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RESUMO

Modelo experimental de isquemia cerebral focal em camundongos
C57/BL6 resultou em isquemia patolégica no cértex cerebral. Neste
estudo, a isquemia focal foi induzida pela oclusdo da artéria cerebral
média. Analisamos as camadas corticais I, 1l/lll, V and VI nas éareas
motoras caudal forelimb area (CFA) e medial agranular cortex (AGm)
em Grupos controle e isquémico. Nossos resultados demonstraram
evidentes diferengas morfoldgicas e quantitativas em neurénios normais,
neurdnios isquémicos, astrécitos e microglia-like localizados nas
camadas superficial (11/111) e profunda (V). Alteracdes patoldgicas
celulares foram mais proeminentes, na camada V, da CFA, mostrando
picnose nuclear, fragmentacdo da cromatina, degeneragdo
principalmente em neur6nios, como também, evidéncias morfoldgicas
de apoptose. A area cortical motora CFA, foi severamente
comprometida pelo insulto isquémico comparado a éarea AGm,
revelando neuroinflamacéo no tecido pela da proliferacdo de astrocitos e
microglia-like.

Também identificamos alteracBes celulares nas areas motoras AGm e
CFA, ap6s 48 horas, de isquemia focal experimental, empregando
procedimento histologico padrdo com as coloragbes de Hematoxilina—
Eosina (H&E) e Nissl e imunomarcagdo com NeuN, GFAP e Caspase-3.
Entre as alteracGes patolégicas o edema celular foi observado em
neurdnios e astrocitos, devido a lesdo isquémica especialmente na CFA.
O edema é uma severa complicacdo clinica que ocorre em muitas
doencas neurovasculares, e constitui uma das maiores causas de
morbidade e morte em todo o mundo. Verificamos neste modelo, que o
evento hipoxico/isquémico foi associado com edema citotoxic e edema
vasogénico. A permanente oclusdo vascular resultou na reducdo do
fluxo sanguineo para o cérebro e consequentemente acimulo de liquido
em neur6nios e astrdcitos principalmente no cortex motor primario
(referido como CFA). AlteragBes vasculares foram caracterizadas por
descontinuidade endotelial e evidente hipertrofia de astrécitos em torno
do edema vasogénico. Gliose reativa foi caracterizada por alteracfes
especificas na morfologia dos astrécitos e aumento na sintese de Glial
Fibrillary Acidic Protein (GFAP) e cicatriz glial. Baseados em nossos
resultados, concluimos que o modelo de isquemia focal em
camundongos, determinou importante astrogliose, na camada V da CFA,
e a AGm ndo demonstrou esta alteracdo patologica.



Palavras-chave isquemia cerebral, cortex motor, astrogliose,
citoarquitetura, apoptose, edema.



ABSTRACT

Experimental focal cerebral ischemia results in cortical brain lesion
followed by ischemic stroke. In this study, focal cerebral ischemia was
induced in mice by occlusion of the middle cerebral artery. We studied
I, I/, V and VI cortical layers in caudal forelimb area (CFA) and
medial agranular cortex (AGm) from control and ischemic motor cortex
C57BL/6 mice. We observed significant differences in the extent of the
neurons, ischemic neurons, astrocytes and microglia in the superficial
II/111 and deep V cortical layers analyzed in CFA and AGm motor
cortex. We verified that the cellular changes were more prominent on V
layer of primary motor cortex (CFA) with nuclear pyknosis, chromatin
fragmentation, necrosis and degeneration, as well as, morphologic
evidence of apoptosis mainly in neurons. As result, the caudal forelimb
area (CFA) was more severity impaired than medial agranular cortex
(AGm) in focal cerebral ischemic model. This was evident with
proliferation of astrocytes that could result in neuroinflammation by
microglia-like cells.

This study described pathologic variations produced by ischemic lesion
in mice, especially in the AGm and CFA, after forty-eight hours of the
focal ischemia, by histologic procedure standard with Hematoxilina—
Eosina (H&E) e Nissl staining and immunohistochemistry with NeuN,
GFAP e Caspase-3 antybody. The results revealed pronounced
edema in the neurons and astrocytes with altered nuclear
volume. Brain edema is a severe clinical complication in a number of
pathologies, and it is a major cause of increased morbidity and death
worldwide. Cerebral hypoxia/ischemia is associated with cytotoxic
edema and vasogenic edema. In a mouse model of ischemic lesion, we
observed permanent vascular occlusion, resulting in reduced blood flow
to the brain, swollen neurons and pronounced cytotoxic astrocyte
swelling, as well as neuropathological indications of vasogenic edema,
especially in the primary motor of the cortex (CFA). Vascular damage
was characterized by endothelial discontinuity and evident reactive
astrocyte hypertrophy around areas of vasogenic edema. Reactive
astrogliosis was characterized by specific alterations of astrocyte
morphology with pronounced upregulation of Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP) expression and scar formation. Based on results from
our mouse model of focal cerebral ischemia, it was concluded that
reactive astrogliosis was prominent in layer V of CFA motor cortex,
while no layer of AGm demonstrated such abnormality.



Keywords: cerebral ischemia, motor cortex, reactive astrogliosis,
cytoarchitecture, apoptosis, edema.
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1. INTRODUCAO
1.1 CORTEX MOTOR E SISTEMA MOTOR

O cortex cerebral é constituido de neurénios e neuroglia ou glia
(astrdcitos, oligodentrdcitos, microglia). As células que constituem o
cortex cerebral se organizam em padrfes caracterizados por arranjos
laminares e colunares, cujos prolongamentos e conexdes caracterizam a
circuitaria neural (Meneses, 2006).

Estas células nervosas se dispdem em camadas, podendo
apresentarem variacdes na concentragdo e na espessura relativa das
camadas, dependendo da &rea cortical. Com base nas variagdes regionais
de sua citoarquitetura, o cortex cerebral foi dividido em diferentes areas
corticais em cinco grupos fundamentais por Von Economo, em 1927. Os
grupos ou tipos 2, 3 e 4 caracterizam-se por conter seis camadas tipicas,
sdo denominados homotipicos, como o cértex cerebral de camundongos.
Os tipos 1 e 5, por ndo apresentarem as seis camadas bem definidas, séo
denominados heterotipicos. Apesar de mais antigo, 0 mapa
citoarquitetdnico mais conhecido é o do histologista aleméo Kobinian
Brodmann, feito em 1909, que identificou 52 regides diferentes que
foram numeradas para designar as areas corticais e suas funcdes.

Estudos demonstraram que a integracdo de qualquer atividade
especifica ndo ocorre apenas em uma determinada area cortical primaria
e sim, abrange circuitos neurais distribuidos em éreas secundérias, e
mesmo terciarias, de integracdo do estimulo e/ou informacao (Neafsey e
Sievert, 1982; Meneses, 2006).

O sistema motor é um complexo sistema que inclui varias regides
do cérebro e areas do corpo, que contribuem para a producdo do
movimento (Tracy, 2003). Em decorréncia do sistema motor estar
diretamente, relacionado ao sistema sensorial, é muitas vezes,
denominado sistema sensoriomotor.

Em roedores, o cértex motor é formado pelas areas denominadas
medial agranular cortex (AGm), muitas vezes descrita como area pré-
motora, e pela caudal forelimb &rea (CFA) (Tennant et al., 2011; Zeiler
etal., 2013).

A area AGm tem acesso direto ao cortex motor primario, como
também a medula espinhal (Dancause et al., 2006; Nudo, 1990).
Estudos mostram que a AGm pode reorganizar-se em dias ou semanas
apos isquemia cerebral focal, favorecendo a recuperacdo (Zeiler et al.,
2013). A CFA tem importante papel no aprendizado e execucdo das
respostas motoras, fazendo a integracdo sensoriomotora e 0 preciso
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controle dos movimentos voluntarios (Graziano, 2009; Hatsopoulos e
Suminski, 2011). A atividade dos neurbnios no cdrtex motor
correlaciona-se a forca muscular e ao movimento (Evarts, 1968; Cheney
e Fetz, 1980) e, também com complexos movimentos das méos e bragos
(Schwartz, 1994; Georgopoulos et al., 1982).

1.2 FISIOLOGIA DO TECIDO NERVOSO

Aproximadamente 10% da glicose disponivel no sangue é
extraida e fosforilada pelo cérebro, sendo 80% dela utilizada para a
formacdo de energia. O restante é utilizado para sintese de
neurotransmissores, gorduras e algumas proteinas. O cérebro ao
contrario de outros tecidos, armazena muito pouca glicose. O fluxo
sanguineo cerebral (FSC) é de 60ml/100g de cérebro por minuto; na
auséncia deste fluxo o cérebro dispde de energia apenas para poucos
minutos. Existe a auto regulacdo cerebral, um processo onde estdo
envolvidas fibras nervosas do sistema nervoso autbnomo e consiste na
manutencdo do FSC, mesmo com oscilagbes da pressdo de perfusdo
cerebral. A barreira hematoencefalica regula a composicdo idnica e
molecular extracerebral dentro de limites estreitos e é muito importante
para a homeostase cerebral. Pequenas alteracbes de sédio, glutamato ou
colina afetam muito a fungdo neuronal. A velocidade de transporte de
glicose ao nivel cerebral é de duas a trés vezes mais rapida que seu
metabolismo mas é extremamente dependente de sua concentracdo
plasmética. Assim, a reducdo de 1/3 na glicemia causa diversas
alteracGes para o tecido nervoso e para seu metabolismo (Batter e Leor,
2006).

