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RESUMO

FERRAZ, Marcia Martins Dias. Efeitos da hipoxia-isquemia perinatal sobre o
comportamento motor, distribuicdo da Tirosina Hidroxilase na substancia negra e
da NADPH diaforase no hipocampo durante o desenvolvimento em ratos. 2010.
119 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A hipdxia isquemia (HI) pré-natal € uma das principais causas de
mortalidade e doencas neuroldgicas crénicas em neonatos, que podem
apresentar déficits permanentes como: retardamento, paralisia cerebral,
dificuldade de aprendizado ou epilepsia. Estes prejuizos, provavelmente, estédo
relacionados com o atraso no desenvolvimento neural, astrogliose e com a perda
de neurdnios e oligodendrocitos. Déficits funcionais e cognitivos estéao
associados a degeneracdo de vias dopaminérgicas e de estruturas hipocampais.
A enzima tirosina hidroxilase (TH) € a enzima limitante na sintese de dopamina e
seus niveis sdo alterados em eventos de HI. O 6xido nitrico (NO) é um géas
difusivel que atua modulando diferentes sistemas, participando de eventos como
plasticidade sinaptica e neuromodulacdo no sistema nervoso central e é
produzido em grandes quantidades em eventos de injuria e inflamacao, como é
o caso da HI. O presente estudo teve por objetivos avaliar, utilizando o modelo
criado por Robinson e colaboradores em 2005, os efeitos da HI sobre o
comportamento motor e avaliar o desenvolvimento de estruturas encefélicas
relacionadas a este comportamento como a substéncia negra (SN) e o complexo
hipocampal. A HI foi induzida a partir do clampeamento das artérias uterinas da
rata gravida, por 45 minutos no décimo oitavo dia de gestacdo (grupo HI). Em
um grupo de fémeas a cirurgia foi realizada, mas ndo houve clampeamento das
artérias (grupo SHAM). A avaliacdo do comportamento motor foi realizada com
os testes ROTAROD e de campo aberto em animais de 45 dias. Os encéfalos
foram processados histologicamente nas idades de P9, P16, P23 e P90, sendo
entdo realizada imunohistoquimica para TH e histoquimica para NADPH
diaforase (NADPH-d), para avaliacdo do NO. Nossos resultados demonstraram
reducdo da imunorreatividade para a TH em corpos celulares na SN aos 16 dias
no grupo HI e aumento na imunorreatividade das fibras na parte reticulada aos
23 dias, com a presenca de corpos celulares imunorreativos nesta regido no
grupo HI. Demonstramos também aumento do niumero de células marcadas para
NADPH-d no giro dentado nos animais HI, nas idades analisadas, assim como
aumento na intensidade de reacédo no corno de Ammon (CAl e CA3) aos 9 dias
no grupo Hl, e posterior reducdo nesta marcagédo aos 23 e 90dias neste mesmo
grupo. Nos testes comportamentais, observamos diminuicdo da atividade motora
no grupo HI com uma melhora do desempenho ao longo dos testes no
ROTAROD, sem entretanto atingir o mesmo nivel do grupo SHAM. Os animais
HI ndo apresentaram maior nivel de ansiedade em relagdo ao grupo SHAM,
descartando a hipotese das alteracdes observadas nos testes de motricidade
estarem relacionadas a fatores ansiogénicos. O modelo de clampeamento das
artérias uterinas da fémea se mostrou uma ferramenta importante no estudo das
alteracbes decorrentes do evento de HI pré-natal, por produzir diversos
resultados que séo similares aos ocorridos em neonatos que passam por este
evento.

Palavras-chave: Tirosina. Monooxigenase. NADPH desidrogenase. Hipocampo
(Cérebro). Oxido nitrico. Substancia negra. Teste de desempenho do Rota-
Rod.



