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RESUMO

MACHADO, Tiago Savignon Cardoso. Inibi¢cédo do receptor de glutamato do tipo
NMDA em um modelo de hipdxia-isquemia prenatal: avaliagdo morfofuncional do
cerebelo. 2013. 87f. Tese de Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental —
Faculdade de Ciéncias Médicas. Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2013.

Lesdes sistémicas peri e pré-natais alteram o desenvolvimento do SNC, levando
a problemas cognitivos e motores em criancas que podem perdurar por toda a vida. Um
tipo particular de lesdo € a hipdxia-isquemia (HI), caracterizada pela interrupcao
momentanea ou permanente do fluxo sanguineo. Um dos mecanismos propostos para
as lesdes decorrentes da HI € a excitotoxicidade glutamatérgica. O uso de inibidores da
neurotransmissao glutamatérgica tem sido estudados em diversos modelos de HI. Neste
trabalho, avaliamos os efeitos morfofuncionais da administracdo de um antagonista nao-
competitivo do receptor de glutamato NMDA sobre o desenvolvimento do cerebelo.
Ratas no 18° dia de gestacdo foram anestesiadas, 0s cornos uterinos expostos e as 4
artérias uterinas obstruidas por 45 minutos (Grupo H). Animais controle tiveram os
Uteros expostos, sem a obstrucdo (Grupo S). Apds a cirurgia a gestacdo prosseguiu.
Somente animais nascidos a termo foram utilizados. Um dia apds o nascimento, metade
de cada ninhada foi designada para receber MK801, 0,3mg/kg/dia, (grupos SM e HM) e
a outra metade recebeu solucado salina (grupos SS e HS), por 5 dias. ApOs anestesia e
perfusdo-fixacdo com paraformaldeido 4% aos 9, 23, 30 e 60 dias pés-natais, cortes
parassagitais do cerebelo foram obtidos em critomo e submetidos a imunohistoquimica
para calbindina, GFAP, GLAST, PDGFRa e MBP. A partir de 45 dias de vida, os animais
foram testados em varios de testes comportamentais: labirinto em cruz elevado (LCE),
campo vazado (CV), ROTAROD, teste de caminhada sobre barras (ladder test) e teste
do comprimento da passada (stride length). Aos 9 dias, a espessura da arvore dendritica
era menor nos animais SM, HS/HM, demonstrando efeitos deletérios tanto do MK801
quanto da HI. Menor numero de células PDGFRa+ foi observado nos animais HS/HM,
sem efeitos da administracdo de MK801. Aos 23 dias, maior numero de células
PDGFRao+ foi observado nos animais HM comparado aos outros 3 grupos, indicando
efeito neuroprotetor do MK801. Nessa idade, menor numero de fibras mielinizadas
(MBP+) foi observada nos animais HS, e a administragcdo de MK801 parece reverter
estes efeitos. Aos 9 dias a distribuicdo de GLAST estava alterada nos animais HS, com
os efeitos da HI parcialmente revertidos pelo MK801. Nao foram observados efeitos da
HlI ou do MK801 sobre comportamentos relacionados a ansiedade pelo LCE, assim
como na laténcia de queda no ROTAROD. HI piora a performance motora no ladder
test. No teste do CV, ndo observamos efeitos da HI sobre a busca por novidade assim
como sobre a atividade locomotora espontanea. No entanto, MK801 diminui
comportamentos de autolimpeza e a atividade locomotora espontanea. Menor variacao
das passadas foi observada em decorréncia da administracdo de MK801 no stride
length, com nenhum efeito da HI. Nossos resultados demonstram que a inibicdo do
receptor NMDA tem um efeito neuroprotetor sobre os progenitores de oligodendrécitos e
mielinizacdo, provavelmente pela manutencdo da capacidade proliferativa por um
periodo maior. A atividade do receptor NMDA exerce importante papel na diferenciacao
das células de Purkinje, assim como na distribuicdo do transportador GLAST,
corroborando a importancia deste receptor na génese das lesdes causadas pela Hl.

Palavras-chave: Hipoxia-isquemia prenatal. Cerebelo. Receptor NMDA. Células de

Purkinje. Oligodendrdcitos. Mielina.



ABSTRACT

MACHADO, Tiago Savignon Cardoso. Inhibition of glutamate NMDA receptor in a
prenatal hipoxia-ischemia model: morphofunctional analises of cerebellum. 2013. 87f.
Tese de Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental — Faculdade de Ciéncias
Médicas. Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Peri and prenatal systemic lesions alter CNS development leading to motor and
cognitive problems in children that might persist throughout life. A particular kind of
injury, the hypoxic ischemic (HI), is characterized by a permanent or temporary blockage
of blood flow. One of the proposed mechanisms downstream from a HI event is called
glutamatergic excitotoxicity. The administration of glutamate inhibitors has been studied
in HI models for several years. In this work, we evaluated the effects of administration of
a non-competitive antagonist of glutamate receptor, NMDA, on cerebellar development
and behavioral tests of HI animals. Pregnant rats in the 18" gestational day were
anesthetized, the uterine horns were exposed and the four uterine arteries were clamped
for 45 minutes (group H). Sham controls had the uterine horns exposed, but no arteries
were clamped (group S). Gestation proceeded after surgery. Only full term animals were
used. One day after birth half the animals was assigned to receive either SALINE
(groups SS and HS) or MK801 (groups SM and HM). Animals were anesthetized and
perfused with 4% paraformaldehyde at 9, 23, 30 and 60 days of age. Parasagittal
cerebellar sections were submitted to Calbindin, GFAP, GLAST, PDGFRa and MBP
immunohistochemistry. Beginning at P45 animals were subjected to a battery of
behavioral tests: elevated plus maze (EPM), hole board (HB), ROTAROD, ladder test
and stride length. At P9 the dendritic tree of Purkinje cells were thinner in SM, HS/HM
animals, indicating that both HI and MK801 are deleterious regarding this Purkinje cell
differentiation. A lower number of PDGFRa+ cells was observed in HS/HM animals, with
no effects of MK801 administration. At P23 a greater number of PDGFRa+ cells was
found in HM animals when compared to the other 3 groups, demonstrating a
neuroprotector effect of MK801. A lower number of myelinated fibers (MBP+) was
observed in HS animals at P9, and MK801 administration reverse this effect. At P9,
GLAST distribution was altered in HS animals, and MK801 partially reverse this altered
distribution. No effects of HI and MK801 were observed in the EPM and ROTAROD
tests. HI decreased motor performance of hind limbs in the ladder test, though no effect
of MK801 was noted. In the HB test, we do not observe HI effects regarding the novelty
seeking behavior and locomotor activity, otherwise the administration of MK801
decreased the number of grooming and locomotor activity. In the stride length test, we do
not observed effects of HI although MK801 augmented the length variation of the fore
limbs. Our results show that inhibition of NMDA receptors exerts a neuroprotector effect
on oligodendrocyte progenitor cells and myelination, probably by temporarily inhibiting
differentiation of those, providing more time to proliferate. NMDA activity exerts a crucial
role in Purkinje cell differentiation as well as in GLAST distribution. Taken together our
results lead us to conclude that NMDA receptor activity has an important role in the
genesis of lesions caused by HI events.

Keywords: Prenatal hipdxia-ischemia. Cerebellum. NMDA receptor. Purkinje cells.

Oligodendrocytes. Myelin.
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INTRODUCAO

Considerac0es iniciais

Insultos sistémicos pré e perinatais podem alterar o desenvolvimento do
sistema nervoso central (SNC), tendo como consequéncias de longo prazo
problemas motores, cognitivos e comportamentais (Tyson, Saigal, 2005). Alguns
fatores sdo particularmente importantes, como o tipo de lesdo, o periodo do
desenvolvimento em que ocorrem, a intensidade e a area afetada. Nas ultimas
décadas, com os avancos na medicina neonatal, a proporcdo de criancas com
déficits neuroldgicos apds sofrerem insultos perinatais permanece estavel (Nelson et
al., 2003). A interrupcdo momentanea ou permanente do fluxo sanguineo e aporte
nutricional caracteriza uma dessas lesdes, a hipdxia isquemia (HI). Eventos de HI
podem levar ao atraso e/ou comprometimento cognitivo, problemas no
desenvolvimento motor, hiperatividade, dificuldade de concentracdo (du Plessis,
Johnston, 1997; Filloux et al., 1996), e em casos mais graves a epilepsia e paralisia
cerebral em criancas (Nelson et al., 2003). Esta € uma desordem debilitante, ndo
progressiva, afetando principalmente o sistema motor e sendo fortemente
relacionada com injurias cerebrais perinatais (Kuban, Leviton, 1994; Volpe, 2001,
2003). Apesar dos avangos na medicina, a taxa de paralisia cerebral ndo caiu nos
altimos trinta anos, mesmo com um aumento de cinco vezes no numero de partos
por cesariana, pelo menos nos Estados Unidos (Clark, Hankins, 2003).

Quando criancas nascidas com baixo peso sdo comparadas com criancas
nascidas com peso normal, em relacdo a diversos aspectos do desenvolvimento que
afetam os dois grupos, as criangas nascidas com baixo peso 0s apresentam mais
comumente. Baixo QI, problemas respiratérios como asma, adaptacdo social e
funcional, limitagbes sociais, dependéncia de medicamentos, dietas ou
equipamentos e assisténcia médica (Tyson, Saigal, 2005). Inflamacdo e HI sao
ocorréncias comuns em criancas prematuras, sendo talvez os eventos mais
utilizados para explicar os danos e sequelas observados (Haynes et al., 2003;
Kadhim et al., 2001; Volpe, 2008). Desde 1980 a incidéncia de baixo peso ao
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nascimento aumentou 21% assim como 0 nascimento com menos de 37 semanas,
desde 1990 (Hamilton et al., 2006; Martin et al., 2008)

Estudo da organizacdo mundial de saude estima que o numero de mortes de
neonatos por eventos intraparto, com dados de 48 paises, € de aproximadamente
900 mil/ano, de um total de quatro milh6es de mortes de criangas até cinco anos de
vida (Lawn et al., 2005). A asfixia sistémica pré-natal pode ocorrer tanto por um
processo mecanico, insuficiéncia placentaria, trabalho de parto prolongado, dobras
no corddo umbilical, ou mesmo incapacidade de o neonato comecar a respirar (de
Haan et al., 2006), assim como outros fatores de risco, entre eles o tabagismo
materno, anemia, hipotenséo, nascimentos multiplos e uso de drogas (Pundik et al.,
2006).

Estudos post mortem, em criancas que passaram por eventos de HI,
demonstraram a perda de oligodendrocitos, hipomielinizagdo e astrogliose (Marin-
Padilla, 1997). Técnicas de imageamento por ressonancia magnética tém mostrado
um grande numero de alteracdes no sistema nervoso de criangas nascidas com

baixo peso, que sofreram hipdxia, apresentando ou ndo sequelas severas.

Modelos para o estudo dos efeitos de HI no encéfalo em desenvolvimento

Na tentativa de mimetizar os diferentes tipos de lesdo que ocorrem em
humanos, particularmente a Hl, diversos modelos in vitro e in vivo foram propostos.
Ao longo das Ultimas décadas, varias intervencdes farmacolégicas tem sido
abordadas na tentativa de amenizar as neuropatologias ocorridas apds uma injaria
no desenvolvimento, incluindo o uso de glicocorticoides, antagonistas de receptores
glutamatérgicos (GIuR), inibidores de radicais livres, bloqueadores de canais de
calcio, entre outros (Altman et al., 1984; Barks et al., 1991; Hagberg et al., 1994;
Gunn et al., 1989; Palmer et al., 1993).

Em 1960, Levine criou o primeiro modelo de HI, que era baseado na ocluséo
unilateral das artérias carotidas, momentanea ou permanentemente, no rato adulto.
Em 1981, Rice o modificou, realizando a oclusdo em ratos com sete dias de vida.
Neste modelo os danos ocorrem no hemisfério ipsilateral, com o hemisfério

contralateral normalmente servindo como controle do experimento. Os danos
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observados foram no cértex cerebral, substancia branca periventricular, estriado e
hipocampo (Rice et al., 1981). Diversos pesquisadores passaram a utilizar este
modelo para verificar as consequéncias das lesGes na plasticidade cerebral durante
o desenvolvimento (Silverstein, Johnston, 1984; Romijin et al., 1992), da
neurotoxidade glutamatérgica (Silverstein et al., 1991; Gordon et al., 1991), da
neurotoxidade do oOxido nitrico (Ferriero et al., 1988; Ferriero et al., 1995) e nos
sistemas de neurotransmissores durante o evento de HI (Burke et al., 1991; Romijin
et al., 1992). Apesar dos inumeros achados observados neste modelo a partir de
entdo, a principal critica feita a este modelo é o fato de ele ndo mimetizar uma leséo
sistémica, com as intercorréncias entre mae-feto, o que é, frequentemente, o que
ocorre em humanos.

Em outro modelo de HI pré-natal criado por Bjelke et al. (1991), os cornos
uterinos da fémea sao retirados e imersos em agua a 37° C por 15 a 21 minutos, no
vigésimo segundo dia de gestacdo (E22). Depois da asfixia os filhotes sao retirados
do utero e ressuscitados. O filhote controle é retirado do Utero por cesariana antes
do procedimento de asfixia. Através desse modelo é verificado um aumento no
namero de corpos celulares imunorreativos para a tirosina hidroxilase (TH) na zona
compacta da substancia negra (SN). O aumento do numero de neurdnios
dopaminérgicos marcados é associado ao aumento da expressdo do gene do fator
basico de crescimento de fibroblasto (bFGF) tanto na SN quanto na area tegmental
ventral (ATV) (Andersson et al., 1995).

