JESSICA DE OLIVEIRA BARBOSA RIBEIRO

Andlise estereoldgica de populagdes neuronais e
astrocitdrias do cortex pré-frontal de ratos

submetidos a andxia neonatal

Aracatuba-SP

2016



JESSICA DE OLIVEIRA BARBOSA RIBEIRO

Anadlise estereoldgica do cortex pré-frontal de

ratos submetidos a andxia neonatal

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado a
Faculdade de Odontologia de Aracatuba da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP, como parte dos requisitos para a

obtencao do titulo de Bacharel em Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Roelf Justino Cruz Rizzolo

Aracatuba-SP

2016



DEDICATORIA

A minha querida e amada mée Eliene,

gue com muita paciéncia, amor, carinho e compreensdo me acompanhou até aqui e
me deu toda a forga possivel, se desdobrou, desfez e se desmontou para tornar um
sonho em realidade. Sonho este que parecia distante e abstrato, mas diante de todas
as dificuldades, juntas tornamos real e concreto. Palavras ndo existem para expressar a
gratiddo e o amor, desde a primeira despedida ao sair de casa, a primeira “Boa

I”

Viagem!” sem saber quando seria o préoximo encontro, momentos que partiram nossos
coracdes, mas que foram necessarios para concluir essa etapa tdo esperada. Agradeco
a dedicagdo, o apoio e o incentivo nas horas dificeis, de desanimo e cansa¢o. Muito

obrigada.
Ao meu bondoso e amado pai Sebastiao,

gue sempre me apoiou em todas as minhas decisdes, me aconselhou a seguir o melhor
caminho e com a sua inteligéncia e cuidado me orientava sobre a vida, os riscos e os
perigos que me esperavam, se possivel, ele livrava toda a negatividade desse caminho,
s6 para me ver feliz e realizada. “Pai” é a palavra que pouco define esse homem, pois é
o ser que mais admiro, aos meus olhos, desde pequena, um grande herdi que ganhei
como pai nessa passagem terrestre. Independente da minha crenca e dos meus
hobbies me ensinou que o essencial é o carater, a honestidade, a simplicidade, e acima

disso, a dedicacdo aos estudos. Pai, por vocé esse sonho se tornou possivel, pois eu sei

gue esse sonho também é seu. Muito obrigada.
Ao meu padrasto Kiyomi Morimoto,

gue durante toda essa jornada esteve presente incentivando e ajudando em todos os
aspectos para tornar esse sonho possivel. Agradeco profundamente por toda a
dedicacdo e a responsabilidade que manteve comigo até hoje, seu apoio nessa
conquista foi imprescindivel. Em meio a tantos tropecos, obstaculos e problemas, a
vida foi justa em colocar no meu caminho alguém como vocé, que durante essa

caminhada me proporcionou tantos ensinamentos e tomou lugar com franca



responsabilidade de um pai extremamente extrovertido, sensato e admiravel por levar

a vida com tanta leveza e tranquilidade. Obrigada! Eternamente grata.
Ao meu irmdo Bruno,

que foi marcado eternamente com a sua forma de amar e de torcer com tanta
sinceridade e garra para a realizagdo e conclusdao deste curso. Agradeco
profundamente ter nessa vida um amigo em forma de irmdo, um cuidado extremo em
forma de preocupagdo e um exagero emotivo em forma de amor. Sou grata em me ver
nos seus olhos e me alegrar no seu sorriso. Todas as intrigas e problemas entre irmaos

se transformaram completamente em amor, carinho e protecao. Muito obrigada!
As minhas amigas Isabela, Lais e Tais,

que foram fundamentais em cada etapa e por fim, a conclusdo deste sonho. Quero
agradecer pela colaboracdo, o respeito, a responsabilidade e a dedicacdo dessa
equipe, sempre tornando o ambiente de trabalho divertido, alegre e aconchegante.
Identifiquei-me com cada uma desde o primeiro instante, com vocés aprendi que na
vida devemos valorizar em cada momento as coisas mais simples e que tudo é possivel

concluir, quando existe esfor¢co e amor. Obrigada, familial



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus,

pela vida e a oportunidade de estudar e me dedicar a um sonho que tornou possivel
quando parecia impossivel. Agradeco por todas as experiéncias e provacgdes que

surgiram no meu caminho, colaboraram muito para o meu amadurecimento.
Ao meu querido orientador Prof. Dr. Roelf Justino Cruz Rizzolo,

por ser essa pessoa incrivel, se destaca pela sua humildade, seu coragdo, a sua
simpatia e principalmente, a sua admirdvel inteligéncia. Quero agradecer pela
oportunidade de ser sua orientada e juntos poder trabalhar para tornar possivel essa
etapa. Pelo conhecimento e dedicagao com que passava todas as orientag¢des, que nao
acrescentaram somente na minha vida académica, mas grandemente na minha vida
pessoal, moral, ética. A vocé devo todo o meu respeito e a minha admiracao, pois além
de professor se tornou um grande pai durante essa jornada. Hoje me sinto
imensamente honrada por ter confiado e acreditado no meu trabalho e muito
orgulhosa em ter o senhor como meu orientador. Se existe um espelho para cada um
se basear, saiba que o meu espelho é vocé, pois é e sempre sera o meu exemplo.

Muito obrigada.
A minha amiga Isabela Rogério de Paiva,

gue desde o primeiro momento me identifiquei de uma forma muito especial, pois ndo
parecia uma simples amiga, mas alguém que transmitia tantas coisas boas que pude
acalmar meu coracdo em acabar de conhecer uma irma. Foi assim que ela permaneceu
na minha vida durante esses longos anos, cada dia nossa convivéncia se tornava
melhor e com toda a certeza e tranquilidade fui presenteada com essa irma que tanto
me alegrava e me ajudava em todos tropecos, obstdculos e desanimos. Agradeco e
peco a Deus para colocar mais pessoas como vocé na minha vida, e que a nossa
amizade ndo seja, e ndo vai ser, somente aqui na universidade, mas a vida inteira.

Obrigada pela amizade, irmandade e confianca.



