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RESUMO

Hipoxia ou andxia neonatais (HN e AN respectivamente) sdo situagbes
em que o teor de oxigénio no organismo -por diferentes motivos- diminui (chegando
a niveis ndo detectaveis na anoxia), representando um grave problema de saude
publica devido a sua elevada incidéncia.

Estudos epidemioldgicos indicam também que a hipoxia/andxia ocorridas durante o
parto podem representar fatores de risco para o surgimento tardio de condi¢oes
psiquiatricas, como o Transtorno de Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH),
autismo e fundamentalmente, esquizofrenia; condi¢gdes psiquiatricas onde o cortex
pré-frontal (CPF) desempenha um papel fundamental.

Assim, este estudo visou estabelecer se as alteragdes estruturais encontradas no
CPF de pacientes com essas condigdes podem ser reproduzidas em modelos
experimentais de AN.

Para isto, em modelo de AN em ratos, quantificamos mediante analise estereoldgica
sem viés a populagdo neuronal sintetizadora de proteinas ligantes do calcio,
evidenciada por técnicas imuno-histoquimicas para parvalbumina (Pv), calbindina
(Cb) e calretinina (Cr) que, representando mais de 90% dos neurénios gabaérgicos
do cortex cerebral, nos permitem analisar indiretamente eventuais modificagdes na
distribuicao desse neurotransmissor.

Nossos resultados indicam que a andxia neonatal diminuiu de forma muito
significativa o numero de neurénios Pv+ no CPF nos animais anoxiados de 21 dias
(P21), com uma normalizacéo estatistica na idade de 60 dias (P60). Ja o numero de
neurdnios imunopositivos para calretinina e calbindina ndo alterou significativamente

neste modelo experimental.

Palavras-chave: Andxia, Cortex pré-frontal, Proteinas ligantes de calcio,
Parvalbumina, Calretinina, Calbindina, Estereologia.



PIMENTA, T Stereological quantification of calbindin, calretinin and
parvalbumin immunoreactive neurons in the prefrontal cortex of rats submitted
to neonatal anoxia. 2016. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2016.

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 concern.
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 fundamental role, as the Deficit
Disorder Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD), autism, and schizophrenia.
This study aims to establish if the structural changes observed 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 unbiased stereological
techniques, we analyzed cellular populations of the PFC commonly affected in these
situations. This analysis included the quantification of the Calcium Binding Proteins
calbindin, calretinin and parvalbumin. Our results indicate a significant decrease in
the parvalbumin positive neurons at P21 in anoxic animals, with subsequent
statistical normalization at P60. Calbindin and calretinin populations showed no

significant differences between anoxic and control animals.

Keywords: Anoxia. Prefrontal cortex. NeuN. Schizophrenia. S100B. Calcium Binding

Proteins. Stereology
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1.INTRODUCAO

Hipoxia neonatal (HN) representa um evento onde o sangue circulante do
neonato tem seu nivel de oxigénio diminuido. J& na anéxia neonatal (AN), o teor de
oxigénio no organismo é praticamente nulo, sendo dificil, entretanto delimitar quando
a hipdxia alcanga limites de andxia. Segundo Vanucci et al., 1999; Suguihara and
Lessa, 2005; Kurinczuk et al.,, 2010; de dois a quatro ocorréncias de quadros de
hipoxia sdo descritos para cada 1000 nascimentos a termo, sendo observada
também em até 60% dos nascimentos prematuros, o que transforma a HN numa

situacao de saude publica preocupante.

Para resguardar a integridade do tecido nervoso durante essas situagdes, o
organismo do neonato utiliza mecanismos destinados a diminuir a possibilidade de
isquemia cerebral, incluindo aqui a vasodilatagdo de artérias que irrigam o cérebro
(Morrison, 2008). De fato, Shankaran e cols. (1991) demonstraram que a fungéo
cerebral permaneceu basicamente preservada em uma grande quantidade de casos
onde foi verificada HN, mesmo sendo observado comprometimento de outros
sistemas organicos.

De acordo com os dados existentes na literatura, € possivel constatar que
esquizofrenia, Transtorno do Défict de Atengéo e Hiperatividade (TDAH), autismo e
déficits no aprendizado e memodria espacial podem ser desenvolvidos tardiamente
como consequéncia de eventos hipdxicos durante o parto, sendo este assim fator de

risco, mesmo com a ja mencionada resposta protetora do organismo fetal. (Hartsough
e Lambert, 1985; Norman e Malla, 1993; Verdoux e Bourgeois, 1993; Gunther-Genta e cols., 1994;
Buwalda et al., 1995; Milberger e cols., 1997; McNeil e cols., 2000; Cannon e cols., 2002; Caputa et
al., 2005; Rogalska et al., 2006; Leuner et al., 2006; Winocur et al., 2006).