As membranas dos neur6nios e das células gliais se despolarizam
depois da faléncia das bombas dependentes de energia e permitem o
influxo de ions sddio, calcio e o fluxo de potassio (Dugan e Choi, 1994).
Niveis elevados de célcio intracelulares ativam lipases e proteases
intracelulares que determinam destruicdo celular. A despolarizacdo pré-
sinaptica libera quantidades anormais de neurotransmissores que
potencializam ainda mais a lesdo (Mitani et al., 1993). Muitos destes
eventos s8o reversiveis se o FSC for restabelecido rapidamente, entre 15
e 30 minutos, e se ndo houverem variantes associadas como a
hiperglicemia.
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1.3 ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO OU ACIDENTE
VASCULAR CEREBRAL

Os acidentes vasculares encefalicos (AVES) sdo clinicamente
definidos como uma alteracdo neuroldgica caracterizada pela rapida
progressdo dos sintomas de perda de funcdo cerebral, resultante de um
processo isquémico ou hemorrégico (Feuerstein eWang, 2000).

O acidente vascular encefalico (AVE) é a maior causa de
morbidade e mortalidade, ocasionando um elevado custo nos cuidados
clinicos em paises industrializados. Aproximadamente metade dos
pacientes que séo hospitalizados por enfermidades neurolégicas, sdo por
diagnostico de AVE (Onténiente et al., 2003).

O AVE abrange a isquemia cerebral, que ocorre pela oclusdo de
artérias cerebrais em virtude de um trombo ou émbolo, reduzindo o
suprimento sanguineo, e o acidente vascular hemorragico, por formacéo
de coagulo intracerebral ou subaracnéideo (Kunz et al., 2010).

A oclusdo da Artéria Cerebral Média (ACM) representa a forma
mais prevalente de AVE e corresponde aproximadamente, 60% das
isquemias em humanos (Modo et al., 2000).

Figura 1 - Diagrama da Vascularizagdo do Encéfalo em ratos. Mostra a

origem da ACM na artéria carétida interna e sua distribuicdo no cortex

cerebral (Longa, E.Z. et al, 1989).
1

Viv N\, Anl. cerebral a.
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Suture <~

Sup. thyr. a.

Sternomastoid mus. Occip. a.

A ACM irriga a regido lateral e posterior do cortex frontal, regido
lateral e anterior do cortex parietal, como também, estruturas
subcorticais, tais como nicleos da base e capsula interna (Winstein et
al., 1999). A ACM se distribui no territério de representacdo cortical das
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funcGes motora, somatosensitiva, linguagem e cognitiva. A isquemia
cerebral representa a maior causa de desabilidade em adultos, afeta o
cértex motor, normalmente conduzindo a déficits motores e sensisitivos
gue afetam membros, areas da linguagem e a face (Winstein et al., 1999;
Biernaskie e Corbett, 2001; Wang et al., 2001; Ding et al., 2002b).

Apo6s o evento isquémico, o sistema motor pode reorganizar
parcial ou totalmente a funcdo motora (Hospa e Luft, 2011).

1.3.1 Isquemia Cerebral Focal

A isquemia cerebral focal é o resultado de uma redugdo
temporéaria ou permanente do fluxo sanguineo restrito ao territorio de
uma artéria cerebral e é tipicamente causada pela oclusdo embolica ou
trombotica de vasos extra e intracranianos. Em geral, o fluxo sanguineo
para a regido central e para o leito vascular isquémico fica muito
reduzido, porém, quase nunca chega a zero devido ao enchimento
colateral que ocorre. O fluxo sanguineo fica moderadamente reduzido
para as areas de transicdo entre o tecido de perfusdo normal e o nlcleo
central gravemente isquémico. Esta area, denominada de centro
isquémico, é caracterizada por diminuicdo do oxigénio e dos estoques de
ATP que, inevitavelmente, resulta na faléncia metabolica e morte das
células em minutos, a ndo ser que, o fluxo sanguineo seja rapidamente
restaurado (Kunz, et al., 2010). O halo moderadamente isquémico foi
chamado de Zona de Penumbra, estd em torno do centro isquémico com
reducdo menos severa do fluxo sanguineo, regido de tecido cerebral em
que a atividade neuronal foi suprimida, mas ainda potencialmente
viavel.
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Figura 2 - Diagrama com a representacdo das areas de Penumbra e o

Embora estas células tenham um tempo de vida mais longo, a
continua privagao leva a morte celular. A isquemia cerebral pode causar
sinais ou sintomas clinicos, que perduram por quinze a trinta minutos,
mas que levam a necrose irreversivel de alguns neurdnios especificos. O
infarto da regido é inevitavel se a isquemia durar mais de uma hora
(Ginsberg, 1997).

1.3.2 Isquemia Cerebral Global

A isquemia cerebral global é causada, tipicamente, por assistolia
cardiaca ou fibrilagdo ventricular, reduzindo o fluxo sangiiineo a zero
em todo o territério vascular. A isquemia cerebral global por mais de
cinco a dez minutos, é incompativel com a recuperacdo da consciéncia
em individuos normotérmicos (Ginsberg, 1997).

1.4 NEUROPATOLOGIA DA ISQUEMIA CEREBRAL

Os eventos que podem ocorrer na isquémia cerebral sdo (Taylor
et al.,1996; Franseva et al., 2001):

1- Autolise cerebral: Decorre da perda total do FSC,

acompanhada de autodigestdo enzimatica.

2- Infarto cerebral: Decorre de ocluséo arterial e caracteriza-se

por necrose de neur6nios e células da glia e, em algumas areas, de

células endoteliais.
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3- Necrose isquémica seletiva dos neurbnios: Atinge Aareas
cerebrais mais susceptiveis a hipoxia; apesar de limitada a um
pequeno ndmero de neurdnios, causa déficits intensos, inclusive
cognitivos.

4- Desmielinizagdo: Ocorre na substancia branca central dos
neurbnios, em decorréncia da intoxicacdo cerebral de CO,
originada pela hipoxia prolongada.

5- Trombose retrdgrada: Mecanismo de aumento da &rea de
isquemia e que pode causar aumento progressivo da
sintomatologia.

1.5 ISQUEMIA CEREBRAL E INFLAMACAO

O mecanismo fisiopatoldgico responsavel pela maioria das
isquemias cerebrais € determinado pela oclusdo das artérias cardtidas e
vasos cerebrais (Emsey e Tyrell, 2002). As consequéncias para o tecido
cerebral, quando ocorre reducdo do aporte de O, e glicose, podem se
manifestar em uma cascata de eventos que levam a necrose tecidual. No
centro isquémico, onde o fluxo sanguineo reduz drasticamente, o tecido
é perdido rapidamente como consequéncia da morte celular por necrose
devido a hipoxia e perda de energia. Com 0 avango da isquemia, seguem
a reperfusdo do tecido afetado e varios outros processos incluindo
inflamac&o, excitotoxicidade, producdo de 6xido nitrico, radicais livres,
e necrose tecidual. Dentro de minutos ou horas de redugdo do FSC,
ocorre recrutamento de leucdcitos, ativagdo e adesdo ao endotélio da
microvasculatura cerebral e trans-migracdo de neutrdfilos e
mondcitos/macréfagos na area de infarto (Garcia et al.,, 1994). A
reperfusdo pode influenciar a extensdo do processo inflamatério.

A inflamacdo compreende componentes moleculares e celulares
em resposta a injuria ou infeccdo na tentativa de defesa, conduzindo ao
dano e morte celular. Estudos experimentais tem mostrado que o evento
celular inflamatério ocorre entre a interface da microcirculacio e células
endoteliais, produzindo localmente citocinas, como interleucina 1 beta
(IL-1 B) interleucina (IL-6), quimiocinas, fator 1 derivado de célula
estromal (SDF-1a), fator de necrose tumoral (TNF-a), 6xido nitrico e
neurotransmissores (glutamato) liberados pela micrdglia, astrocitos,
células endoteliais e neur6nios (Del Zoppo et al., 2000). Estes fatores
interrompem a barreira hematoencefélica (BHE) e recrutam mondcitos e
linfocitos para o lado da inflamagdo e adicional recrutamento de
microglia residente e estimulacdo de astrogliose, proliferacdo de
astrocitos e micrdglia. Tal recrutamento de células torna-se ativo e libera
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mais fatores inflamatdrios, que resulta em danos aos neurénios e leva a
consequéncias nocivas e positivas para a neurogénese (Whitney et al.,
2009).