A minha amiga Lais Leal Limieri,

que me ajudou e me ensinou tanto durante todas as etapas desse projeto, com muita
paciéncia, amor e dedicacdo transmitia todo o seu conhecimento, sempre com muita
alegria e humildade, ensinamentos que colaboraram imensamente para a minha
formagao académica. Agradeco pelos lagos que criamos e a naturalidade em se
comportar como uma irma mais velha, que quando precisava dava broncas, conselhos
e com esse coragdo incrivel, sempre me ajudava a solucionar problemas, por mais
dificeis que seja. Aprendi que é possivel levar a vida de maneira leve, tranquila e feliz
quando existe esforco, dedicacdo e responsabilidade, aprendi e amadureci, existem

momentos para fazer tudo, basta querer. Obrigada por tudo. Sou muito grata a vocé.
A minha amiga Tais Fernandes Pimenta,

gue participou em grande parte na elaboracdo desse projeto, com muita dedicacdo e
responsabilidade vocé fez parte da realizagdo do meu sonho. A sua companhia
alegrava todos os momentos e aos poucos nos tornamos amigas. Juntas
compartilhamos muitos momentos, entre eles, de alegria e cansaco, dias longos,
interminaveis que vocé me deu forga, pois sempre parecia mais leve quando lembrava
gue vocé estava comigo e juntas vencemos. Agradeco por fazer parte deste sonho e

saiba que aprendi muito com vocé. Que essa amizade nao tenha fim. Obrigada.
Ao meu amigo Gestter Willian Lattari Tessarin,

gue colaborou para a realizacdo desse trabalho, sempre com muito amor e dedicacdo
estava disposto a ajudar e ensinar. Admiro muito a sua pessoa, de cara percebi o
guanto vocé é especial, uma pessoa do coracdo bom e muito humilde, por essas e por
todas as suas qualidades vocé venceu muitos obstaculos e estd ai se esforcando para
chegar onde quer. Desejo que alcance todos os seus objetivos, e com essa garra e esse
carater sem duvidas serd muito bem sucedido. Agradeco por ter aceitado o convite de

ser parte da minha Banca Avaliadora e pela amizade. Muito obrigada.



A minha amiga Isabela Vieira,

que sempre foi tao receptiva, amiga e amorosa em todos os momentos, uma pessoa
cheia de luz e alegria. Desde o primeiro momento vocé modificou a minha vida,
transformou os meus pensamentos e conquistou um lugar muito especial no meu
coragdo. Agradeco por compartilhar comigo a sua luz, a razao e o amor. Continue
espalhando flores e paz por onde anda, o universo precisa de mais humanos como

vocé. Sou eternamente grata a vocé. Obrigada
Ao meu amigo Guilherme Rodrigues Bizelli,

qgue durante o caminho apareceu na minha vida e se tornou tdo importante em
instantes. Pode ter sido devido a sua pessoa cheia de qualidades, uma mente sem
igual, uma inteligéncia incrivel e uma alma cheia de luz e coisas boas. Chegou de
repente e preencheu um lugar muito especial, sou segura em dizer que ganhei um

irmao na universidade. Muito obrigada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, ao seu corpo docente e
especialmente ao Diretor Prof. Tit. Wilson Roberto Poi pelo espirito acolhedor e
receptivo, que diariamente trabalha por todos nds, ndo somente como diretor, mas
como um pai atencioso e dedicado. Ao Vice-Diretor Prof. Tit. Joao Eduardo Gomes
Filho, pelos ensinamentos e a oportunidade de te conhecer e trabalhar com vocé,
mesmo que pouco, mas suficiente para ver a sua seriedade, respeito e carinho pelo

que faz. Enfim, agradeco por realizar este curso e esta pesquisa.

A Biblioteca da Universidade, que me proporcionou o suporte ideal para concluir essa

etapa, de forma direta contribuiu para minha formacgao profissional.

Ao Departamento de Ciéncias Basicas, na pessoa do Chefe de Departamento Prof.
Adj. Claudio Aparecido Casatti, sempre divertido e receptivo, que possibilitou a
execucdo de toda parte experimental, por fim, colaborou para a conclusdo desse

trabalho.

A Prof. Ass. Dra. Alaide Gongalves, da Disciplina de Histologia e Embriologia, com
muito carinho proporcionou ensinamentos que colaboraram para o meu
conhecimento académico. Mostrou claramente a pessoa honesta, humilde e feliz, o

gue reflete diretamente na minha formacao profissional e pessoal.

Ao Prof Tit. Dr. José Américo de Oliveira, da Disciplina de Anatomia, que me
identifiquei desde o inicio pela sua simplicidade, uma tranquilidade e paz sem igual.
Agradeco grandemente pela paciéncia que nos transmite os inUmeros ensinamentos
de Anatomia e Cidaddo. Junto a ele aprendi o respeito ao proximo, desde os animais
até seres humanos, aprendi que podemos viver em harmonia sem prejudicar ninguém
e ser ético em qualquer procedimento, seja na vida profissional ou pessoal. Levarei os

seus ensinamentos comigo para sempre. Muito obrigada.

Ao Prof. Ass. Dr. Paulo Roberto Botacin, da Disciplina de Anatomia, pela

responsabilidade e seriedade com a Anatomia, me proporcionou ensinamentos



fundamentais para a minha formagdo profissional, a sua rigidez junto ao carinho e
dedicagdo em transmitir o conteudo programatico foi responsavel pelo meu esforgo e
sucesso, ndo somente na Anatomia, mas na minha formacdo académica. Muito

obrigada.

A Prof. Ass. Dr. Roberta Okamoto, da Disciplina de Anatomia, pela positividade e a
alegria que carrega com vocé e acaba transmitindo por onde passa, infelizmente
chegou na reta final, mas contribuiu com os meus conhecimentos com muita simpatia

e carisma. Obrigada.

Ao Prof. Ass. Dr. Edilson Ervolino, da Disciplina de Histologia e Embriologia, que
contribuiu intensamente nas etapas laboratoriais, ajudava sempre com muita

disposicao, alegria e respeito. Muito obrigada.

Aos Servidores do Departamento de Ciéncias Bdasicas, André Luis Mattos Piedade,
Arnaldo César dos Santos, Sandra Aparecida dos Santos Pinheiro, Eliseide Maria
Ferreira Silva Navega pela simpatia e a humildade que colaboraram intensamente

para a realizacdo dessa pesquisa e com a minha formacao.

Ao Prof. José Ari Gualberto Junqueira, que sempre esteve presente e disposto todas
as vezes que precisei, pela humildade e a vontade de ajudar. Pela riqueza em cada
detalhe nas pecas, que com muito cuidado e carinho nos proporcionou o diferencial,
O6timas imagens e pecas admiraveis que contribuiram extremamente para o meu
conhecimento na Anatomia. Admiro o seu respeito, o seu carater e a responsabilidade
pelo que faz. Admiro o seu trabalho e a sua pessoa. Agradeco intensamente pelos

ensinamentos. Muito obrigada.

A minha querida e eterna TURMA XIII, que fizeram desses 6 anos os melhores da
minha vida, uma sala acolhedora, amiga, amorosa, brincalhona e sempre ocupando
aquele vazio presente, na auséncia da familia vocés souberam e muito descontrair e
preencher esse espac¢o. Juntos, cada um com o seu respectivo problema, conseguimos
driblar todos os obstaculos e vencer mais uma etapa. Sinto-me honrada em fazer parte

desta sala, que tornou mais que amigos, nessa jornada durante esse periodo, juntos,



vocés foram uma familia. Agradeco profundamente a cada um de vocés. Muito

obrigada.

Ao meu amigo e companheiro Gigante,

durante esses longos anos tem sido o companheiro mais fiel e amoroso, nos dias

vazios e de saudade vocé acalmou meu coragdo. Obrigada.

Aos ratinhos, que tornaram possivel a realizacao desse projeto, foram alvos de uma
pesquisa extremamente importante, proporcionaram informacdes cientificas

relevantes para a vida humana. Meu eterno respeito.



