimal injury areas for each stroke subtype. All animals were lesioned in the left hemisphere. (D) dorsal; (V)

ventral; (R) Right; (L) Left.
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(“time” F326)=0.74 P=0.53; “group” F(z226)=3.10 P=0.06 and
“time” x “group” F 1) =0.67 P=0.68 effects) and combined ipsi-
lateral errors (“time” Fi326)=0.49 P=0.69; “group” Fi;,5=2.91
P=0.07 and “time” x “group” F5,5)=0.38 P=0.88 effects). These
findings revealed no ipsilateral differences between groups (Fig. 6).

3.5. Behavioral and morphological correlation

Pearson's correlation between lesion volume or lesion
length and performance for individual behavioral tests at 30PS
(paired endpoint of injury and behavior outcome) revealed that
lesion volume and length were correlated with contralateral
forelimb (r=0.43 P<0.05/r=0.39 P<0.05), hindlimb (r=074
P<0.001/r=0.72 P<0.001) and total contralateral errors (r=0.69
P<0.001/r=0.69 P<0.001), respectively. Furthermore, the cylinder
test showed a weak to moderate correlation with lesion volume

[ Sham
50 EEE |schemic Stroke

E= Hemaorrhagic Stroke
204
104
2 2
,\Q \]

P

% Forelimb Use
(Mean £ SEM)
$

Fig. 5. Performance in the cylinder test. " Difference between Sham and Stroke
groups (IS and HS) (P<0.001). ‘'Time difference between 7 PS and 30PS (P<0.01).
Data are shown as mean + standard error (SEM). PS: Days post-surgery.

Table 1

Relationship (Pearson's correlation) between lesion characteristic (volume or
length) and behavioral measurements at 30 days post-surgery (30 PS). Number in
parenthesis denotes P-value. Significant correlation *(P<0.05), ***(P<0.001).

Behavioral outcome (30 PS) Lesion volume Lesion length

(mm?) (pm)

Open field
Total distance traveled

Average speed
Time immobile
Total number of rotations

r=0.25 (P=0.20)
r=—0.03 (P=0.88)
r=—0.09 (P=0.64)
r=—0.09 (P=0.64)

r=0.26(P=0.18)
r=—0.03 (P=0.89)
r=0.04 (P=0.86)
r=—0.07 (P=0.74)

Cylinder test

Forelimb Asymmetry r=0.69 (P<0.05)" r=0.40(P<0.05)"
Ladder walk test

Contralateral forelimb errors r=0.43 (P<0.05)" r=0.39(P<0.05)"
Contralateral hindlimb errors r=074(P<0.001)" r=072 (P<0.001)™"
Total contralateral errors r=0.69 (P<0.001)" r=0.69 (P<0.001)"
Ipsilateral forelimb errors r=0.30(P=0.12) r=0.24(P=0.22)
Ipsilateral hindlimb errors r=0.11(P=0.58) r=0.13 (P=0.53)
Total ipsilateral errors r=0.22 (P=0.27) r=0.20(P=0.32)

(r=0.69 P<0.05) and length (r=0.40 P<0.05). On the other hand,
open field data was not able to predict lesion size (Table 1). These
findings suggest that contralateral limb performance in ladder
walk test moderately predict lesion volume and length while
cylinder test showed weak correlation with lesion size.

4. Discussion

Clinical evidence has suggested that an appropriate comparison
between ischemic and hemorrhagic stroke survivals is limited
due to recovery heterogeneity [2,4,14]. Several factors, i.e. stroke
origin, severity, age and hospital onset-admission are considered
confounding variables in clinical trials [2,14]. In this context,
animal models could be an interesting approach to reduce stroke
heterogeneity and comparatively test experimental recovery
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Fig. 6. Performance in the ladder walk test. Contralateral forelimb (A), hindlimb (B) and total contralateral errors (C). Ipsilateral forelimb (D), hindlimb (E) and total ipsilateral
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endpeints (7 PS, 15 PS and 30 PS) (P<0.05). Data are shown as mean +standard error (SEM). PS: Days post-surgery.

paradigms. Thus, the main objective of the present study was
to compare behavior outcome after a comparable ischemic and
hemorrhagic stroke conditions.

Because cerebral cortex and striatum are commonly damaged
by stroke [10,15,18,27], we designed a combined cortical and
striatal injury in order to control site variable and adequately
compare both experimental stroke etiologies. The effects of ET-
1 and collagenase intraparenchymal infusion on brain damage
are well known [10,15,16,18,27,28]. Previous studies have shown
that increases in ET-1 concentrations do not necessarily represent
significant increases in injury volume [18]. On the other hand,
collagenase-induced intracerebral hemorrhage showed a dose-
dependent injury [15]. Our ET-1 and collagenase infusions showed
no long-term significant differences in volume of tissue lost or
lesion extension. To the best of our knowledge, this is the first
experimental study that modeled a comparison between ischemic
and hemorrhagic injuries without pitfalls related to lesion site and
extension. This design may be useful to comparatively evaluate new
cytoprotectant strategies as well as deeply investigate the compar-
ative stroke neurobiology.

Because true recovery and compensation effects [11] could not
be appropriately separated in this study, we used the term outcome
to refer to the sensorimotor performance. The main behavioral find-
ing hereis that rats submitted to hemorrhagicinjury had less skilled
walking errors than those seen in the ischemic group at 15 and 30
days after stroke. It suggests significantly favorable spontaneous
walking recovery for hemorrhagic animals. To perform a correct
placement of paw and foot in the ladder walk apparatus, the animal
has to coordinate a sequence of forelimb and hindlimb movements
as well as compensatory trunk adjustments [24,29]. Previous stud-
ies have shown the importance of the ladder walk test to assess
skilled walking impairments after ischemic [30] and hemorrhagic
[15] stroke injuries and identify some effects of different rehabilita-
tion protocols [10,31]. Likewise, this is also the first study that found
skilled locomotion differences between comparable ischemic and
hemorrhagic stroke-damaged rats. The reasons for these significant
behavioral differences are poorly understood and may be related to
brain plasticity [ 16,32]. Some reports have hypothesized that brain

metabolism is more affected by the hypo-perfusion in ischemic
stroke [32]. Thus, the recovery of surrounding penumbra and acti-
vation of remote brain areas contributes to functional improvement
in the ischemic subtype [11,32]. Although previous studies sug-
gests that recovery in hemorrhagic insults [3,4,14] may be related
to hematoma resolution and edema reduction [4] as well as den-
dritic plasticity in peri-hematomaregion over time [33] thereare no
published datadirectly comparing ischemic vs. hemorrhagic insults
on these or other measures of plasticity, which could be matter for
further investigation.

As infarct volume is not the only determinant for behav-
ior deficits, as previously shown [34,35], brain tissue plasticity
after each stroke subtype, including fine neurovascular remodeling
could be involved in functional recovery [36,37].

Additionally, the first open field trial (1PS) showed reduced dis-
tance traveled and average speed combined with high elevated
time immobile for both stroke rats. These acute findings are in
agreement with previous studies and could be related to early
post stroke status, which includes refractory loss of interest [38,39]
and/or anxiogenic behavior, both evidenced by a decrease in ambu-
lation and in increased immobility [40]. Furthermore, a decline in
locomotor activity over the repeated trials schedule was observed
for all rats, most likely reflecting an expected and natural habitua-
tion [41]. Likewise, long-term locomotion is not affected in either
stroke subtypes. Previous studies have reported no long-term dif-
ferences in locomotion after experimental stroke [42,43]. Our data
confirm and expand these findings, revealing that both stroke sub-
types have similar acute and long-term patterns of ambulation.