Os astrdcitos apresentam um papel fundamental no suporte
tréfico e metabdlico dos neurbnios (Harald, 2001; Dienal e Hertz, 2001),
regulando a atividade neuronal e neurotransmissdo sinaptica,
importantes para a homeostase do SNC (Araque, 2006). Finalmente, os
astrdcitos, juntamente com a micrdglia, em processos patolégicos, estdo
sujeitos a condicdo de reacdo astroglial, e sua relevancia nos processos
de neurodegeneracdo sdo reconhecidos (Oliveira et al., 2008). Os
insultos cerebrais estimulam uma reacdo astroglial especifica, conhecida
como gliose reativa, considerada como instrumento que limita as areas
cerebrais lesionadas (Pekny e Nilsson, 2005). Algumas fungfes
realizadas pela astroglia e o tipo de insulto que afeta os astrdcitos,
determinam seu envolvimento nas enfermidades cerebrais, em maior ou
menor extensdo e a sobrevivéncia do parénquima cerebral (Chvatal et
al., 2008). Embora a ativacdo de astrdcitos secrete diferentes fatores
neurotréficos para a neuronal sobrevivéncia, acredita-se que uma rapida
e severa ativacdo aumente ou inicie uma resposta inflamatéria, levando
a morte neuronal e lesdo no cérebro (Tani et al., 1996).

1.6 ISQUEMIA CEREBRAL E EDEMA

O edema cerebral é uma complicacdo clinica severa em muitas
patologias e € a maior causa no aumento de morbidade e mortalidade.
Edema citotoxico é uma consequéncia comum em encefalopatia
hepatica, trauma e isquemia cerebral. (Pasantes-Morales e Vazquez-
Juérez, 2012). O tipo mais comum de edema citotdxico é o que ocorre
em estados isquémicos e de hip6xia e também descrito como edema
isquémico. Clinicamente, este tipo de edema envolve também edema
nos vasos sanguineos. O aumento de agua no parénquima cerebral esta
relacionado a um gradiente osmético que se estabelece devido a lesdo no
tecido. Nos estagios iniciais, a acumulacdo citotdxica de liquido esta
relacionada a privagdo aguda de glicose e oxigénio, desenvolvendo um
distarbio na osmoregulacdo celular, que depende principalmente da
bomba Na+ e K+ e envolve energia. Na oclusdo arterial permanente, o
edema citotéxico progride e leva a mudancas no tecido, que
normalmente determinam a ruptura da barreira hemato-encefalica em
relacdo a proteinas, introduzindo o edema nos vasos. Com a progressao
da injdria isquémica, o compartimento extracelular torna-se rapidamente
aumentado, determinando alteragdes nas membranas das células e
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morte. Os catabolitos provenientes da desintegracdo celular necrdtica e
as proteinas plamaticas induzem a um pronunciado aumento na
osmolaridade e no volume de agua. Assim, 0 edema isquémico esta
associado a injlria severa no tecido nervoso, a remoc¢ado dos debris e a
digestdo das proteinas pode ser acompanhado por microglia e
macréfagos, em contraste ao edema nos vasos, onde o tecido é
usualmente melhor preservado e a remogdo das proteinas plasmaticas
extravasadas é realizada pelos astrocitos (Klatzo, 1987). Astrocitos
regulam a ativagdo neuronal através da captacdo de potassio
extracelular, mantendo um apropriado gradiente de ions, como um
importante mecanismo para a regulacdo do volume celular em condigdes
normais e patolégicas (Jayakumar e Norenberg, 2010).

1.7 ISQUEMIA CEREBRAL E MORTE CELULAR

O tipo de morte celular mais comum em isquemia cerebral é a
necrose tecidual, diante do fracasso energético, mas também pode
ocorrer morte celular por apoptose. O desenvolvimento progessivo de
necrose neuronal ocorre ap6s permanente oclusdo arterial, assim,
intervencOes terapéuticas devem ser iniciadas dentro de uma a duas
horas apés a oclusdo, com a possiblidade de alterar a resposta
histopatoldgica desta injuria (Garcia et al., 1994). Atualmente, inimeras
pesquisas corrrelacionam a extensdo do déficit neurolégico com o
nimero de neurdnios necréticos. Em isquemia cerebral aguda ocorrem
os dois tipos de morte celular (Arango-Davila, et al., 2004).

A isquemia cerebral desencadea uma sequéncia de fenbmenos
moleculares que se iniciam com o fracasso energético relacionado com a
interrupcdo dos processos de fosforilacdo oxidativa e déficits na
producdo de trifosfato de adenosina (ATP). A interrupcdo dos gradientes
ibnicos transmembrana, devido a falhas na bomba de sédio-potassio
ATPase e outras bombas dependentes de energia, sdo fatores
relacionados com o0s mecanismos fisiopatolégicos da isquemia e,
especialmente, da morte celular. Os neurdnios e as células da glia se
despolarizam exageradamente pela entrada de sédio, cloro, célcio e &gua
no citoplasma e aumento no potéssio extracelular (Hansen, 1985; Blank
e Kirshner, 1996). O fracasso enegético associado as mudancas inicas
ocasionam aumento de glutamato, o que determina aumento na
concentragdo de calcio intracelular conduzindo a despolarizacdo e
aumentando o gasto energético na area de perinfarto. O aumento de
célcio, junto com a acidose e a despolarizacdo, contribui com o inicio da
lesdo, seguido de inflamagdo e ativacdo de apoptose (Arango-Davila,
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2004). A isquemia cerebral desencadeia uma série complexa de eventos
moleculares, entre os quais, a ativacdo e expressdo de genes. Alguns
destes fendmenos partem da reacdo direta a injdria neuronal e outros a
mecanismos de reparacdo do tecido. Muitos outros processos tém
influéncia no dano ao tecido pela isquemia, como a liberacdo de
citocinas, ativagdo de proteases de serina e a diferengas na
vulnerabilidade a isquemia de alguns grupos neuronais (por exemplo, 0s
das camadas Il e V do cortex no hipocampo de ratos). Na isquemia
cerebral focal, estudos relacionam a inducéo de genes e fatores, como o
de necrose tumoral (TNF), fator de crescimento tumoral (TGF 1), fator
de crescimento ligado a insulina (IGF-1), inducéo de apoptose (AIF),
entre outros. Assim, a capacidade de um neur6nio expressar um ou outro
fator, esta relacionada com sua vulnerabilidade especifica a isquemia e a
morte celular necrdtica ou apoptética. A apoptose € um complexo
processo envolvendo ativacdo de cisteinas proteases da familia das
caspases, alteracdes na membrana plamatica, condensacdo do DNA
nuclear e fragmentacdo (Bredesen, 1995). Durante processos de
excitotoxicidade, radicais livres na membrana mitocondrial medeiam a
liberacdo de fatores apoptdticos e citocromo ¢ da mitocdndria que
ativam caspases, finalmente produzindo a apoptose (Enari et al., 1998).
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2. JUSTIFICATIVA:

Muitas espécies, incluindo primatas, porcos, cdes, coelhos, ratos,
e camundongos, sdo utilizados como modelos animais no estudo de
enfermidades neuroldgicas. Camundongos sdo modelos bem
caracterizados em genética e biologia molecular e um aumento no
numero de estudos em AVE tem ocorrido desde 1990. S&o bem aceitos
como modelos de acidente vascular isquémico, por apresentarem
pequeno tamanho, facil monitoramento das variaveis fisioldgicas, acesso
a estruturas vasculares e facilidade de obtencdo para suficiente resultado
estatistico.

O uso e o desenvolvimento de modelos animais em AVE, sdo
desenvolvidos, com o objetivo de identificar os mecanismos que causam
dano ao tecido, e estabelecer em nivel pré-clinico, a base para
determinar fatores de riscos, processos de reparagdo neural,
neuroprotecdo e o desenvolvimento de novas terapias anti-inflamatorias.

Modelos animais em neurodegeneragdo Sdo cruciais para
melhorar o entendimento das caracteristicas gerais de morte neuronal e
de células ndo neuronais, para a avaliacdo das diferencas
neuropatolégicas que afetam o sistema nervoso central. A avaliacdo
histolégica constitui um importante indicador pré-clinico que
fundamenta estudos de recuperagdo do tecido nervoso e estratégias
terapéuticas para o tratamento das doencas cérebrovasculares.
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3. OBJETIVOS:
3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever os efeitos da isquemia cerebral focal no cértex motor
de camundongos C57/BL6 utilizando o modelo de oclusdo do ramo
distal da ACM.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Descrever as caracteristicas morfolégicas gerais das células
distribuidas nas areas do cortex motor AGm e CFA, em animais
controle.

Determinar quais areas e camadas do cértex motor foram mais
comprometidas com o procedimento de isquemia experimental.