Infelizmente, apesar das graves implicagdes dos quadros de HN ou AN, ainda
nao conhecemos 0s mecanismos exatos mediante 0os quais estes eventos provocam
dano tecidual.

Estudos clinicos e experimentais indicam um aumento no indice apoptdtico e
ativacao da resposta inflamatéria no tecido cerebral, com aumento na expressao de
citocinas, interleucina, fator de necrose tumoral e seus respectivos receptores
(Sheldon e cols., 2001; Grojean e cols., 2003; Liu e cols., 2004; Takada e cols.,
2015).
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Alteragdes nos padrdes arquitetonicos normais do cortex pré-frontal (CPF) e
hipocampo, e alteragbes nos circuitos relacionados com os neurotransmissores
dopamina, noradrenalina e glutamato estdo inclusas entre as sequelas estruturais
relacionadas com o desenvolvimento neural (Bjelke e cols., 1991; El-Khodor e
Boksa, 1997; Brake e cols., 1997, 2000; El-Khodor e cols., 2004). Estas alteragdes
foram também descritas por alguns pesquisadores em material proveniente de
pacientes com disturbios como esquizofrenia e TDAH (Cannon e cols., 1999).

Independente do mecanismo de agao, os dados epidemioldgicos relacionados
com a esquizofrenia apontam uma correlagdo entre esta doenca e quadros de
hipdxia/andxia neonatal (Cannon e cols., 1999, 2000; Rosso e cols., 2000; Zornberg
e cols., 2000; Dalmane cols., 2001; Kotlicka-Antczak M. e cols., 2001).

A utilizacdo de modelos experimentais de HN e AN, mesmo estando longe de
reproduzir os disturbios cognitivos observados em pacientes esquizofrénicos, é
necessaria para confirmar se algumas das alteragdes estruturais e comportamentais
nestes observadas podem ser também verificadas em animais submetidos a insultos
andxicos experimentais.

Recentemente, foi constatado que estruturas limbicas como o cortex pré-frontal
(CPF) podem apresentar alteragdes estruturais em modelos de AN (Juarez e cols.,
2008).

Todos estes dados reforcam a ideia que quadros de HN ou AN estdo
associados a alteragbes em processos cognitivos ou condi¢gdes psiquiatricas onde o
CPF desempenha uma atuacdo fundamental.

Ante esses dados e ante a evidente importadncia que o estudo sobre as
consequéncias da privagao de oxigénio no cérebro adquire, acreditamos que seja
pertinente analisar alguns parametros estruturais do CPF em modelos
experimentais.

Assim, nos iniciamos este estudo tentando responder se algumas das
alteragdes estruturais observadas em pacientes esquizofrénicos podem ser também
encontradas em modelos experimentais de AN. Entre estas alteracdes, estudos
post-mortem em humanos indicam que o sistema gabaérgico — o principal sistema
inibitério do cortex cerebral- é afetado em condigbes psiquiatricas como a
esquizofrenia, seja pela reducdo na densidade celular dos neurénios gabaérgicos,

das estruturas sinapticas, ou das proteinas sintetizadas (para revisao, ver Lewis
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2010). Por outra parte, este sistema também é afetado em modelos de HN (Gerstein
e cols, 2005).

Os neurbnios afetados incluem subgrupos neuronais que expressam também
proteinas ligantes de calcio (PLCs) como a parvalbumina (Pv), calbindina (Cb) e
calretinina (Cr). Coletivamente, as PLCs correspondem a mais de 90% de todos os
neurdnios gabaérgicos do cortex cerebral, motivo pelo qual sua analise serve para
avaliar eventuais alteragdes da transmissdo gabaérgica nesta regido (Eyles e cols.,
2002).

As diversas PLCs sdo expressas fundamentalmente em tipos especificos de
interneurdnios corticais. Pv € observada em neurdénios tipo candelabro e neurénios
em cesto; Cb fundamentalmente em neurénios double-bouquet, e Cr em neurdnios
bipolares e bitufted (Lund e Lewis, 1993; Conde e cols., 1994; Lewis, 1998). Cada
tipo neuronal apresenta uma arborizacdo dendritica que permite contatos sinapticos
especificos com os neurdnios de projecao cortical.