“Toda a nossa ciéncia, comparada com a realidade,
é primitiva e infantil — e, no entanto, é a coisa mais

preciosa que temos.”

Albert Einstein



RIBEIRO, J.0.B. Andlise estereoldgica do cortex pré-frontal de ratos submetidos a
andxia neonatal. 2016. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduag¢do) — Departamento
de Ciéncias Basicas, Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracgatuba, 2016.

RESUMO

Os quadros de hipoxia (HN) ou andxia (AN) neonatal, onde ocorre uma diminuicdo do
teor de oxigénio nos tecidos organicos, representam um problema de salde publica
importante. Estudos recentes indicam que eventos hipdxicos/andxicos durante o
parto, além de outras sequelas imediatas, podem representar fatores de risco para o
surgimento tardio de condicbes psiquiatricas onde o cortex pré-frontal desempenha
uma atuacao fundamental, como o Transtorno do Déficit de Atencao e Hiperatividade
(TDAH), autismo, e esquizofrenia. Este estudo visa estabelecer se as alteragdes
estruturais encontradas no cértex pré-frontal de pacientes com essas condicdes
clinicas podem ser reproduzidas em modelos experimentais de AN. Para isto, em
modelo de AN em ratos, analisamos mediante analise estereolégica populactes
celulares da regido do cértex pré-frontal, comumente afetadas nessas situagdes. Esta
analise incluiu a quantificacdo da populacdo neuronal geral evidenciada por imuno-
histoquimica para NeuN (proteina nuclear especifica de neur6nios), e a populacdo

astrocitdria por imuno-histoquimica para a proteina ligante de calcio S100B.

Nossos resultados indicam uma diminuicdo significativa no nidmero de neuronios na
idade de 14 dias pds-natais nos animais anoxiados, com posterior normalizacao
estatistica. Ja a populacdo astrocitdria S100B n3do apresentou diferencas significativas

entre animais anoxiados e controle do mesmo periodo experimental.

Palavras chave: Andxia. Cortex pré-frontal. NeuN. Esquizofrenia. S100B
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ABSTRACT

Hypoxic (NH) or anoxic (NA) neonatal events, where there is a decrease in the oxygen
content of organic tissues, represent a major public health problem. Recent studies
indicate that hypoxic / anoxic events during childbirth, besides other immediate
consequences, may represent risk factors for late onset of psychiatric conditions in
which the prefrontal cortex plays a key role, as the Deficit Disorder Attention Deficit
Hyperactivity Disorder (ADHD), autism, and schizophrenia. This study aims to establish
whether the structural changes found in the prefrontal cortex of patients with these
medical conditions can be reproduced in experimental models of NA. For this, using a
model of NA in rats and stereological techniques, we analyzed cellular populations of
the PFC commonly affected in these situations. This analysis included the
qguantification of the global neuronal population evidenced by NeuN
immunohistochemistry (neuronal specific nuclear protein), and astrocyte populations
by immunohistochemistry for the calcium binding protein S100B. Our results indicate a
significant decrease in the neuron number at P14 in anoxic animals, with subsequent
statistical recovery at P21 and P60. The S100B+ astrocytic population showed no

significant differences between anoxic and control animals.

Keywords: anoxia. Prefrontal cortex. NeuN. Schizophrenia. S100B
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1 INTRODUCAO

Complicagbes obstétricas durante o parto podem determinar quadros de hipdxia
neonatal (HN), situacdo em que ocorre uma diminuicdo do teor de oxigénio nos
tecidos organicos, ou mesmo casos de andxia (AN), onde a concentragdo de oxigénio
no sangue fetal circulante é praticamente nula. Os quadros de HN representam um
problema de saude publica importante ja que dois a quatro ocorréncias dessa natureza
sdo descritas para cada 1000 nascimentos a termo, e em aproximadamente 60% dos
nascimentos prematuros (VANNUCCI et al., 1999; SUGUIHARA; LESSA, 2005;
KURINCZUK et al., 2010).

Em casos de hipdxia, o organismo do neonato utiliza mecanismos destinados a
diminuir a possibilidade de isquemia cerebral. De fato, Shankaran (1991)
demonstraram que em uma grande quantidade de casos onde foi verificada HN com
comprometimento de vdrios sistemas organicos, a funcdo cerebral permaneceu

basicamente preservada.

Apesar dessa resposta protetora do organismo fetal, varios estudos apontam que
eventos hipdxicos durante o parto podem representar -além dos efeitos imediatos
como paralisia cerebral e deficiéncias auditivas e visuais entre outras- fatores de risco
para o surgimento posterior de varias alteracdes patoldgicas e comportamentais como
Transtorno do Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH), autismo, déficits no
aprendizado e memoria espacial, e esquizofrenia (HARTSOUGH; LAMBERT, 1985;
NORMAN; MALLA, 1993; VERDOUX; BOURGEOIS, 1993; GUNTHER-GENTA et al., 1994;
BUWALDA et al., 1995; MILBERGER et al., 1997; MCNEIL et al., 2000; CANNON et al.,
2002; CAPUTA et al., 2005; ROGALSKA et al., 2006; LEUNER et al., 2006; WINOCUR et
al., 2006).

Os mecanismos exatos mediante os quais a AN leva a essas alteracdes ainda ndo sdo
bem conhecidos. Estudos clinicos e experimentais tém apontado aumento no indice
apoptotico e ativacdo da resposta inflamatoéria no tecido cerebral, com aumento na

expressdo de citocinas, interleucina, fator de necrose tumoral e seus respectivos
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receptores (SHELDON et al., 2001; GROJEAN et al., 2003; LIU et al., 2004; TAKADA et
al., 2015).

Entre as sequelas estruturais relacionadas com o desenvolvimento neural foram
documentadas alteragGes nos padrdes arquitetonicos normais do cortex pré-frontal
(CPF) e hipocampo, e alteragdes nos circuitos de transmissdo dopaminérgica,
noradrenérgica e glutamatérgica (BJELKE et al., 1991; EL-KHODOR e BOKSA, 1997;
BRAKE et al., 1997, 2000; EL-KHODOR et al., 2004). Estas alteragdes parecem coincidir

com aspectos patofisioldgicos relacionados com a esquizofrenia e o TDAH.

Independente do mecanismo de acdo, os dados epidemioldgicos relacionados com a
esquizofrenia apontam uma correlacdo entre esta doencga e quadros de hipdxia/andxia
neonatal (CANNON et al., 1999, 2000; ROSSO et al., 2000; ZORNBERG et al., 2000;
DALMAN et al., 2001; KOTLICKA-ANTCZAK M. et al., 2001).

Embora modelos animais estejam longe de reproduzir os complexos disturbios
cognitivos observados em pacientes esquizofrénicos, eles podem ser Uteis para definir
se algumas das alteragOes estruturais e comportamentais observadas nestes pacientes

podem ser também verificadas em animais submetidos a episddios de AN.