Identificar os eventos histopatologicos e descrever as alteragdes
celulares nas areas motoras AGm e CFA, ap06s 48 horas de isquemia
focal experimental, empregando procedimento histolégico padrdo e
imunomarcacdo com NeuN, GFAP e Caspase-3.

Avaliar por meio de analise quantitativa, a proporcdo de
neurdnios intactos (nomais) e isquémicos nas areas motoras AGm e
CFA, determinando areas viaveis e 0 centro isquémico no tecido
Nervoso.

Avaliar, por meio da quantificacdo de células da neurdglia
(astrocitos e microglia), o padrdo da resposta neuroinflamatdria no
parénquima.

Verificar quais células nervosas demonstraram  maior
suscetibilidade a alteracdo celular isquémica.
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4. Metodologia
4.1 MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA
4.1.1- Animais

No presente estudo foi utilizado camundongos C57/BL6 machos
para 0 procedimento de isquemia cerebral focal experimental por
oclusdo da ACM, fornecidos pelo Biotério Setorial do Departamento de
Biologia Celular, Embriologia e Genética (BEG/UFSC). Os animais
foram preservados em gaiolas de plastico contendo maravalha, em
ambiente com temperatura e umidade controladas, ciclo/escuro de 12
horas, racdo e agua ‘ad libitum'. Animais adultos de dois a trés meses
(peso corporal, 65g), foram divididos em grupo controle, com seis
animais sem a intervencao cirurgica, e grupo isquémico, contendo seis
animais submetidos a isquemia cerebral focal permanente, na ACM do
hemisfério cerebral esquerdo.

4.1.2 Procedimentos para a realizacdo da isquemia cerebral focal

A anestesia foi induzida por administragdo intraperitoneal de
ketamina (50mg/kg) e xilazina (5mg/kg). ApoOs anestesia, a preparacéo
cirlrgica iniciou com tricotomia dos pélos no campo cirdrgico, entre a
parte lateral da Orbita esquerda e a orelha externa esquerda.

Figura 3 - Campo cirlrgico entre a orbita esquerda e orelha externa
esquerda.
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Com auxilio de uma lupa (SZ2-LGB, Olympus) foi realizada uma
incisdo na pele, rebatendo-a e expondo o musculo temporal para
ressec¢do junto a inser¢do no 0sso temporal e zigomatico e acesso a
fossa temporal com modificacdo (Kuraoka et al., 2009).

Figura 4 - Campo cirlrgico entre a Orbita esquerda e orelha externa
esquerda, mostrando resseccdo do musculo temporal, acesso a fossa
temporal e exposicédo da ACM.

Foi realizado um desgaste junto do osso temporal por meio de
micromotor (LB100, Beltec) para localizagéo da porcéo distal da ACM
esquerda, e oclusdo por eletrocauterizacdo com bisturi eletrénico (BE
3000, KVN). Todos os animais, apés 48 horas da cirargia, foram
novamente anestesiados para processo de perfusdo intracardiaca com
solucdo fisiologica, e posteriormente com solucdo fixadora de
paraformaldeido a 4% diluido em 0.1ml de PBS a pH 7,2. Em seguida,
os encéfalos foram removidos do cranio e a fixacdo foi complementada
em paraformaldeido (Sigma®) a 4%, por 48 horas, para rotina
histologica.

Os protocolos experimentais de manejo dos animais utilizados
neste projeto de pesquisa, seguiram as normas internacionais de
experimentacdo com animais de laboratorio. Este projeto foi aprovado
pela: Comissdo de Etica no uso de animais da Universidade Federal de
Santa Catarina através de nimero de protocolo CEUA PP 00791. Todos
os procedimentos foram realizados com os cuidados necessarios para
reduzir a0 maximo o nimero de animais empregados e seu sofrimento.
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4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA TECNICAS
HISTOLOGICAS

As pecas foram lavadas em agua corrente durante duas horas,
seguindo desidratacdo em etanol e metodologia de rotina para a incluséo
em parafina purificada (Vetec®), a 58°C.

Desidratacdo e inclusdo em parafina: Etanol 70% (12 horas),
Etanol 80% (60 minutos), Etanol 90% (60 minutos), Etanol absoluto
100% 1 (60 minutos), Etanol absoluto 1l (60 minutos), Etanol-Xilol 1/1
(60 minutos), Xilol I (60 minutos), Xilol 11 (60 minutos), Parafina I (60
minutos), Parafina Il (60 minutos), Parafina 111 (60 minutos).

Apos inclusdo em parafina, os blocos foram seccionados em uma
série de cortes coronais com espessura de 5 pm utilizando um
micrétomo Leica RM 2025. Esta sequéncia de cortes foi orientada do
lobo frontal ao lobo parietal. Os cortes foram estirados e recolhidos em
um banho termostatico a 45°C e montados sobre laminas gelatinizadas
para sua facil adeséo.

4.3. TECNICAS HISTOMORFOLOGICAS

As amostras de cortex cerebral obtidas foram desparafinadas em
xileno durante 20 minutos, e hidratadas em concentracdes decrescentes
de etanol (100%, 80%, 70%) por 5 minutos, lavadas em agua destilada e
submetidas a coloracdo de Hematoxilina—Eosina (H&E) e Nissl & 0,1%
(CAPUTO, et al, 2009). As preparacgdes histoldgicas para coloracdo de
H&E foram dispostas em uma solucdo de Hematoxilina de Harris
(Sigma®), &gua corrente e dgua amoniacal, e agua corrente durante 1
minuto. As preparacdes histolégicas para coloracdo de Nissl foram
dispostas numa solucdo de Cresil Violeta (Sigma®) (0,1g), Agua Milli-
Q (100ml) e Acido Acético (Vetec®) (10%), durante 1 minuto. Passado
esse tempo, as laminas foram entdo lavadas, desidratatas em
concentrac@es crescentes de etanol (70%, 80%, 100%), diafanizadas em
xilol e montadas em Entelan (Merck®). As laminas foram analisadas
qualitativamente e fotografadas em um microscopio Optico (Olympus,
BX 41) com um sistema digital de captura de imagens (Q-capture Pro
5.1) acoplado a uma camara (QColor 3C, Q-imaging).
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4.4 LOCALIZACAO DA AREA MOTORA DO CORTEX

Para identificacdo das areas motoras € a citoarquitetura do cortex
cerebral, imagens digitais de cortes histolégicos coronais corados com
Nissl do hemisfério cerebral esquerdo, foram adquiridos em objetiva de
4x, utilizando microscopio Olympus BX41, para identificar as areas
motoras do cortex AGm e CFA (Tennant et al., 2011; Zeiler et al.,
2013), (Figura 1) e comparados a seccdo coronal equivalente
estabelecida no Atlas de Cérebro de Camundongos (Franklin & Paxinos,
2008). A principal referéncia usada para localizar as areas motoras
foram o corpo caloso e o ventriculo lateral (Figuras 22 a 26) (Franklin &
Paxinos, 2008). As éareas foram delineadas com base na posi¢do
estereotaxica das estruturas cerebrais com distancias predeterminadas do
bregma (0,62 mm a 1,10 mm) e interaural (4,42 mm a 4,90 mm). Para
identificar as camadas corticais I, 1I/111, V, VI, cada corte foi analisado
em escala gradual com objetivas de 10, 40 e 100x e esta Ultima escala,
foi adotada como padrdo para identificacdo morfoldgica de células
normais e alteradas entre os grupos controle e isquémico. Este estudo,
concentrou-se nas camadas superficial (11/111) e profunda (V), da AGm e
CFA, respectivamente, uma vez que as mesmas demonstraram evidentes
alteragdes estruturais com o procedimento experimental de isquemia.

Figura 5 - Imunofluorescéncia de seccdo coronal do cortex cerebral de
camundongos, demonstrando as areas motoras AGm e CFA, e a
citoarquitetura com a disposicdo das camadas corticais representadas
por nimeros romanos. Barra 500 um
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4.5 QUANTIFICACAO DAS CELULAS

O procedimento para a contagem de células foi determinado pelo
reconhecimento da morfologia dos nucleos obtidos pela coloracdo de
Nissl. A quantificagdo da citoarquitetura cortical, foi realizada por meio
de imagens obtidas em objetivas de (40 e 100x) das camadas superficial
(n/my e profunda (V) da AGm e CFA respectivamente, para 0 grupo
controle (n=6) e grupo isquémico (n=6). Foram quantificados neurénios
normais, neurdnios isquémicos, astrdcitos e microglia-like em quatro
campos (AGm superficial e profunda, utilizando as coordenadas O a 1, e
para CFA superficial e profunda, as coordenadas 1 a 22 (Franklin &
Paxinos, 2008), com 140x105 um como area teste em um©, e ampliacéo
com objetiva de 100X.