Modelos que tentam mimetizar os eventos que podem ocorrer em humanos
tem sido utilizados ha algum tempo. Trabalhos do grupo de Baud (2005) o fazem
pela ligadura das artérias de um dos cornos uterinos cinco dias antes do nascimento
e utiizam o grau de retardo no crescimento (peso ao nascer) como indice
relacionado a isquemia e provavelmente hipoxia a que estes animais foram
submetidos. Lesfes na substancia branca subcortical foram encontradas, com maior
namero de células apoptoticas. Microgliose e astrogliose (microglia e astrdcitos
reativos) também foram observadas em diversas regides, como cingulum e capsula
externa. Déficits na mielinizaggdo também foram observados durante o
desenvolvimento até a vida adulta (P60) no corpo caloso e cértex motor. Nesse
mesmo ano, Robinson estabeleceu um modelo de HI pré-natal transitorio, onde o
fluxo das artérias uterinas da rata gravida era obstruido por 15, 30 ou 45 minutos no

décimo oitavo (E18) dia de gestacdo (nascimento, aproximadamente, em EZ22).
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Neste modelo foram observados resultados semelhantes aos do grupo de Baud,;
astrogliose na substancia branca, morte de oligodendrocitos, e lesdo em axénios
tanto na substancia branca como no cértex cerebral, principalmente nos animais
submetidos a HI por 45 minutos (Robinson et al., 2005), alteracdes estas que séo
similares as observadas em cérebros humanos que passaram por hipoxia perinatal
(Marin-Padilla,1997, 1999). Morfologicamente, 87% dos ratos jovens que foram
submetidos a isquemia tém lesdo na substancia branca detectavel em seccdes
coronais. Mas, dentre estes animais, nem todos possuem a mesma severidade de
lesdo: 27% possuem lesdes leves, 33% moderadas e 27% lesdes criticas severas.
Algumas hipoteses para as lesdes celulares ocorridas ap6s HI séo: a vulnerabilidade
das linhagens celulares de oligodendrocitos em desenvolvimento (Kinney e Back,
1998), o aumento do nivel de radicais livres (Volpe, 2001 e 2003), o aumento
anormal da expressao de citocinas pro-inflamatérias (Baud et al., 1999; Dammann e
Leviton, 1997; Nelson et al., 2003) e da toxicidade excitatéria glutamatérgica
(Kavanaugh et al., 2000, Itoh et al., 2002; Tekkok e Golberg, 2001).

Utilizando o modelo de Robinson et al. (2005), demonstramos um aumento de
células 6xido nitrico sintase positivas (NOS+) aos 23 dias de vida na substancia
branca cerebelar dos animais HI comparados ao SHAM, através da técnica da
NADPH-diaforase, e que essas células eram tanto astrocitos e microglia, pela
imunoidentificacdo com GFAP (proteina &cida fibrilar glial) e ED1 (anticorpo
monoclonal para macrofago/microglia), respectivamente (Savignon et al., 2012). Isso
nos mostrou que as alteracdes celulares e teciduais permanecem por um periodo
consideravel de tempo, durante o qual importantes fenbmenos ocorrem no cerebelo,
estrutura em que o desenvolvimento é majoritariamente pds-natal. Também
mostramos que as células de Purkinje tém a expressao/distribuicdo da NOS no
corpo celular e arvore dendritica alterada aos nove dias de vida nos animais Hl,
sugerindo que estas alteracbes podem afetar importantes etapas como a migracao
celular da camada granular externa (Savignon et al., 2012).

Embora existam outros modelos de injuria cerebral e de HI que estudam os
mecanismos das lesdes nos sistemas de neurotransmissores e da plasticidade
cerebral no desenvolvimento, esses nao mimetizam integralmente insultos
sistémicos ocorridos no final do segundo tercgo/inicio do ultimo trimestre de gestacéo
humano (Back et al., 2001), e que provavelmente sdo uma causa importante de

nascimentos prematuros e de baixo peso (Pundik et al., 2006). As intercorréncias
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maternas, a importancia da atividade placentéria, das trocas entre mae-filho, deixam
de ser abordadas nos modelos de hipdxia neonatal. Este modelo, portanto, pode
mimetizar os efeitos estruturais e funcionais de uma lesdo ocorrida neste periodo, e
ser utilizado para a compreensdo dos mecanismos envolvidos nas alteracbes
celulares como também na citoarquitetura de diversas estruturas cerebrais

importantes, relacionados com o controle motor, com o aprendizado e a memoria.

Glutamato

Glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no SNC e esta envolvido
em muitos aspectos da func¢do neural, como cogni¢do, meméria e aprendizado, além
de ser importante também durante o desenvolvimento. Durante a transmissao
sinaptica normal, o glutamato € liberado na fenda sinaptica, se liga aos seus
receptores e € recaptado por transportadores localizados principalmente em
neurdnios e astrocitos, mantendo os niveis de glutamato extracelular regulados.

Os GIuR mediam os efeitos excitatorios do glutamato e sdo subdivididos em
duas grandes categorias, 0s ionotrépicos e 0s metabotropicos:

a) receptores ionotropicos do tipo AMPA (&cido alfa-amino-3-hidroxi-
5metil-4isoxazol propidnico) e kainato (KA) — sdo canais ibnicos
que permitem a passagem de Na* e K*;

b) receptores ionotropicos do tipo NMDA (receptor de glutamato n-
metil,d-aspartato) — sdo canais idnicos altamente permeaveis a Na*
e Ca'"; sdo regulados de maneira complexa por ions Mg'™ que
fecham o canal, e somente se desligam quando o potencial de
membrana atinge certo limiar, pela ativacdo de receptores
AMPA/KA. Outras moléculas se ligam neste receptor, funcionando
como co-ativadores, como € o caso da glicina;

C) receptores metabotropicos — sdo acoplados a proteina G, e geram
cascatas de segundos mensageiros, como IP3/DAG (inositol tri-
fosfato/diacil glicerol), quando ligados a fosfolipase C ou cAMP,

guando ligados a adenilatociclase.
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O uso de ferramentas farmacologicas tem sido utilizado para avaliar o papel
da sinalizagcdo glutamatérgica em diversos modelos de hipoxia-isquemia e
desenvolvimento do SNC (Yuan et al., 1998; Baig, Joseph, 2006; Fukamachi et al.,
2001). Agonistas e antagonistas para os diversos tipos de GluRs tem sido utilizados,
e tanto neuroprotecdo quanto neurotoxicidade tem sido observados (Kavanaugh et
al., 2000, Itoh et al., 2002; Tekkok, Golberg, 2001, Jézwiak et al., 2008, Tekkok et
al., 2005). Uma das ferramentas farmacoldgicas utilizadas no estudo da
excitotoxicidade (discutida posteriormente) € o uso do antagonista nao-competitivo
do receptor de glutamato do tipo NMDA, conhecido como dizocilpina ou MK801
(maleato de dizocilpina) (Alix et al., 2012; Li et al., 2013; Ford et al., 1989; LeBlanc et
al., 1991). Os resultados da administracdo deste farmaco sdo controversos, com

alguns trabalhos descrevendo neuroprotecao e outros neurotoxicidade.

Transportadores de Glutamato

Transportadores de glutamato regulam a transmissdo nas sinapses
excitatorias, pela rapida remocdo do glutamato liberado. Cinco subtipos de
transportadores ja foram clonados: 1 - GLAST (transportador de
glutamato/aspartato) (Storck et al., 1992; Tanaka, 1994); 2 - GLT1 (transportador de
glutamato 1) (Pines et al., 1992); 3 - carregadores de aminoacidos excitatérios tipo 1
(EAAC1 — do inglés excitatory amino acid carrier 1) (Kanai, Hediger, 1992); 4 -
transportadores de aminoacidos excitatorios tipo 4 (EAAT4) (Fairman et al., 1995); 5
- EAATS5 (Arriza et al., 1997). A expressao desses transportadores ocorre em tipos
celulares especificos. GLAST e GLT-1 sao expressos em células gliais (Rothstein et
al.,, 1994; Lehre et al., 1995), enquanto EAAC1 e EAAT4 sd0 expressos em
neurénios (Furuta et al., 1997; Dehnes et al., 1998). EAATS5 esta presente em glia e
neurbnios na retina (Eliasof et al.,, 1998). No cortex cerebelar sdo encontrados
GLAST e EAAT4 abundantemente expressos por ceélulas gliais e neuronais,
respectivamente (Danbolt, 2001).

No cértex cerebelar as células da glia de Bergmann expressam GLAST. Seus
prolongamentos envolvem as sinapses excitatérias das células de Purkinje com as

fibras paralelas, sendo responsaveis por removerem a maior parte do glutamato
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liberado nestas sinapses (Rothstein et al., 1994; Chaudhry et al., 1995; Otis et al.,
1997; Wadiche, Jahr, 2001). Ja foi mostrado que a captacdo de glutamato por este
transportador é retardada quando ha retracdo dos prolongamentos astrocitarios
(Lino et al., 2001).

HI e glutamato

Dentre os tipos celulares que formam o tecido nervoso, neurdnios e
oligodendrdcitos, especialmente os progenitores, sdo 0os mais afetados pela HI, tanto
na substancia cinzenta quanto na substancia branca (Back et al., 2002a; Deng et al.,
2003). Progenitores de oligodendrdcitos (OPC) sao desprovidos de sistemas
enzimaticos maduros o suficiente para lidar com a grande quantidade de radicais
livres produzidos principalmente pela microglia reativa (Le Mellédo et al., 2004), o
componente do sistema imune no SNC. Além disso, precursores de oligodendrdcitos
(PO) expressam receptores de glutamato do tipo AMPA e NMDA (Gallo et al., 1994;
Karadottir et al., 2005; Salter, Fern, 2005; Micu et al., 2006), o que ajuda a tornar
esta subpopulacdo a mais vulneravel em eventos de isquemia e lesdo excitotdxica
(Follett et al., 2000; Back et al., 2002a; Deng et al., 2003; Rosenberg et al., 2003).
Tanto in vivo quanto in vitro OPCs sao lesados pala ativagcdo excessiva de
receptores AMPA/KA (Yoshioka et al., 2000; McDonald et al., 1998; Fern, Moller,
2000). Ja foi demonstrado que antagonistas de receptores AMPA/kainato reduzem
morte de OPCs na isquemia (Tekkok, Goldberg, 2001). O pico de vulnerabilidade em
humanos correlaciona com a presenca dessa subpopulacdo, no terceiro trimestre de
gestacdo (Back et al., 2002b; Riddle et al., 2006), que no rato corresponderia a
primeira semana de vida pos-natal, pelo menos nos hemisférios cerebrais (Craig et
al., 2003). Neurbnios também séo sensiveis a HI e provavelmente morrem devido ao
fato de expressarem a maquinaria bioquimica envolvida na excitotoxicidade (para
revisdo ver Zipfel et al., 2000; Arundine, Tymianski, 2004).

Durante a HI, os niveis de glutamato extracelular aumentam por diversos
mecanismos. Ja foi demonstrado que tanto axénios quanto oligodendrécitos liberam
grande quantidade de glutamato para o meio extracelular (Back et al., 2007).

Astrocitos liberam glutamato principalmente pelo funcionamento reverso dos
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transportadores, onde estes tem sua funcao fisiologica alterada, retirando glutamato
do citoplasma e liberando para o meio extracelular (Rossi et al., 2000), a0 mesmo
tempo em que sua funcdo normal € inibida (Boycott et al., 2007, Dallas et al., 2007),
contribuindo ainda mais para que as concentracdes extracelulares de glutamato

permanecam elevadas no meio extracelular .

Excitotoxicidade glutamatérgica

A excitotoxicidade glutamatérgica tem como causa primordial o0 aumento de
glutamato extracelular com consequente super ativacdo de GIuR ionotropicos,
AMPA/KA e NMDA, levando a aumento intracelular de ions Na* e Ca™ (para reviséo
ver Arundine, Tymianski, 2003). A administracdo de NMDA em culturas de
progenitores de oligodendrdcitos leva a um aumento na diferenciacdo pela maior
expressdo da proteina basica de mielina (MBP) e células MBP+. Os efeitos da
administragdo de NMDA sao dose-dependentes, tendo sido observados efeitos
deletérios nas doses mais altas, provavelmente pela excessiva entrada de ions Ca™"
decorrente da ativagdo do receptor NMDA (Li et al., 2013). O aumento de Ca™"
intracelular esta envolvido com diversas vias de morte celular, seja por necrose ou
apoptose (para revisdo ver Bano, Nicotera, 2007), além de vias relacionadas a
diferenciacdo e maturacdo celular. Participam deste processo diversos tipos
celulares, liberando ou retirando glutamato do meio extracelular e da fenda sinéptica.
Entre os tipos celulares que captam glutamato estdo principalmente os astrocitos,
gue expressam o transportador GLAST. Neurdnios e oligodendrécitos também
expressam transportadores de glutamato. Durante um evento de HI, que pode estar
ou nao associada com isquemia, o funcionamento dos transportadores de glutamato
torna-se prejudicado pela despolarizacdo dos terminais nervosos, pela falta de ATP
(adenosina trifosfato), tendo com principal efeito a inversao dos transportadores, que
liberam glutamato da célula ao invés de o retirarem da fenda sinaptica (Rossi et al.,
2000; Dallas et al., 2007).
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Cerebelo

O cerebelo é uma grande parte do encéfalo em todos os vertebrados. Em
humanos constitui cerca de 10% do peso encefalico, mas suas células granulares,
pequenas e densamente empacotadas fazem com que haja nesta pequena estrutura
aproximadamente 50 bilhdes de neurdnios (Zagon, 1977). Esta imensa quantidade
de neurbnios permite uma enorme capacidade de processamento de informacdes,
oriundas principalmente do cortex cerebral, relacionada tradicionalmente, desde a
década de 60, ao sistema motor (Albus, 1971; Blomfield, Marr, 1970; Marr, 1969).
Métodos de imageamento funcional tém mostrado atividade cerebelar evocadas
comumente em condi¢cdes muito distintas daquelas de dominio do controle motor,
sugerindo outras fungbes que ndo as tradicionais (Fiez et al., 1996; Allen et al.,
1997; Ivry, Baldo, 1992; Kim et al., 1994). Corroborando com estas descobertas,
alguns estudos também sugerem associacfes entre patologias cerebelares e
desordens de funcdes superiores, relacionadas a cogni¢cdo, memoria e aprendizado,
gue ndo podem ser explicadas apenas por lesdes no controle motor (Schmahmann,
2004; Desmond et al., 1998, Chen, Desmond, 2005).