Alguns estudos indicam alteragdes na contagem de neurdnios que expressam
PLCs em individuos esquizofrénicos, mas os resultados ndo séo unanimes (Daviss e
Lewis, 1995; Beasley e Reynolds, 1997; Kalus e cols., 1997; Woo e cols., 1997,
Danos e cols., 1998; Woo e cols., 1998; Iritani e cols., 1999; Reynolds e Beasley,
2001). Geralmente esses estudos nao utilizam técnicas estereoldgicas, mas apenas
contagens bidimensionais de perfis neuronais. Raramente é incluida uma contagem
do numero total de neurbnios na regido analisada, de forma que fica dificil
determinar se a diminuicdo ou aumento no numero de determinada populagao é real
ou reflete uma alteragdo da populagdo geral, ou mesmo alteragbes de densidade
celular provocadas artificialmente pela contracdo dos tecidos durante o preparo

histologico.
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2. OBJETIVOS

Usando modelo de andxia neonatal desenvolvido e padronizado pelo nosso
grupo e utilizando métodos estereoldgicos sem viés, quantificar as populagbes
neuronais sintetizadoras das proteinas ligantes do calcio calbindina, calretinina e
parvalbumina do CPF de ratos controle e submetidos a insulto anéxico, mediante a

contagem de neurdnios evidenciados por técnicas imuno-histoquimicas.
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3. METODOLOGIA

Para este estudo foi utiizado o modelo de andéxia neonatal ndo invasivo

descrito por Takada e cols. (2011), coautores deste projeto.

3.1 Animais

Foram utilizados 36 filhotes machos originados de 12 casais de ratos albinos
(Rattus novergicus, linhagem Wistar), criados no biotério do Instituto de Ciéncias
Biomédicas lll - USP, com temperatura constante (23 °C + 1 °C), ciclo claro/escuro
de 12:12h, inicio do claro as 7:00h, e agua e comida ad libtum. Os procedimentos
descritos estdo de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA) e foram
aprovados pela Comiss&o de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA).

Com aproximadamente 30 horas de vida (segundo dia pds-natal - P2) e
pesando entre 6 e 8 g realizamos o insulto andxico (ver abaixo) em 18 desses
filhotes. Os animais (anoxiados e controle) foram posteriormente 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
neuronal (WINICK e NOBLE, 1966) e alteragdes descritas em parametros estruturais

neste modelo experimental (Juarez e cols, 2008).

Cada grupo foi subdividido nos subgrupos Andxia (n=6) e Controle (n=6).

3.2 Modelo de AN

Para a exposigao 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 Sao Paulo, constituido por camara
semi-hermética de policarbonato (31,0 x 14,0 x 19,5 cm), com entrada e saida de
gas, acoplada a manémetro, fluxbmetro 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 imersdo parcial da mesma em agua
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aquecida por resisténcia elétrica. Esta faixa de temperatura € importante uma vez
que a temperatura basal dos neonatos é de 33 °C, constituindo por si s6 fator de

neuroprotecao (Caputa e cols., 2005; Rogalska e cols., 2006).

FIGURA1 -- Sistema utilizado para provocar andxia em ratos neonatos.
b

A) Desenho esquematico mostrando: a) cilindro de nitrogénio gasoso (concentragédo de
100%); b) mandémetro; c) fluxdmetro; d) bomba difusora de agua (para
homogeneizar a temperatura da agua); ) cdmara em policarbonato parcialmente
imersa na agua; f) termémetro; 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.

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

os neonatos. O desmame ocorreu em 21 dias.

Para a realizagdo do insulto andxico, primeiramente a camara é saturada
completamente com nitrogénio 100% a um fluxo de 3 L/minuto e presséo de 101,7
kPa, determinados de acordo com a literatura (Tang e Nakazawa, 2005; Rogalska e
cols., 2006; Coq e cols., 2007). Os animais sao entdo colocados rapidamente na

camara, permanecendo durante 25 minutos nestas condi¢des, considerado o tempo
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maximo para evitar sua morte (DellAnna e cols., 1995). Testes prévios realizados
neste laboratério 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 e cols.,
1991; luvone e cols., 1996).

ApOds a recuperagao dos animais (recuperagcao da coloragdo, da respiracao e
da movimentagao ativa), que ocorre em meédia 5 minutos apds a retirada da camara,
estes foram devolvidos para a mae até o momento da perfuséo transcardiaca ou até
o desmame (21 dias).

Os animais dos grupos Controle foram expostos as mesmas condi¢des
experimentais, mas sem a troca do ar dentro da camara, ou seja, permanecendo ao
ar ambiente.