Forelimb asymmetries during cylinder exploration are common
after cerebral ischemia [18] or hemorrhage [15] in rats and mice
and may reflect body heminegligence [23]. It is known that forelimb
asymmetry decreases and spontaneous recovery can be observed
if the striatum is mildly injured; also the unilateral damage of cere-
bral cortex results in long-term complete forelimb recovery if the
striatum is not affected, because cerebral cortex is not necessary
for recovery of sensory symmetry [23]. Our findings revealed that
both stroke groups exhibit a similar degree of forelimb negligence
without significant recovery, which demonstrates the success of
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our combined cortical and striatal design. Additionally, our data
show that stroke subtype had no effect on forelimb sensorial
symmetry. Although both pharmacological [44] and rehabilitation
[10] interventions sometimes reduce asymmetrical forelimb use,
our results revealed that lesion site is preponderant to forelimb
symmetry outcome and may not be influenced by stroke etiology.

Skilled reaching tests (e.g. staircase) would have been a great
addition to our work. However, the food restriction associated with
the methodology of the tests arises as a limitation to our study.
Food restriction has been shown to induce anxiogenic [45] and
neuroprotective [46,47] effects which could, ultimately, influence
the plasticity and recovery in different ways to ischemic and hem-
orrhagic strokes. This could be a matter for further investigation.
Finally, our findings demonstrate that ET-1 and collagenase type IV-
S infusions could produce comparable ischemic and hemorrhagic
stroke injuries. Moreover, spontaneous recovery of skilled walk-
ing may be differentially affected by experimental ischemic and
hemorrhagic stroke forms, which would contribute to the better
recovery seen in the hemorrhagic group.

5. Conclusion

We conclude that ET-1 and collagenase type IV-S stroke mod-
els are useful to reduce heterogeneity and compare experimental
stroke injuries; hemorrhagic rats showed better performance in the
skilled walking test when compared with ischemic animals.
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Abstract

Stroke is a serious health-care problem worldwide, broadly subdivided into ischemic and
hemorrhagic subtypes. Independently of injury etiology, reactive astrogliosis is a hallmark of
all CNS injuries. However, it is uncertain if intermediate filaments, such as glial fibrillary
acidic protein (GFAP), could be modulated by these different stroke subtypes. The aim of this
study was to compare long-term GFAP immunoreactivity using comparable models of
ischemic (1S) and hemorrhagic (HS) stroke, in terms of lesion volume and length. We used
coronal sections from 15 brains of Wistar rats divided into the following groups: Sham (n=5),
ischemic (1S) (n=5) or hemorrhagic (HS) (n=5). Brain ischemia or hemorrhage was induced
by endotelin-1 (ET-1) and collagenase type 1V-S (collagenase) microinjections, respectively.
Astrocytic density and optical densitometry (regional and cellular) were evaluated in
perilesional sensorimotor cortex and striatum at 30 days post-surgery. Our results revealed
that both forms of experimental stroke had a comparable long-term pattern of glial fibrillary
acidic protein immunoreactivity for analyzed structures, including astrocytic density, cellular
and regional optical density. We suggest that experimentally comparable stroke approach may
be useful to reduce heterogeneity and facilitate the assessment of neurobiological differences
related to stroke subtypes; and that stroke subtypes showed similar long-term GFAP

immunoreactivity.

Keywords: Ischemic stroke; hemorrhagic stroke, glial fibrillary acidic protein, astrocytes,

reactive astrogliosis.
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1. Introduction

Stroke is a serious health-care problem worldwide, commonly subdivided into ischemic and
hemorrhagic subtypes (Roger, Go et al., 2012). Nowadays, patients have a better chance of
survival in the acute stroke phase. However, the greatest detrimental health impact is usually
caused by the long-term disability (Langhorne, Bernhardt et al., 2011). Clinical trials have
shown that the hemorrhagic subtype presents better functional improvement when compared
with ischemic form at the hospital discharge (Kelly, Furie et al., 2003). Nevertheless,
ischemic stroke patients show a longer functional recovery window than those with the
hemorrhagic subtype (Schepers, V. P., Ketelaar, M. et al., 2008). Despite researches efforts,
these differences are not completely proven due to studies limitations and stroke
heterogeneity (Langhorne, Bernhardt et al., 2011).

Animal models are widely used to identify mechanisms of injury and to evaluate treatments
(Maclellan, Silasi et al., 2010). Although rodent results cannot be directly extrapolated to
humans, there are many common characteristics between human stroke and animal stroke
models (Windle, Szymanska et al., 2006; Maclellan, Silasi et al., 2010). The main advantage
of animal models is that they reduce confounding variables and permit thorough investigation
of the neurobiology of recovery and brain plasticity (Murphy e Corbett, 2009; Mestriner, R.
G., Pagnussat, A. S. et al., 2011; Cechetti, Pagnussat et al., 2012).

We have recently published a study comparing experimental stroke insults induced by
endothelin-1 (ET-1) of ischemic and collagenase type 1V-S for hemorrhagic subtypes
(Mestriner et al. 2013). In this study we found that sensorimotor cortex and dorsolateral
striatum combined damages present similar lesion volume and length at 30 days post-stroke.
This experimental approach can be an interesting method to reduce stroke heterogeneity and
facilitate future comparative stroke research.

Some astrocytes react promptly to insults to the central nervous system (CNS) building up to
a reactive astrogliosis - a remarkable astrocytes reaction after all types of CNS injury
(Sofroniew, 2009; Zhang, Hu et al., 2010; Middeldorp e Hol, 2011). The hallmark of this
reaction is an expressive upregulation of intermediate filaments, such as glial fibrillary acidic
protein (GFAP) (Middeldorp e Hol, 2011). Reactive astrocytes might either reduce or
exacerbate the damage to neurons depending on the timepoint or post-injury stage (Swanson,
Ying et al., 2004) as well as injury severity (Sofroniew, 2009; Sofroniew e Vinters, 2010).
However, it is unclear if these two types of stroke also have comparable reactive astrogliosis
in addition to the similarities between lesion volume and length in our comparative stroke

subtypes approach.
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Thus, the aim of this study was verify if endothelin-1 (ET-1) and collagenase type IV-S stroke
models are also comparable in terms of long-term glial fibrillary acidic protein

immunoreactivity.

2. Materials and methods

2.1 Animals

Brain slices from 15 male Wistar rats were used. These animals were randomly selected from
the same samples of our recently published study (Mestriner et al., 2013). This was an effort
to reduce the number of animals needed in basic science research. The rats were obtained
from the Department of Biochemistry of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
aged approximately 3 months and weighing about 300—350 g. They were housed in groups of
4-5 in Plexiglas cages under standard laboratory conditions - 12/12h light/dark cycle (light on
at 7:00 am) under controlled temperature (22+2 °C) with food and water ad libitum. The
slices were obtained from three groups: 1-Sham (N= 5 brains), 2-Ischemic stroke (N=5
brains) and 3-Hemorrhagic stroke (N= 5 brains). The experimental design and all procedures
were approved by the University Ethics Committee (project number 20644) and were in
accordance with the Guidelines for Care and Use of Laboratory Animals adopted by the
National Institute of Health (USA) and with the Federation of Brazilian Societies for
Experimental Biology.