Figura 6 - Representacdo da area Teste para Quantificacdo de 140x105
pm (14700 pm?) (cértex cerebral de camundongos). Barra 500 um

L

Os padrdes celulares foram quantificados nas regides do cortex
do hemisfério cerebral esquerdo, considerando as linhas proibidas, ndo
foram contadas as células que tocavam a margem superior e margem
direita da area teste, descritas por Pakkenberg & Gundersen, (1977).

Foram analisados e fotografados 5 cortes por animal, que
totalizou 30 cortes no grupo (controle) e 30 no grupo (isquémico).
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4.6 IMUNOHISTOQUIMICA

SeccOes do cortex cerebral foram desparafinizadas a 45°C,
tratadas com xileno e alcool (70, 90, 80, e 100%), e entdo lavadas com
solucdo de tampéo fosfato (PBS).Em seguida, a peroxidase enddgena foi
blogueada por incubacdo com solucdo de perdxido de hidrogénio 3%
diluido em metanol absoluto durante 30 minutos. A recuperacao
antigénica foi realizada com tampdo citrato a 0,01 M por 40 minutos
(pH 6.0) a 93-96°C, por 45 minutos. Os cortes foram lavados com PBS
acrescido de 0,1% de Tween e 0s sitios antigénicos inespecificos, foram
bloqueados com soro fetal bovino (FBS) a 10%, durante 30 minutos.

As seccdes foram incubadas durante 14 horas, em camara Umida,
a 4°C, com os anticorpos primarios caspase-3 rabbit polyclonal (1:50,
Abcam 13847), Monoclonal Mouse Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein
(GFAP) (1:50, Cell Signaling, 3670) e Neuronal nuclei (NeuN) (1:100,
Millipore, MAB 377). Ap6s incubacéo, as seccBes foram lavadas com
PBS Tween 0,1%, durante 15 minutos, seguidas por incubagdo com
anticorpo secundario biotinilado (Sigma) durante 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, as seccdes foram lavadas com PBS Tween
0,1% por 15 minutos, e incubadas com estreptavidina conjugada com
peroxidase (1:200) (Sigma), por 40 minutos. As sec¢des foram lavadas
e incubadas com 3,3'-Diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno
(Sigma), acrescido de perdxido de hidrogénio durante 15-20 segundos.
A reagdo foi interrompida com agua destilada, por 5 minutos. E
finalmente, os cortes foram contracorados com solugdo de hematoxilina
durante 5 minutos e lavadas em agua corrente.

Para analise de imunofluoréscencia as secc@es do cortex cerebral
foram preparadas como descritas acima. Sitios antigénicos inespecificos
foram bloqueados com FBS 10%. As amostras foram incubadas com
anticorpo primario GFAP (1:50, Cell Signaling, 3670) e NeuN (1:100,
Millipore, MAB 377) durante 14 horas, em camara Umida, a 4°C. As
seccbes foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpos
secundérios Alexa Fluor 594 imunoglobulina (IgG, GFAP), e Alexa
Fluor 488 immunoglobulina (IgG, NeuN) (Invitrogen) por 2 horas, em
temperatura ambiente. A marcacdo nuclear foi realizada com 4', 6-
Diamino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) (Sigma). As analises
de imunofluorescéncia foram realizadas com microscdpio (Olympus,
BX 41), utilizando filtros apropriados. As imagens foram capturadas
com o sistema de captura Olympus Q-Color3™ Imaging System.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para verificacdo da condi¢do de normalidade dos dados relativos
a quantificacdo das células, foi inicialmente utilizado o teste Shapiro-
Wilk. Em seguida, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney (U), para avaliar a ocorréncia de diferencas significativas entre
0s grupos controle e isquémico. A mediana e 0s quartis foram as
medidas representativas das amostras. Os testes foram processados no
Programa Estatistica 8, com significancia estatistica considerada para
valores de p < 0,05.
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5 Resultados
5.1 HISTOLOGIA DO CORTEX MOTOR

A analise morfologica qualitativa revelou os diferentes tipos
celulares do neurdpilo do AGm e CFA em camundongos C57/BL6.
Baseados na microscopia de luz, analisamos a morfologia dos nucleos
de neurdnios, astrécitos e microglia. Os neurdnios foram identificados
pela forma triangular do ndcleo (Figura 7), correspondendo aos
neurdnios piramidais e pelo nicleo arredondado apresentando um a dois
nucléolos, caracterizando neurdnios ndo piramidais (Figura 7 e 8). Os
astrécitos foram identificadas por meio do nicleo esférico e
arranjamento heterogéneo da cromatina (Figura 12). A microglia
apresentou nicleo alongado e afilado (Figura 12), bem distinto dos
neurdnios e astrocitos (Marks et al., 2001; Arango-Davila et al., 2004;
Girer et al., 2009; Margaritescu et al., 2009; Garman, 2011).

Figura 7 - Secc¢do coronal do cortex cerebral do grupo controle corados
com Nissl, demonstrando neurdnios com morfologia normal nas areas
motoras AGm e CFA. Barra 50 um
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No grupo controle as camadas corticais 11/111 da AGm revelaram
prodominio de neurdnios piramidais com morfologia normal (Figura 7)
e raros astrocitos. A camada cortical profunda (V) da AGm mostrou
neurdnios piramidais e arredondados (Figura 7) e poucos astrécitos. A
area motora primaria (CFA) nas camadas I1/I1l e V mostrou prodominio
de neurbnios com nucleos arredondados e morfologia normal, com
poucos astrdcitos. Alteracdes patoldgicas ndo foram observadas nas
camadas corticais da AGm e CFA do grupo controle (Figura 7).

5.2 HISTOPATOLOGIA DO CORTEX MOTOR

Por meio da técnica histomorfoldgica de H&E e Nissl (Caputo et
al., 2009), verificou-se a extensdo da lesdo isquémica no cortex fronto-
parietal, evidenciando células com morfologia normal e morfologia
alterada. Avaliamos o nimero de células que apresentaram retragdo e
picnose nuclear, alteracdo da cromatina e, caracterizamos este padréo
morfolégico como isquémico. Nas camadas /Il da AGm e CFA,
neurdnios mostraram morfologia patoldgica isquémica (Figuras 8, 9),
porém este padrdo foi mais evidente na camada V das areas AGm e
CFA, revelando elevado nimero de neurbnios com retracdo nuclear,
picnose, alteragdo da cromatina, associado a edema celular e
degeneracao (Figura 8). A analise histoldgica das amostras dos grupos
controle (Figura 7) e isquémico (Figura 8) mostrou diferencas
morfoldgicas, compativeis com achados isquémicos (Garcia et al., 1997;
Dias et al., 2000; Zeng and Xu, 2000; Arango-Davila et al., 2004,
Muller et al., 2004; Back et al., 2004; Gurer et al., 2009; Margaritescu et
al., 2009; Garman, 2011).
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Figura 8 - Seccdo coronal do cortex cerebral do grupo isquémico
corados com Nissl, demonstrando neurdnios com alteragdes
morfolGgicas (picnose e retracdo) e degeneracdo nas areas motoras do
cortex cerebral AGm e CFA . Barra 50 um

Figura 9 - Seccdo coronal do cortex cerebral do grupo isquémico
corados com H&E, demonstrando edema vasogénico e edema em
nucleos de astrocitos e neurdnios nas areas motoras AGm e CFA. Barra

50 ym
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5.2.1 Analise Quantitativa do Cértex Motor

A caracterizacdo de células viaveis e isquémicas e a resposta
inflamatdria foi determinada pela quantificacdo dos nlcleos celulares
de: i.neurbnios normais; ii.neurdnios isquémicos; iii.astrocitos;
iiii.microglia-like (ndcleos selhantes a microglia) (Figuras 10 A-D).

Neurbnios: A andlise quantitativa (Figura 10 A) de neurénios
normais (vidveis), com morfologia nuclear integra, sem reducdo do
volume e coloragdo homogénea, revelou diferencgas significativas entre
0s Grupos (Controle) e (Isquémico). Este padrdo morfoldgico foi
predominante nas camadas II/11I/AGm (U=10.674), V/IAGm (U=9.000),
e nas camadas Il/I1I/CFA (U=19.500) e V/CFA (U=0.500) do grupo
controle.

A Figura 10 B, mostra que 0s neurdnios isquémicos foram
distribuidos nas camadas Il/lll e V da AGm e CFA. A quantidade de
neurdnios isquémicos, foi maior nas camadas Il/Ill e V do cortex de
CFA e também, na camada V de AGm (Figura 10 B).

Astrocitos: A analise quantitativa (Figura 10 C) indicou que o
nimero de astrocitos foi signitivamente maior no grupo isquémico
qguando comparado ao grupo controle, nas camadas [I/III/AGm
(U=52.500), V/AGm (U=108.000), camadas II/III/CFA (U=37.500) e
camada V/CFA (U=9.500) (Figura 10 C). Notavelmente, o nimero de
astrocitos quantificados na camada V de CFA no grupo isquémico foi
mais expressivo.