ABSTRACT

Perinatal hypoxia-ischemia (HI) is one of the major causes of mortality and
chronic neurological diseases in newborns that can show permanent effects such as
mental retardation, cerebral palsy, learning difficulty and epilepsy. It is probable that
these impairs may be related to a delay in the neural development, astrogliosis and
to the death of neurons and oligodendrocytes. Cognitive and functional deficits are
related to degeneration of dopaminergic pathways and hippocampus. The enzyme
tyrosine hydroxylase (TH) is a limiting step in the dopamine synthesis and its levels
are impaired in HI insults. Nitric oxide (NO) is a diffusible gas that acts by modulating
different systems and participates in several phenomena such as synaptic plasticity
and neuromodulation in the central nervous system and is produced in higher levels
in events of injury and inflamation as in the case of HI. This study aimed to evaluate
the effects of HI on the motor behavior and to evaluate the development of brain
structures related to this behavior as the substantia nigra (SN) and the hippocampal
complex, using the model developed by Robinson and colleagues in 2005. HI was
induced by clamping the uterine arteries of pregnant rats, for 45 minutes, on the
eighteenth day of gestation (group HI). In a group of females, the surgery was
performed, but no clamping of the arteries (group SHAM) was made. Assessment of
motor behavior was performed with the ROTAROD test and open field test in animals
of 45 days (P45) of age. The brains were processed histologically at ages P9, P16,
P23 and P90, and then submitted to immunohistochemistry for TH and NADPH
diaphorase (NADPH-d) histochemistry for evaluation of NOS. Our results
demonstrated an apparent decrease in TH immunoreactivity in cell bodies in the SN
at P16 in the HI group and an increase in immunoreactivity of the fibers in the SN
pars reticulata at P23 with the presence of TH immunoreactive cell bodies at this
same region in the HI group. We also showed an increase in the number of NADPH-
d stained cells in the dentate gyrus in the HI group, at all ages, as also an increase in
the intensity of staining in the Ammon’s horn (CA1 and CA3) at P9 in the HI group
and, after that, a decrease in this staining at P23 and P90 in this same group. In the
behavioral tests we observed a decrease in the motor activity in the HI group with a
partial recovery all over the several sessions in the ROTAROD test, however this
group did not reach the same performance as the SHAM group. HI animals did not
show a higher level of anxiety when compared to SHAM animals, ruling out the
hypothesis that anxiogenic factors may be impairing the results in the motor behavior
tests. Our results showed that the model of uterine arteries clamping could be an
important tool in the study of the effects of perinatal HI, by producing several
consequences that are very similar to the effects observed in newborn children who
suffered an HI event.

Keywords: tyrosine hydroxylase, NADPH diaphorase, hippocampus, nitric oxide,
substantia nigra, ROTAROD
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INTRODUCAO

Lesbes cerebrais podem acarretar inUmeros e diferentes danos ao individuo,
e 0s prejuizos ocorrem de acordo com a natureza da lesé@o, da area afetada, da sua
extensdo, e do momento no desenvolvimento. Estudos clinicos e experimentais
demonstram que a diminuicdo do aporte de oxigénio na gestacdo, a hipoxia
isquemia pré-natal (HI), acarreta a longo prazo, diversos prejuizos a crianca — e mais
tarde ao adulto — como a hiperatividade, dificuldade de concentracao, dificuldade de
aprendizado, déficit de memoéria e outros danos mais graves, como a epilepsia e a
paralisia cerebral (PC) (Gross e col.,1993; Filloux e col.,1996; Du Plessis e col.,
1997). Essas consequéncias sdo provavelmente devido ao atraso no
desenvolvimento neural, astrogliose, a perda de neurbnios e oligodendrocitos
(Marin-Padilla, 1997; 1999; 2000).