Ap0Os a realizagdo do insulto andxico e finalizados os periodos experimentais
(P14, P21 e P60), 12 animais em cada grupo etario (seis animais controle e seis
anoxiados) foram pesados, anestesiados e perfundidos por via intracardiaca,
mediante a utilizacdo de bomba perfusora peristaltica, com a seguinte sequéncia de

solucoes:

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

Solucédo fixadora composta de paraformaldeido a 4% em tampéao fosfato 0,1M, pH

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

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 solugdo composta de glicerol 10% e DMSO 2% dissolvidos
em tampao fosfato 0,1M; pH 7,3; a 4°C, por 24 horas, € mais 48 horas em solugao
de glicerol 20% e DMSO 2% dissolvidos no mesmo tampéo, a 4°C.

Apos a crioprotecdo, os encéfalos foram congelados com gelo seco e

cortados em microétomo de congelagéo, com espessura de corte de 50 um.
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Os cortes foram recolhidos em recipientes contendo solugdo anti-freeze e
separadas seis séries, resultando em distédncias de 300 um entre cortes de uma

mesma série, com as seguintes finalidades:

1) Técnica imuno-histoquimica para calbindina.

2) Técnica imuno-histoquimica para NeuN.

3) Técnica imuno-histoquimica para parvalbumina.
4) Técnica imuno-histoquimica para s100B.

5) Técnica imuno-histoquimica para reelina.

6) Técnica imuno-histoquimica para calretinina.

Para a realizagcdo das técnicas imuno-histoquimicas (as técnicas e
resultados para S100B e reelina ndo serdo descritas neste TCC) os cortes foram
lavados em TBS 0,05M (Tris Base (Amresco, EUA) + NaCl; 3 x 10 minutos) e depois
incubados durante 30 minutos em H20, 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.

Apos trés lavagens em TBS-TX, os cortes foram incubados durante 48
horas com o anticorpo primario correspondente (monoclonal anti-NeuN (rato),
Millipore, A60 clone, 1:2000; monoclonal anti Calretinin 6B3 (camundongo), 1:5000,
Swant; monoclonal anti Calbindin D-28k (camundongo), 1:5000, Swant; monoclonal
anti parvalbumin PV 235 (camundongo), 1:5000, Swant) diluido em TBS-TX e sob
suave agitagdoa 4 ° C.

Os cortes foram posteriormente lavados com TBS-TX, durante 30 minutos e
incubados durante 2 horas com os respectivos anticorpos secundarios biotinilados
(1:200, Vector Laboratories). Posteriormente, apds nova série de lavagens (3 x 10
minutos com TBS-TX), os cortes foram incubados com complexo avidina-biotina-
peroxidase (kit Vectastain Elite ABC, Vector Laboratories; diluicdo 1: 100 em TBS-
TX) a temperatura ambiente durante 90 minutos. Os locais antigénicos foram
visualizadas utilizando como cromogenos tetracloridrato de 3,3'-diaminobenzidina
(DAB; Sigma-Aldrich, EUA) 0,02-0,05% e sulfato de aménio niquel a 0,1% ou VIP

(Vector Laboratories). Os cortes foram posteriormente montados em laminas
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gelatinizadas, desidratados em série crescente de alcoois, desengordurados com
xilol, e cobertos com laminula utilizando DPX como meio de montagem.

Todas as baterias de imuno-histoquimicas para uma mesma técnica
(incluindo os seis animais controle e os seis anoxiados nos grupos de 14, 21 e 60
dias) foram realizadas simultaneamente, de forma que todos os cortes foram
expostos as mesmas solugdes e tempos de incubagao e revelagao, o que evita que
os resultados sejam influenciados por eventuais variagbes de temperatura,
concentragao, revelagao, etc. Em virtude disto, como os animais dos grupos de
P14, P21 e P60 nao foram processados simultaneamente, optamos por ndo realizar

comparagoes longitudinais.

3.3 Delimitagédo do CPF

Uma das condi¢gdes necessarias para uma correta analise estereoldgica € que
a regidao 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 regiao nao sdo bem definidos. Prova disso sdo
as diversas nomenclaturas e limites propostos nos principais atlas. Provavelmente o
unico consenso € que uma regidao homologa ao CPF observado em primatas pode

ser localizada apenas na fase medial do lobo frontal.

No atlas de Paxinos e Watson (2006), esta regiao inclui as areas MO (medial
orbital cértex), PrL (cortex pré-limbico), IL (coértex infralimbico) e Cg1 (cortex
cingular, area 1). PrL e IL ndo ultrapassam no sentido posterior a decussag¢ao do do
corpo caloso, ja Cg1 e a mais ventral Cg2 (cértex cingular, 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 € ocupada pelas
areas ILA, PL, ACAd (area cingular anterior, parte dorsal) e MOs (area motora
secundaria). Além das diferentes nomenclaturas (apenas IL - ILA e PrL — PL
apresentam nomenclatura similar), os limites entre as areas diferem (Uylings e cols.,
2003). Ja outros autores (Krettek e Price, 1977; Perez-Cruz e cols., 2007) mantem
as areas PL e IL e acrescentam dorsalmente a area ACx (cortex cingular anterior