Microglia: A quantidade de células microglia-like indicou
diferencas entre o Grupo controle e o isquémico (Figura 10 D). Estas
células foram mais numerosas no grupo isquémico, nas camadas
H/IIVAGm (U=206.500) e V/AGm (U=73.500), camadas II/l1I/CFA
(U=36.000) e V/CFA (U=45.000). A camada V das areas AGm e CFA
do Grupo isquémico mostrou maior quantidade de células microglia-like
em relacdo as camadas Il/Ill das mesmas &reas. O Grupo controle
demonstrou menor quantidade de microglia like nas areas motoras AGm
e CFA (Figura 10 D).
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Figura 10 - Anélise Quantitativa de células nas camadas Il/1ll e V, das
areas motoras AGm e CFA, entre os grupos controle e isquémico. Os
dados foram apresentados como medianazquartil do grupo controle (5
seccBes/animal) e isquémico (5 sec¢bes/animal). Significante correlacdo
entre os grupos controle e isquémico foi indicada por asteriscos, Teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney (U). (A) Expressa a densidade de
neurdnios (células/um?), com morfologia nuclear normal, #p<0,001. (B)
Expressa a densidade de neurdnios (células/um?) com alteracdes na
morfologia nuclear, *p<0,001. (C) Expressa a soma de astrocitos
(células/um?), *p<0,001, *+p<0,001. (D) Expressa a soma de niicleos de
microglia-like (células/pm?), *p<0,001, **p<0,001, **xp<0,04.
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5.2.2 Apoptose em neurdnios

Avaliamos a expressao de caspase-3 nas areas do cortex motor
AGm e CFA do Grupo controle e isquémico. A imureatividade para
caspase-3 foi positiva para neurdnios do grupo isquémico, (Figura 11)
distribuidos nas camadas Il/lll e V da AGm, como também, nas
camadas Il/1Il e V da CFA. No Grupo isquémico, a expressdo de
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caspase-3 nas camadas Il/Ill da AGm ocorreu em raros neurdnios
guando comparado as demais areas. O grupo controle para caspase-3
ndo mostrou imunoreatividade nas camadas Il/11l e V das areas AGm ¢
CFA.

Figura 11 - Imunohistoquimica para caspase-3 nas areas AGm e CFA do
grupo isquémico, mostrou a expressdo da ¢ aspase-3 (marrom claro) em
neurdnios. Barra: 20 um (Ver fotos complementares publicadas em
Oliveira J.L. et al, 2014, Journal Chemical Neuroanatomy).
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5.2.3 Edema, resposta dos neur6nios a isquemia cerebral

Por meio da coloracdo Hematoxilina—Eosina nossos resultados
demonstraram morfologia compactivel a edema neuronal. Estas células
apresentaram evidente aumento de volume do nlcleo, coloracdo palida,
desorganizacdo e fragmentacdo da cromatina, e muitos nucléolos
degenerados (Figuras 12). Este padrdo morfoldgico foi distinto das
caracteristicas verificadas no grupo controle, que ndo demonstraram
alteracdo do volume nuclear, apresentaram coloracdo homogénea,
integridade da cromatina, e ndo mostraram retragdo e picnose em
nucleos de neurdnios (Figura 12).
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Figura 12 - Seccdo coronal do cértex cerebral do grupo isquémico
corados com H&E, demonstrando nlcleos de neurénios com edema e
picnose nas areas motoras AGm e CFA. Barra 50 um (Ver fotos
publicadas em Oliveira J.L. et al, 2014, Journal Chemical
Neuroanatomy).

-
y |
%
e
© . 4

- .

& “
-

»
® -
- o » 1
a .
< Ed
® 2
e
. .
' 4 ’ p ’ .
g * L J
5
9 p ¢
e ~
> :
'
? » o
) I

Para caracterizar a distribuicdo e a viabilidade neuronal entre as
camadas corticais da AGm e CFA utilizamos anti-NeuN (Figuras 13 e
14). A proporgdo de células reativas para NeuN fluorecéncia, na camada
/11l da AGm do grupo controle (Figuras 13), foi 96%, comparado a
60% no grupo isquémico (Figuras 14). Na camada V da AGm, a
marcacdo NeuN positiva foi detectada em 60% no grupo controle, e
30% no isquémico. Na camada I1/111 da CFA a quantidade na expressdo
de células NeuN positivas no grupo controle foi em torno de 62%, e
60% no grupo isquémico. Na camada V da CFA, a NeuN
imunomarcacgao ocorreu em 66% no grupo controle (Figura 13) e 40%,
no isquémico (Figura 14).
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Figura 13 - Imunofluorescéncia para NeuN nas areas motoras AGm e
CFA do grupo controle. Barra: 200 um (Ver fotos complementares
publicadas em Oliveira J.L. et al, 2014, Journal Chemical
Neuroanatomy).

Figura 14 - Imunofluorescéncia para NeuN nas areas motoras AGm e
CFA do grupo isquémico. Barra: 200 um (Ver fotos complementares
publicadas em Oliveira J.L. et al, 2014, Journal Chemical
Neuroanatomy).
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5.2.4 Edema, resposta Vascular a Isquemia Cerebral

Pela coloracdo de H&E foi possivel evidenciar no cértex motor
do Grupo isquémico alteracdes vasculares nas camadas /11l e V das
areas AGm e CFA. Os capilares mostraram retracdo endotelial e edema
perivascular, caracterizando o denominado edema cerebral tecidual,
principalmente nas camadas II/1ll e V da CFA circundados por
astrdcitos reativos (Figuras 9) (Margaristecus et al., 2009; Vates et al.,
2010).

5.2.5 Edema e astrdcitos reativos em Resposta a isquemia cerebral

Por meio de coloracdo Hematoxilina—Eosina (Figura 9) e
imunohistoquimica (Figura 18), nossos resultados revelaram astrécitos
com aumento do volume nuclear, sugerindo moderado a pronunciado
edema. Alguns astrocitos com dimensGes alteradas demonstraram
grande citoplasma circundando o nucleo, visiveis em H&E, sao
denominados astrocitos gemistociticos, ou seja, reativos ao dano
cerebral (Pintea et al., 2011).

A andlise por imunofluorecéncia evidenciou a morfologia dos
astrocitos em areas isquémicas (Figuras 16 e 18). A imunomarcagdo
para GFAP, foi intensa no grupo submetido a isquemia cerebral em
relacdo ao grupo controle (Figuras 15 e 17).
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Figura 15 - Imunoflorescéncia para GFAP nas areas motoras AGm e
CFA do grupo controle. Barra: 200 um (Ver fotos complementares
publicadas em Oliveira J.L. et al, 2014, Journal Chemical
Neuroanatomy).

Figura 16 - Imunoflorescéncia para GFAP nas areas motoras AGm e
CFA do grupo isquémico. Barra: 200 um (Ver fotos complementares
publicadas em Oliveira J.L. et al, 2014, Journal Chemical
Neuroanatomy).
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Os astrocitos localizados nas camadas I1/111 e V da AGm e CFA
do grupo controle ndo expressaram marcagdo para GFAP,
consequentemente, as células foram GFAP-negativas (Figuras 15 e 17).
Nas camadas I/l e V da AGm do grupo isquémico, astrocitos ndo
expressaram pronunciado nivel de GFAP, a marca¢do positiva nao foi
expressiva, 11% e 6% respectivamente. Nas camadas Il/111, da CFA a
marcacao foi em torno de 12%, enquanto um aumento expressivo de
53%, foi observado na camada V, e o0s astrocitos demonstraram
multiplos processos e nicleos com grande volume (Figuras 16 e 18).

Figura 17 - Imunohistoquimica para GFAP nas &reas motoras AGm e
CFA do grupo controle, os astrdcitos ndo expressaram imunomarcagao.
Barra: 50 um (Ver fotos complementares publicadas em Oliveira J.L. et
al, 2014, Journal Chemical Ne.uroanatomy).
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Figura 18 - Imunohistoquimica para GFAP nas &reas motoras AGm e
CFA do grupo isquémico, o0s astrocitos expressaram intensa
imunomarcacgdo (processo denominado de astrogliose) em torno de
capilares sanguineos com evidente edema perivascular. Barra: 50 um
(Ver fotos complementares publicadas em Oliveira J.L. et al, 2014,
Journal Chemica'[ l\!‘euroanatomy).

Severa astrogliose foi observada na camada V da CFA (Figura
16), revelando um denso emaranhado de prolongamentos celulares em
torno de neurdnios (Ridet et al., 1997; Chen & Swanson, 2003) (Figuras
16 e 18), com formac&o de uma compacta cicatriz glial adjacente a areas
teciduais comprometidas pela neuroinflamacéo, (Panickar & Norenberg,
2005).
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6 DISCUSSAO

Os estudos das alteracGes celulares e reparacdo neural apés AVC
tém fundamental importdncia no entendimento dos mecanismos
celulares béasicos da reorganizacdo dos neurbnios apds lesdo
(Carmichael, 2005). Modelos de AVC em roedores proporcionam um
suporte experimental para determinar in vivo a aplicagdo de terapias em
ensaios clinicos (Ginsberg, 1997; Bacigaluppi et al., 2010).