2.2 Stroke surgery

Prior to stroke surgery animals were randomized and assigned to one of the following groups:
sham (S), ischemic (1S) or hemorrhagic (HS) stroke. Rats were anesthetized with 4%
halothane in 30% oxygen and 70% nitrous oxide and maintained in a stereotaxic frame with
2% halothane. A midline incision was made to the scalp (between the Bregma and Lambda
landmarks) and two burr holes were drilled in the skull. Using different 26-gauge needles
(Hamilton, Reno, NV, USA) the following stereotaxic injections were performed:

- Ischemic stroke: 02 microinjections (01 cortical and 01 striatal — see coordinates below)

each containing 800 pmol of endothelin-1 (ET-1) (Human and Porcine, Calbiochem), diluted

in 2l of sterile saline (adapted from Windle and cols.) (Windle, Szymanska et al., 2006);

- Hemorrhagic stroke: 02 microinjections (01 cortical and 01 striatal) each containing 0.2 U of
bacterial collagenase type IV-S, diluted in 2l of sterile saline (adapted from MacLellan and
cols.) (Maclellan, Auriat et al., 2006a).

- Sham: 02 microinjections (01 cortical and 01 striatal) each containing 2l of sterile saline.
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The same stereotaxic coordinates were used in all groups to pair the primary site of damage
(sensorimotor cortex and striatum), they were: (1) anterioposterior (AP) 0.0mm, mediolateral
(ML) +2.3 mm, and dorsoventral (DV) -2.4 mm for the cortical injection and; (2) AP 0.0mm,
ML +3.6 mm, and DV -6.0 mm for the striatal injection. All stereotaxic measurements were
relative to Bregma (Paxinos e Watson), with depth determined from the skull surface
(Maclellan, Auriat et al., 2006a; Windle, Szymanska et al., 2006). ET-1, collagenase or sterile
saline were infused for 5 min and the needle was kept in position for an additional 5 min
period, then, it was slowly removed to prevent backflow (Mestriner, R. G., Pagnussat, A. S. et
al., 2011). Body temperature was maintained between 36.5 °C and 37.5 °C throughout the
surgery using a self-regulating heating blanket (Letica, Spain). A local anesthetic (Lidocaine,
3M, Brazil) was applied to the wound at the end of surgery. None of the animals presented

signs of wound infection.

2.3 GFAP immunohistochemistry

For immunohistochemical analysis of the reactive astroglial marker GFAP, rats were
intraperitoneally anesthetized with chloride hydrate (30%,10 mL/kg, i.p.) and injected with
1000 IU heparin (Cristalia, Brazil) 30 days after surgery. The animals were transcardially
perfused using a peristaltic pump (Control Company, Sao Paulo, Brazil) through the left
ventricle with 100 mL of saline solution followed by 200 mL of fixative solution composed of
4% paraformaldehyde (PFA) (Reagen, Rio de Janeiro, Brazil) in 0.1 M phosphate buffer (PB)
pH 7.4 at room temperature. Brains were postfixed in PFA at room temperature for 4 h, kept
in 30% sucrose in PBS for 3 days and then frozen in isopentane and liquid nitrogen. The
brains were kept in a freezer (-80°C) until histological assessment. Coronal brain sections
(50um) were obtained using a cryostat (Leica, Germany), and one in every five sections was
collected for lesion size analysis (hematoxylin—eosin dye). Slices from these section intervals
were collected to GFAP immunohistochemistry. They approximately ranged (relative to
Bregma) from + 1.80 mm (rostrally) to — 0.70 mm (caudally). Briefly, brain sections were
post-fixed in 4% PF for 15 min. After three washes in cold phosphate buffered saline (PBS,
pH 7.4), GFAP immunohistochemistry was performed as previously described (Saur, Baptista
et al., 2013). Sections were blocked for endogenous peroxidases (3% hydrogen peroxide in
PBS) for 30 min, washed in PBS containing 0.4 % Triton X-100 (PBS-Tx) and blocked with
2% bovine serum albumin (BSA) in PBS-Tx for 30 min. Sections were then incubated with
anti-GFAP polyclonal antibody raised in rabbit (Z033401-2 - Dako), diluted 1:500 in PBS-Tx

for 48h at 4°C. After two washes in PBS-TX, the sections were incubated in peroxidase-
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conjugated goat anti-rabbit 1gG antibody (A0545 - Sigma-Aldrich), diluted 1:200 in PBS-Tx
at room temperature for 2h.

Sections were then washed two times in PBS, and the GFAP immunostaining was performed
by incubating the sections in a medium containing 0.06% 3,3"-diaminobenzidine (DAB,
Sigma-Aldrich) dissolved in PBS for 10 min, and in the same solution containing 1 pL of 3 %
H202 per mL of DAB medium for an additional 10 min. After the DAB + H,0; revelation,
the sections were rinsed in PBS, dehydrated in series of increasing ethanol concentrations (70,
90 and 100%), cleared with xylene and covered with Entellan (Merck) and coverslips. As a
control to rule out unspecific binding, in a few sections the primary antibody was omitted and
replaced by PBS-Tx. In order to minimize differences in the staining of astrocytes and in
background levels, the brains in all experimental groups were fixed, cryoprotected and post-
fixed in identical solutions for the same length of time, processed at the same time and

incubated in the same immunostaining medium for the same period of time.

2.4 Astrocytic density estimation

The number of GFAP-immunoreactive astrocytes per mm? in the surrounding damaged tissue
was estimated using an Olympus BX 50 microscope coupled to a Motic Images Plus 2.0
camera and Image Pro Plus (Image Pro-Plus 6.1, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA)
software. Our interested regions were sensorimotor cortex and dorsolateral striatum. For this
analysis, four digitized images (20X) from surrounding injured tissue (two for each cortex and
striatum) were obtained from each section (Fig. 1). Altogether, three sections from each
animal were analyzed. Giving a total of 12 images analyzed per animal (six from cortex and
six from striatum). Two randomized squares measuring 5,828 um?and named areas of interest
(AOIs) were overlaid on each image (Fig 1.). The astrocytes located inside this square or
intersected by the upper and/or right edges of the square were counted. Astrocytes intersected
by the lower and/or left edges of the square were not counted (Viola, Rodrigues et al., 2009;
Saur, Baptista et al., 2013).

To avoid errors related to complex overlapping of astrocytes bodies and process, blood
vessels and artifacts in an immediately surrounding tissue to lesion, we established an area of
analysis beginning at approximately 50um laterally to lesion border for all morphological

analysis (Fig. 1).

2.5 GFAP immunoreactivity assessment

The intensity of GFAP immunoreactivity was measured using semi-quantitative densitometric
analysis (Ferraz, Xavier et al., 2003; Xavier, Viola et al., 2005; Martinez, Hermel et al., 2006;
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Saur, Baptista et al., 2013) with the same software employed to estimate the astrocytic
density. The same images and AOIs (5,828 pum?) used to estimate astrocytic density were used
in the analysis of regional optical density (OD). The images were converted to an 8-bit gray
scale (256 gray levels) and the AOIs were overlaid on each image.