Modelos experimentais de hipdxia perinatal incluem clampagem da artéria cardtida
combinada com a exposicdao a baixos niveis de oxigénio; andxia global mediante a
remogao e imersao do Utero materno contendo os filhotes em solugao salina a 372C
por alguns minutos; e exposicao dos filhotes a atmosferas hipdxicas ou andxicas em
diversos periodos pds-natais, modelo este adotado no presente estudo (BOKSA, 2004;

TAKADA et al., 2011).

Em modelos experimentais, o hipocampo tem sido alvo preferencial dessas
investigacGes. Isto fundamentalmente devido a dois fatores, a participacdo dessa
estrutura em processos relacionados com a memodria e o aprendizado —fungdes
cognitivas reconhecidamente alteradas em modelos de AN- e ao conhecimento
satisfatorio que existe sobre a arquitetura, conectividade e estrutura quimica dessa
regido, o que facilita analises comparativas entre grupos de animais normais e

experimentais (BOKSA, 2004).
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Recentemente, entretanto, foi constatado que outras estruturas limbicas como o
cortex pré-frontal medial (CPfm) podem apresentar alteragdes estruturais em modelos

de AN (JUAREZ et al., 2008).

Em sintese, existem dados experimentais e clinicos que indicam que quadros de HN
ou AN estdo associados a alteragdes em processos cognitivos ou condigdes

psiquiatricas onde o CPF desempenha uma atuac¢do fundamental.

Ante esses dados e ante a evidente importancia que o estudo das consequéncias AN
adquire, resulta pertinente analisar alguns parametros estruturais do CPF em modelos

experimentais.

Considerando que quadros de hipdxia perinatal estdo associados a diversos niveis de
comprometimento cognitivo e a um aumento no risco de posterior aparecimento das
doencas acima citadas, nds iniciamos este estudo tentando responder se algumas das
alteragGes estruturais nelas observadas podem ser também encontradas em modelos

de AN.

Esta andlise incluiu a quantificacdo da populacdo neuronal geral evidenciada por
imuno-histoquimica para NeuN (proteina nuclear especifica de neurdnios) assim como
a andlise do nimero de astrécitos mediante a utilizacdo de anticorpo contra a proteina
ligante de cdlcio S100B, a qual no cértex cerebral evidencia fundamentalmente

populagdes astrocitarias.

Estudos recentes sugerem que a densidade desta célula glial é afetada no SNC de
ratos submetidos a modelos de isquemia hipdxica (PIMENTEL et al., 2009), de forma
gue ndo pode ser descartada a possibilidade que algumas das alteracGes cognitivas e
doencas psiquiatricas associadas a HN estejam também relacionadas a alteracbes

nessa populacdo celular.
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2 OBJETIVOS

Usando modelo de andxia neonatal desenvolvido e padronizado pelo nosso grupo e
utilizando métodos estereoldgicos sem viés, quantificar a populagao neuronal geral do
CPF de ratos controle e submetidos a AN, mediante a contagem de neurbnios
evidenciados pela técnica imuno-histoquimica para NeuN (proteina nuclear especifica
de neuronios), e da populagdo astrocitdria imunorreativa para a proteina ligante de

calcio S1008B.

3 METODOLOGIA

Para este estudo foi utilizado o modelo de andxia neonatal ndo invasivo descrito por

Takada et al., (2011), coautores deste projeto.
Animais

Foram utilizados filhotes de 12 casais de ratos albinos (Rattus novergicus, linhagem
Wistar), criados no biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas Ill — USP, com
temperatura constante (23 eC * 1 °C), ciclo claro/escuro de 12:12h, inicio do claro as
7:00h, e agua e comida. Os procedimentos descritos estdao de acordo com os Principios
Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal

(CEEA).
Condig¢bes experimentais

Foram utilizados 36 neonatos machos (Rattus novergicus, linhagem Wistar), com
aproximadamente 30 horas de vida, pesando entre 6 e 8 g. O insulto andxico (ver
abaixo) foi realizado no segundo dia pds-natal (P2). Os animais foram divididos em
grupos conforme a idade: P14, P21 e P60. Os periodos experimentais obedecem a
dados obtidos na literatura relacionados com fases criticas de desenvolvimento
cerebral (WINICK; NOBLE, 1966) e alteracGes descritas em parametros estruturais
neste modelo experimental (JUAREZ et al, 2008). Cada grupo foi subdividido nos

subgrupos Andxia (n=6) e Sham (n=6, denominados Controle no restante deste texto).
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Modelo de AN

Para a exposi¢ao dos animais a andxia, foi utilizado sistema construido e validado no
laboratério de Neurociéncias do Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, constituido por cdmara semi-hermética de

Figura 1. Sistema utilizado para provocar andxia em ratos neonatos. A) Desenho
esquematico mostrando: a) cilindro de nitrogénio gasoso (concentragdo de 100%); b)

manodmetro; c) fluxdmetro; d) bomba difusora de dgua (para homogeneizar a temperatura
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da 34gua); e) cdmara em policarbonato parcialmente imersa na agua; f) termoémetro; g)
resisténcia para aquecimento da agua; setas pretas indicam entrada e saida do gas. B)
Camara semi-hermética conectada a cilindro de gas nitrogénio e parcialmente imersa em

agua aquecida.

policarbonato (31,0 x 14,0 x 19,5 cm), com entrada e saida de gds, acoplada a
mandmetro, fluxometro e a cilindro de nitrogénio gasoso. Com o objetivo de evitar
hipotermia e potencializar os efeitos da andxia, a temperatura da camara é mantida
entre 35 e 37 °C pela imersao parcial da mesma em agua aquecida por resisténcia
elétrica. Esta faixa de temperatura é importante uma vez que a temperatura basal dos
neonatos é de 33 °C, constituindo por si sé fator de neuroprotecdo (CAPUTA et al.,

2005; ROGALSKA et al., 2006).

Os pais foram mantidos juntos até o nascimento dos filhotes, quando entdo o macho
foi transferido para outra gaiola, permanecendo na mesma apenas a mde e 0s

neonatos. O desmame ocorreu em 21 dias.

Para a andxia, primeiramente a cdmara é saturada completamente com nitrogénio
100% a um fluxo de 3 L/minuto e pressdo de 101,7 kPa, determinados de acordo com a
literatura (TANG; NAKAZAWA, 2005; ROGALSKA et al.,, 2006; COQ et al., 2007). Os
animais sdo entdo colocados rapidamente na cadmara, permanecendo durante 25
minutos nestas condi¢des, considerado o tempo maximo para evitar sua morte
(DELL’ANNA et al., 1995). Testes prévios mostraram que periodos ligeiramente
maiores causaram alto indice de mortalidade (DL50=30 minutos). Para o periodo
considerado, o indice de mortalidade foi de 12,5%, semelhante ao observado em

literatura (DELL’ANNA et al., 1991; IUVONE et al., 1996).

Apds a recuperacdo dos animais (recuperacdo da coloracdo, da respiracdo e da
movimentacdo ativa), que ocorre em média 5 minutos apds a retirada da camara,
estes foram devolvidos para a mae até o momento da perfusao transcardiaca ou até o

desmame (21 dias).