denominada Fr2 por Zilles (1985). Isto posto, resulta dificil delimitar por critérios
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puramente arquitetbnicos a regido que sera utilizada para a quantificagdo
estereoldgica ja que nao existe consenso em relacdo aos limites. Isto se torna ainda
mais dificil em algumas técnicas imuno-histoquimicas onde apenas uma populagéo
neuronal especifica € evidenciada. A opg¢ado mais viavel foi utilizar também critérios
de delimitagdo “geométricos”, facilmente reproduziveis entre os diversos autores,
mas que ao mesmo tempo incorporassem as regides de interesse. Neste sentido,
nossa regidao 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 ROl 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 delimitacédo é
praticamente a mesma utilizada recentemente por Perez-Cruz e cols. (2007), que

limitam o CPF do rato as areas PL, IL, e ACx.

FIGURA 2 - Delimitagao aproximada da area de interesse (ROI) utilizada nesse estudo.

Cot Cat Cg1 Cg1 Cgl Cg1
Pl /- PrL Cc PrL ce | PL [/ ce By cc [P cc
......... ] - J .' Y /
A s P | 7 /
i I I | Ly /
/ F/I\\ v
\ | r/" \“ o\
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A area sombreada indica a delimitag&o 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 parcelagéo de Krettek e Price (1977) e Perez-Cruz e cols.

(2007) e pode ser facilmente reproduzida utilizando referéncias do préprio corte.
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3.4 Analise microscopica e técnicas de contagem

Laminas contendo os cortes histologicos reagidos foram analisadas em
microscopia de campo claro utilizando 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 quantificagao estereoldgica foi utilizado o método do fracionador 6ptico
(West e cols.,, 1991). Foram utilizados todos os cortes desde o primeiro
aparecimento até a 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 pum?,
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 6ptico foi ajustado de acordo com a espessura real do corte, que
podia variar dependendo da contragdo 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 = (X Q) (1/ssf) (1/asf) (1/tsf)

Onde:

N = numero total de células

2Q = numero de células efetivamente contadas

ssf = “section sampling fraction” (numero de secg¢des contadas/total de secgdes)

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

tsf = “tissue sampling fraction” (altura bloco/média da espessura da secgao)

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

estatisticos, p<0,05 indica uma diferenga significativa entre os grupos C e A.
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4.1 NeuN (dados e figuras ja apresentados em TCC anterior (RIBEIRO, J.0.B. Analise
estereolégica do cortex pré-frontal de ratos submetidos a anéxia neonatal. 2016. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduagdo) — Departamento de Ciéncias Basicas, Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aragatuba, 2016.) incluidos aqui a titulo de referéncia sobre o numero total
de neurbnios.

4.1.1 Aspectos morfolégicos

Fig. 3 Fotomicrografias de cortes de
encéfalo de ratos controle do grupo P21,
submetidos a técnica imuno-histoquimica
para a evidenciagcao 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) sdo marcados. Em B e C
imagens em maior aumento evidenciando
detalhes da marcagao. O aumento
registrado em C (objetiva 100x) €& utilizado
para contagem estereologica.
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4.1.2 Aspectos quantitativos

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

em P21 e P60, conforme pode ser observado nos dados abaixo apresentados.

Tabela 1 -- Numero de neurénios NeuN+ de ratos controle e anoxiados.

P14 A P14C P21A | P21C | P60A | P60C
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
padrao

GRAFICO 1 — Representacdo dos dados relativos ao niimero de neurdnios NeuN+ nos

diversos periodos experimentais.
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Foram observadas diferengas muito significativas naidade P14 (**, p<0,01). (C, grupo controle; A, grupo anoxia).
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4.2 Calbindina

4.2.1 Aspectos morfolégicos

Fig. 4. Fotomicrografias de cortes de encéfalo
de ratos controle do grupo P60, com técnica
imuno-histoquimica para a evidenciagéo de
calbindina (Cb). Em A corte em pequeno
aumento mostrando Parte do CPF do
hemiencéfalo esquerdo. Em B, e C imagens
em maior aumento onde podem ser
observados corpos celulares, fibras e
neuropilo.

4.2.2 Aspectos quantitativos

Nossos resultados mostram que a andxia neonatal nado alterou
significativamente o numero de neurénios Cb+ no cortex pré-frontal medial em
nenhum dos periodos experimentais, conforme pode ser observado nos dados

estatisticos abaixo apresentados.



TABELA 2 -- Niumero de neurdonios Cb+ de ratos controle e anoxiados.