For the analysis of cellular OD, two astrocytes GFAP-positive located inside the first AOI
(5,828 um?) were randomly selected to cellular OD assessment. Thus, a new AOI measuring
10.37 pm? was placed over analyzed astrocytic soma in each image (processes were not
measured) (Fig 1). A number of 12 astrocytes per structure of interest were analyzed by
animal. All lighting conditions and magnifications were kept constant during the process of
capturing the images. Blood vessels and other artifacts were avoided and the background
correction was performed according to the formula previously described (Xavier, Viola et al.,
2005).

2.6 Data analysis

All morphological data were obtained and analyzed by researchers blind to group identity
(images capture and measurements). Data normality distribution was tested using the
Kolmogorov-Smirnov test and showed a parametric profile. Data was analyzed using one-
way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test, when appropriate. All variables were
expressed as meanzstandard error of the mean (SEM). Results were considered significant
when P<0.05. SPSS 16.0 (Statistical Package for the Social Sciences, Inc., Chicago, USA)

was used for data analysis.

3 Results

In our study, GFAP-positive astrocytes surrounding damaged sensorimotor cortex and
dorsolateral striatum (approximately from 50um to 210um laterally to border of tissue lost)
were analyzed. In a descriptive analysis, it was possible to observe individual astrocyte’s
soma and proximal processes for all groups. As expected, a highly complex network of
GFAP-positive cells was observed in the tissue adjacent to the core of damage for both stroke
groups. This intricate network was less complex slightly distal to lesion border. Then,
individual astrocyte morphology was distinguishable (Fig. 2). In order to confirm our
qualitative morphological findings, quantitative and semi-quantitative evaluations were
performed, respectively, involving an estimation of astrocytic density and measurements of

regional and cellular optical density.
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3.1 Astrocytic density

Analysis of astrocytic density revealed significant main effects for sensorimotor cortex
(F(2,14= 9.18 P<0.01), dorsolateral striatum (F,14= 6.95 P<0.01) and combined (cortex and
striatum) analysis (F(2,14= 8.42 P<0.01). Major group differences were found between S and
stroke rats (1S and HS) in the sensorimotor cortex (P<0.01), dorsolateral striatum (P<0.05 for
IS and P<0.01 for HS) and combined structures (P<0.01). No differences were found between
IS and HS groups in any analysis (P=1.0). These findings showed that stroke induced an
increased density of GFAP-positive astrocytes, as expected; both stroke subtypes have similar

astrocytic density (Fig. 3).

3.2 Regional and cellular optical density

One-way ANOVA showed significant main effects in terms of the regional and cellular
optical density for sensorimotor cortex (F,14)= 46.46 P<0.001 / F(214)= 29.69 P<0.001),
dorsolateral striatum (F 2 14y= 27.86 P<0.001 / F 14y= 24.64 P<0.001) and combined (cortex
and striatum) analysis (F(,14= 29.30 P<0.001 / F(3,14= 55.59 P<0.001), respectively.
Bonferroni post hoc tests revealed significant differences between S and both stroke subtypes
(IS and HS) (P<0.001) for all analysis. No differences between the stroke subtypes were
found for sensorimotor cortex (OD regional P=0.51 / OD cellular P=0.15); dorsolateral
striatum (OD regional P=1.0 / OD cellular P=0.58) and these combined structures (OD
regional P=0.78 / OD cellular P=1.0) suggesting that both stroke subtypes were comparable
in terms of GFAP imunorreactivity (Fig. 4).

4 Discussion

Rodent stroke models are largely used to provide in vivo mechanisms of neuroprotection and
neural repair after stroke. However, it is well known that rodent results cannot be directly
extrapolated to clinical practice because there was no available model that perfectly mimics
the complexity and heterogeneity of stroke in humans (Carmichael, 2005; Murphy e Corbett,
2009; Maclellan, Silasi et al., 2010; Sozmen, Hinman et al., 2012). Thence, several preclinical
models should be properly designed and compared to better understand plasticity mechanisms
and to predict clinical efficacy (Murphy e Corbett, 2009; Maclellan, Silasi et al., 2010).

In this context, we have recently described a study design that compares ischemic and
hemorrhagic stroke injuries using the traditional stereotaxic microinjections of endothelin-1
and collagenase type IV-S in rats (Mestriner et al., 2013). This design may be useful to test
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the effects of pharmacological and non-pharmacological interventions on the recovery and the
brain plasticity in a comparative approach to stroke subtypes.

Although our previous study has shown that the lesion volume and length induced by ET-1
and collagenase type 1V-S injections present similar results in a long-term outcome (Mestriner
et al., 2013), the main objective of this study is to investigate the long-term reactive
astrogliosis profile, evidenced by GFAP immunoreactivity, between these stroke models.

Our present results showed an increased GFAP-positive astrocytic density in perilesional
sensorimotor cortex and dorsolateral striatum for both ischemic and hemorrhagic stroke
forms. This finding corroborates with a previous study that has shown an increase of the
density of GFAP-positive cells in surrounding tissue after striatal ET-1 injection for long-term
period (Sozmen, Kolekar et al., 2009; Sozmen, Hinman et al., 2012). In contrast, injections of
ET-1 to the white matter only change the hypertrophy of GFAP-positive processes without
changes in the astrocytic density (Sozmen, Hinman et al., 2012). Our results showed that a
combined cortical and striatal injections of ET-1 and collagenase type 1V-S may induce
similar increases in astrocytic density. Additionally, no stroke subtype differences were found
for perilesional GFAP immunoreactivity, including regional and cellular optical density.
There is an overwhelming amount of work showing that essentially any CNS injury increases
astrocyte expression of intermediate filaments, such as GFAP (Pekny e Pekna, 2004;
Theodosis, Poulain et al., 2008). However, few studies evaluate reactive astrogliosis after
different stroke models or subtypes in a comparative approach. Thus, to the best of our
knowledge, this is the first study that directly compares GFAP immunoreactivity after
ischemic and hemorrhagic stroke models with comparable injury characteristics, such as
volume, length and primary site. This finding is interesting because the lesion size and
reactive astrogliosis are not necessarily correlated events. For instance, a previous study has
shown that attenuation of reactive gliosis does not affect infarct volume in neonatal hypoxic-
ischemic brain injury in mice (Jarlestedt, Rousset et al., 2010). Reactive astrogliosis after
stroke is complex and not completely understood. Astrocytes may contribute to damage by
their role in spreading depression waves (Martins-Ferreira, Nedergaard et al., 2000) or by
sending apoptotic messengers or other deleterious molecules to otherwise healthy regions via
gap junction channels (Lin, Weigel et al., 1998; Anderson, Blomstrand et al., 2003).
Furthermore, they also inhibit regeneration by participating in the formation of the glial scar
(Hamby e Sofroniew, 2010; Moore, Abdullah et al., 2011; Kawano, Kimura-Kuroda et al.,
2012). On the other hand, the production of neuroprotective growth factors by astrocytes
could strengthen cell proliferation, neurogenesis and neurovascular remodeling (Yoneyama,
Shiba et al., 2011; Lafuente, Ortuzar et al., 2012).
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In our study we use GFAP as astrocytic marker based on the fact that other markers present
same disadvantages when compared to GFAP. For instance, antibodies for glutamine
synthetase and S100R were found to clearly stain the nuclei of astrocytes, the cytoplasm and
the processes were only poorly stained (Wu, Zhang et al., 2005). It has also been noted that
with S100R immunohistochemistry the astrocytic processes appear to be shorter when
compared to GFAP immunostained astrocytes (Bjorklund, Dahl et al., 1983). Additionally,
glutamine synthetase is also detectable in oligodendrocytes (Tansey, Farooq et al., 1991),and
vimentin, another possible marker, is better used when identifying regions of permanent
stroke injury during the early post-ischemic period (Petito, Morgello et al., 1990). Other
markers from glutamate transporters family (GLAST and GLT) are not good tracers for
morphological analyses, because they usually produce unclear images (Coleman, Judd et al.,
2004; Zhang, Li et al., 2011). Furthermore, it has been described that the number of
astrocytes, assessed by both glutamine synthetase and S1008 immunoreactivity in the
penumbra following ischemic stroke does not increase over time in comparison with GFAP
expression (Petito, Morgello et al., 1990). Thus, GFAP immunolabeling is still generally
considered a reliable mean of identifying astrocytes in healthy and damaged neural tissue
(Theodosis, Poulain et al., 2008; Middeldorp e Hol, 2011).