O grupo Controle foi exposto as mesmas condi¢cdes experimentais, mas sem a troca do

ar dentro da cadmara, ou seja, permanecendo ao ar ambiente.
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Ap0s a realizagao do insulto andxico e finalizados os periodos experimentais (P14, P21
e P60), 12 animais em cada grupo etario (seis controle e seis anoxiados) foram
pesados, anestesiados e perfundidos por via intracardiaca mediante a utilizacdo de

bomba perfusora peristdltica, com a seguinte sequéncia de solucdes:

a) Soro salino, a temperatura ambiente e em uma quantidade suficiente para
permitir um retorno vascular quase transparente (0,5ml/g de peso corporal

aproximadamente).

b) Solugdo fixadora composta de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato 0,1M, pH

7,3 a4° (minimo de 1ml/g de peso corporal).

Finalizada a perfusdo, os encéfalos foram cuidadosamente removidos, pesados,
mantidos por duas horas na mesma solugao fixadora a 4°C, e finalmente
crioprotegidos com uma solugao composta de glicerol 10% e DMSO 2% dissolvidos em
tampao fosfato 0,1M; pH 7,3; a 4°C, por 24 horas, e mais 48 horas em solucdo de

glicerol 20% e DMSO 2% dissolvidos no mesmo tampao, a 4°C.

Apds a crioprotecao, os encéfalos foram congelados com gelo seco e seccionados no

plano frontal em micrétomo de congelagao, com espessura de corte de 50 um.

Os cortes foram recolhidos em recipientes contendo solucdo anticongelante, e
separados em seis séries, resultando em distancias de 300 um entre cortes de uma

mesma série.

Para a realizacdo das técnicas imuno-histoquimicas os cortes foram lavados em TBS
0,05M (Tris Base (Amresco, EUA) + NaCl) (3 x 10 minutos) e depois incubados durante
30 minutos em H;02 0,3% diluida em TBS-TX 0,05 M (TBS + 0,5% de Triton X-100,
Amresco, EUA), pH 7,6. Em seguida os cortes foram lavados novamente em TBS-TX (3 x
10 minutos) e subsequentemente incubados com soro fetal bovino a 3% (Vector
Laboratories, EUA) em TBS-TX durante 1 hora. Apds trés lavagens em TBS-TX, os cortes

foram incubados durante 48 horas com o anticorpo primario correspondente
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(monoclonal anti-NeuN (rato), Millipore, A60 clone, 1:2000; monoclonal anti-S100B

(coelho), Abcam, 1:1000) diluido em TBS-TX e sob suave agitacdoa 4 °C.?

Para a imuno-histoquimica de NeuN, os cortes foram subsequentemente lavados com
TBS-TX, durante 30 minutos e posteriormente incubados durante 2 horas com
anticorpo biotinilado secundario anti rato (feito em cabra, 1: 200, Vector Laboratories).
Em seguida, os cortes foram novamente lavados (3 x 10 minutos com TBS-TX), e
tratados com complexo avidina-biotina-peroxidase (kit Vectastain Elite ABC, Vector
Laboratories; diluicdo 1: 100 em TBS-TX) a temperatura ambiente durante 90 minutos.
Sitios antigénicos foram visualizados utilizando 0,02-0,05% tetracloridrato de 3,3'-
diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich, EUA) e sulfato de aménio a 0,1% de niquel. Os
cortes foram montados em laminas gelatinizadas, desidratados através de uma série
crescente de alcool (70, 90, 100, e 100%; 1 min cada), desengordurados com xilol (5,

10, e 30 min), e cobertos com laminulas utilizando DPX como meio de montagem.

Para imunofluorescéncia anti S100B, apds a incubacdo dos cortes no anticorpo
primdrio, eles foram lavados, incubados durante 2 h anticorpo anti coelho marcado
com Texas Red (Vector Laboratories), posteriormente montados em l|aminas

gelatinizadas, e cobertos com laminula utilizando meio de montagem aquoso.

Todas as baterias de imuno-histoquimica para uma mesma técnica (incluindo os seis
animais controle e os seis desnutridos nos grupos de 14, 21 e 60 dias foram realizadas
simultaneamente, de forma que todos os cortes foram expostos as mesmas solucées e
tempos de incubacdo e revelacdo, o que evita que os resultados sejam influenciados
por eventuais variagdes de temperatura, concentracdo, tempos de revelacao, etc. Em
virtude disto, como os animais dos grupos de 14, 21 e 60 dias ndo foram processados

simultaneamente, optamos por nao realizar comparacgdes longitudinais.

1 Com o objetivo de encontrar a técnica que melhor se adaptasse a contagem estereoldgica, foi tentada
também a técnica imuno-histoquimica para evidenciagdo de GFAP para evidenciagdo da populagdo
astrocitaria (polyclonal anti-GFAP (coelho), Millipore, 1:2000), assim como a técnica para evidenciacdo
de S100B via imunoperoxidase. Os resultados podem ser visualizados, apenas com finalidade ilustrativa,
na Figura 4.
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Delimitagéo do CPF

Uma das condi¢des necessarias para uma correta andlise estereoldgica é que a regido a
ser analisada seja bem delimitada. Além dos aspectos matematicos envolvidos, isto é
fundamental para que os experimentos sejam reproduziveis por outros pesquisadores.
Infelizmente, em relagdo ao CPF do rato (e de roedores em geral) os limites entre as
areas dessa regidao ndo sao bem definidos. Prova disso sdo as diversas nomenclaturas e
limites propostos nos principais atlas. Provavelmente o Unico consenso é que uma
regido homologa ao CPF observado em primatas pode ser localizada apenas na fase
medial do lobo frontal. No atlas de Paxinos e Watson (2006), esta regido inclui as areas
MO (medial orbital cértex), PrL (prelimbic cortex), IL (infralimbic cortex) e Cgl
(cingulate cortex, area 1). PrL e IL ndo ultrapassam no sentido posterior a decussa¢ao
do corpo caloso, ja Cgl e a mais ventral Cg2 (cingulate cortex, area 2) se estendem em
direcdo posterior, mas na realidade fazem parte do giro do cingulo, e ndo do CPF. Ja no
atlas de Swanson (1992), a parede medial do lobo frontal é ocupada pelas areas ILA,
PL, ACAd (anterior cingulate area, dorsal part) e MOs (secundary motor area). Além
das diferentes nomenclaturas (apenas IL - ILA e PrL — PL apresentam nomenclatura
similar), os limites entre as areas diferem (UYLINGS et al., 2003). J& outros autores
(KRETTEK; PRICE, 1977; PEREZ-CRUZ et al., 2007) mantem as areas PL e IL e
acrescentam dorsalmente a area ACx (Anterior Cingular cértex, denominada Fr2 por
Zilles (1985). Isto posto, resulta dificil delimitar por critérios puramente arquitetdnicos
a regido que sera utilizada para a quantificacdo estereolégica ja que ndo existe
consenso em relacdo aos limites. Isto se torna ainda mais dificil em algumas técnicas
imuno-histoquimicas onde apenas uma populacdo neuronal especifica é evidenciada. A
opcao mais viavel foi utilizar também critérios de delimitacdo “geométricos”,
facilmente reproduziveis entre os diversos autores, mas que ao mesmo tempo
incorporassem as regioes de interesse. Neste sentido, nossa regido de interesse (ROI)
passou a ocupar quase que completamente a face medial do lobo frontal (ver figura
abaixo), estendendo-se posteriormente até o inicio do corpo caloso. Esta ROI
incorpora completamente as areas Il e PL (sobre as quais existe consenso como
pertencentes ao CPf), assim como as extensdes frontais das areas cingulares nas suas

mais diversas denominagdes. Esta delimitagdo é praticamente a mesma utilizada
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recentemente por Perez-Cruz et al. (2007), que limitam o CPf do rato as areas PL, IL, e

ACx.