P14 A P14C P21A |P21C |P60A |P60C
Animal 1 | 26333, 19313, 32511, | 43348, | 27458, | 26599,
Animal 2 | 25371, 30260, | 27186, | 30009, |27013,
Animal 3 | 19683, 18981, 33907, | 28109, | 26349, | 34679,
Animal 4 | 14439, 14586, 28432, | 23951,
Animal 5 | 21173, 21283, 25995, | 31408, 29103,
Animal 6 21573, 23303, | 28070, | 28311, | 31268,
Média *| 21400 19147 29195 | 31624 [28112 | 28769
Desvio + = + + + +
padrao | 47g4 2798 4452 | 6749 | 1349 | 3802

GRAFICO 2 - Nimero de neurdnios Cb+ de ratos controle e anoxiados.
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4.3 Calretinina

4.3.1 Aspectos morfolégicos

500um

Fig. 5. Fotomicrografias de cortes de encéfalo de
ratos controle do grupo P21, com técnica imuno-
histoquimica para a evidenciagao de calretinina
(Cr). Em A corte em pequeno aumento
mostrando parte do CPF o hemiencéfalo
esquerdo. Em B, C imagens em maior aumento
onde podem ser observados corpos celulares,
fibras e neuropilo.

4.3.2 Aspectos quantitativos

Nossos resultados mostram que a andéxia nao alterou
significativamente o numero de neurénios Cr+ no cértex pré-frontal medial
nos grupos de 21 e 60 dias, conforme pode ser observado nos dados

estatisticos abaixo apresentados.



TABELA 3 -- Nimero de neurdnios Cr+ de ratos controle e anoxiados.

P14 A P14C P21A [P21C |P60A |P60C
Animal 1 16667, | 21507, | 20953, | 23512,
Animal 2 19179, | 22069, | 18996, | 18122,
Animal 3 19724, | 18369, | 19855, | 24518,
Animal 4 19574, | 20620, | 21170, | 21309,
Animal 5 20688, | 17024, | 21839,
Animal 6 20612, | 19879, | 20065, | 20460,
Média * 19151 | 20522 |19677 |21627
Desvio + + + +
padrao 1484 | 1300 |1519 |2267

GRAFICO 3 -- Nimero de neurdnios Cr+ de ratos controle e anoxiados.
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Na idade P14 nao foi observada imunomarcacédo consistente no
CPF que nos permitisse realizar uma contagem estereoldgica dentro de

margens de erro aceitaveis.

4.4 Parvalbumina

4.4.1 Aspectos morfolégicos

Fig. 6 Fotomicrografias de cortes de encéfalo de
ratos controle do grupo P60, com técnica imuno-
histoquimica para a evidenciagdo de parvalbumina
(Pv). Em A corte em pequeno aumento mostrando =~
parte do CPF do hemiencéfalo esquerdo. EmBeC |
imagens em maior aumento mostrando corpos
celulares, fibras e neuropilo em maior detalhe.

4.4.2 Aspectos quantitativos

Nossos resultados mostram que a andxia neonatal diminuiu de forma muito
significativa o numero de neurdnios Pv+ no cortex pré-frontal no grupo de 21 dias,
com uma normalizagdo na idade P60, conforme pode ser observado nos dados

estatisticos abaixo apresentados.



Tabela 4 -- Numero de neurénios Pv+ de ratos controle e anoxiados.

P14 A P14C P21A [P21C |[P60A |P60C
Animal 1 25900, | 37852, | 19909, | 29613,
Animal 2 28158, | 36128, | 23159, | 29396,
Animal 3 31743, | 28574, | 25052, | 23119,
Animal 4 16963, | 36792, | 23225, | 20889,
Animal 5 32164, | 40404, | 20981, | 24188,
Animal 6 24846, | 35917, | 22887, |27212,
Média = 26629 | 35945 |22536 |25736
Desvio + + + +
padrao 5591 | 3965 |1824 |3559

GRAFICO 4 — Numero de neurdnios Pv+ de ratos controle e anoxiados.
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Na idade P14 nao foi observada imunomarcagdo consistente no CPF (ver

figura abaixo).

FIGURA7 --Imagemem pequeno aumento do CPF de um rato controle do grupo P14.

Fig. 7 Observar como na parede medial do hemisfério, correspondente a ROI, nZdo ha

imununomarcagao para Pv. Comparar com a superficie dorsal.

4.5 Consideracdes técnicas

Pelo que foi apurado na literatura, nosso estudo é o primeiro a analisar
estereologicamente eventuais alteragcdes estruturais no CPF de roedores, utilizando
o0 modelo de insulto andxico recentemente desenvolvido por Takada e cols. (2011).