Although stroke differs in subtypes, in the timing of pathophysiological processes, and in
functional recovery, it is reasonable to consider that brain repair mechanisms are similar for
all stroke forms (Maclellan, Silasi et al., 2010), which is in agreement with our GFAP
findings . For instance, other recovery mechanims are also shared after ischemic or
hemorrahgic insults, such as neurogenesis (Masuda, Isobe et al., 2007; Shen, Xie et al., 2008;
Murphy e Corbett, 2009) and dendritic plasticity (Biernaskie, Chernenko et al., 2004; Auriat,
Wowk et al., 2010a) . Unfortunately, measures of repair have not been previously studied in a
paired ischemic and hemorrahgic analysis.

Despite similarity, brain remodeling mechanisms may be modulated as results of behavioral
feats. For example, skilled reaching training after collagenase-induced intracerebral
hemorrhage increases the length of primary astrocytic GFAP-positive processes in
perilesional tissue, which is correlated with functional forelimb recovery (Mestriner, R. G.,
Pagnussat, A. S. et al., 2011). Likewise, enriched environment (Viola, Rodrigues et al., 2009)
and physical exercise (Saur, Baptista et al., 2013) induces morphological changes in GFAP-
positive astrocytes in healthy animals.

Thus, the present findings expands knowledge on this matter and suggest that GFAP-positive
immunoreactivity 30 days after ischemic or hemorrhagic stroke probably is not related to

better skilled walking performance observed at this same endpoint in hemorrhagic rats
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(Mestriner et al., 2013). On the other hand, if rehabilitative interventions such as skilled
reaching training or enriched rehabilitation differentially modulate GFAP expression after
each stroke subtype is unknown and can be a matter of further investigation.

Finally, our study contributes to the discussion of the role of reactivity astroglial after
different stroke subtypes, a matter that may need more attention in basic and translational

stroke research.

5. Conclusion

We conclude that paired ET-1 and collagenase type IV-S stroke approach is also comparable

in long-term GFAP immunoreactivity.
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Fig. 1. lllustrations of morphological assessment. (A) Brain slice with damaged sensorimotor

cortex and dorsolateral striatum (gray areas). Fields 1 to 4 represents the evaluated

surrounding tissue. (B) Amplified fields with areas of interest (AOIs) used to measure

astrocytic density (mm?) and regional optical density. Dashed lines were the inclusion edges.

(C) Example of astrocyte with overlaid AOI (in white) used to evaluate optical cellular
density. (D) dorsal; (V) ventral; (R) Right; (L) Left.
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Fig. 2. Digitized images after GFAP immunohistochemistry (20X). Sensorimotor cortex of
(A) sham, (B) ischemic and (C) hemorrhagic stroke; dorsolateral striatum of (D) sham, (E)

ischemic and (F) hemorrhagic stroke. Scale Bar: 35um. (20X).
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Fig. 3. Astrocytic density (GFAP+) 30 days after surgery. (A) sensorimotor cortex and (B)
dorsolateral striatum. Difference between sham and both stroke groups at *P<0.05 and

**P<0.01. No differences were found between stroke groups.
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Fig. 4. Regional and cellular optical density of sensorimotor cortex (A and B) and dorsolateral
striatum (C and D) 30 days after surgery, respectively. *** Difference between sham and both

stroke groups P<0.001. No differences were found between stroke groups.
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6. Encerramento
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A presente tese teve por objetivo estudar dois modelos de AVE experimental,
isquémico e hemorragico, induzidos por injecdes estereotaxicas de endotelina-1 e colagenase
tipo IV-S, respectivamente. A principal motivacéo para o desenvolvimento desta tese baseia-
se nos achados de alguns estudos clinicos, que demonstram que a etiologia do AVE talvez
seja um dos fatores envolvidos no prognéstico e na recuperacdo funcional dos pacientes
(Paolucci, Antonucci et al., 2003; Schepers, V. P. M., Ketelaar, M. et al., 2008; Lauretani,
Saccavini et al., 2010). No entanto, apds a analise critica dos mencionados estudos, percebe-
se que alguns fatores intervenientes podem reduzir o nivel de evidéncia desses achados da
literatura. Esse fato deve-se, essencialmente, a heterogeneidade dos insultos (Langhorne,
Bernhardt et al., 2011), o que dificulta a apropriada comparacdo clinica entre os subtipos
isquémico e hemorragico de AVE. Além disso, o tamanho amostral, a adequada sele¢do dos
pacientes, os sitios anatbmicos, a severidade e a extensdo das les6es (Lundgren, Flodstrom et
al., 1982; Kim e Jones, 2010), a idade (Knoflach, Matosevic et al., 2012), o sexo (Roth, Haley
et al.,, 2011), o tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e o atendimento hospitalar
(Paolucci, Antonucci et al., 2003; Langhorne, Bernhardt et al., 2011), as particularidades de
cada programa de reabilitacdo (Murphy e Corbett, 2009; Roth, Haley et al., 2011), dentre
outras variaveis, frequentemente apresentam-se como fatores de confusdo para as medidas
comparativas de recuperacdo funcional nos estudos clinicos.

Os modelos experimentais, embora ndo mimetizem com fidedignidade todos os
eventos fisiopatoldgicos que ocorrem nos serem humanos e ndo possam ter seus resultados
extrapolados para a clinica de forma direta, mostram-se interessantes para reduzir eventuais
variaveis de confusdo e testar alguns paradigmas neurobiol6gicos interessantes. Em suma,
para que 0 nosso pensamento experimental fosse colocado em préatica, seria necessario
obtermos lesbes comparaveis, quanto aos sitios anatdbmicos, volume e extensdo das mesmas.
A partir desta premissa, propds-se, entdo, uma abordagem metodolégica original, embora 0s
modelos experimentais escolhidos, de forma isolada, sejam bem descritos pela literatura
(Fuxe, Cintra et al., 1989; Fuxe, Bjelke et al., 1997; Gilmour, Iverson et al., 2004; Maclellan,
Auriat et al., 2006; Windle, Szymanska et al., 2006; Maclellan, Silasi et al., 2008; Clarke,
Mala et al., 2009; Maclellan, Langdon et al., 2009; Maclellan, Silasi et al., 2010; Pagnussat,
Simao et al., 2012).