Cg1

PrL

Co

Cg1

Cc

Figura 2. A area sombreada indica a delimitagdo aproximada da ROI (Region of Interest)

utilizada neste estudo. Ela coincide superiormente com os angulos dorsomediais, tanto na

superficie cerebral como no limite entre a camada VI e a substancia branca. Inferiormente se

estende até o (alo)cortex peduncular dorsal, de facil identificagdo. Assim, a ROl inclui as areas

pré-frontais mediais ACx, IL e PL, conforme parcelacédo de Krettek e Price (1977) e Perez-Cruz e

cols. (2007) e pode ser facilmente reproduzida utilizando referéncias do préprio corte.

Andlise microscdpica e técnicas de contagem.

Laminas contendo os cortes histoldgicos reagidos de acordo com as diversas técnicas

foram analisadas em um microscopio Zeiss Imager Z2 equipado com platina

motorizada e camera digital conectada a um computador executando o programa

Stereo Investigator (Microbrightfield, EUA). Para a visualizacdo da imunofluorescéncia

(51008B) foi utilizado o filtro para rhodamina, enquanto para a andlise de NeuN foi

utilizada microscopia de campo claro.

Para a quantificacdo estereoldgica foi utilizado o método do fracionador déptico (WEST

et al., 1991). Foram utilizados todos os cortes desde o primeiro aparecimento até a
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decussagao do corpo caloso, gerando entre 6 a 8 cortes com intervalos de 6 para cada
técnica e cada animal.
Dependendo da técnica, as caixas de contagem variaram entre 50 a 150 um?, e seu
numero entre 15 ou 20 em cada ROI, de forma a incluir um minimo de 300 células
contadas em cada animal.
O dissector optico foi ajustado de acordo com a espessura real do corte, que podia
variar dependendo da contracdo produzida por cada técnica. Foi adotado um indice de
erro (Gundersen) < 0,07.
Para determinar a estimativa do numero de células dentro da ROI (N) o programa
utiliza a férmula:
N = (2 Q) (1/ssf) (1/asf) (1/tsf)

Onde:

N = ndmero total de células

2Q = numero de células efetivamente contadas

ssf = “section sampling fraction” (niUmero de sec¢des contadas/total de

seccoes)

asf = “area sampling fraction” (area bloco de contagem/area da grade)

tsf = “tissue sampling fraction” (altura bloco/média da espessura da sec¢do)

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. Os dados
sdao apresentados como média + desvio padrdao. As diferencas entre os animais
controle (C) e anoxiados (A) em cada periodo experimental (P14, P21 e P60) foram
analisadas pelo teste t de Student n3o pareado. Para todos os testes estatisticos,

p<0,05 indica uma diferenca significativa entre os grupos C e A.
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4 RESULTADOS

Dados ponderais

Peso corporal

Nossos resultados ponderais indicam que animais anoxiados apresentaram um peso
corporal significativamente menor que os animais controle aos 14 dias, ocorrendo

posteriormente uma inversdo aos 21 e 60 dias (Tabela e grafico 1).

J& em relagdo aos pesos encefdlicos este mesmo fendmeno (inversao) ocorre com
animais do grupo de 14 e 21 dias, sem diferencas estatisticas no grupo de 60 dias

(Tabela e grafico 2).

Tabela e grafico 1. Pesos corporais, em gramas, de ratos controles e anoxiados.

P14 C P14 A P21 C P21 A P60 C P60 A
Animal 1 1,01 1,10 1,09 1,20 1,60 1,61
Animal 2 1,18 0,94 1,14 1,21 1,69 1,67
Animal 3 1,12 0,93 1,10 1,20 1,60 1,51
Animal 4 1,07 1,04 1,20 1,31 1,53 1,64
Animal 5 1,09 1,04 1,20 1,22 1,59 1,61
Animal 6 1,08 1,01 1,14 1,18 1,58 1,60
Média  Desvio 1,09 + 1,01+ 1,14+ 1,22 + 1,60 1,61+
padrio 0,06 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05
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200+

100+
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p<0,0001; ***, p<0,001; **, p<0,01).

Representacdo grafica dos dados relativos ao peso corporal dos animais
controle (C) e anoxiados (A) nos diversos periodos experimentais. Foram

observadas diferencgas significativas em todos os grupos etdrios (****,
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Tabela e grafico 2. Pesos encefalicos, em gramas, de ratos controles e anoxiados.

P14 C P14 A P21 C P21 A P60 C P60 A
Animal 1 23,62 37,62 38,54 42,44 235,6 268,6
Animal 2 24,47 33,83 35,50 47,93 248,7 279,0
Animal 3 21,31 34,27 47,40 47,40 244,8 258,1
Animal 4 25,10 31,26 39,80 56,70 240,0 271,9
Animal 5 24,40 34,28 39,90 53,30 247,5 293,0
Animal 6 23,60 32,12 44,70 54,90 241,7 262,5
Média * Desvio | 23,75+ | 33,9+ 40,97 50,45 + 243,05 + 272,18 +
padrdo 1,3 2,2 4,33 5,42 4,93 12,53
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Representacdo grafica dos dados relativos ao peso encefdlico dos
animais controle (C) e anoxiados (A) nos diversos periodos
experimentais. Foram observadas diferencas significativas nos grupos

com 14 e 21 dias pods-natais (*, p<0,05).
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NeuN

Aspectos morfoldgicos

Fig. 3 Microfotografias de cortes de encéfalo de
ratos controle do grupo P21, submetidos a
técnica imuno-histoquimica para a evidenciagéo
de NeuN. Em A corte em pequeno aumento
mostrando parte do CPF do hemiencéfalo
esquerdo. Observar que com esta técnica os
nucleos neuronais (mas nao da glia) sao
marcados. Em B e C imagens em maior aumento
evidenciando detalhes da marcagdo. O aumento |
registrado em C (objetiva 100x) é utilizado para
contagem estereologica.
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Aspectos quantitativos

Nossos resultados mostram que a andxia alterou significativamente o numero de
neurdnios NeuN+ no CPF no grupo de 14 dias, com uma normalizacdo estatistica em

P21 e P60, conforme pode ser observado nos dados abaixo apresentados (Tabela e

grafico 3).