Nosso estudo demonstrou, pela andlise histopatologica do cortex
motor do grupo isquémico, diferencas morfolégicas quando comparado
ao grupo controle. Em nossa investigacdo, apos 48 horas de isquémia
focal, observamos retracdo e picnose em nulcleos de neurdnios,
previamente descritos (Schmidt-Kastner & Freud, 1991; ladecola, 1999;
Garcia et al., 1993; Dias et al., 2000; Muller et al., 2004; Arsava et al.,
2009; Gdrer et al., 2009; Margaritescu et al., 2009; Arsene, 2011), nas
camadas superficiais (11/111) e profunda (V) das areas AGm e CFA.
Também, nossos achados demonstraram alteracdo estrutural da
cromatina, cariolise, basofilia no citoplasma e degeneracdo de células
principalmente por necrose (Dias et al., 2000; Zeng & Xu, 2000; Auer,
2001; Mdiller et al., 2004; Arsava et al., 2009; Sun et al., 2009; Garman,
2011). A éarea motora do cOrtex mais afetada por estas alteragdes
histopatoldgicas foi a CFA.

A andlise quantitativa de neurbnios viaveis indicou diferencas
significantes na distribuicdo destas células nas camadas Il/lll e V do
cortex submetido a lesdo isquémica. Neur6nios normais (viaveis) foram
observados em todas as camadas da AGm e CFA do controle, enquanto
no grupo isquémico, a quantidade destas células foi significativamente
reduzida, principalmente na camada profunda (V) da CFA. As
alteracdes neuropatoldgicas foram seguidas por proliferacdo de
astrocitos nas camadas Il/Ill e V da AGm e CFA, porém expressiva
guantidade destas células foi verificado na camada V de CFA. Este
aumento na quantidade de astrocitos no grupo isquémico, sugere um
padrdo de resposta denominado gliose reativa ou astrogliose,
estabelecido em processos neuroinflamatérios envolvidos em
enfermidades neurodegenerativas e neurovasculares. A gliose reativa
pode contribuir para o progresso da lesdo isquémica, afetando o
processo de reparagdo e plasticidade neuronal, mediado pela secrecdo de
fatores neurotréficos (Nudo, 2007; Chvatal et al., 2008; Lalancette-
Hébert et al., 2009).

A quantidade de microglia-like apresentou discreto aumento no
grupo isquémico, na camada V da AGm e CFA, sugerindo moderada
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resposta ao processo inflamatério pos-isquémico. Esta proliferacdo de
microglia-like pode ser ativada po meio da producdo local de
mediadores pro-inflamatdrios como IL-1p e TNFa, que comprometem o
tecido mas também, protegem a regido isquémica. A microglia constitui
5-20% da populacdo de células da glia no cérebro, apresentando nucleo
alongado ou em forma de "cigarra”, mas somente um pequeno ndmero
destas células podem ser tipicamente reconhecidas (Garman, 2011). O
pico de proliferacdo de microglia ocorre entre 48-72 horas pos-isquemia
cerebral e, morfologicamente, sdo consideradas similares aos
mondcitos/macréfagos da circulacdo sanguinea (Mabuchi et al., 2000;
Schilling et al., 2003).

Nossos  resultados  indicaram  que as  marcagles
imunohistoquimica e de imunofluorésncia para NeuN, podem ser
aplicadas para avaliar o status fisiolégico de neurdnios em estudos
neuropatolégicos. Muitas pesquisas tém mostrado diminuicdo na
expressdo de NeuN ap0s severa injlria, a intensa expressdo da NeuN
imunofluorescéncia e NeuN imunohistoquimica em neur6nios do grupo
controle. Em contraste a reducdo da expressdo de NeuN principalmente
na camada V da AGm e CFM pode ser atribuida a alteracdes funcionais
provocadas pelo insulto (Unal-Cevik et al., 2004; Arsava et al., 2009).
Esta redugdo na expressdo de NeuN, pode ser correlacionado com nossa
avaliacdo histopatoldgica, que demonstrou significativo aumento de
neurbnios isquémicos em dareas idénticas visualizadas com fraca
reatividade para NeuN (Figura 3, Grafico B). Particularmente, na
camada V da CFA, a deplecdo da imunoreatividade no citoplasma e
nucleo, pode estar relacionada ao edema e a alteracdo celular isquémica
de neurdnios no tecido (Sarnat et al., 1998; Xu et al., 2002; Unal-Gevik
et al., 2004; Gurer et al, 2008; Arsava et al., 2009).

A reducdo na marcacdo de NeuN em enfermidades
neurodegenerativas, pode estar relacionada a mudancas antigénicas nas
areas isquémicas ou a diminuigdo da sintese de proteina NeuN. Assim,
nossos resultados foram consistentes com outros autores, que sugerem o
uso de NeuN como marcador de injuria em neurénios (Schmidt-Kastner
et al., 1995; Xu et al., 2002; Pintea et al, 2011; Lavezzi et al, 2013).

Nosso estudo mostrou que ap6s 48 horas de isquemia cerebral, 0s
neurbnios foram as células mais suscetiveis ao evento
hipéxico/isquémico. O evento de morte celular, foi mais intenso nas
camadas profundas da AGm e CFA, e foi determinado principalmente
por necrose apds permanente oclusdo arterial e, em menor propor¢do por
apoptose (Manabat et al., 2003, Arango-Davila et al., 2004, Muller et
al., 2004; Gurer et al., 2008; Margaritescu et al., 2009; Garman, 2011).
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A morte celular isquémica mais comum é a necroética, que resulta da
reducdo aguda de energia, com perda da morfologia celular, lise e
desencadeamento de processo inflamatério (Garcia et al., 1993; Garcia
et al., 1994; Jander et al, 1995; Garcia et al., 1997; Durukan &
Tatlisumak, 2007; Arsava, et al, 2009). Astrocitos mostraram maior
resisténcia a degeneragdo, mas susceptiveis ao edema celular
determinado pela lesdo cerebral (Kimelberg, 2005; Anderova et al.,
2011). O impacto clinico da isquemia cerebral depende da gravidade e
da duracdo na reducdo do fluxo sanguineo (Mies et al., 1991).

Utilizando técnica histomorfoldgica (H&E), observamos no
grupo isquémico astrécitos e neurbnios com evidente hipertrofia do
ndcleo, dispersdo da cromatina, caracteristicas de edema citotoxico e
neurodegeneracdo. O edema citotdxico é um mecanismo patolégico em
gue a célula acumula fluido, que pode ser localizado, como resultado de
uma oclusdo vascular, ou global, resultante de uma reducéo transitoria
ou permanente no fluxo saguineo cerebral (Wagner et al, 2012).
Episédios de hipoxia ou isquemia interrompem a sintese de ATP
afetando a operacdo da Na+/K+, assim a reducgdo da atividade da bomba
favorece aumento intracelular de Na+ e extracelular de K+, e o fluxo de
agua segue a redistribuicdo de ions, contribuindo para o aumento de
volume celular, provocando o edema citotoxico (Pasantes-Morales &
Vézquez-Judrez, 2012). Na isquemia cerebral, edema citotdxico e
vasogénico sdo mecanismos envolvidos na patologia (Klatzo, 1976,
1987, 1994; Wagner et al, 2012). Em nossos resultados identificamos,
alteragdes estruturais nos capilares cerebrais junto as &reas isquémicas, e
estas foram relacionadas a lesdo perivascular, causada pelo edema
vasogénico. Este tipo de edema esta correlacionado a danos na barreira
hematoencefalica induzido pela isquemia cerebral (Margaritescu et al,
2009).

Edema vasogénico foi identificado nas camadas Il/I1l e V das
areas motoras AGm e CFA, porém, na camada V da CFA, esta
caracteristica patoldgica foi marcante e constante, evidenciando a
neuropatologia. O edema vasogénico é uma complicacdo comum em
enfermidades  cerebrais, como trauma, tumores e insultos
cerebrovasculares, que estdo associadas com aumento da
permeabilidade vascular e a entrada de proteinas no parénquima
cerebral, mecanismo bésico no desenvolvimento e na dindmica deste
tipo de edema (Klatzo, 1976; 1987; 1994). No grupo controle, ndo
identificamos a presenca de edema perivascular nas areas corticais AGm
e CFA.
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Em nossos estudos, também, verificamos a presenca de edema
vasogénico com numerosos astrocitos ativos, adjacentes a areas
isquémicas. A literatura suporta que o0s astrocitos tém principal
influéncia em multiplos processos dentro do cérebro, incluindo
homoeostase e manutencéo da integridade da barreira hematoencefalica,
suporte metabolico de neurdnios, remocédo de proteinas extravasadas que
impactam na sobrevivéncia e funcdo dos neurdnios, como também na
vascularizacdo do tecido nervoso (Wasterlain et al, 1968; Klatzo, 1987,
Harald, 2001; Wolf & Kirchhoff, 2008; Koehler et al., 2009; Giaume et
al, 2010; Pintea et al, 2011; Garman, 2011). A CFA mostrou severo
dano estrutural em vasos saguineos (edema vasogénico) e em neuronios
(edema celular citotoxico). Astrécitos, sdo as células que primariamente
contribuem para o edema cerebral; isto ocorre em numerosas patologias,
como trauma craniano, isquemia cerebral, tumores entre outras. O
edema citotoxico é causado pela interrupcdo da homeostase de agua e
fons no parénquima cerebral. Astrocitos sdo células componentes da
barreira hematoencefalica e estdo envolvidos na dindmica entre o fluido
intersticial e o sangue nos compartimentos intracelulares do cérebro,
assim afetam a sobrevivéncia e a integridade do tecido nervoso (Araque,
2006; Pasantes-Morales & Vazquez-Juarez, 2012).