O efeito da administracdo intraparenquimatosa de ET-1 e colagenase sobre 0 volume
das lesBes produzidas ja foi relativamente bem estudado (Biernaskie, Szymanska et al., 2005;
Maclellan, Auriat et al., 2006; Windle, Szymanska et al., 2006; Alles, Greggio et al., 2010;
Maclellan, Silasi et al., 2010; Mestriner, R. G., Pagnussat, A. S. et al., 2011). Por exemplo,

sabe-se que 0 aumento nas doses de ET-1 ndo necessariamente resulta em um maior volume
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de lesdo (Windle, Szymanska et al., 2006), enquanto que a colagenase do tipo IV-S demonstra
um efeito dose-dependente para essa varidvel (Maclellan, Auriat et al., 2006).

Quanto aos sitios primarios de lesdo, o cortex sensorio-motor e o estriado foram
escolhidos por serem estruturas importantes e frequentemente lesadas pelo AVE - o que
resulta em danos funcionais aos sujeitos acometidos, dada as suas diversas funcoes
relacionadas ao controle motor (Groenewegen, 2003; Penhune e Steele, 2012). De modo
particular, as lesbes isquémicas tipicas, oriundas da oclusdo da artéria cerebral média,
usualmente atingem o cortex cerebral e parte dos nucleos da base (Windle, Szymanska et al.,
2006; Ihle-Hansen, Thommessen et al., 2012), enquanto que a maioria das hemorragias
cerebrais acomete apenas nos nucleos da base (hemorragia intracerebral) (Qureshi, Mendelow
et al., 2009; Ikram, Wieberdink et al., 2012; Krafft, Bailey et al., 2012; Manno, 2012). Sendo
assim, combinamos 0s danos corticais e estriatais para ambas as etiologias de AVE, o que
possibilitou um melhor controle da variavel de localizacdo anatémica primaria das lesdes.

Nossos resultados demonstraram que as doses selecionadas, injetadas no cortex
sensorio-motor e estriado dorsolateral, foram capazes de induzir lesdes isquémicas e
hemorragicas comparaveis quanto ao volume e a extensdo das mesmas. Assim, 0 primeiro
objetivo da tese foi cumprido, ou seja, obtivemos lesdes comparaveis quanto aos sitios
primarios de leséo, volume e extensdo das mesmas.

A partir dos mencionados resultados, encorajamo-nos a realizar a observacdo das
medidas de recuperacdo sensorio-motora dos animais como “desfecho” tendo a etiologia da
lesdo como varidvel independente. Nossos resultados comportamentais sugeriram que 0S
animais submetidos ao modelo de hemorragia cerebral tiveram um melhor desempenho no
teste da escada horizontal em longo prazo quando comparados aos seus pares isqUéMIcOS,
sugerindo uma recuperacao espontanea favoravel ao grupo hemorragico.

O teste da escada horizontal tem se mostrado importante para avaliar a habilidade e
coordenacgdo durante a marcha dos animais apos diversas de intervencgdes (Mestriner, R. G.,
Pagnussat, A. S. et al., 2011; Faraji, Kurio et al., 2012). O adequado desempenho no
mencionado teste depende da correta colocacdo e coordenacdo dos membros anteriores e
posteriores nas traves de sustentacdo do aparato, 0 que exige movimentos de ajuste do tronco
e da cabeca dos animais (Metz e Whishaw, 2002; 2009). No entanto, para confirmar 0s
achados comportamentais neste teste, fez-se necessario o emprego da analise de co-variancia
(ANCOVA), dada a variabilidade do volume e extensdo das lesBes nos individuos
pertencentes aos grupos lesados — o que é uma caracteristica inerente aos modelos
experimentais propostos (Maclellan, Auriat et al., 2006; Windle, Szymanska et al., 2006).

Assim, a ANCOVA confirmou que as diferencas comportamentais evidenciadas néo
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dependeram do volume e extensdo das lesdes, 0 que nos levou a pensar que a etiologia do
dano poderia estar influenciando a recuperacdo funcional espontanea.

Ao observarmos os demais testes comportamentais empregados, encontramos um
padrdo de recuperacdo sensorio-motora espontanea similar para ambos os subtipos de AVE
experimental. De modo interessante, a primeira avaliacdo no teste do campo aberto (1PO)
revelou que esses animais foram mais inativos quando comparados ao grupo sham, fendbmeno
atribuido ao comportamento agudo p6s-AVE, que inclui uma reducdo pelo interesse
exploratério dos animais (Wang, Zhang et al., 2009; Turner e Vink, 2012). No entanto, a
medida que os ratos foram novamente submetidos as sessdes de teste no campo aberto, ndo
foram evidenciadas diferencas exploratorias entre todos os grupos avaliados. Esse achado foi
observado em paralelo a reducdo gradual da atividade exploratéria ao longo do tempo, o que
reflete uma esperada e natural habituacdo dos animais ao aparato (Paylor, Spencer et al.,
2006).

Em relacdo ao teste do cilindro, que visa a avaliar o uso assimétrico dos membros
anteriores, também ndo foram encontradas diferencas no perfil de recuperagcdo sensorio-
motora entre os animais lesados. Embora modificacfes nessa variavel possam ser observadas
em algumas intervencdes (Mestriner, R. G., Pagnussat, A. S. et al., 2011), nossos dados atuais
sugerem que os locais de lesdo sdo preponderantes a etiologia dos insultos para o desempenho
comportamental no teste do cilindro. Nesse sentido, acredita-se que a recuperagédo da simetria
sensorial dependa, principalmente, da integridade estrutural do estriado — local lesado em
ambos 0s modelos de AVE utilizados na presente tese.

Quando realizamos a correlacdo entre as variaveis morfométricas de dano (volume e
extensdo das lesfes) e o desempenho nos testes comportamentais no 30.° dia p6s-operatorio,
observou-se que as mesmas correlacionaram-se com 0 nimero de erros no teste da escada
horizontal e com o teste do cilindro, embora o ultimo apresente apenas uma correlacédo fraca a
moderada com as variaveis morfométricas supracitadas. Esses achados sdo esperados e
corroboram os resultados de estudos prévios (Maclellan, Auriat et al., 2006; Schallert, T.,
2006). Por fim, o teste do campo aberto mostrou ndo possuir um valor preditivo para o
volume e extensdo das lesbes isquémicas e hemorragicas em longo prazo, o que também esta
de acordo com alguns estudos anteriores que avaliaram modelos de isquemia focal e
hemorragia cerebral de forma isolada (Maclellan, Auriat et al., 2006; Nedelmann, Wilhelm-
Schwenkmezger et al., 2007).