O cértex cerebelar maduro contém trés camadas celulares que de fora para
dentro sdo: a camada molecular, camada de Purkinje e camada granular, estando
esta Ultima em contato com a substancia branca. No cortex cerebelar estdo
presentes cinco tipos de neurdnios com distribuicdo diferente pelas camadas
corticais (Figura 1). Na camada molecular estao presentes as células estreladas, e
no limite entre esta camada e a camada de células de Purkinje se localizam as
células em cesto. Na camada granular estdo localizadas as células de Golgi e as

células granulares.
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Figura 1 — Estrutura do cOrtex cerebelar

Legenda: (a) Representacdo esquematica do cértex cerebelar maduro mostrando a
organizacdo das camadas molecular, de células de Purkinje e de células
granulares; (b) As aferéncias mais importantes das células de Purkinje
sdo as fibras paralelas, originarias das células granulares e as fibras
trepadeiras originarias da oliva inferior.

Nota: As aferéncias mais importantes das células granulares sédo as fibras

musgosas, originarias de neurdnios do nucleo pontino.
Fonte: adaptado de Bear et al., 1995.

A principal unidade processadora de informagé@o no cerebelo é a célula de
Purkinje. Estas estdo organizadas em monocamadas entre a camada molecular e a
granular, integrando informacdes de dois outros importantes pontos de
retransmissao pré-cerebelares: nucleo olivar inferior e nacleo pontino. Cada célula
de Purkinje recebe até 200.000 sinapses provenientes das fibras paralelas, as quais
recebem as informacdes do nucleo pontino. Ja outra classe de fibras, as chamadas
fibras trepadeiras, recebe informagdes do nucleo olivar inferior. Cada uma dessas
fibras forma poucas sinapses com cada célula de Purkinje, porém como o numero
de fibras € muito grande, o total de sinapses tem estimativa tao elevada.

Devido as caracteristicas singulares da organizacdo cerebelar, como sua

regularidade, provavelmente ha também uma uniformidade quanto ao modo como o
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cerebelo processa as informagfes que chegam, e como transmite informacgdes aos
seus alvos (Bloedel, 1992).

O cerebelo pode ser dividido regionalmente de acordo com suas aferéncias
principais, que sao tradicionalmente descritas como trés divisdes funcionais (Kandel
et al., 2000):

a) O cerebelo vestibular, ou vestibulocerebelo, que recebe aferéncias
do labirinto vestibular, participa da manutencdo do equilibrio e do
controle da cabeca e do movimento ocular;

b) O cerebelo espinhal, ou espinocerebelo, que recebe aferéncias
sensoriais somaticas altamente organizadas oriundas da medula
espinhal, e € importante no controle da postura e do movimento do
tronco e dos membros;

c) O cerebelo telencefalico ou cortical, ou cerebrocerebelo, que recebe
aferéncias do coértex cerebral e participa do planejamento dos

movimentos. Esta regido é a mais recente na escala filogenética.

Em roedores, grande parte do desenvolvimento do cerebelo ocorre ao final da
gestacdo e nos primeiros dias da vida poOs-natal. Ainda na vida embrionaria o
primérdio cerebelar se origina por espessamento dos labios rémbicos em torno do
décimo quarto dia embrionario (E14). A populacao celular dos ndcleos cerebelares e
do cértex cerebelar tem origens distintas. Como acontece em outras porcdes do tubo
neural, 0 neuroepitélio da regido do labio rémbico sofre uma intensa proliferacdo
para produzir as chamadas zona ventricular, zona do manto e zona marginal (Figura
2). Entretanto, em um periodo posterior do desenvolvimento uma nova camada de
células proliferativas aparece na regido mais superficial da zona marginal. A zona
ventricular proliferativa é entdo chamada de camada germinativa interna (CGI) e a
nova camada é chamada de camada germinativa externa (CGE). A CGI da origem
aos neuroblastos primitivos nucleares, que migrardo para formar os nucleos
cerebelares, a partir do décimo sexto dia embrionario (E16). Além disto, esta
camada produz outros dois tipos de neuroblastos que migram para o cortex
cerebelar, os neuroblastos primitivos de Purkinje, que se diferenciam para formar as
células de Purkinje, e os neuroblastos de Golgi, que se diferenciam para formar as
células de Golgi.

A CGE sofre trés ondas de proliferacdo para produzir, em sucessao, as trés
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populacbes de neuroblastos cerebelares restantes no cortex cerebelar. os
neuroblastos em cesto, os granulares e o0s estelares. Estas células migram
tangencialmente pela superficie externa do cerebelo em desenvolvimento e
posteriormente migram radialmente para seus locais definitivos nas camadas do
cortex cerebelar descritas previamente, a partir de E18 e nos primeiros dias da vida
pés-natal. A Figura 2 mostra esquemas do surgimento da zona marginal, as
camadas germinativas interna e externa e a direcdo da migracdo dos neuroblastos.
A glia de Bergmann tem papel fundamental neste processo. S&o astrocitos
especializados, com morfologia radial. Os corpos celulares se localizam junto aos
corpos celulares das células de Purkinje (PC), e seus prolongamentos, ligados a
superficie pial, servem como trilhos por onde 0s neuroblastos podem ancorar,
fazendo contato membrana-membrana (Rakic, 1971). O papel da glia de Bergmann,
no entanto, ndo se restringe ao eventos migratérios. Sdo importantes durante a
sinaptogénese entre as fibras paralelas (PF) e as PCs, exercendo controle sobre a
neurotransmissado glutamatérgica, uma vez que expressam o0 transportador de
glutamato GLAST (Danbolt, 2001; Martinez-Lozada et al., 2011).
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Figura 2 — Desenvolvimento do cerebelo

Legenda: A — Formagédo das zonas marginal, do manto e ventricular a partir de

intensa proliferacdo das margens do labio rémbico; B — Neuroblastos séo
produzidos pela proliferacédo celular na CGI, adjacente a zona ventricular,
e na regido mais periférica da zona marginal que constitui a CGE; C —
Neuroblastos produzidos na CGE migram tangencialmente e radialmente
constituindo a camada molecular e granular. A caixa inserida em C
detalha os processos de migracao radial, da camada granular externa
(EGL) para a camada granular interna (IGL).

Nota: Os neuroblastos migram utilizando a glia de Bergmann como trilho.
Neuroblastos produzidos na CGI incluem os neuroblastos de Purkinje, que
migram para fora e se localizam entre as camadas granular e molecular
(camada de células de Purkinje (ver Figura 1) e os neuroblastos que
constituem os nucleos profundos do cerebelo.

Fonte: adaptado de Larsen, 1993 e Yacubova, Komuro, 2002.

4° ventriculo

Apesar de os neuroblastos de Purkinje serem gerados e migrarem para seus
locais de destino muito precocemente durante o desenvolvimento, a fase inicial de
diferenciacdo se restringe a emissao do axbnio, que se conecta aos nucleos
profundos cerebelares ou aos nucleos vestibulares (Eisenman et al., 1991). A Figura
3 apresenta de maneira esquematica as principais etapas da diferenciacdo dos
neurénios de Purkinje. Logo ap0s o nascimento as células de Purkinje assumem

morfologia bipolar, com os dendritos emanando do lado oposto ao do axdnio, porém
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ainda nao subdivididos. Nesta fase, em torno de P3, os dendritos imaturos s&o
emitidos tanto paralelamente a superficie pial quanto perpendiculares a esta. A
polarizacéo torna-se menos evidente, e outros dendritos podem emergir a partir do
corpo celular. Ramon y Cajal, em 1911, chamou esta fase de “estrelada com
dendritos desorientados”. Durante a primeira semana, as células de Purkinje se
alinham em monocamada, e j& formam sinapses com fibras trepadeiras. A partir do
fim da primeira semana de vida, tem inicio a segunda fase do desenvolvimento da
arvore dendritica. O lado apical comeca a crescer e forma um cone (Altman, 1972), a
partir do qual os dendritos primarios emergem. Este dendrito cresce rapidamente e
se ramifica. Com a continuidade do crescimento e ramificacdo, a arvore dendritica €
formada em aproximadamente trés semanas. Multiplas sinapses com as fibras
paralelas ja ocorrem nesta fase. Uma caracteristica importante € a retracdo de varios
dendritos, com a permanéncia dos dendritos apenas no plano de orientacdo, quase
em duas dimenso@es. Este processo dura até o fim do primeiro més, quando a EGL ja
nao existe, e todas as células granulares ja atingiram seu destino (Ver Kapfhammer,

2004 para revisao).

E18-P0  P1-P3 P4-P6 P7-P12 P13-P20

Figura 3 — Figuras esquematicas demonstrando etapas na diferenciacdo das células
de Purkinje.

Legenda: Apos atingir seu local de destino, as células de Purkinje tem morfologia
bipolar (E18-P0). Em um primeiro momento, elas emitem prolongamentos
para todas as dire¢Oes atingindo o padrdao maduro de arborizacdo entre
P20 e P30. O quadrado em vermelho indica estagios de diferenciagédo
onde as ceélulas expressam receptores de NMDA (Dupont et al., 1987)

Fonte: adaptado de Kapfhammer, 2004.
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Desenvolvimento da oligodendroglia

Oligodendrécitos se originam de precursores migratorios e mitoticos, passam
a progenitores, e com a progressiva maturacdo atingem o estagio de células pos-
mitéticas produtoras de mielina (Miller, 2002). A expressdo sequencial de
marcadores do desenvolvimento, identificados por um painel de anticorpos
especificos da oligodendroglia divide a linhagem em diferentes estagios fenotipicos,
caracterizados pela capacidade proliferativa, capacidade de migracdo e mudancas
morfologicas dramaticas, desde células com morfologia unipolar e bipolar
(precursores e progenitores) até células com multiplos prolongamentos e expansdes
de membrana (oligodendrécitos maduros mielinizastes), como mostra a Figura 4. A
diferenciacéo envolve a perda de alguns antigenos de superficie ou intracelulares e
a aquisicdo de outros novos. Caracterizam 0s estagios com maior capacidade
proliferativa (precursores e progenitores) os gangliosideos de superficie, ainda néo
totalmente caracterizados, identificados pelo anticorpo A2B5 (anticorpo monoclonal
que reconhece gangliosideos em progenitores 02-A) (Raff, 1989); o receptor alfa do
fator de crescimento derivados de plaguetas (PDGFRa) (Hart et al., 1989; Decker,
french-Constant, 2004); os proteoglicanos sulfatados de ratos (NG2) (Nishiyama et
al., 1996), que aparecem logo depois do PDGFRa e se co-localizam com este tanto
in vivo quanto in vitro (Nishiyama et al., 1996); a forma embrionaria polisialilada da
molécula de adesdo celular neural (PSA-NCAM), (Ben-Hur et al., 1998); nestina,
uma proteina que distingue linhagens de células neuroepiteliais (Lendahl et al.,
1990); e o RNAm para 2,3’ nucleotideo ciclico 3’ fosfodiesterase (CNPase), que € o
primeiro marcador protéico especifico de oligodendrdcito a surgir (de Vries et al.,
1997). O aparecimento sequencial de MBP e também de outra proteina minoritaria,
a glicoproteina associada a mielina (MAG), assim como de proteina proteolipidica
(PLP) e da glicoproteina de oligodendrécito e mielina (MOG), que também é
correlacionada com estégios tardios de maturacdo de oligodendrécitos (Solly et al.,
1996), tanto in vivo quanto in vitro, caracteriza um oligodendrécito maduro (Pfeiffer et
al., 1993) (Figura 4). Em cerebelos de ratos, a CNPase aparece ao mesmo tempo do
Galactocerebrosideo (GalC), e a proteina basica de mielina (MBP) é expressa 2-3
dias depois, juntamente com a PLP (Baumann, Pham-Dinh, 2001) e imediatamente

antes da formacao de mielina.
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NESTINA NG2 A2B5 04 PLP/DM-20
GD3 GD3 GD3 CNPase MAG
PDGFR-a PDGFR-a NG2 DM-20 MOG
D-20 DM-20 CNPase Olig1/2 04
CNPase CNPase PDGFR-a Sox 10 GalC
Olig1/2 Olig1/2 DM-20 Nkx2.2 CNPase
Sox 10 Olig1/2 Olig1/2
Sox 10 Sox 10
Nkx2.2 Nkx2.2

Figura 4 — Esquema representativo da classificacdo morfolégica e antigénica nas
diferentes fases de maturacéo oligodendrocitica

Legenda: P (precursor), OPC (célula progenitora de oligodendrécitos), PO (pré-
oligodendradcito), 10 (oligodendrdcito imaturo), M (oligodendrdcito maduro
com véus de membrana). Seguem listadas as proteinas expressas em
cada estagio especifico (em preto), os RNA mensageiros (em cinza) e 0s
fatores de transcrigdo (em vermelho).