Tabela e grafico 3. NUumero de neurbnios NeuN+ de ratos controle e

anoxiados.
P14 A P14 C P21 A P21 C P60 A P60 C

Animal 1 349779, 399044, 347290, | 350111, | 388421, | 388806,
Animal 2 337092, 419483, 421452, | 275036, | 383709, | 454208,
Animal 3 338481, 373635, 368004, | 376377, | 480200, | 426203,
Animal 4 330649, 380402, 284812, | 342055, | 545374, | 467227,
Animal 5 * 392120, 302201, | 397594, | 403931, | 439812,
Animal 6 366673, * 357473, | 422844, | 424300, | 517347,
Média * 344500 * 392900 * 346872 | 360669 | 437655 | 448933

Desvio 14160 17830 +48924 | + 51510 | + 63345 | £43030
padrdo
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NeuN
6.0:10%-

N° neurénios NeuN+

CP14 AP14 CP21 AP21 CP60 A P60

Representacdo grafica dos dados relativos ao nimero de neurénios NeuN+ nos diversos periodos
experimentais (C, grupo controle; A, grupo andxia). Foram observadas diferengas muito

significativas na idade P14 (**, p<0,01).



36

s100B

Aspectos morfoldgicos

Figura 4. Microfotografias de cortes de encéfalo de ratos do grupo controle P21. Em A
e B, imagens de imunofluorescéncia de astrdcitos S100B+, técnica que foi escolhida
para a contagem estereoldgica. Em C astrécitos GFAP+, e em D astrocitos S100B+ com

técnica de imunoperoxidase. A barra de escala e A se aplicaaB e C.



Aspectos quantitativos

37

Nossos resultados mostram que a andxia ndo alterou significativamente o numero de

astrécitos imunorreativos para S100B no cdértex pré-frontal em nenhum dos periodos

experimentais,

conforme pode ser

apresentados (Tabela e grafico 4).

Tabela e grafico 4. Niumero de astrocitos S100B+ de ratos controle e

observado nos dados estatisticos abaixo

anoxiados.

P14 A P14 C P21 A P21 C P60 A P60 C
Animal 1 168854 125749 96236 94064 62399 72264
Animal 2 162071 127026 86887 102264 58524 58869
Animal 3 155339, * 99876 104169 54071 78125
Animal 4 134298 158897 123359 90612 64258 65263
Animal 5 163967 154872 127020 77713 57228 66502
Animal 6 148650 155220 125377 111933 61657 54982
Média * 155530+ | 144353+ | 109793+ | 96793+ | 59690+ | 66001 +
Desvio 12567 16482 17496 12027 3770 8477

padrdo




S100B
2.0x105-

N° astrocitos S100B+

CP14 AP14 CP21 AP21 CP60 A P60

Representacdo grafica dos dados relativos ao numero de astrdcitos
S100B nas idades de 14, 21 e 60 dias pds-natais P14 (C, grupo controle;
A, grupo andxia). Ndo foram observadas diferengas significativas entre os

grupos.
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5 DISCUSSAO

De acordo com nosso conhecimento, este estudo é o primeiro a analisar
estereologicamente eventuais alteragdes estruturais no CPF de roedores, utilizando o
modelo de insulto andxico recentemente desenvolvido por Takada et al. (2011).
Recentemente nosso grupo publicou resultados relacionados com o hipocampo
(TAKADA et al., 2015). Nesse estudo observamos maiores indices de fragmentagao de
DNA (mediante a técnica TUNEL, Terminal deoxynucleotidyl transferasemediated dUTP
Nick End Labeling), e aumento na morte celular (técnica de Fluoro-Jade). Agora,
incluimos dados relacionados com o CPF, uma regido conectiva e funcionalmente

relacionada com a formagao hipocampal.

Analisando nossos resultados observamos que o insulto andxico neonatal provoca uma
diminuicdo significativa no peso corporal dos animais anoxiados em P14, e que esta
diferenca inverte significativamente nas idades de P21 e P60 (Tabela e grafico 1). Por
outra parte, observamos uma diminuicdo significativa do nimero total de neurdnios
revelados pela técnica de NeuN nos animais anoxiados de 14 dias, com normalizagdo

estatistica em P21 e P60 (Tabela e grafico 3).

O numero de astrécitos reativos para S100B (Tabela e grafico 4) ndo mostrou
diferengas estatisticamente significativas entre animais controle e andxicos em

nenhum dos periodos experimentais estudados.

Em média, o peso corporal dos animais anoxiados na idade de P14 é 30% menor que
os do grupo controle (Tabela e gréfico 1). A inversdao que observamos em P21 e P60
(Tabela e grafico 1) é notavel, embora pareca apresentar uma tendéncia a
normalizagdo. De fato, em P21 o peso corporal dos animais andxicos é 18% maior,

caindo para 11% em P60.

Na surpreendentemente escassa literatura que encontramos sobre a relagdao entre
anoxia ou hipdxia neonatal e peso corporal, os resultados sdo bastante divergentes, o
gue pode refletir os diferentes modelos experimentais de andxia neonatal adotados e

brevemente descritos na Introducdo deste texto. Assim, Fathali et al. (2010) em
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modelo de hipdxia neonatal provocada por clampagem unilateral de artéria carétida,
descrevem uma diminuicao de peso corporal em todas as idades do experimento (P3,

P14, P42), um resultado que claramente contrasta com o nosso.

A diminuicdo do peso corporal observada nos animais andxicos em P14 (Tabela e
grafico 1) em nosso estudo poderia estar ainda influenciada pela resposta ao insulto
anoxico. A resposta mais imediata ao insulto andxico agudo em mamiferos recém-
nascidos é a hiperventilagdo (MORTOLA, 1999). De forma diferente ao observado em
adultos, entretanto, esta hiperventilacdo é frequentemente alcancada por uma
acentuada reduc¢do da taxa metabdlica (hipometabolismo), e ndo por um aumento na
ventilacdo (hiperpneia; para revisdo ver MORTOLA, 1999). Assim, seria possivel
especular que resquicios do hipometabolismo tenham afetado negativamente o peso
corporal em P14. Infelizmente, ndao existem dados na literatura para explicar o ganho

de peso observado posteriormente neste modelo experimental.

Nossos resultados indicam que a andxia neonatal diminui de forma significativa o
numero de neurdnios positivos para NeuN na idade de P14 (Tabela e grafico 3), mas
este numero se normaliza posteriormente, ndao havendo diferengas na fase pré-pubere

tardia P21, nem nos animais puberes P60 (Tabela e grafico 3).

Estes dados numéricos devem ser sempre analisados levando em consideracdo as
fases criticas do desenvolvimento cerebral e o momento dentro deste periodo no qual

a agressao (o insulto andxico neste caso) ocorre.