A partir desse momento, cumprimos trés dos principais objetivos da presente tese, ou
seja, obter um desenho experimental comparativo (em termos de localiza¢do, volume e

extensdo das lesdes) entre os subtipos isquémico e hemorragico de AVE; avaliar a
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recuperacdo sensorio-motora desses animais; e correlacionar as estimativas morfométricas
citadas com os desfechos comportamentais avaliados. No entanto, o0s resultados
comportamentais nos levaram a uma nova questdo: quais seriam as razdes neurobioldgicas
para essas diferencas funcionais entre 0s animais isquémicos e hemorragicos? Este tema é
interessante, pois, embora alguns trabalhos especulem que a melhor recuperacdo em longo
prazo observada no subtipo hemorragico de AVE deva-se a dindmica de reducdo do
hematoma e do edema tissular (Schepers, V. P., Ketelaar, M. et al., 2008), assim como a
plasticidade nas regides perilesionais (Auriat, Wowk et al., 2010), ndo existem na literatura,
que seja de nosso conhecimento, estudos que tenham avaliado essas e outras formas de
plasticidade entre os subtipos de AVE de maneira comparativa. Adicionalmente, a corrente
concepgdo de reparo do SNC pode ser resumida no pensamento de Maclellan e colaboradores
(2010):

“Although differences in the type, extend, and timing of pathological
process likely mean that recovery processes vary between ischemia
and hemorrhage and among models, it makes sense that similar

process occur”.

De fato, vérios trabalhos demonstram que o reparo do sistema nervoso conta com um
repertério de mecanismos que se apresentam de forma muito semelhante independentemente
da etiologia do insulto e dos fatores que o desencadeiam. Por exemplo, j& foi evidenciada a
ocorréncia de neurogénese apés insultos isquémicos (Murphy e Corbett, 2009), o que também
parece ocorrer apés a HIC em humanos (Shen, Xie et al., 2008) e no modelo de hemorragia
cerebral induzida pela administracdo de colagenase (Masuda, Isobe et al., 2007). Além disso,
modificacbes nos espinhos dendriticos (Biernaskie, Chernenko et al., 2004; Murphy e
Corbett, 2009; Auriat, Wowk et al., 2010b), assim como a participacdo de alguns fatores
neurotroficos (Ploughman, Windle et al., 2009; Han, Jin et al., 2011; Maclellan, Keough et
al., 2011; Chen, Qin et al., 2012) sdo descritos tanto em eventos isquémicos quanto
hemorragicos.

Neste contexto, nos questionamos se as respostas de reparo, apesar de semelhantes
guanto a natureza, seriam tdo estereotipadas entre os diferentes tipos de dano quanto se
presume, ja que essa conceituacdo é advinda da comparacgéo subjetiva de estudos isolados. Ou
seja, até o presente momento os mencionados resultados ndo haviam sido comparados por um
delineamento experimental adequado. Além disso, as diferengas comportamentais em longo
prazo, encontradas nos varios modelos de lesdo, seriam realmente apenas o resultado das

diferencas entre os metodos, sitios ou extensao das les6es, como interpretado pelos autores de
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diversos estudos anteriores? (Gonzalez e Kolb, 2003; Carmichael, 2005; Maclellan, Silasi et
al., 2008; Maclellan, Silasi et al., 2010).

Tomando por base algumas evidéncias experimentais disponiveis, decidimos avaliar
se a astrogliose GFAP-positiva seria semelhante nos danos isquémico e hemorragico, em
longo prazo, para que, a partir de possiveis diferencas, pudéssemos correlacionar estes
resultados com os desfechos comportamentais. Ou seja, uma maior intensidade de marcacéo
para GFAP, ou um aumento da densidade celular GFAP-positiva em algum dos grupos
lesados poderia relacionar-se com as diferencas funcionais encontradas no capitulo 1. Essa
hipdtese baseou-se em alguns estudos prévios, que demonstraram que a expressdo de GFAP,
presente na astrogliose reativa, pode melhorar a recuperacdo funcional de roedores no periodo
pos-lesdo (Otani, Nawashiro et al., 2006; Hayakawa, Nakano et al., 2010; Mestriner, R. G.,
Pagnussat, A. S. et al., 2011). Por exemplo, Otani e colaboradores (2006) utilizaram dois
modelos de lesdo em camundongos knockout para GFAP. Eles evidenciaram que esses
anmais eram mais vulneraveis do que os animais controles aos insultos provocados pelos
modelos de trauma encefalico e as convulsdes induzidas pela injecdo de cido cainico (Otani,
Nawashiro et al., 2006). Corroborando estes resultados, Hayakawa e colaboradores (2010)
avaliaram os efeitos da inibicdo da astrogliose reativa p6s-AVE, utilizando o fluorocitrato -
um inibidor do ciclo de Krebs glial - em um modelo de isquemia focal em camundongos. Os
autores evidenciaram que a inibicdo da astrogliose reativa resultava em menor expressao da
proteina high mobility group box 1 (HMGBL1) nesses astrocitos, além da reducédo associada de
alguns marcadores do remodelamento neurovascular, tais como CD31, sinaptofisina e PSD-
95. Além disso, eles verificaram que os referidos roedores apresentavam uma pior
recuperacdo funcional em comparacdo com os animais lesados sem a inibicdo astrocitaria pelo
fluorocitrato. Dessa forma, é possivel que os astrécitos reativos do cértex perilesional também
participem do remodelamento neurovascular benéfico, facilitando a recuperacdo sensorio-
motora pés-AVE (Hayakawa, Nakano et al., 2010). Adicionalmente, um estudo prévio de
nosso grupo de pesquisa revelou que os astrocitos GFAP-positivos alteram sua morfologia na
regido adjacente a hemorragia intracerebral induzida pela infusdo de colagenase tipo IV-S, em
longo prazo, se 0s animais s@o submetidos ao treinamento de habilidade do alcance e preensao
por quatro semanas. Os mencionados astrocitos exibiam processos primarios mais longos, o
que foi observado, em paralelo, com uma melhor recuperagdo funcional desses animais
(Mestriner, R. G., Pagnussat, A. S. et al.,, 2011). Assim, estabelecemos 0s objetivos
especificos que deram origem ao capitulo 2, ou seja, avaliar se 0s modelos de isquemia e
hemorragia cerebral também seriam comparaveis quanto a reatividade astrocitaria GFAP-

positiva.
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Nossos resultados demostraram que ambos os subtipos de AVE experimental foram
capazes de aumentar o numero de células imunorreativas a GFAP no tecido perilesional, tanto
para o cortex sensorio-motor quanto para o estriado dorsolateral. Esses achados concordam
com a literatura, onde se descreve um aumento no numero de células positivas para GFAP no
tecido perilesional em longo prazo, ap6s danos isquémicos e hemorragicos (Sozmen, Kolekar
et al., 2009; Mestriner, R. G., Pagnussat, A. S. et al., 2011; Sozmen, Hinman et al., 2012).
Assim, observa-se que as injecbes combinadas de ET-1 e collagenase do tipo IV-S foram
capazes de induzir modificacbes semelhantes entre os grupos lesados quanto a densidade
astrocitaria, densidade dptica regional e celular para GFAP nas regides corticais e estriatais
adjacentes aos diferentes subtipos de leséo avaliados.