A HI é a segunda principal causa de mortalidade e doencas neuroldgicas
cronicas em neonatos, perdendo apenas para a sindrome da angustia respiratoria
do recém-nascido (SARRN anteriormente chamada de doenca da membrana
hialina). A asfixia sistémica pré-natal pode ocorrer tanto por um processo mecanico
como por outros fatores entre eles o tabagismo materno, anemia, hipotenséao,
gestacdes multiplas e uso de drogas (Pundik e col., 2006). Existem trabalhos que
relacionam também o estresse durante a gravidez com altera¢cdes na morfologia do
sistema nervoso central (SNC) demonstrando que podem ocorrer lesdes de regides
hipocampais, através da perda de neurbnios piramidais, apds a exposicao de niveis
elevados de corticosteréides (McEwen e col., 1999; Souza e col., 2000). Estresse,
ou administracdo de glicocorticéides, ocorrido no periodo pré-natal tem recebido
muita atencdo nas ultimas décadas por serem fatores que contribuem para o atraso
do desenvolvimento do aprendizado, e para as desordens afetivas e esquizofrenia
(para revisédo: Kofman, 2002).

Estudos epidemioldgicos indicam que de dois a quatro recém-nascidos em mil
nascimentos passaram por um evento de asfixia sistémica. E em recém-nascidos
prematuros (ou baixo peso) a incidéncia de asfixia € de 60%. De 20 a 50% dos
bebés que passaram pelo evento de hipoxia exibem encefalopatias durante os seus

primeiros meses de vida. Dos que sobrevivem, mais de 25% exibem déficits
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neurofisiolégicos permanentes como: retardamento, paralisia cerebral, dificuldade de
aprendizado ou epilepsia (Vanucci, 1997).

A paralisia cerebral pode ser definida como qualquer comprometimento das
funcdes neuroldgicas, sem indicios de progressdo, e caracterizada por evidentes
déficits motores. Pode afetar um Unico membro, um lado do corpo (hemiplegia
espastica) ou ambos os bragos e pernas (quadriplegia espastica). A paralisia
cerebral apresenta uma forma discinética, que € caracterizada pela distonia, isto €,
movimentos involuntarios continuos, repetidos e lentos devido a uma contratura
muscular que pode causar “congelamento” no meio de uma ag¢do. Esses prejuizos
na motricidade estdo frequentemente associados com a degeneracdo das vias
dopaminérgicas e patologias dos ganglios da base, mais particularmente do estriado
(para revisdo: Burke e col., 1991).

Através da caracterizacdo de modelos in vitro e in vivo para o estudo dos
efeitos e mecanismos da Hl, foi possivel desenvolver, ao longo das décadas, vérias
intervencdes farmacolégicas que amenizaram as neuropatologias ocorridas apos
uma injaria no desenvolvimento, ou na fase adulta, incluindo o uso de
glicocorticéides (Nelson, 2003), antagonistas de receptores glutamatérgicos (Mc
Donald e col., 1987), inibidores de radicais livres, bloqueadores de canais de célcio
entre outros (Altman e col.,1984; Gunn e col., 1989; Barks e col., 1991; Palmer e
col., 1993; Hagberg e col., 1994).

Portanto € de extrema importancia se obter informacfes sobre o evento de Hi
através de modelos que elucidem os mecanismos da lesdo como as vias de
neurotransmissores envolvidas que podem estar alteradas e suas consequéncias,
visando o desenvolvimento de futuras terapéuticas mais eficazes - ou preventivas -

gue minimizem os danos ocorridos no SNC do individuo.
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1 MODELOS DE HIPOXIA ISQUEMIA

O classico modelo de HI obtido pela oclusédo unilateral das artérias carotidas
no rato adulto foi criado por Levine em 1960 (Levine, 1960). Mais tarde, Rice e
colaboradores (Rice e col., 1981), modificaram o modelo animal criado por Levine e
a oclusdo passou a ser feita no sétimo dia pds-natal. Os danos ocorrem
restritamente ao hemisfério ipsilateral, e sdo observados no cortex cerebral,
subcortical e substancia branca periventricular, estriado e hipocampo. Diversos
pesquisadores passaram a utilizar este modelo para verificar as consequéncias das
lesbes na plasticidade cerebral durante o desenvolvimento (Silverstein e Johnston,
1984; Romijn e col., 1992), na neurotoxicidade glutamatérgica (Silverstein e col.,
1991; Gordon e col.,, 1991), da neurotoxicidade do Oxido nitrico (Ferriero e col.,
1988; 1995) e nos sistemas de neurotransmissores durante o evento de HI (Burke e
col., 1991; Romijn e col., 1992).