Nota: Alguns autores, inclusive 0 n0sso grupo, ja identificaram a proteina CNPase ja

expressa nesta fase de progenitor.
Fonte: adaptado de Younes-Rapozo et al., 2009.

No fim da década de 1980, trabalhos do grupo de Goldman, utilizando uma
série de marcadores celulares como: o gangliosideo GD3, presente em células
neuroepiteliais; o gangliosideo GQ1 (reconhecido pelo A2B5); anidrase carbbnica ll,
GalC e MBP, marcadores da oligodendroglia; e marcadores precoces (vimentina) e
tardios (GFAP) da astroglia; demonstrou divergéncia precoce de células astrogliais e
oligodendrogliais no cerebelo, com o ultimo tipo se originando de precursores da
zona sub-ventricular do IV ventriculo (LeVine, Goldman, 1988). A diferenciacéo da
oligodendroglia do cerebelo do rato também foi estudada nesta mesma época
utilizando, além dos marcadores ja citados, a CNPase. Neste trabalho é
demonstrada a origem dos oligodendrocitos do cerebelo a partir de precursores do
véu supra-medular e da regido adjacente ao IV ventriculo (Reynolds, Wilkin, 1988).
Ao nascimento, oligodendroglia que expressa CNPase (CNPase+) € encontrada na

base do cerebelo (Figura 5A — setas). Apdés um dia (Figura 5B) esta presente na
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folha 1, e com o avanco do desenvolvimento j4 € encontrada em todas as folhas
cerebelares (Figura 5C e D).

X N
fh o 2

Figura 5 — Representacdo esquematica do desenvolvimento oligodendroglial no
cerebelo do rato do nascimento até P10
Legenda: (A) Nascimento, (B) 24 h, (C) 5 dias, (D) 10 dias. 4V, quarto ventriculo; Aq,
agueduto cerebral; IC, coliculo inferior; SMV, véu supra-medular..

Nota: Os diagramas foram desenhados a partir de fotografias de secdes
parassagitais coradas com azul de toluidina apds a imunohistoquimica, de
acordo com os simbolos: x, células GD3+; O, células GalC+/CNPase+; A,
corpos de células GalC+/CNPase+/MBP+; = , pequenos segmentos de
mielina MBP+; em negro, areas densamente mielinizadas. A presenca de
células GD3+ nas zonas sub-ventriculares e no coliculo inferior é adicionada
para dar uma indicacdo de uma possivel origem de precursores gliais
entrando no cerebelo. As setas vermelhas realgcam a localizagdo das células
GalC+/CNPase+. Nas areas densamente mielinizadas nao foram
desenhados os corpos celulares para maior clarificacao

Fonte: Adaptado de Reynolds, Wilkin, 1988.
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O cerebelo apresenta aspectos proprios que o torna distinto de toda e
qualguer outra estrutura encefalica. Primeiramente, o cértex cerebelar com suas
células organizadas de maneira regular e simples, repetidas de maneira muito
semelhante ao longo de toda a estrutura. Além disso, a natureza de suas conexdes
com outras areas, em particular com o cortex cerebral. Essas caracteristicas fazem
com que qualquer alteracdo na estrutura regular possa alterar o processamento de

informacdes, acarretando possiveis danos ao individuo.

Avaliacao funcional em modelos de Hl

Nos véarios modelos de HI que existem atualmente, diversos aspectos
comportamentais tem sido estudados. No estudo inicial em que Robinson et al.
propuseram o modelo utilizado nessa tese (Robinson et al., 2005), foram observados
déficits motores persistentes quando comparados ao grupo SHAM no teste do
campo aberto (open field) e no teste Stride length. Segundo os autores, estes
achados seriam consistentes com o modo de andar espastico de criancas que
desenvolveram paralisia cerebral. Em outro trabalho (Mazur et al., 2010) verificaram
gue a administracdo de eritropoietina, uma citocina que atua no sistema nervoso
central ativando proteinas cinases especificas, melhorava a performance motora em
animais jovens (P23) e adultos (3 meses) em testes de equilibrio (bar hold test),
caminhada sobre barras (Ladder test) e avaliagdo do comprimento das passadas
(Stride length).

Em modelos de hipéxia neonatal, como o de ligadura unilateral da artéria
carodtida, ndo foram observados efeitos da HI na atividade locomotora de
camundongos (Jozwiak et al., 2006). Neste modelo, a administragdo de MK801
aumentou a atividade locomotora em ambos os grupos, SHAM e hipdxia. Girard et
al. encontraram danos motores através do teste do cilindro giratorio (RotaRod) em
animais entre 35 e 45 dias de vida.

No modelo de Bjelke, onde a hipoxia é feita submergindo os cornos uterinos
contendo os fetos em solucdo salina por periodo variavel de tempo, ndo foram
observadas alteracdes no teste de busca e discriminacdo de novos objetos (novelty

seeking behaviour) em ratos adolescentes (Spandou et al., 2005), enquanto animais
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adultos apresentaram diminuicdo de atividade locomotora e menor comportamento
estereotipado (Venerosi et al., 2004). Em outro estudo foram observadas alteragbes
comportamentais tanto nos animais que sofreram apenas a cesariana quanto em
animais que passaram por hipéxia (Venerosi et al., 2006). Nesse modelo, né&o foram
observados efeitos da hipoxia sobre aspectos relacionados a ansiedade, no teste do
labirinto em cruz elevado (Galeano et al., 2011).

Dada a importancia do cerebelo em diversos aspectos do comportamento, da
variedade de lesbBes causadas por eventos de HI e pela crescente evidéncia do
papel da neurotransmissdo glutamatérgica neste tipo de lesdo, decidimos avaliar os
efeitos da inibicdo da atividade glutamatérgica sobre um dos tipos de GluRs, o
NMDA. A busca por agentes terapéuticos adequados na prevencdo de lesdes
enceféalicas no feto é dificil, ndo apenas devido a maioria dos compostos terem baixa
penetrancia pela barreira hematoencefalica. A janela temporal para agentes
terapéuticos € outro desafio. Quanto mais precoce for a administracdo destes, tanto
maiores serdo as chances de se obter algum sucesso, jA que a maior parte das

lesGes devem decorrer nas primeiras horas e dias.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
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1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos celulares e sobre o comportamento motor da administracao
de MK801, um antagonista de receptor de glutamato do tipo NMDA, no mesmo

modelo de lesao.

1.1 Objetivos especificos

Avaliar a diferenciacdo de oligodendrdcitos/mielina no cerebelo através da
imunohistoquimica para o PDRGRa e MBP durante o desenvolvimento.

Avaliar o desenvolvimento das células de Purkinje através da
imunohistoquimica para calbindina.

Avaliar a distribuicdo do transportador de glutamato GLAST no cerebelo,
assim como a morfologia da glia de Bergmann.

Avaliar o padréo de ansiedade e atividade locomotora através dos testes do
labirinto em cruz elevado e do teste do campo aberto.

Avaliar diferentes aspectos da motricidade através de testes sensorio-
motores, como RotaRod, teste de caminhada sobre barras (Ladder test) e teste do

comprimento da passada (Stride lenght).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéao das ratas gravidas

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, sob o numero UERJ/CEA/019/2010.
Todos os animais utilizados neste estudo foram obtidos no biotério do Departamento
de Farmacologia e Psicobiologia. O regime de iluminacédo seguiu um ciclo de claro-
escuro, com as luzes acendendo as 6h e apagando as 18h.

Ratas Wistar, a partir de 90 dias de vida, foram postas para acasalar sempre
no periodo final da tarde e permaneciam com os machos por trés dias. Em todas as
manhas foi feita andlise do esfregaco vaginal para procura de espermatozdides e
células queratinizadas tipicas do estro, ou a presenca do plugue vaginal. Estes
parametros definiram o dia 1 de gravidez (Marcondes et al., 2002). Aos 18 dias de
gestacgdo as ratas foram anestesiadas com Avertin® (35mg/100g de peso corporal)
preparado no dia da administracao (0,5 g de tribromoetanol + 0,31 ml de 2-metil-2-
butanol + 39,5 ml de agua destilada) aplicado em doses fracionadas durante a
cirurgia. Apds a laparotomia os cornos uterinos foram expostos. As quatro artérias
uterinas foram obstruidas com grampos de aneurisma por 45 minutos (Grupo HI),
como pode ser observado na Figura 6. A interrupcdo do fluxo sanguineo foi
verificada visualmente pela alteracdo na coloracdo da vascularizacdo na parede
uterina (os cornos uterinos tornam-se mais claros). Nos animais SHAM (Grupo SH)
os uteros foram expostos, mas nenhuma oclusao das artérias uterinas foi realizada.
ApoOs o periodo de oclusdo, os grampos foram removidos, e a reperfusdo foi
confirmada por inspec¢éo visual, tanto nas artérias quanto nos vasos mais externos
da parede uterina. Os cornos uterinos foram entdo reposicionados na cavidade
peritoneal, e foi feita sutura por planos anatdémicos. Ao acordarem da cirurgia, foi
administrada por via oral, com auxilio de uma agulha de gavagem, dipirona infantil
(10mg/100g de peso corporal) para analgesia. Os animais nasceram a termo (E22)
sem nenhuma intervengcdo por parte do experimentador. O numero médio de
animais por ninhada variou de seis a oito. Ninhadas com mais de oito animais foram

ajustadas para oito ainda nas primeiras 24h de vida pés-natal. Toda a ninhada foi
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aproveitada, tanto animais machos quanto fémeas. Nas idades iniciais de P9, P23 e
P30 foram utilizados somente filhotes do sexo feminino para as andlises histolégicas

e para os testes comportamentais e histologia posterior, apenas machos.

Figura 6 — Fotografia ilustrando a cirurgia realizada em ratas no décimo oitavo dia de
gestacdo com a obstrucdo das artérias uterinas

Legenda: Modelo de hipéxia-isquemia desenvolvido por Robinson et al. (2005).

Nota: Observar a coloragdo clara (esbranquigada) da parede uterina (setas).

2.2 Tratamento com antagonista ndo-competitivo do receptor NMDA - MK801

Um dia ap6s o nascimento, metade da ninhada foi aleatoriamente designada
para receber solucao salina (NaCl 0,9%) ou MK801 (0,3mg/kg de peso corporal i.p.),
uma vez ao dia, durante cinco dias. Em algumas ninhadas os animais SALINA foram
pintados diariamente com violeta de genciana no dorso, e em outras foram os
animais que receberam MK801. Assim, temos quatro grupos: SS — SH+SALINA; SM
— SH+MK801; HS — HI+SALINA; HM — HI+MK801.

A Figura 7 mostra as etapas, desde o procedimento cirirgico até os testes

comportamentais e posterior estudo histologico.
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Figura 7 — Delineamento experimental
Nota: A Figura mostra as etapas experimentais, desde o procedimento cirargico até
o0 estudo histoldgico apds os testes comportamentais.

2.3 Processamento histolégico

Animais com idades variando de 9 a 60 dias pos-natal (P9, P23, P30 e P60)
foram anestesiados com tiopental e perfundidos por via intracardiaca com solucéo
salina 0,9%, paraformaldeido 4% e paraformaldeido com sacarose a 10%, nessa
ordem. Apls serem retirados da caixa craniana 0s encéfalos permanecem em
paraformaldeido com sacarose a 10% entre 1 e 2 horas e, posteriormente foram
armazenados em solucéo de tampéo fosfato com sacarose a 20%, durante a noite a
4°C. Processada a crioprotecédo, foi feita a inclusdo em OCT para a criotomia: o
congelamento rapido do bloco foi obtido por imersdéo em nitrogénio liquido. Os
cortes, com espessura de 25um, em plano parasagital foram obtidos em criétomo e
montados em laminas cobertas com gelatina-alimen de cromo 2%. As regifes de

interesse foram coletadas segundo as coordenadas obtidas do Atlas estereotaxico
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(Paxinos, Watson, 1998). Cortes parassagitais na regidao do vermis, de Lateral -
0,9mm a Lateral 0,9mm (Figuras 79, 80 e 81 do atlas estereotéxico) foram
recolhidos de maneira seriada em laminas gelatinizadas, mantidas a -20°C,

enguanto aguardavam o processamento imunohistoquimico.