Nossos resultados revelaram também, que a isquemia cerebral
induziu a ativacdo de astrocitos, seja a gliose reativa na CFA no cortex
motor (Schmidt-Kastner et al., 1990; Arango-Davila et al., 2004;
Sofroniew & Vinters, 2010). De acordo com (Chen & Swanson, 2003;
White et al., 2010), a expressdo do marcador para astrdcitos depende da
espécie, idade, localizacdo anatdmica, da enfermidade neuropatolégica e
outras varidveis. Severo e difuso processo de astrogliose reativa é
geralmente verificado em &reas de les6es focais, infeccdes ou em areas
cronicas de neurodegeneragdo (Sofroniew, 2000; Sofroniew, 2005;
Sofroniew, 2009; Sofroniew & Vinters, 2010). No cortex normal (grupo
controle) das areas motoras, AGm e CFA, o presente estudo mostrou
gue os astrdcitos ndo expressaram niveis detectaveis de GFAP. Em
contraste, 0 grupo isquémico mostrou pronunciada resposta a injlria
isquémica nas camadas II/lll e V de CFA, associadas com edema e
degeneracdo neuronal. No grupo isquémico, GFAP apresentou forte
imunoreatividade na camada V da CFA, consistente com severa
astrogliose (Arango-Davila, et al., 2004; Pekny & Nilsson, 2005;
Chvatal et al., 2008; Sofroniew & Vinters, 2010). Nossos resultados
sugerem que a lesdo promoveu moderada astrogliose reativa na camada
1II/111 da CFA e intensa e difusa astrogliose na camada V desta area.
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Assim, verificamos na CFA pronunciado aumento (upregulation) da
expressao de GFAP, como, também hipertrofia de astrdcitos,
proliferacdo e sobreposigédo de seus processos, resultando na interrupgédo
dos dominios individuais dos astrécitos, em acordo com diversos
autores (Pekny & Nilsson, 2005; Wilhemsson et al, 2006; Oliveira et al.,
2008; Sofroniew, 2009; Sofroniew & Vinters, 2010; Pasantes-Morales e
Vazquez-Judrez, 2012). Embora a ativacdo de astrocitos secrete
diferentes fatores neurotréficos para a sobrevivéncia neuronal, a rapida e
severa ativacdo determina uma resposta inflamatoria, levando a morte
neuronal e dano cerebral. Apos severa ativagdo, 0s astrocitos secretam
substancias neurotoxicas e expressam elevado nivel de proteina acida
glial fibrilar (GFAP), que é considerada um marcador para astrogliose
(Tani et al,1996).

Nossa investigacdo também evidenciou, na camada V da CFA
intensa astrogliose, com densos processos e formacdo de compacta
cicatriz glial (Frisén et al., 1995) ao longo da margem do tecido
isquémico. A cicatriz glial tende a persistir por longos periodos, e age
como uma barreira, ndo somente para a regeneracdo axonal, como
também para as células inflamatdrias e agentes infecciosos, de maneira
que, protege o tecido sadio proximo a areas com intensa inflamagéo
(Chen & Swanson, 2003; Sofroniew, 2005; Sofroniew, 2009; Sofroniew
& Vinters, 2010).

A analise das camadas superficial (1I/111) e profunda (V) na AGm
do grupo isquémico, ndo expressou GFAP ou demonstrou poucas
células positivas. De acordo com a literatura, a expressao de GFAP, em
cultura de astrécitos é intensa, mas a maioria dos astrdcitos
protoplasmaticos do cértex cerebral e astrocitos fibrosos sdo GFAP-
negativos em métodos de rotina para imunohistoquimica (Eng et al.,
2000). A astrogliose pode determinar a progressdo e as consequéncias
da enfermidade neuroldgica, de forma que os astrécitos estdo envolvidos
em aspectos iniciais e na evolugdo da lesdo neuroldgica (Sofroniew,
2000). Muitos trabalhos descrevem que a disfuncdo nos astrocitos € a
causa direta de neurodegeneracdo (Araque, 2006; Kettenmann &
Verkhratsky, 2008; Sofroniew & Vinters, 2010; Verkratsky et al., 2011).

A progressdo da maioria das enfermidades no sistema nervoso
central (SNC) ¢é determinada pela habilidade da neuréglia na
manutencdo da homeostose no cérebro (Agulhon et al., 2008; Giaume et
al., 2010). A isquemia esta associada com areas de infarto e necrose
tissular, edema e inflamacédo, e em prolongado periodo de isquemia, 0
tecido desintegra, ocasionando a necrose de liquefacdo (Arango-Davila,
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2004; Arsene et al., 2011; Pintea et al., 2011; Sidoryk-Wegrzynowicz et
al., 2011).

Em conclusdo nossos resultados demonstraram que a ocluséo da
ACM induziu lesdo no cortex cerebral, resultando em alteracGes
histopatologicas em neurbnios, astrécitos, microglia, e nos vasos
sanguineos distribuidos nas camadas Il/l11 e V da AGm e CFA. A érea
motora CFA, revelou severo dano celular isquémico em neurdnios,
evidente processo neuroinflamatdrio, associado a alteragdes vasculares e
edema cerebral, indicando ser a area mais gravemente comprometida
pela lesdo isquémica neste modelo de estudo.
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7 CONCLUSOES

O modelo de oclusdo do ramo distal da ACM promoveu alteragdo
celular isquémica nas areas do coértex AGm e CFA e significativa
reducdo de neurdnios vidveis, aumento no ndmero de células da
microglia-like e pronunciado aumento de astrocitos na camada profunda
(V) da CFA, indicando uma resposta neuroinflamatéria a injuria
hipoxia-isquémica.

A proteina GFAP revelou aumento na expressdo (upregulation),
principalmente no centro isquémico, camada V da CFA, indicando
reacdo neuropatolégica ao insulto.

Os astrocitos reativos se caracterizam morfologicamente, por um
aumento de tamanho (hipertrofia) e aumento no nimero e extensao de
seus prolongamentos, com formagdo de cicatriz glial, estabelecendo
uma resposta patoldgica as lesdes estruturais no SNC.

Apo6s 48 horas de oclusdo permanente da ACM, a atividade da
caspase-3 foi verificada em poucos neurdnios nas areas AGm e CFA.

A imunomarcagdo para NeuN em areas isquémicas mostrou-se
reduzida, assim, consideramos a possibilidade de correlacionar
mudancas na expressao de NeuN com edema e disfungdo neuronal apés
0 insulto isquémico.

Este modelo determinou também, eventos patolégicos como:
edema celular citotéxico em neurdnios e astrocitos e edema vasogénico,
principalmente na CFA.

Apos 48 horas de isquemia focal, & area cortical motora CFA
demonstrou severa alteracdo celular isquémica em relacdo a area AGm,
e 0s neurdnios foram as células mais susceptiveis a lesdo isquémica.

O modelo mostrou-se apropriado para 0 entendimento
histopatolégico do tecido nervoso, permitindo correlacionar com
enfermidades neurovasculares e neurodegenerativas em humanos, e
aplicacdo em estudos de morte celular, inflamacg&o e reparagéo neural.
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8 PERSPECTIVAS

Este modelo exigiu particular habilidade em cirdrgica para
produzir uma oclusdo em um ramo da ACM. O presente estudo
proporcionard a oportunidade de continuar as pesquisas em ciéncia
béasica aplicada, adotando este padréo de oclusao focal ou a oclusdo de
um vaso principal, para comparar as alteragcBes histopatologicas
promovidas pela isquemia cerebral, como também, definir varios
periodos pds-isquemia, avaliando a dimensdo da lesdo e o grau de
comprometimento do tecido nervoso e eventos microvasculares.

Temos como perspectivas incluir novas técnicas para avaliagdo
histolégica e ultraestrutural e, principalmente, introduzir o uso de novos
anticorpos para analise imunohistoquimica.
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