Em ratos o pico de crescimento encefdlico ocorre aproximadamente entre P7 e P14,
que corresponde ao periodo de nascimento em humanos (para revisdao, ver MORGANE
et al., 2002). Mas este pico maximo de crescimento cerebral (Brain Growth Curve) ndo
coincide necessariamente com o auge dos diversos eventos proliferativos das
diferentes populacdes celulares encefdlicas. Em termos de neurogénese, em ratos sao
descritos dois picos proliferativos: a macroneurogénese, com a formacdo dos
neurdnios piramidais, ocorre ao redor de E18, bem antes entdo do nosso insulto
anoxico. Ja a microneurogénese, com a formacdo de neurbnios granulares, ocorre

fundamentalmente em periodos pods-natais. A diminuigdo numérica de neurdnios
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NeuN+ que observamos em P14 (Tabela e grafico 3) poderia estar relacionada a
processos de morte celular na populagao neuronal ja existente, ou uma diminui¢dao na
microneurogénese em periodos pds-natais, o que poderia afetar a formacdo de
interneurdnios corticais, entre os quais se encontram os neurOnios inibitérios

gabaérgicos.

J4 foi reiteradamente descrita a suscetibilidade do cérebro a falta de oxigénio
(ENGIDAWORK et al.,, 1997; VEXLER; FERRIERO, 2001; LUTZ; PRENTICE, 2002).
Episodios andxicos-hipdxicos sdo capazes de desencadear reacdes bioquimicas em
cascata, alterando os padrdes metabdlicos normais, o equilibrio acidobasico, o
acumulo de radicais livres e aminoacidos excitatorios no meio extracelular, entre
outros, podendo levar a morte celular (PIMENTEL et al., 2009). Resultados do nosso
grupo revelaram estas alteracdes no hipocampo, utilizando ferramentas focadas na
anadlise da alteracdo de DNA e morte celular (TUNEL, Fluoro-Jade e caspase-3; TAKADA
et al.,, 2015).

Estes resultados corroboraram estudos clinicos e experimentais que apontam um
aumento no nivel de morte celular e ativacao de resposta inflamatéria no hipocampo
apos hipoxia pré-natal e perinatal (SHELDON et al., 2001; GROJEAN et al., 2003; LIU et
al., 2004; HAVA GOLAN et al., 2009). Ante os resultados que observamos agora no CPF,
estas ferramentas deverdo ser utilizadas em projetos futuros para tentar elucidar os

mecanismos por trds das alteragdes quantitativas agora observadas.

Em relacdo a populacdo neuronal revelada pela técnica de NeuN, entre P21 e P60,
periodo no qual observamos uma normalizacdo estatistica entre os animais andxicos e
controles (Tabela e grafico 3) e a neurogénese ja esta muito diminuida, é dbvio que o
numero de neurdnios deve ter aumentado nos animais anoxiados para se equiparar ao
numero observado nos animais controle. Ainda ndo existe consenso sobre a origem
desta populacdo neuronal formada pds-lesdo. Em modelos onde é provocada lesdo
cerebral isquémica, Kreuzberg et al. (2010) observaram uma migracdo de neuroblastos
desde a zona sub-ventricular (SVZ) em direcdo a regido afetada no cortex cerebral,
onde se diferenciaram em neur6nios maduros. Assim, a lesdo isquémica teria

estimulado uma nova onda neurogénica desde SVZ em diregao a regido afetada do
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cortex cerebral. J4 Gu et al. (2000) em modelo similar destacam que os neurdnios
recém formados na regidao lesada seriam originados a partir de células tronco ja
existentes no isocortex. Para estes autores, uma migracdo de neuroblastos desde SVZ
seria improvavel ja que o aparecimento destes novos neurdnios nas camadas Il e llI
teria ocorrido 72 horas apds a lesdo, um periodo demasiado curto como para ser

explicado por uma onda migratéria desde SVZ.

Mesmo havendo uma normalizagdo estatistica como a observada em nosso estudo em
P21 e P60 (Tabela e grafico 3), ndo pode ser excluida a possibilidade de esta alteracdo
no numero de neurdnios nas fases inicias de desenvolvimento ter o potencial de
acarretar alteracdes duradouras nas redes e na circuitaria cortical em formacao.
Estudos clinicos tém apontado para o fato de individuos com esquizofrenia
apresentarem uma probabilidade maior de ter atravessado complicacdes obstétrico-
hipdxicas que individuos normais. Clarke et al. (2006) descreveram que um histérico de
hipdxia fetal estd associado a maiores anomalias em estruturas cerebrais, anomalias
estas condizentes com aquelas observadas em pacientes esquizofrénicos. Assim,
caberia a possibilidade que a diminuicdo da espessura cortical e do hipocampo
observada nestes pacientes, derivariam, pelo menos em parte das intera¢des entre a

hipdxia agindo sobre um gendtipo propenso para esta doenga.

J4 o aparecimento tardio de sequelas apds a exposicdo a agentes potencialmente
nocivos durante as fases criticas de desenvolvimento cerebral -mesmo nao existindo a
posterior exposicdo ao agente, tem sido registrado em estudos clinicos e

experimentais (para revisao, ver RISE; BARONE, 2000).

Estas alteracbes morfoldgicas e/ou funcionais posteriores podem se tornar evidentes
em virtude de algumas situacdes. A ontogenia de uma funcdo cognitiva ou
comportamental especifica pode ocorrer tardiamente no desenvolvimento do animal,
sendo que sO nesse momento o dano ocorrido nessas fases iniciais se torna
perceptivel. Poderiamos assim especular que os episédios esquizofrénicos que
costumam ter inicio na adolescéncia poderiam ser desencadeados por déficits nos

sistemas inibitérios gabaérgicos eventualmente afetados durante os eventos
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hipdxicos, e que sé se tornam evidentes em virtude de altera¢gdes adicionais que

ocorrem durante essa fase de desenvolvimento.

Por outra parte, alteracbes estruturais causadas precocemente com potencial de
desencadear alteragdes cognitivas ou comportamentais podem ser mascaradas
mediante mecanismos compensatérios e de plasticidade. Com o desenvolvimento ou
envelhecimento, quando estes mecanismos jd ndo sdo tdo eficientes ou sdo exigidos
mais intensamente, essas altera¢cdes podem se tornar mais evidentes levando ao
surgimento de patologias. Fendmenos semelhantes tém sido descritos em modelos
experimentais com roedores e primatas (RISE; BARONE, 2000), e foi verificado em
populacdes humanas expostas a contaminantes como o metil-mercurio, como nos
episddios acontecidos em Japdo na década de 1970 e relacionados com a doenga de

Minamata (RISE; BARONE, 2000).



44

6 CONCLUSOES

Nosso estudo permite concluir que, de acordo com a metodologia adotada:

a) Os animais anoxiados conforme nosso modelo apresentam um peso corporal
significativamente menor que os animais controle aos 14 dias, ocorrendo
posteriormente uma inversao aos 21 e 60 dias.

b) Foi observada uma diminuicdo significativa no nimero de neurénios NeuN+ no
CPF no grupo de andxicos 14 dias, com uma normalizagdo estatistica em P21 e
P60.

c) A andxia ndo alterou significativamente o nimero de astrécitos imunorreativos

para S100B no cortex pré-frontal em nenhum dos periodos experimentais.
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