Dados epidemiolégicos mostram que uma das consequéncias da HI perinatal
€ aumentar o risco de epilepsia no decorrer da vida do individuo. Primeiramente foi
verificada a participac@o de interneurénios GABAérgicos inibitérios como a possivel
causa de epilepsia em macacos em estagios iniciais de vida (Sloper e col.,1980). Em
1992 através do modelo de oclusdo de car6tida, Romjn e colaboradores
demonstraram que apds a primeira semana de hipéxia pode ocorrer uma
degeneracéao preferencial destes neurénios e/ou a perda de imunorreatividade para
GABA, considerando o fato que estas células podem mudar a imunorreatividade de
acordo com seu estado metabdlico funcional.

Przedborski e colaboradores (1991) avaliaram, através do modelo de ocluséo
unilateral da carétida no sétimo dia poés-natal, os efeitos da HI nos niveis de
dopamina e seus metabdlitos, bem como nos receptores dopaminérgicos D1 e D2 e
na recaptacdo neuronal de dopamina. Os autores observaram um decréscimo na
marcacdo, para as duas familias de receptores, nos locais onde ocorreram as
lesdes, sobretudo no estriado. Esse dado pode ser interpretado como uma
consequéncia da perda de neurbnios apos a injuria. A lesdo do estriado é
caracterizada por uma diminuicdo da regido que pode estar associada a gliose,
perda neuronal e anormalidade da bainha de mielina. Em compensacé&o, ndo houve
efeitos significativos nos niveis de dopamina e seus metabdlitos sugerindo que as

estruturas pré-sinapticas dopaminérgicas foram preservadas.
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Em um outro modelo de HI pré-natal criado por Bjelke e colaboradores (1991),
0s cornos uterinos da fémea séo 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
sdo removidos e reanimados. O rato que é servido de controle é retirado por
cesariana antes desse procedimento. Através desse modelo foi verificado um
aumento no numero de corpos celulares imunorreativos para a tirosina hidroxilase
(TH) na zona compacta da substancia negra (SN). O aumento do numero de
neurénios dopaminérgicos marcados foi associado ao aumento da expressao do
gene do fator basico de crescimento de fibroblasto (bFGF) tanto na SN quanto na
area tegmental ventral (ATV) (Andersson e col.,, 1995). Em 2002, também foi
observado que um insulto de andxia, em estagios iniciais de vida, tem efeito ao
longo prazo na expressédo de astrécitos e de bFGF, e influencia na neuro-adaptacao
ao estresse na vida adulta (Flores e col., 2002)

Gross e colaboradores (2005) observaram através do modelo de Bjelke a
plasticidade dos sistemas dopaminérgicos mesoestriatal e mesolimbico pés-asfixia.
A asfixia produziu um aumento nos niveis de RNAm para TH nas regides da SN e
ATV logo ap6s o nascimento (6 horas) e uma semana depois, mas ndao apos um dia
(24 horas). Nas projecdes limbicas e no estriado, os niveis de RNAm para TH néo se
alteram apdés o nascimento mas aumentam apds uma semana. Esses dados
mostram que os niveis de RNAm para TH possuem especificidade de acordo com a

regido e com o tempo poés-leséo.
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2 O MODELO DE CLAMPEAMENTO DAS ARTERIAS UTERINAS EM E18

No modelo em que se baseia nosso estudo, criado por Robinson e
colaboradores em 2005, a HI foi induzida a partir do clampeamento das artérias
uterinas da rata gravida no décimo oitavo dia de gestacdo (E18), por 15 a 45
minutos, reduzindo assim o aporte de oxigénio aos fetos. A gestagao do rato Wistar
tem aproximadamente vinte e dois dias. Os resultados demonstraram astrogliose na
substancia branca, morte de oligodendrécitos, e ruptura axonal tanto na substancia
branca como no cortex cerebral (Robinson e col.,, 2005), alteracbes que séao
similares as observadas em cérebros humanos que passaram por hipoxia perinatal
(Marin-Padilla,1997; 1999). Uma hipo6tese para as complicacdes ocorridas apés a
lesdo € a vulnerabilidade das linhagens celulares de oligodendrécitos em
desenvolvimento (Kinney e Back, 1985) ao aumento de radicais livres (Volpe, 2001;
2003), ao aumento anormal da expressdo de citocinas pro-inflamatérias (Leviton,
1997; Baud e col., 1999; Dammann e Nelson e col., 2003) e da toxicidade excitatoria
glutamatérgica (Kavanaugh e col., 2000; Tekkok e Golberg, 2001; Itoh e col., 2002).