A opcao pelo método estereoldgico torna os resultados quantitativos mais
seguros ja que de fato estamos contando células em uma estrutura tridimensional, e
nao perfis celulares em cortes bidimensionais. A eficiéncia do sistema do fracionador
Optico tem sido amplamente reconhecida e tornou-se um método praticamente

obrigatorio para este tipo de estudo (West e cols., 1991).
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Cada bateria imuno-histoquimica incluiu cortes de 12 animais (seis anoxiados
e seis controles) de cada grupo etario, que foram reagidos simultaneamente, usando
as mesmas solugdes e tempos de lavagem e incubagao.

Ainda, nossa contagem pode ter sido influenciada pelo limite visual que
estabelecemos a imunorreatividade observada nas células. Em alguns casos, isto se
torna bastante problematico mesmo tomando todos as precaugdes para diminuir o
background nas reagdes imuno-histoquimicas. De forma geral, o limite entre o que
consideravamos marcagao ou fundo foi determinado a priori e depois estabelecido
como “nota de corte” para as demais preparacdes. Esta € uma limitacdo que sempre
ocorre quando temos que aliar contagem estereolégica de populacdes celulares
evidenciadas imuno-histoquicamente. Claro que os mesmos “critérios de corte”

foram tomados tanto para animais controle quanto os anoxiados.
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5. DISCUSSAO

Analisando nossos resultados observamos que o insulto andxico neonatal nao
alterou o0 numero de neurdnios reativos a Cr (tabela e grafico 3) e Cb (tabela e
grafico 2), ndo sendo observadas diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos de animais controle e anoxiados em nenhum dos periodos experimentais
estudados

Ja os animais do grupo anoxia apresentaram um numero menor de neurdnios
reativos para Pvem P21, com normalizacdo em P60.

A alteragdo numérica observada na populagdo neuronal Pv+ parece ser
relevante em virtude da acdo moduladora que esse tipo celular exerce no cortex
cerebral, e pelo fato de alteragdes semelhantes terem sido descritas também em

doengas psiquiatricas como a esquizofrenia (Daviss e Lewis, 1995; Beasley e Reynolds,
1997; Kalus e cols., 1997; Woo e cols., 1997; Danos e cols., 1998; Woo e cols., 1998; Iritani e cols.,
1999; Reynolds e Beasley, 2001).

Entre outras, a importancia de analisar esta populagdo neuronal radica no fato
de, indiretamente, nos dar uma ideia do estado do sistema gabaérgico. No cortex
cerebral, boa parte destes neurbnios Pv+ esta representada pelos neurdnios em
candelabro, os quais pela sua morfologia tém a capacidade de inibir o output de um
grande numero de neurdnios corticais piramidais. A sintese desta proteina ligante de
calcio é sob demanda funcional, no caso, a acao inibitéria dos neurdnios
gabaérgicos. Assim, sua diminui¢do pode estar relacionada a uma menor atividade
do sistema gabaérgico, seja por falha deste ou por uma diminuicdo na atividade
excitatoria dos neurbnios piramidais que os interneurbnios Pv+ fisiologicamente
inibem.

Se bem nao foi possivel fazer esta analise em P14 devido ao fato de nesta
idade a populacdo neuronal Pv+ ainda nao estar plenamente desenvolvida no CPF,
observamos uma diminuigdo acentuada desta populagdo em P21 (tabela e grafico
4). Isto pode significar que, pelo menos neste periodo experimental a diminuigdo de
reatividade para Pv parece nao estar relacionada com uma alteracdo no numero de
neurdnios, ja que o numero total de neurbnios revelado pela técnica imuno-
histoquimica para NeuN nao esta alterado em P21; (tabela e grafico 1) e sim com

sua atividade sintetizadora. Em outras palavras, € provavel que o numero de
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neurdnios sintetizadores de Pv ndo esteja afetado mas a quantidade de Pv
sintetizada seja muito pequena para ser detectada pelo método imuno-histoquimico
(figura 7).

Nossos resultados coincidem com os obtidos por Komitova e colaboradores
(2013), que observaram em um modelo de andxia neonatal semelhante ao nosso
(embora com insultos andxicos repetidos entre P3 e P11) que o numero de
neurénios imunorreativos para Pv no cortex cerebral (algumas areas do CPF foram
excluidas desse estudo) era 59% menor em relagdo aos animais controle em P15,
caindo essa diferenca para 32 e 39% em P35 e P47 respectivamente. Os autores
também notaram que a diminuigdo no numero de interneurdnios Pv+ ndo estava
relacionada com uma diminuicdo no numero total de interneurénios (evidenciados
mediante a técnica de EGFP, enhanced green fluorescent protein), e sim por uma
diminuicdo na sintese dessa proteina, com uma reducdo paralela do conteudo
gabaérgico no cortex cerebral.