Existe uma grande quantidade de estudos na literatura demonstrando que qualquer
tipo de lesdo do SNC é capaz de induzir um aumento na expressdo de filamentos
intermediarios de astrocitos, tais como a GFAP (Pekny e Pekna, 2004; Theodosis, Poulain et
al., 2008). No entanto, nossos resultados também foram originais em relacdo a comparagdo da
astrogliose reativa GFAP-positiva apds eventos isquémicos e hemorragicos similares quanto
ao volume, extensao e localizacdo primaria das lesdes. Estes resultados sdo interessantes, pois
demonstram que a intensidade da presenca de filamentos intermediarios é semelhante entre as
lesBes propostas. Além disso, existem evidéncias de que intensidade da astrogliose reativa ndo
necessariamente se apresenta atrelada ao volume de uma leséo, tal como demonstrado por
Jarlestedt e colaboradores (2010) em um modelo de hipdxia e isquemia neonatal. Assim, é
provavel que a presenca de GFAP per se, 30 dias apds a lesdo, na regido perilesional, ndo
tenha uma relagdo com o melhor desempenho funcional espontaneo dos animais hemorragicos
no teste da escada horizontal. Contudo, uma série de possibilidades ainda precisam ser
investigadas mais profundamente para verificarmos se existem outros fatores neurovasculares
associados a presenca da astrogliose reativa GFAP-positiva que estdo contribuindo para
explicar as diferengas comportamentais encontradas no presente estudo. Abre-se, entdo, uma
enorme gama de possibilidades investigativas a partir dos presentes resultados.

Algumas hipoteses clinicas sugerem que a recuperacdo funcional é mais rapida nos
casos hemorrégicos, passada a fase aguda, em fungdo da maior preservacgdo cortical, ja que a
maioria dos casos acomete os nucleos da base (Schepers, V. P., Ketelaar, M. et al., 2008).
Embora ndo possa ser diretamente comparado com dados clinicos, 0 nosso estudo vai em
direcdo oposta a essa ideia, pois produzimos lesdes corticais e estriatais que apresentaram
volume e extensdo semelhantes nas duas formas de insulto, isquémico e hemorragico,
mantendo-se a presenca das diferencas comportamentais favoraveis a recuperacdo sensorio-

motora no grupo hemorragico.
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Outro fator que poderia explicar a recuperacao sensorio-motora diferenciada entre 0s
grupos é o papel especifico de outros fatores envolvidos no remodelamento neurovascular.
Nesse sentido, ja foi demonstrado que muitas moléculas, tais como, as metaloproteinases de
matriz e a proteina high-mobility group box 1 (HMGB1) exibem uma acdo de natureza
bifasica, atuando de forma maléfica em curto prazo mas, possivelmente, exibindo um papel
benéfico, ou seja favordvel a recuperacdo, em longo prazo (Turner, Dodson et al., 2013). A
HMGB1, por exemplo, é capaz de recrutar células progenitoras endoteliais (EPC),
promovendo o remodelamento neurovascular benéfico (Hayakawa, Miyamoto et al., 2012).
No entanto, se o perfil de participacdo dessas moléculas frente a diferentes insultos, tais como
0 AVE isquémico e hemorrdgico, pode ser modulado de forma insulto-dependente,
explicando, assim, as diferencas funcionais, € um tema que ainda precisa ser elucidado.

Complementarmente, um aspecto interessante € a possivel relacdo entre os astrocitos
GFAP-positivos e a expressao de fatores neurotroficos, tais como o fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF) e o fator neurotréfico glial (GDNF). Estudos prévios
demonstram que grande parte do BDNF expresso tardiamente no processo de reparo se da
pela participacdo dos astrécitos (Sato, Chin et al., 2009; Bejot, Prigent-Tessier et al., 2011) e
gue o GDNF pode ser fortemente co-localizado com a proteina GFAP (Airavaara, Shen et al.,
2009; Shen, Li et al., 2010). Porém, se os niveis dessas neurotrofinas, isoladas ou em co-
localizacdo com a proteina GFAP, poderiam ser regulados de modo diferencial entre os
insultos, é algo que também carece de maior investigacéo.

A parte de todas estas especulacbes, o0s presentes resultados reforcam a
comparabilidade da abordagem experimental proposta, 0 que satisfaz com bastante éxito a
ideia de desenvolvimento de uma abordagem metodolégica comparativa entre os subtipos de
AVE experimental. Essa abordagem podera contribuir para o estudo comparado dos efeitos de
uma série de intervencdes, sejam elas farmacologicas ou ndo farmacologicas, frente a insultos
etiologicamente diferentes. Este conhecimento podera, no futuro, proporcionar um melhor

entendimento das particularidades da resposta de reparo do SNC em diferentes contextos.

6.1 Conclusoes

e ET-1 e colagenase do tipo IV-S podem ser utilizadas para a proposi¢ao de um desenho
experimental comparativo entre 0s subtipos de AVE isquémico e hemorragico.

e Os animais isquémicos e hemorragicos demonstram um perfil de recuperacdo
sensorio-motora espontanea similar entre os insultos, embora existam diferencas
especificas na habilidade e coordenacdo da marcha em longo prazo, as quais Sao
favoraveis ao grupo hemorragico.
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e O numero de erros no teste da escada horizontal e o desempenho no teste do cilindro
apresentam correlagdo com o volume e extensdo das lesdes, sendo o Gltimo apenas
fraco a moderado; o teste do campo aberto ndo possui correlacdo com essas

caracteristicas morfométricas da lesdo.

e A imunorreatividade para GFAP, incluindo a densidade astrocitaria, éptica regional e
celular, foi semelhante entre os subtipos de AVE isquémico e hemorragico.

Sendo assim, demonstrou-se, na presente tese, que as injecOes estereotaxicas de ET-1
e colagenase tipo VI-S podem ser utilizadas para a proposi¢do de um desenho experimental
comparativo de AVE isquémico e hemorragico, tendo em vista que a referida abordagem foi
capaz de induzir danos comparaveis, em termos de volume e extensdo das lesdes, assim como
em termos de imunorreatividade a GFAP no tecido perilesional avaliado. No entanto, a
relacdo entre a melhor recuperacdo sensoOrio-motora espontanea observada dos animais
hemorragicos e as possiveis causas neurobioldgicas que a expliquem ainda precisa ser

investigada.
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7. Perspectivas
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Como perspectivas, a partir dos resultados da presente tese, pretende-se realizar
diversas avaliacbes comparativas entre os insultos isquémicos e hemorrégicos, 0 que
proporcionara um maior conhecimento dos eventos neurobioldgicos envolvidos. Dentre as

propostas, podemos destacar:

e Avaliar caracteristicas morfologicas mais refinadas dos astrocitos GFAP-
positivos perilesionais e sua correlagdo com o desempenho sensério-motor

espontaneo.

e Avaliar outros marcadores de remodelamento neurovascular e suas relagdes

com a recuperacdo funcional comparativa entre os subtipos de AVE.

o Verificar o perfil da recuperacdo sensdrio-motora induzida por diferentes
protocolos experimentais de reabilitacdo, tais como o enriquecimento
ambiental, o treinamento da tarefa de habilidade do alcance e preensdo, o
exercicio fisico em esteira rolante e o fortalecimento muscular e suas

possiveis relacBes com a plasticidade astroglial e neurovascular.

Desta forma, a presente tese permitiu a abertura de uma nova linha de pesquisa em
nosso grupo, 0 que sera salutar para um melhor entendimento dos mecanismos
neurobioldgicos relacionados ao AVE experimental, que poderdo auxiliar no processo de

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para esta impactante condicdo clinica.
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