2.4 Imunohistoquimica

Foram utilizados os seguintes anticorpos, conforme o Quadro 1:

Quadro 1 — anticorpos primarios e secundarios que foram utilizados neste estudo
Anticorpos Primarios

IAnticorpo anti- Marca Isotipo Origem Diluicao
GLAST IABCAM 19G Coelho 1:100
MBP Serotec 19G Camundongo 1:100
PDGFRa Santa Cruz 19G Coelho 1:100
GFAP Sigma 19G Camundongo 1:400
Calbindina IABCAM 19G Coelho 1:1000
/Anticorpos Secundarios

/Anticorpo anti- Conjugado a Marca Origem Diluicdo
IgG camundongo lAlexa 555 Invitrogen Cabra 1:500
IgG coelho IAlexa 488 M. Probes Cabra 1:400
IgG coelho lAlexa 488 M. Probes Burro 1:400

As laminas foram lavadas seis vezes em PBS+triton 0,3% (salina tamponada
com fosfato: KCI 2,7mM; KH,PO,4 1,47mM; NaCl 136mM e Na,HPO, 8mM; pH 7,4).
Em cada lavagem os cortes ficaram submersos por 5 minutos. Apds as lavagens
esses foram incubados com soro normal de cabra a 10% em PBS+triton 0,3% por
duas horas, ou leite em p6 Molico® 1% em PBS+triton 0,3% por 1 hora, para
bloqueio de sitios inespecificos. Apds o bloqueio, as laminas foram incubadas com
anticorpo primario durante a noite a 4°C. Apdés este periodo, prosseguiu-se com seis
lavagens de 5 minutos cada com PBS incubacdo com o anticorpo secundario
apropriado, por 1 a 2 horas em temperatura ambiente. ApoOs trés lavagens de 5
minutos cada com PBS, as laminas foram montadas com ProLong antifade
(Invitrogen n° catalogo P36930) ou em n-propil galato e foram observadas ao

microscopio de fluorescéncia.
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As andlises foram feitas com o auxilio de um microscépio 6ptico Olympus BX-
40, acoplado a uma camera de video digital (Olympus DP71).

2.5 Analise morfoldgica e quantitativa

Fotomicrografias da substancia branca profunda no cerebelo em P9 e P23
foram obtidas utilizando uma lente objetiva de 40x. Este aumento foi escolhido por
permitir uma boa visualizagdo e definicdo dos corpos celulares. Com o auxilio do
software Image Pro Plus (versdo 7.0), foi desenhado um quadrado com 100 pm
guadrados. Este foi aleatoriamente inserido em cada imagem, e o numero de células
positivamente identificadas foi contado.

Fotomicrografias das folhas 1 e 3 do cerebelo foram obtidas utilizando uma
lente objetiva de 20x. Utilizando uma régua micrométrica calibrada e o software
Image Pro Plus (versdo 7.0), a espessura da camada de Purkinje foi medida,

somando-se o corpo celular com a arvore dendritica.

2.6 Anélise comportamental

A analise comportamental foi realizada a partir das imagens gravadas
(Samsung Camcorder SMX-C10GN/XAA) e com o auxilio de programas de
computador desenvolvidos pelo Laboratério de Neurofisiologia/IBRAG/UERJ (ACC
Behav, ACC OpF HB Rat e ACC Plus M), a fim de gerar dados para a analise
quantitativa.

Para a avaliacdo comportamental, foram utilizados animais machos a partir de
45 dias de vida. Todos os testes foram feitos no mesmo ambiente, sempre a partir
das 18h, e tinham duracédo de uma semana e meia. A Figura 8 mostra o protocolo de
testes utilizado. Cerca de trinta minutos antes do inicio de cada teste, os animais

eram levados para a sala de teste para habituagéo.
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P45 P46 P48 P52 P53 P54
Teste: LCE e Y
Campo vazado Rota Rod

Caminhada sobre barras e
comprimento de passadas

Figura 8 — Sequéncia dos testes comportamentais utilizados neste estudo

2.6.1 Avaliacdo da ansiedade

Para avaliacdo da ansiedade utilizamos o teste do Labirinto em cruz elevada.
Esta avaliacdo é importante uma vez que este parametro € um fator de confusédo nas

analises sensorio-motoras posteriores.

2.6.1.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O equipamento tem formato em cruz e consiste em 2 bracos abertos (sem
paredes, medindo 28.5 x 7 cm) e dois bracos fechados (com paredes medindo 28.5
X 7 x 14 cm) perpendiculares entre si e elevados 50 cm acima do ch&o, como pode
ser observado na Figura 9. Os animais iniciavam o teste sempre postos no centro,
com a cabeca voltada para um dos bracos abertos. O teste tinha duracdo de 5
minutos. Os tempos de permanéncia e 0s numeros de entradas em cada uma das
areas do labirinto (bracos abertos, bracos fechados e regido central) foram medidos.
O tempo de permanéncia nos bragcos abertos e o seu percentual (Tempo BA e
%Tempo BA: Tempo BA dividido pela soma do Tempo BA com o tempo de

permanéncia nos bracos fechados — Tempo BF) e o nimero de entradas nos bracos
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abertos e o seu percentual (Entradas BA e %Entradas BA: Entradas BA dividido pela
soma das Entradas BA com o numero de entradas nos bracos fechados — Entradas
BF) foram utilizados como medidas de ansiedade (Fraga-Marques et al., 2009;
Fraga-Marques et al., 2010). O numero de entradas no braco fechado (Entradas BF)
foi utilizado como medida de atividade. Uma entrada é contada sempre que o animal
cruza com as duas patas dianteiras em direcdo a uma das areas do labirinto.
Adicionalmente, o percentual de tempo de permanéncia no centro do labirinto
(%Tempo CN: tempo de permanéncia no centro dividido pelo tempo total do teste)
foi utilizado como uma medida independente de tomada de deciséo (Manhéaes et al.,
2008; Rodgers, Dalvi, 1997). Também foram avaliados parametros etolégicos
(Rodgers, Dalvi, 1997) como: rearing (movimentos verticais sobre as patas traseiras,
tratados aqui como verticalizacdes), stretched attend posture (SAP: o animal estica-
se para fazer exploracdo sem dar passos, tratados aqui como alongamentos) e

grooming (comportamento de autolimpeza).

Figura 9 — Fotografia do aparelho para o teste do Labirinto em Cruz Elevado
utilizado neste estudo

2.6.2 Avaliacdo da atividade locomotora espontanea e busca por novidade

2.6.2.1 Teste de campo vazado (CV)

Consiste numa arena de madeira, suspensa 10 cm do chao, medindo 80 cm x

60cm, com orificios no piso em espacamentos regulares, totalizando 20 orificios,
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como pode ser observado na Figura 10. O teste tinha inicio com o animal sempre
numa mesma borda, e tinha duracdo de 5 minutos. Cada animal passava por
apenas uma sessao de teste. A atividade locomotora foi avaliada utilizando-se o
namero de orificios explorados, tanto no centro como no total (Fraga-Marques et al.,
2009; Fraga-Marques et al., 2010). Dados etologicos também foram avaliados, como
rearing (movimentos verticais sobre as patas traseiras - tratados aqui como
verticalizagoes), stretched attend posture (SAP: o animal estica-se para fazer
exploracdo sem dar passos - tratados aqui como alongamentos) e grooming
(comportamento de autolimpeza), os quais tém sido utilizados como medidas de
atividade vertical, avaliacdo de risco e exploracdo (Rodgers et al., 1997). Neste
teste, a deambulacdo também foi avaliada. O campo foi dividido em 30 quadrados, e
sempre que o0 animal pisava com as duas pernas dianteiras, este era contado.
Foram avaliados o total de quadrados no centro e o total de quadrados somando-se
a borda e o centro.

Figura 10 — Fotografia do equipamento para o teste do Campo Vazado utilizado
neste estudo

2.6.3 Avaliacdo motora

Para avaliagdo do comportamento motor, foram utilizados trés testes.
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2.6.3.1 Rota rod ou cilindro giratorio

Consiste em um cilindro giratério com aceleracéo de 4 a 40 rpm em 5 minutos
(Figura 11). Este teste foi realizado por 3 dias seguidos, com 5 testes em cada dia
por animal, com 1 minuto entre cada teste. O parametro avaliado foi a laténcia de

gueda do aparelho (Dunham, Miya, 1957).

Figura 11 — Fotografia do aparelho para o teste do Rota Rod utilizado neste estudo

2.6.3.2 Teste de caminhada sobre barras

O equipamento consiste em duas placas de acrilico transparente, medindo 1
metro de comprimento por 30 cm de altura, com 3 mm de espessura, e em uma das
laterais, na parte inferior, furos de 3 mm sao feitos com espacamentos regulares, de
1 cm, ao longo de todo o comprimento, como mostra a Figura 12. Barras de aco
inoxidavel com 3 mm de diametro ligam as duas placas, permitindo o ajuste da
largura. Os animais foram habituados ao equipamento por dois dias, com duas
sessOes de aproximadamente 10 minutos, onde eram postos para caminhar sobre o
aparelho, e tinham livre acesso ao mesmo. O intuito desta habituacdo € o de
diminuir a0 maximo o efeito estressante do teste, que poderia refletir no

comportamento motor. Nestes dias, as barras eram postas de maneira regular, com
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2 cm de espagamento entre elas. No terceiro dia, os animais eram testados trés
vezes, com configuracdes diferentes e irregulares, sendo que as distancias entre as
barras variaram entre 1 e 5 cm.

Para cada tipo de pisada, de cada pata, foi dada uma pontuacdo, segundo o
sistema de pontuacgdo proposto por Metz e Whishaw em 2009. O numero total de
passos também foi contabilizado. N&o foram contabilizados erros com escores 0, 1 e
2 em sequéncia.

(0) Total miss - Zero ponto: quando o animal erra a barra completamente, nao
tocando a barra e chocando o ventre nas barras, alterando a postura e o equilibrio.

(1) Deep slip - Um ponto: a pata inicialmente toca a barra mas quando o peso
seria sustentado, ha o escorrego, e a queda.

(2) Slight slip - Dois pontos: a pata inicialmente toca a barra mas quando o
peso seria sustentado, ha o escorrego, mas sem queda. Esse tipo de erro nao altera
o equilibrio e 0 animal é capaz de manter a marcha.

(3) Replacement - Trés pontos: a pata é posta numa barra, mas antes de
sustentar o corpo, era rapidamente deslocada para outra barra.

(4) Correction - Quatro pontos: o0 animal objetiva pisar uma determinada barra,
mas durante o0 movimento troca e pisa em outra.

(5) Partial placement - Cinco pontos: essa pontuacao € dada quando o animal
pisa ou com o punho ou digitos com as patas dianteiras, ou com digitos e calcanhar
para as patas traseiras.

(6) Correct placement - Seis pontos: a pisada é feita com a porcdo medial da

palma ou planta das patas, capaz de sustentar o peso completamente.
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Figura 12 — Desenho esquematico do equipamento para o teste de caminhada sobre
barras utilizado neste estudo

2.6.3.3 Teste do comprimento das passadas

Neste teste, os animais tinham as patas pintadas com tinta ndo toxica,
utilizando-se uma cor para cada pata, como pode ser observado na Figura 13. O
comprimento de cada passada foi medido (em cm). A partir de cada conjunto de
dados, foi feita a média das passadas, com cada passada sendo subtraida da

média, para avaliar a variagdo de cada passada.

Figura 13 — Fotografia de dois testes do comprimento da passada
Nota: Os animais caminharam da esquerda para a direita, sob um tanel feito com o
aparelho do teste de caminhada sobre barras
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2.7 Andlise estatistica

Todas as distribuicbes de dados foram avaliadas quanto a normalidade pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S) para uma amostra. Para valores de P < 0,05 (bi-
caudal), as distribuicbes foram consideradas ndo-paramétricas e as andlises
posteriores realizadas considerando-se esta caracteristica. Para valores de P = 0,05,
as distribuicdes foram consideradas paramétricas.

Para o teste do LCE, uma ANOVA multivariada (MANOVA) foi utilizada para a
andlise dos seguintes dados: Tempo BA, %Tempo BA, %Tempo CN, Entradas BA,
%Entradas BA e Atividade Total (Entradas BA + BF). Os fatores utilizados foram o
PROCEDIMENTO (hip6xia ou SHAM) e TRATAMENTO (MK801 ou salina). Os
dados etologicos (verticalizacdo, autolimpeza, alongamento) foram também
analisados com uma ANOVA multivariada (mMANOVA) usando como fatores o
PROCEDIMENTO (hipoxia ou SHAM) e TRATAMENTO (MK801 ou salina).

Para o teste do CV, inicialmente, foi utilizada uma ANOVA univariada
(UANOVA) para a analise do numero de orificios explorados. Os fatores utilizados
foram o PROCEDIMENTO (hipéxia ou SHAM) e TRATAMENTO (MK801 ou salina).
Os dados etoldgicos (verticalizacdo, autolimpeza e alongamento) foram analisados
com uma mANOVA usando como fatores o PROCEDIMENTO (hipéxia ou SHAM) e
TRATAMENTO (MK801 ou salina).

Para os dados obtidos com o teste do ROTAROD, foi utilizada uma ANOVA
de medidas repetidas (rANOVA) tendo como variavel o tempo de permanéncia no
cilindro e como fatores 0o PROCEDIMENTO e o TRATAMENTO. DIA (1, 2e 3) e a
TENTATIVA (1 a 5) foram utilizados como fatores de repeticéo.

Em relacdo aos dados do teste de caminhada sobre barras (Ladder test) foi
utiizada uma ANOVAr em que as variaveis foram o somatério dos escores,
somatorio dos passos para realizar o teste, somatério dos escores dividido pelo
somatorio dos passos, somatério dos erros (escores 0, 1 e 2) e somatdrio dos erros
dividido pelo nimero de passos. Os fatores considerados foram o PROCEDIMENTO
e 0 TRATAMENTO. Os fatores de repeticdo foram a TRIAGEM (1 a 3), a posi¢céo
Antero-posterior das patas (frontais ou traseiras) e a posicao latero-lateral das patas

(esquerdas ou direitas).
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No caso do teste do comprimento da passada, foi utilizada uma ANOVAr em
que a variavel é a média das variacbes de cada pata e como fatores o
PROCEDIMENTO e o TRATAMENTO. Os fatores de repeticdo sdo a posicao
Antero-posterior das patas (frontais ou traseiras) e a posicéo latero-lateral das patas
(esquerdas ou direitas).