Estudo de DellAnna e cols. (1996) analisando a expressdao de Gaba e
proteinas ligantes de calcio no hipocampo, em modelo de andxia neonatal
semelhante ao nosso, mostrou resultados compativeis com os do presente estudo. A
populagdo de neurdnios Pv+ nos animais controle em P7 foi muito pequena,
aumentando em P21, P30 e P60, o que comprova também no hipocampo a
ontogénese tardia desta populagdo celular. Nos animais anoxiados, o numero de
neurdnios Pv+ foi significantemente menor em relagao aos animais controle em P7 e
P21, e sem alteragbes significantes estatisticamente em P30 e P60.

Mesmo havendo uma normalizacédo estatistica como a observada em nosso
estudo em P60, ndo pode ser excluida a possibilidade de a falta desta proteina -e
sua implicagao sobre o sistema gabaérgico- nas fases inicias de desenvolvimento ter
o potencial de acarretar alteragdes duradouras nas redes e na circuitaria cortical em
formacdo. Estudos clinicos tém apontado para o fato de individuos com
esquizofrenia apresentarem uma probabilidade maior de ter atravessado
complicagbes obstétrico-hipoxicas que individuos normais. Clarke e cols. (2006)
descreveram que um historico de hipdxia fetal esta associado a maiores anomalias
em estruturas cerebrais, anomalias estas condizentes com aquelas observadas em

pacientes esquizofrénicos.
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Ja o aparecimento tardio de sequelas apdés 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 e Barone, 2000).

Estas alteragdes morfolégicas e/ou funcionais a posteriori podem se tornar
evidentes em virtude de algumas situagées. A ontogenia de uma fungao cognitiva ou
comportamental especifica pode ocorrer tardiamente no desenvolvimento do animal,
sendo que s6 nesse momento o dano ocorrido nessas fases iniciais se torna
perceptivel. Poderiamos assim especular que os episoédios esquizofrénicos que
costumam ter inicio na adolescéncia poderiam ser desencadeados por déficits nos
sistemas inibitorios gabaérgicos eventualmente afetados durante os eventos
hipoxicos, e que s se tornam evidentes em virtude de alteragcbes adicionais que
ocorrem durante essa fase de desenvolvimento.

Por outra parte, alteracdes estruturais causadas precocemente com potencial
de desencadear alteragbes cognitivas ou comportamentais podem ser mascaradas
mediante mecanismos compensatorios e de plasticidade. Com o desenvolvimento
ou envelhecimento, quando estes mecanismos ja nao sao tdo eficientes ou séo
exigidos mais intensamente, essas alteragbes podem se tornar mais evidentes
levando ao surgimento de patologias. Fendbmenos semelhantes tém sido descritos
em modelos experimentais com roedores e primatas (Rise e Barone, 2000), e foi
verificado em populagcbes humanas expostas a contaminantes como o metil-
mercurio, como nos episédios acontecidos em Japdo na década de 1970 e
relacionados com a doenga de Minamata (Rise e Barone, 2000).

Outra questdo a ser abordada futuramente é como se processa a
recuperacdo numeérica que observamos entre P21 e P60 na populacido neuronal
afetada. Em relagdo a Pv+, é provavel que a capacidade de sintese desta proteina
corra em paralelo com a atividade gabaérgica. Como esta também parece estar
afetada, sua normalizacdo em periodos posteriores poderia ser acompanhada pela
normalizacdo da populacéo de Pv.

Como deve ocorrer nos trabalhos cientificos, estes respondem algumas
questdes e geram novas e melhores perguntas. Quais os mecanismos que levaram
as alteragdes numéricas agora observadas? Estas alteragdes estdo acompanhadas

por alteragdes comportamentais? Nosso modelo de andxia neonatal altera também a
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estrutura celular em termos de tamanho da sua arvore dendritica e numero de
espinhas sinapticas? Estudos em andamento em nossos laboratérios ja estado

tentando elucidar estas novas questoes.
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6. CONCLUSOES

Nosso estudo permite concluir que, de acordo com a metodologia

adotada:

a) Foi observada uma diminuicdo significativa no numero de neurdnios
imunorreativos para parvalbumina no CPF no grupo de animais anoxiados de
21 dias, com uma normalizagao estatistica em P60.

b) A andxia neonatal ndo alterou significativamente o numero de neurdnios
imunorreativos para calbindina e calretinina no CPF em nenhum dos periodos

experimentais estudados.
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