Morfologicamente, 87% dos ratos jovens que foram submetidos a isquemia
tém lesdo na substancia branca detectavel em sec¢des coronais. Mas, dentre estes
animais, nem todos possuem a mesma severidade de lesdo: 27% possuem lesdes
leves, 33% moderadas e 27% les@es cisticas severas (Robinson e col., 2005).

Embora existam outros modelos de lesdo 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 terco / inicio do ultimo trimestre de
gestacdo humano (Back e col.,, 2001), e que provavelmente sdo uma causa
importante de nascimentos prematuros e de baixo peso (Pundik e col., 2006). Este
modelo, portanto, pode mimetizar os efeitos estruturais e funcionais de uma leséo
ocorrida neste periodo, e ser utilizado para a compreensdo dos mecanismos
envolvidos nas alteragfes celulares como também na verificacdo das mudancas nos
sistemas de neurotransmissores envolvidos com o controle motor, com o0

aprendizado, e com a memoaria.
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3 TESTES COMPORTAMENTAIS COMO FERRAMENTA PARA O ESTUDO DA HI

Existem poucos trabalhos feitos em modelos animais experimentais a respeito
das alteragcbes comportamentais relacionados as perdas sensorias, motoras e
cognitivas, apdés um insulto de asfixia. Em 2005, Spandou e colaboradores
verificaram as consequéncias da HI em ratos recém-natos através de testes
comportamentais. Os autores também observaram os efeitos neuroprotetores da
eritropoietina, uma citocina que atua no sistema nervoso central ativando proteinas
cinases especificas, inibindo a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
de glutamato, modulando neurotransmissores, atenuando a apoptose e estimulando
a angiogénese. Os ratos submetidos ao insulto HI apresentaram déficit motor em
diversos testes comportamentais como o teste do cilindro giratério (ROTAROD), o
placing limb e o grip test. A Eritropoietina administrada sete dias antes do insulto Hl,
ou mesmo imediatamente apods, ofereceu uma neuroprotecdo significante,
atenuando concomitantemente o déficit motor observado nos testes
comportamentais (Spandou e col., 2005).

No estudo pioneiro do uso do modelo de HI utilizado nesta tese, Robinson e
colaboradores demonstraram que ratos jovens e adultos submetidos ao insulto
isquémico apresentam déficit motores persistentes, em relacdo ao controle, apés
avaliacao no teste de campo aberto (open-field) e no teste Stride lenght (Robinson e
col., 2005). Segundo os autores, estes achados seriam consistentes com o0 modo de
andar espastico de criancas que desenvolveram paralisia cerebral. Entretanto, ndo
h4 dados na literatura relacionando as possiveis alteracbes no sistema
dopaminérgico nigroestriatal e as alteragbes funcionais observadas em animais
submetidos a este modelo de HI.

Mais recentemente, Girard e colaboradores, utilizando outro modelo de HI,
observaram decréscimo para a marcagao da TH em corpos celulares e em neuritos
nos animais experimentais em relagdo ao grupo controle, associado a redugédo da
atividade locomotora no ROTAROD (Girard e col., 2009). No modelo utilizado por
Girard e colaboradores, os animais sofreram oclusédo unilateral irreversivel de
carotida em P1, além de que, durante a vida pré-natal, suas genitoras foram

infectadas com endotoxina bacteriana.
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4 SISTEMA DOPAMINERGICO CENTRAL