Sempre que houve interacdes entre os fatores, nos casos em que P < 0,10
(bi-caudal), os fatores interativos (PROCEDIMENTO e TRATAMENTO) foram
separados e as ANOVASs repetidas para verificar se os efeitos eram mantidos. Teste
de Fisher (Fisher protected least square difference test do original em inglés -
FPLSD) foi utilizado para comparacgdes par a par.

Os dados foram apresentados na forma de médias e erros padrdo da média.
Os efeitos de fatores individuais foram considerados significativos quando P < 0,05
(bi-caudal).
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3 RESULTADOS

Ao nascimento, os animais foram observados e nenhuma alteracéo
perceptivel foi encontrada em qualquer ninhada. Os marcos de desenvolvimento,
como abertura dos olhos, crescimento de pelos, e desdobramento das orelhas nao
diferiu entre os grupos.

Nas idades de 9, 23, 30 e 60 dias, a avaliacdo da citoarquitetura por meio da
coloracdo com cresil-violeta ndo mostrou alteragbes importantes no padrdo de

foliacdo e na estrutura cortical cerebelar.

3.1 Imunohistoquimica da Calbindina

Aos 9 dias de vida, avaliamos o padrdo de desenvolvimento da camada de
Purkinje através da imunomarcacao para calbindina. A espessura da camada de
Purkinje em duas folhas, 1 e 3 foi avaliada. Estas folhas foram escolhidas pelo fato
de a folha 1 ser uma das Ultimas a se desenvolver, enquanto a folha 3 se
desenvolve juntamente com a maioria das outras folhas, sendo representativa do
padrdo de desenvolvimento da maioria das folhas. Utilizando o software Image Pro
Plus (Media Cybernetics, versao 7.0) a espessura média da camada de Purkinje foi
medida (corpo celular + arvore dendritica). Os resultados para as duas estruturas
foram muito semelhantes, e para simplificacdo, serdo mostrados apenas os dados
da folha 3. Observamos uma interacdo significativa entre o procedimento cirdrgico
(HI e SHAM) e o tratamento (SALINA e MK801) (UANOVA — F =6,185; gl =1; p =
0,027). As comparacOes par-a-par pelo teste FPLSD mostraram que ndo havia
diferencas entre os grupos SM, HS e HM, e que a arvore dendritica era menor
guando comparados aos animais SS, como pode ser observado na Figura 14
(SSxSM p = 0,012; SSxHS p = 0,002; SSxHM p = 0,009; numero de animais SS=5,
SM=4, HS=4, HM=4).
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Figura 14 — Imunomarcacao para calbindina no cerebelo de ratos aos 9 dias

Legenda: A —grupo SS; B — grupo SM; C — grupo HS; D — grupo HM.

Nota: Observar que no grupo SS (A) o padrao de desenvolvimento da camada de
Purkinje é maior do que nos outros trés grupos (B-D). Em E, o grafico mostra
as comparacdes par a par, e os resultados significativos. Barra de calibracao
50 pm.
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Aos sessenta dias de vida, observamos que em todos o0s grupos a
imunomarcacao para calbindina evidencia uma monocamada de células de Purkinje,
gue ndo é completamente continua, como mostra a Figura 15. Nos grupos SS/SM,
assim como no HM, ndo observamos células ectdpicas em nenhuma folha. No grupo

HS, todavia, foram observadas células ectopicas em diversas folhas, especialmente
na folha 15 (setas na Figura 15D).

Figura 15 — Imunomarcagé&o para calbindina no cerebelo de ratos aos 60 dias

Nota: Em todos os grupos as células de Purkinje estdo dispostas em monocamada,
embora esta camada apresente regides sem marcacao para calbindina. Nos
animais HS, células ectopicas foram detectada em varias folhas, como
mostrado em C. N&o foram detectadas células de Purkinje ectOpicas nos
outros grupos. Barra de calibragdo 100 pm.
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3.2 Imunohistoquimica da GFAP e GLAST

Avaliamos a morfologia da glia de Bergmann através da imunomarcacéao para
GFAP em P9. Nao observamos diferencas 6bvias entre os grupos com relacdo a
morfologia da glia de Bergmann. Esta se apresentava bem organizada, com o
padrdo radial caracteristico e forte imunomarcacdo, 0s prolongamentos bem
delineados em toda sua extensdo. Avaliamos em conjunto a distribuicdo do
transportador de glutamato - GLAST. Nos animais SS a marcacéo era encontrada ao
longo de todo o prolongamento, acompanhando a marcacéo para GFAP, como pode
ser observado na Figura 16B. Nos animais SM a marcacdo ndo parece ser tado
regular. Varias porcfes dos prolongamentos ndo apresentaram superposicédo (F),
indicando uma alteracdo na distribuicAo desse transportador. No grupo HS, foi
observado a maior irregularidade na marcacdo para GLAST entre todos os grupos
(H). No grupo HM (L), grande parte dos prolongamentos apresentava sobreposi¢ao
de GFAP e GLAST, porém ainda diferente dos grupos SHAM (conferir com C e F).
Em todos os animais observamos células GLAST'/GFAP", especialmente na camada

granular.
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Figura 16 — Imunomarcacéo para GFAP (vermelho) e GLAST (verde) no cerebelo de

ratos aos 9 dias de vida

Legenda: ABe C(SS); D,EeF (SM); G,He Il (HS); J,KeL (HM); A,DGeJ-

GFAP; B, E,He K- GLAST; C, F, | e L — sobreposicéo.

Nota: Em todos os grupos, a glia de Bergmann esta bem organizada, com o seu
padréo radial caracteristico (setas). O padrédo de distribuicdo do transportador
GLAST também foi avaliado. No grupo SS (B), podemos observar que a glia
de Bergmann apresenta imunomarcagdo ao longo de toda sua extensao
(setas cheias), como mostra a sobreposicdo (C). A distribuicdo da
imunomarcagcdo do transportador GLAST ndo apresenta a mesma
regularidade nos animais SM (setas cheias em E) da do grupo SS. No grupo
HS (H), o transportador GLAST apresenta um padréo irregular de distribuicéo,
nao se distribuindo ao longo de toda a extensdo dos prolongamentos. O
transportador GLAST no grupo HM (K) apresenta-se distribuido ao longo dos
prolongamentos em um padrao diferente ao do grupo HS, como pode ser
observado na sobreposi¢cdo, com grandes por¢cées em amarelo. Barra de
calibragdo: 50 pm.
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3.3 Imunomarcacéo da Oligodendroglia

Um dos subtipos celulares mais afetados em eventos de HI sédo as células da
linhagem oligodendrocitica. Para avaliar o perfil de células progenitoras utilizamos o
anticorpo contra o PDGFRa, que é um marcador estagio-especifico dessa
subpopulacdo (expresso em progenitores). O numero de células PDGFRa+ foi
menor em ambos 0s animais que passaram pela hipoxia-isquemia (média de 42
células/campo) quando comparados aos animais SHAM (média de 52
células/campo), indicando um efeito predominante da hipoxia sobre esta
subpopulacao, nesta idade (efeito do procedimento cirargico - F = 13,290; gl=1;p =
0,003), como mostra a Figura 17E. Nesta idade, ndo observamos efeito significativo
do tratamento com MK801 sobre o niumero de células PDGFRa+, tanto nos animais
do grupo hipdxia quanto nos animais SHAM. Aos 23 dias, em todos os grupos foi
observada uma queda acentuada no numero de células PDGFRa+, o que ja era
esperado durante o processo de desenvolvimento (efeito da idade - F = 273,516; gl
= 1; p<0,001).
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Figura 17 — Imunomarcagao para PDGFRa na substancia branca cerebelar de ratos

aos 9 dias de vida

Nota: O numero de células PDGFRa+ (setas) € menor nos grupos HS/HM quando
comparados com o0s grupos SS/SM. O grafico mostra 0 numero medio de
células nos animais que sofreram HI comparados com os animais SHAM.

Barra de calibracdo = 50um.
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Observamos uma interagdo significativa entre o tipo de procedimento cirdrgico
(HI ou SHAM) com o tratamento (SALINA ou MK801) [F = 5,058; gl = 1; p = 0,013].
As comparagdes par-a-par mostraram que os animais do grupo HM apresentaram
maior numero de células PDGFRa+ que os outros trés grupos, conforme a relagao
SS/SM = HS < HM (SSxHM p = 008; SMxHM p = 0,005; HSxHM p = 0,007; nimero
de animais SS=5 , SM=4 , HS=5 , HM=4), indicando que o tratamento com MK801
exerce um papel importante na manutencao de progenitores de oligodendrécitos nos
animais HI (Figura 18E). Aos trinta dias, o numero de células PDGFRa+ é muito
pequeno em todos os grupos examinados (1 a 3 por campo), sem diferencas

aparentes.
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Figura 18 — Imunomarcacao para PDGFRa na substancia branca cerebelar de ratos
aos 23 dias de vida
Nota: O numero de células PDGFRa+ (setas) € maior no grupo HM, quando
comparados ao grupo HS e SS/SM, que nao apresentam diferencas entre si.
O grafico mostra o numero médio de células em cada grupo. Barra de
calibragdo = 50um.

Aos 23 dias, a imunomarcagdo para MBP revelou uma intensa
imunorreatividade em todos os grupos. Abundante nimero de fibras mielinizadas
(MBP+) foi encontrado nos animais SS, como mostra a Figura 19A. As fibras se
estendiam por toda a camada granular, atingindo o limite com a camada de Purkinje.
Os perfis de mielina eram bastante extensos. Nos animais SM, observamos uma
diminuicao das fibras marcadas, como mostra a Figura 19B. Nestes animais, houve
uma diminuicdo das fibras marcadas, principalmente no limite com a camada de
Purkinje, assim como ao longo da camada granular. Nos animais HS, foi observada
intensa diminuicéo das fibras imunomarcadas (Figura 19C). Além do menor numero

de fibras, os perfis de mielina também parecem ser menores. Nos animais HM
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(Figura 19D) podemos observar que os perfis de mielina séo bastante extensos, e
atingem a camada de Purkinje, de maneira semelhante ao observado nos animais
SS.

Figura 19 — Imunomarcacao para MBP no cerebelo de ratos aos 23 dias de vida

Legenda: A (SS); B (SM); C (HS) e D (HM). Em A podemos observar que as fibras
imunomarcadas se extendem por toda a camada granular, atingindo o
limite com a camada de Purkinje, o que ndo é observado em B. Em
ambos o0s grupos, os perfis de mielina sdo bastante extensos (setas). Nos
animais HS, as fibras ndo atingem a camada de Purkinje como nos
animais SHAM, e os perfis de mielina parecem ter menor tamanho. Nos
animais HM, podemos observar que as fibras estdo melhor distribuidas ao
longo da camada granular, com extensos perfis de mielina. Barra de
calibragdo = 50um.



57

3.4 Avaliagdo comportamental

3.4.1 Labirinto em cruz elevado

N&o observamos efeitos ou interacdes significativas envolvendo o tipo de
procedimento cirdrgico (SHAM ou HI) e o tratamento (SALINA ou MK801) nas
variaveis relacionadas a ansiedade e a atividade locomotora no teste do LCE (SS
n=21; SM n=17; HS n=12; HM n=16), como mostra a Figura 20.
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Figura 20 — Teste do Labirinto em cruz elevado (LCE)

Legenda: A — Porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos; B — Porcentagem
de entradas nos bracos abertos. SS - SHAM+SALINA; SM -
SHAM+MK801; HS - HIPOXIA+SALINA; HM - HIPOXIA+MK801.

Nota: Nao foram observados efeitos ou interagdes significativas.
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Em relagdo as variaveis etologicas, também ndo observamos efeitos ou
interagdes envolvendo os grupos estudados, como mostra a Figura 21 (SS n=21; SM
n=17; HS n=12; HM n=16).
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Figura 21 — Variaveis etologicas estudadas no teste do LCE

Legenda: A - verticalizagbes; B - auto-limpeza; C - alongamentos. SS -
SHAM+SALINA; SM - SHAM+MK801; HS - HIPOXIA+SALINA; HM -
HIPOXIA+MK801.

Nota: Nao foram observados efeitos ou interacdes significativas.
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3.4.2 Teste do campo vazado.

N&o observamos efeitos ou interacbes entre os fatores procedimento e
tratamento quanto ao numero de orificios explorados em qualquer das regibes do
campo (centro ou total), como mostra a Figura 22, o que demonstra que 0s animais
nao apresentam diferencas na busca por novidades (SS n=21; SM n=17; HS n=12,;
HM n=16).
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Figura 22 — Numero de orificios explorados no teste do campo vazado

Legenda: A — orificios explorados no centro; B — total de orificios explorados (centro
+ borda). SS - SHAM+SALINA; SM - SHAM+MK801;, HS -
HIPOXIA+SALINA; HM - HIPOXIA+MK801.

Nota: Nao foram observados efeitos ou intera¢des significativas.

Em relacdo as variaveis etologicas analisadas no teste do campo vazado, ndo
observamos efeitos ou interages significativas entre os fatores quanto ao numero

de alongamentos e verticaliza¢des (Figura 23A e B). Houve, no entanto, efeito da
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administracdo de MK801 sobre o comportamento de auto-limpeza (F = 8,563; gl = 1,
p = 0,005), como mostra a Figura 23C (SS n=21; SM n=17; HS n=12; HM n=16).
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Figura 23 — Variaveis etoldgicas no teste do campo vazado

Legenda: A — Numero de alongamentos; B — Numero de verticalizagdes; C —
Numero de comportamentos de auto-limpeza. SS - SHAM+SALINA; SM -
SHAM+MK801; HS - HIPOXIA+SALINA; HM - HIPOXIA+MK801.

Nota: Em A e B, ndo observamos efeitos ou interacdes significativas entre os fatores
nos comportamentos de alongamento e verticalizacbes no teste do campo
vazado. Observamos, no entanto, um efeito da administracdo de MK801
sobre o comportamento de auto-limpeza, que independe do procedimento
cirurgico.
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A deambulacdo também foi avaliada no teste do campo vazado, como uma
medida de atividade locomotora espontanea. Foi observado um efeito do da
administracdo de MK801 no total de deambulacdes (centro + borda) feito pelos
animais (F = 4,631; gl = 1; p = 0,035), indicando que a administracdo de MK801
diminui o padréo de atividade locomotora espontanea dos animais, como mostra a
Figura 24 (SS n=21; SM n=17; HS n=12; HM n=16).

180

Total de deambulagées (centro + borda)

SS/HS SM/HM
Grupos

Figura 24 — Total de deambulac¢6es no teste do campo vazado
Legenda: SS - SHAM+SALINA; SM - SHAM+MK801; HS - HIPOXIA+SALINA; HM -
HIPOXIA+MK801
Nota: Observamos um efeito da administracdo de MK801 sobre o total de
deambulacdes (deambulac¢des na borda + centro)

3.5 Avaliacdo motora

3.5.1 Teste do cilindro giratorio (ROTA ROD)

Os animais aumentaram a laténcia de queda (efeito do DIA, F = 21,367; gl =
1,443; p < 0,001) indicando que os animais melhoram ao longo dos trés dias de
teste. Entretanto, ndo houve interagéo significativa do tipo de procedimento cirargico

com o tipo de tratamento. N&o foram observadas diferencas significativas quanto a
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laténcia de queda entre os grupos em cada dia separadamente, ou na média dos
trés dias de teste (SS n=8; SM n=7; HS n=10; HM n=13), como mostra a Figura 25.
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Figura 25 — Laténcia de queda média no ROTAROD em trés dias consecutivos
Legenda: SS — SHAM+SALINA; SM — SHAM+MK801; HS — HIPOXIA+SALINA; HM
— HIPOXIA+MK801
Nota: Observe que a laténcia de queda no dia de teste entre os animais HM e HS é
de mais de 30 segundos, e no terceiro dia esta é de mais de 20 segundos.
Estes resultados mostram que a administracdo de MK801 pode ser
importante na melhora de desempenho motor neste teste de motricidade.

3.5.2 Teste de caminhada sobre barras

Observamos um efeito significativo do procedimento cirdrgico (HI x SHAM)
sobre os escores das patas traseiras (pata traseira direita — F = 4,612; gl = 1; p =
0,036; pata traseira esquerda — F = 6,031; gl = 1; p = 0,017), e que ndo houve efeito
da administracdo de MK801, como mostra a Figura 26. Os animais do grupo HI
apresentaram pior performance (quanto < o escore pior o desempenho motor). Um
efeito do procedimento cirdrgico também foi observado em relagdo ao total de
passos nas 3 testagens (F = 4,094; gl = 1; p = 0,047). Nao observamos efeitos ou

interacdes significativas em relagéo as patas dianteiras, ao total de erros, ao escore
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global (somatério dos escores das patas traseiras + dianteiras) e total de escore
corrigido pelo nimero de passos. (SS n=17; SM n=13; HS n=13; HM n=21)
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Figura 26 — Teste de caminhada sobre barras

Legenda: Como mostrado em A, foram observados efeitos significativos do
procedimento cirdrgico (HI x SHAM) sobre os escores das patas traseiras.
N&o observamos diferencas quanto aos escores das patas dianteiras.
Também foi observado (B) um efeito significativo do MK801 na média de
passos para completar o percurso (F =4,094; gl = 1; p = 0,047).

3.5.3 Teste do comprimento da passada (stride length)

No teste do comprimento da passada, ndo foram observados efeitos ou
interacdes envolvendo o procedimento cirargico (HI ou SHAM), em relagdo a
variacdo média tanto das patas traseiras quanto dianteiras. No entanto, um efeito
significativo da administracdo de MK801 foi observado em relagdo a variacdo média
das dianteiras (F = 6,683; gl = 1; p = 0,014). Os animais que receberam MK801
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apresentaram maior variagao das passadas do que os que receberam solugéo salina

(Figura 27). (SS n=14; SM n=10; HS n=7; HM n=10)
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Figura 27 — Teste do comprimento da passada
Legenda: (A) patas traseiras e (B) patas dianteiras. SS - SHAM+SALINA; SM -

SHAM+MK801; HS - HIPOXIA+SALINA; HM - HIPOXIA+MK801.

Nota: Observamos um efeito significativo da administracdo de MK801 (F = 6,683;
gl = 1; p = 0,014). Os animais que receberam MK801 apresentaram maior
variacdo das passadas em relacdo a média do que os que receberam solugao

salina.
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4 DISCUSSAO

A patrtir de estudos clinicos e experimentacao animal (Johnston et al., 2000)
sabemos que as cascatas de eventos nocivos ao SNC podem durar de dias a
semanas (Johnston et al., 2000; Savignon et al., 2012), sugerindo que a janela
temporal para intervencdes terapéuticas € mais extensa do que se imaginava.
Diversas intervencdes tem sido testadas em modelos animais de HI, a saber:
inibidores da NOS, inibidores de caspases, bloqueadores de radicais livres, uso de
antioxidantes (Nakayama et al., 2011) inibidores de receptores de glutamato, tanto
AMPA/KA quanto NMDA.

Na ultima década, muitos estudos tem chamado a atencao para o fato de os
modelos animais mais utilizados (ligadura unilateral das artérias carotidas
principalmente) ndo replicarem os possiveis cenarios da lesdo ao sistema nervoso,
como as intercorréncias maternas, inflamacao, reperfusdo do fluxo sanguineo apos
a isquemia, eventos estes que somente acontecem in Utero (Northington, 2006; Back
et al., 2006; Derrick et al., 2007). Os efeitos da administracdo de MK801 tem sido
estudados, majoritariamente, em modelos de HI neonatal (HI feita em P7). Nesses
estudos, tem sido observados tanto neuroprotecdo quanto neurotoxicidade. Um fato
interessante é que as dosagens estudadas sao muito variadas, desde 0,05mg/kg até
10mg/kg, além do regime de administracdo (Hagberg et al., 1994; Hattori et al.,
1989, Olsson et al. 2003).

Neste estudo observamos menor numero de progenitores de oligodendrdcitos
na substancia branca cerebelar profunda aos nove dias de vida nos animais que
passaram pela Hl. OPCs sdo especialmente vulneraveis a eventos de HI (Back et
al., 2002a,b; Jelinski et al., 1999; Liu et al., 2002; Skoff et al.,, 2001) e diversas
hipoteses tem sido levantadas para explicar esta vulnerabilidade. Além dos danos
diretos causados pela privacdo de oxigénio e nutrientes, a maioria das hipoteses
converge para mudancgas teciduais e no microambiente, como aumento de citocinas
pro-inflamatérias (Robinson 2005), radicais livres (para revisdo ver Volpe, 2009),
microgliose (Olivier et al., 2005), glutamato (Back et al., 2006). A sensibilidade dos
OPCs esta associada com a limitada capacidade de resistir ao estresse oxidativo
(Back et al., 1998), a expressao de receptores de glutamato AMPA permedveis a

Ca++ (Fern, Moller, 2000) e a expressao de receptores NMDA nos prolongamentos
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de oligodendrécitos imaturos (Salter, Fern, 2005). Tem sido sugerido que glutamato
liberado durante um evento de HI por precursores de oligodendrécitos,
oligodendrocitos imaturos e axénios podem ativar GluRs em oligodendrocitos
adjacentes levando a lesao (Back et al., 2007).

Interessante notar que a administragdo de MK801 nos animais SHAM néo
levou a déficits perceptiveis quanto ao numero de células PDGFRao+ (Figura 12B).
Diversos estudos tem mostrado efeitos deletérios da administracdo desta droga
(Jacobs et al., 2000; Pohl et al.,, 1999; Wosniak et al., 1990). Portanto, aos nove
dias, os efeitos da hipdxia isquemia sao preponderantes sobre a administracdo de
MK801, em relacéo a sobrevida de progenitores de oligodendrdcitos.

Aos vinte e trés dias, todos 0s grupos apresentaram uma diminuicao
significativa no nimero de células PDGFRa+. Esse resultado ja era esperado, tendo
em vista a reducdo de progenitores durante o desenvolvimento, e ocorreu de
maneira semelhante em todos os grupos. Os animais do grupo HM (hipoxia+MK801)
apresentaram um numero significativamente maior de células PDGFRa+ em
comparacao aos outros 3 grupos. Nossa hipotese é que a administracdo de MK801
protegeu uma parcela da populacdo de progenitores, provavelmente em relacdo a
retencdo ou aumento da capacidade proliferativa, pois ndo observamos maior
namero de células nesse grupo aos 9 dias. Em cultura de OPCs, agonistas do
receptor NMDA inibem a proliferacdo celular (Gallo et al., 1996) e aumentam a taxa
de diferenciacdo e expressdo de proteinas de mielina (Li et al., 2013). Em culturas
de fatias de cerebelo, a administragdo de um antagonista de receptor NMDA (NBQX)
aumentou a porcentagem de células LB1+ (GD3+), NG2+ e O4+ (anticorpo que
reconhece oligodendrdcitos imaturos) marcadas com BrdU+ (bromo deooxi-uridina)
(Yuan et al., 1998). Oligodendrdcitos se diferenciam mais tardiamente do que todos
0s outros tipos de células neurais. O desenvolvimento dos OPCs provavelmente &
influenciado pela sinalizacdo de outros tipos de células, incluindo neurénios (Hardy,
Reynolds, 1993b; Dutly, Schwab, 1991). Em OPCs, sinais extracelulares podem ser
decodificados por uma variedade de canais ibnicos ligante/voltagem dependentes,
0S quais sdo expressos tanto in vitro quanto in vivo (Sontheimer et al., 1989; Barres
et al., 1990; von Blankenfeld et al., 1991; Wyllie et al., 1991).

Aos vinte e trés dias, observamos uma intensa imunomarcacao para MBP nos
animais SS (SHAM+SALINA). A queda no niumero de progenitores observada de 9 a

23 dias se correlaciona com o desenvolvimento normal da linhagem oligodendroglial.
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Nos animais SM (SHAM+MK801), observamos que o numero de fibras é menor
guando comparamos com o grupo SS. A administragdo de MK801 em animais que
nao apresentam alteracdes teciduais tdo intensas pode afetar a sinalizacéao
glutamatérgica necessaria para a diferenciacdo da oligodendroglia. O grupo HS
(HIPOXIA+SALINA) também apresentou um numero reduzido de fibras MBP+,
enquanto um aumento destas foi observado nos animais HM (HIPOXIA COM
MK801). Recentemente, foi demonstrado que a ativacdo de receptores de glutamato
do tipo NMDA em culturas de OPCs (100uM de NMDA) promove o aumento tanto no
namero de células MBP+ quanto da expressao desta proteina, mostrando um efeito
importante da ativacdo do receptor NMDA na diferenciacdo de oligodendrécitos.
Nesse estudo, também foi demonstrado que esta resposta € dose-dependente. A
administracdo de 1000uM de NMDA apresentou efeitos deletérios (menor nimero de
células e menor expressdo da proteina), enquanto com 500 pM ndo foram
observadas diferencas com o grupo controle (Li et al., 2013). Danos na
oligodendroglia tem sido reportados em varios modelos de hipdxia isquemia, e a
excitotoxicidade glutamatérgica relacionada em muitos deles (Back et al., 2007;
Matute 2002, 2010; Johnston, 2005).

Nossos resultados demonstram uma diminuigdo da arborizacdo dendritica nos
animais SM, HS e HM. Ao nascimento, as células de Purkinje em desenvolvimento
nao respondem quando NMDA é administrado, contudo passam a ser sensiveis 3-4
dias depois (Dupont et al., 1987), sendo todas as células de Purkinje excitadas por
NMDA ao fim da primeira semana de vida, mesmo que em poténcias mais baixas
que outros agonistas (Dupont et al. 1987; Garthwaite et al. 1987; krepa, Crepel,
1990). O periodo em que as células de Purkinje sdo responsivas ao NMDA termina
com o fim da terceira semana de vida pés-natal. A diminuicdo da atividade deste
receptor, pela administracdo de MK801 nos animais SHAM, pode explicar a menor
extensdo da arborizacdo dendritica observada em nosso estudo, devido a
importancia deste receptor neste processo. O desenvolvimento da arborizagédo
dendritica est4 intimamente relacionado a formagédo das sinapses entre células de
Purkinje e fibras paralelas (PC-PF). Mutantes em que as fibras paralelas ndo se
estabelecem tem células de Purkinje responsivas a NMDA até a vida adulta (Dupont
et al., 1984). Nos animais HS/HM, acreditamos que os efeitos predominantes sejam
da hipdxia-isquemia pré-natal. A administragdo de MK801 nédo teve efeito

significativo em reverter a menor arborizacdo causada pela hipoxia, sugerindo que o
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desenvolvimento da arborizacdo dendritica depende de outros fatores além da
sinalizacdo glutamatérgica via receptor NMDA.

O transportador GLAST é um dos principais agentes na finalizacdo da
sinalizacao glutamatérgica no cerebelo, especialmente na camada molecular, onde
se encontram as sinapses entre PC-PF e é expresso majoritariamente pela glia de
Bergmann. Nos animais SS, observamos imunomarcagdo para 0 transportador
GLAST nos prolongamentos da glia de Bergmann, com longos perfis sobrepostos
com GFAP. A administracdo de MK801 nos animais SHAM alterou a distribuicdo do
transportador GLAST. Os efeitos da HI parecem ser mais severos ainda. Nos
animais HS observamos maior irregularidade na sobreposicdo entre GFAP e
GLAST, com longos trechos imunomarcados para GFAP mas ndo para GLAST.
Observamos que a distribuicio de GLAST sobrepunha melhor com a
imunomarcacdo para GFAP nos animais HM, sugerindo que a administracdo de
MK801 recupera até certo ponto a irregularidade observada nos animais HS.
Importante notar que o padrdo observado nos animais SS ndo € observado em
nenhum dos outros grupos.

Diversos estudos tem mostrado intensa intercomunicacdo entre a glia de
Bergmann e as células de Purkinje. E possivel que as sinapses glutamatérgicas
entre PF-PC regulem a expressao/distribuicdo do transportador GLAST. Em culturas
de embriBes de pinto, foi sugerido que glutamato regula a translocacdo de GLAST
na glia de Bergmann (Gonzales, Ortega, 2000). Astrocitos corticais tem a captacao
de glutamato diminuida pela hipéxia (Dallas et al., 2007). Mesmo que os efeitos
desta diminuicdo sejam atribuidos ao transportador GLT1, ndo deixa de ser
importante o fato de a resposta astrocitaria ser a diminuicdo da captacdo de
glutamato durante a hipéxia.

Observamos também, em todos os grupos, corpos celulares GLAST+/GFAP- ,
especialmente na IGL. A identidade destas células néo foi confirmada nesse estudo.
Oligodendrécitos corticais, obtidos de ratos neonatos, em cultura expressam GLAST
desde progenitores até oligodendrocitos maduros mielinizantes (DeSilva et al., 2010)
0 que sugere que pelo menos parte dessas células GLAST+/GFAP- possa
corresponder a oligodendroglia. Além disso, em um estudo de leséo de nervo ciatico,
foi observado que a microglia reativa expressava GLAST por até 14 dias (Xin et al.,
2009). Apesar da diferente localizacdo e modelo de leséo, o fato de que a microglia

pode expressar o transportador GLAST em decorréncia de lesées pode sugerir que
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algumas células GFAP/GLAST" observadas neste estudo, correspondem a
microglia, visto que em P9 ja foi descrito a presenca de microglia reativa em nosso
modelo de leséo (Savignon et al., 2012). Novas analises serdo feitas na tentativa da
identificacdo dessas células.

N&o observamos diferengas entre 0S grupos quanto a comportamentos
relacionados a ansiedade e atividade locomotora no teste do LCE. O teste do LCE é
um dos testes mais utilizados in vivo para avaliar aspectos relacionados a ansiedade
(Carobrez, Bertoglio, 2005), por ser econdmico, rapido, extremamente funcional e de
nao requerer procedimentos invasivos ou o uso de choques elétricos (Pellow et al.,
1985). Os roedores em geral evitam as areas abertas do labirinto, as quais
provavelmente sdo as mais aversivas, e mostram preferéncia pelas partes
protegidas pelas paredes do aparelho. Os padrbes comportamentais observados no
teste do labirinto em cruz elevado representam a combinacdo de comportamentos
exploratorios e de esquiva, que sao influenciados por fatores genéticos e ambientais.
Dados anteriores obtidos em nosso laboratério (Ferraz, M., 2010) mostraram que 0s
animais que passaram por HI ndo apresentavam comportamentos relacionados a
ansiedade. Este dado é importante uma vez que um estado de ansiedade poderia
confundir a avaliagdo motora subsequente.

Galeano et al. (2011), utilizando o modelo de Bjelke (cornos uterinos
mergulhados em agua em E22) também nao observaram diferencas significativas no
teste do LCE em animais adultos. Em camundongos tratados entre P5 e P10 com
MK801, foram observados diversos comportamentos relacionados a ansiedade,
como menor numero de entradas nos bracos abertos, menor tempo nos bracos
abertos e maior tempo nos bracos fechados. As diferencas observadas entre este
estudo (Akillioglu et al., 2012) e o0 nosso podem ser devidos a diferencas entre as
espécies (camundongos x ratos), idade (P90 x P45) e regime de administracédo (2
doses diarias x 1 dose diaria), respectivamente.

No teste do campo vazado, ndo observamos diferencas em relagdo ao
comportamento de busca por novos estimulos. Entre as variaveis etolégicas, um
efeito da administracdo de MK801 foi observado sobre o comportamento de
autolimpeza. Varias regibes cerebrais sao relacionadas com este comportamento
como hipotdlamo e nudcleos da base (Aldridge et al.,, 2004; Lalonde et al., 2010;
Roeling et al., 1993). As primeiras evidéncias de que o cerebelo participava da

génese deste tipo de comportamento veio com a estimulacdo elétrica do vermis
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cerebelar de ratos e gatos (Bernstson, Torello, 1982; Berntson et al., 1988; Berntson
et al.,, 1973). Em camundongos mutantes Lurcher, os quais praticamente nao
apresentam células de Purkinje, foi observado menor comportamento de
autolimpeza do que em animais selvagens. Nesses animais, outros tipos celulares
também estdo ausentes, pela perda da aferéncia das PCs. Contudo, maior
importancia tem sido dada as PCs pois sdo as unicas ceélulas eferentes do cerebelo.
Nossos resultados demonstram que a administracdo de MK801 altera padrbes de
comportamento relacionados a funcao cerbelar. Entretanto, como a administracao
do farmaco é sistémica, ndo podemos descartar alteracbes em outros circuitos
neurais, como o hipotalamo e nucleos da base, cuja funcdo também influencia a
génese do comportamento de autolimpeza. Observamos também uma diminuicao da
atividade locomotora associada a administracdo de MK801 neste teste, mas nao no
LCE. Em camundongos que foram tratados com MK801 por 5 dias (P5-P10) também
foi observada diminuicdo da atividade locomotora e aumento da atividade
exploratéria quando testados na vida adulta no teste do campo aberto (Akillioglu et
al., 2012).

N&o observamos diferengas na laténcia de queda entre os diferentes grupos.
A laténcia para queda no ROTAROD €& um dos parametros mais utilizados para
avaliar a coordenacdo motora, postura e equilibrio em roedores (Bearzatto et al.,
2005; Fujimoto et al., 2004; Hunter et al., 2000; Lalonde, Strazielle 2007). A validade
desta medida esta relacionada ao fato de que o medo da queda faz com que o
animal tente permanecer sobre o aparelho o maximo de tempo possivel. Estd bem
estabelecido na literatura que quanto maior for a capacidade de coordenacdo motora
do animal, mais tempo ele permanecera sobre o cilindro. No entanto, a laténcia de
gueda e, consequentemente, o tempo de permanéncia dos animais no cilindro,
podem ser influenciadas por pelo menos dois outros fatores: cansaco fisico e
ansiedade. Portanto, a analise do desempenho motor pode ser mascarada se 0s
animais saltarem do cilindro na tentativa de fugir da situacdo aversiva do teste,
tiverem sua resisténcia fisica debilitada (Lalonde, Strazielle 2007), simplesmente néao
caminharem, exibindo um comportamento de congelamento. Observamos em
nossos testes que muitos aprendiam a descer do aparelho. Portanto, algumas
consideracdes devem ser feitas sobre este teste. No primeiro dia, um ndimero muito
grande de animais caiu por razdes ndo associadas a dificuldade de permanecer no

cilindro giratorio. Varios animais se viravam e caminhavam para tras, ou
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acompanhavam a separacdo das baias e caiam. Estes dados foram excluidos das
andlises. Portanto, foram analisadas as médias dos trés dias de teste, e também
somente a média dos 2 ultimos dias. A diferenca média no tempo de queda entre os
animais HM x HS é de mais de 30 segundos para o primeiro dia de teste, e de mais
de 20 segundos para o terceiro dia, sugerindo que uma diferenca significativa
podera ser observada com o aumento da amostra, o que poderia confirmar dados
anteriores de nosso laboratorio que demonstram que HI diminui a motricidade
(comparacdo entre os grupos SS x HS) e sugerir efeitos neuroprotetores da
administracdo de MK801 (comparacéo entre os grupos HS x HM).

Observamos um efeito significativo do procedimento cirargico (HI x SHAM)
sobre o desempenho motor das patas traseiras, tanto esquerda quanto direita no
teste de caminhada sobre barras, enquanto a administracdo de MK801 néo afetou o
desempenho em nenhum dos grupos. Os escores das patas traseiras foram
menores no grupo HIPOXIA do que no grupo SHAM, demonstrando pior
performance. Para a realizacdo deste teste, os animais lancam mao de pistas
visuais, propriocepcao, equilibrio, fungcdes neurais que ndo sao propriamente
motoras. Mazur et al.,, em 2010 (mesmo grupo de Robinson, que descreveu o
modelo utilizado neste estudo) observaram que animais HI adultos, apresentam
desempenho inferior quando comparados aos animais SHAM e aqueles que
receberam altas doses de eritropoetina entre P1-P5 apresentaram melhores
resultados neste teste, em comparacdo aos animais que receberam solucéo salina.
Os autores reportaram apenas os dados do niumero de erros, mas nao 0S escores.
Em nosso estudo, ndo observamos as mesmas diferencas entre 0s grupos em
relacdo ao numero de erros, porém as diferencas nas idades dos animais testados,
na espessura e na montagem das barras podem ter grande influéncia sobre os
resultados. Observamos também que os animais do grupo HI ddo menos passos do
que os do grupo SHAM para atravessar o aparelho. Os efeitos da HI parecem estar
mais relacionados a alteragbes no padrédo de caminhada. Roedores apresentam
diferencas no caminhar, explorando o ambiente com a parte anterior do corpo e
andando aos saltos com as pernas traseiras. Este tipo de caminhada parece estar
alterado nos animais HI, a julgar pelo menor nimero de passos para cruzar o
aparelho.

Observamos que o0s animais que receberam MKB801 apresentam maior

variacdo das passadas do que os que receberam solucéo salina, e que estes nao
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dependiam do procedimento cirdrgico. Mazur et al. observaram que, em ratos
adultos (P90) que passaram por HI, o comprimento da passada era menor que nos
animais SHAM (Mazur et al., 2010). Ratos que passaram por ligadura permanente
unilateral das artérias uterinas em E17 (Maxime-Delcour et al., 2011) apresentam
alteracdes cinéticas durante a marcha, como comprimento, amplitude, velocidade e
angulacdo das juntas, apesar de parecerem normais na roda giratéria (“treadmill
locomotor test”). Interessante neste estudo foi a observacdo de que animais SHAM
apresentavam maior variabilidade na passada que animais isquémicos com 30 dias
de vida, enquanto com 65 dias os resultados se invertiam, sugerindo que entre as
idades estudadas a aquisicdo de habilidades motoras ainda estd em
desenvolvimento, o que reforca que a idade dos animais a serem avaliados é uma
variavel importante a ser considerada.

Nossos resultados demonstraram que a hipdxia-isquemia prenatal altera o
padrdo de desenvolvimento do cerebelo além de levar a alteracdes comportamentais
em ratos jovens adultos. A administracdo de MK801 reverte parte dos danos
celulares causados pela HI. Entretanto, ndo conseguimos demonstrar uma
recuperagéo funcional com o protocolo de administragdo de MK801 utilizado neste
estudo, o que sugere que estudos adicionais sdo necessarios para a melhor

compreensao dos efeitos da inibicdo do receptor NMDA neste modelo de leséo.
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5 CONCLUSOES

Nossos resultados nos levam a concluir que:

a)

b)

c)

d)

f)

g)

HI altera o desenvolvimento da arborizacdo dendritica das células de
Purkinje em animais P9. A administragdo de MK801 n&o reverte este
efeito, e € neurotoxica quando administrada em animais que nao
sofreram eventos de HI, reforcando que a modulacdo dos receptores
NMDA é importante para a arborizagdo dendritica, mas ndo € o Unico
fator importante afetado pela Hl;

HI altera a distribuicdo do transportador de glutamato GLAST na glia
de Bergmann. A administracdo de MK801 reverte parcialmente esta
alteracao, o que reforca que outros mecanismos estejam envolvidos na
modulacédo da distribuicdo do transportador GLAST;

Animais HI apresentam maior numero de progenitores de
oligodendrocitos apdés administracdo de MK801, o que sugere que 0
MK801 mantem a capacidade proliferativa desses progenitores por
mais tempo;

A administragdo de MK801 reverte parcialmente os efeitos da HI sobre
a expressao/distribuicdo da MBP;

Tanto a HI quanto a administracdo de MKB801 exercem efeitos
importantes sobre varios aspectos do comportamento. No teste do LCE
e no ROTAROD nao observamos efeitos da HI e/ou da administracéo
de MK801,

HI altera o desempenho motor no teste de caminhada sobre barras e a
administracdo de MK801 ndo demonstrou nenhum efeito neste teste.
N&o observamos efeitos da HI nos testes do comprimento da passada
e do campo vazado, enquanto varios efeitos foram observados com a
administracao de MK801;

O conjunto dos resultados observados no leva a concluir que o regime
de administracdo e a dosagem utilizada neste estudo precisam ser
ajustadas para melhor compreender tanto os efeitos da HI quanto da

inibicdo do receptor NMDA nesse modelo de HI perinatal.
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