4.1 As vias dopaminérgicas

Os neurdnios dopaminérgicos sdo encontrados nas seguintes posicoes
listadas a seguir da regido caudal para a rostral. Os corpos celulares localizados no
mesencéfalo ventral sdo divididos em dois ndcleos: Substancia Negra Compacta
(A9) e a Area Ventral do Tegmento Mesencefalico (A10). Neurdnios dopaminérgicos
localizados nestas areas sdo, provavelmente, uma aquisicdo recente das aves e
mamiferos na escala evolutiva dos vertebrados, em comparacdo com neurdnios
dopaminérgicos da retina, bulbo olfatério e hipotdlamo que s&o encontrados em
todos os animais, em regibes cerebrais equivalentes (Smeets e Reiner, 1994,
Smeets e Gonzalez, 2000).

No encéfalo do rato, o grupo de células dopaminérgicas mesencefalicas €
composto de 45.000 neurbnios, 5% dos quais estdo localizadas na regido A8 e as
restantes, estdo divididas igualmente entre as regiées A9 e A10 (German e Manaye,
1993). Na regido A9 a maioria das células é encontrada na parte compacta da
substancia negra, mas aproximadamente 8% destas localizam-se na parte reticulada
da substancia negra. Essas equivaléncias sdo aplicaveis ao encéfalo humano que
contém em torno de 590.000 neurdnios na regido mesencefalica, nas primeiras
quatro décadas de um individuo normal (Vernier e col., 2004).

Corpos de neurbnios encontrados no diencéfalo do rato compreendem as
regibes All a A1l5 com aproximadamente 1000 células. Os grupos de neurdnios
localizados no hipotalamo posterior compreendem a All, e na Zona Incerta do
Talamo ventral, area A13 (Dahlstrom e Fuxe, 1996). No telencéfalo, existem corpos
de neurbnios em duas regides: A16 onde se encontra o grupo dos interneurénios
periglomerulares do bulbo olfatério; e A17, o grupo de interneurénios amacrinos da
retina (Skagerberg e col.,, 1984). Desses grupos de neurbnios, projecdes sao
enviadas a regido alvo a ser inervada, dividindo basicamente o sistema
dopaminérgico em dois grandes sistemas: 0 sistema mesotelencefalico, que
apresenta pericarios localizados no mesencéfalo que enviam seus axbnios a
diferentes estruturas telencefalicas; e o sistema diencefélico, constituido por vias

curtas, intrinsecas ao hipotalamo.
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O sistema mesotelencefélico pode ser dividido em trés vias ascendentes,
denominadas respectivamente: via nigroestriatal, via mesocortical e via mesolimbica.
Tem sido proposto a existéncia de vias dopaminérgicas mesohipocampais, cujos
corpos celulares localizam-se tanto na substancia negra, quanto no tegmento
mesencefalico, e cujas fibras projetam-se para o hipocampo, com papel importante
na atencdo e no aprendizado motor (Gasbarri e col., 1997). O sistema diencefalico é

constituido pelas vias tuberoinfundibular, meduloperiventricular e incertohipotalamica
(Graeff e col., 1999). (Figura 1.1)
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Figura 1 — Projecdes dos diferentes grupos celulares dopaminérgicos vistos em plano sagital no
encéfalo adulto de ratos. Amyg — amygdala; GP - globus pallidus; NA - nucleus accumbens .A area
A9, em vermelho, corresponde a substancia negra compacta, seus neurdnios projetam-se ao estriado
(ntcleo caudado e putamen) formando a via nigroestriatal. A area 10, em verde, corresponde a area
tegmental ventral que envia projecdes para o cortex pré-frontal formando a via mesocortical e, para o
sistema limbico, amigdala, tubérculo olfatorio e niicleo accumbens. Conexdes adicionais da area A10
séo formadas com as do tdlamo e do hipocampo. Regifes All a A15 do diencéfalo fazem projecbes
para a medula e pituitaria. A regido Al16 do telencéfalo consiste no grupo dos interneurdnios
periglomerulares do bulbo olfatério. Area 17, os interneurdnios amacrinos da retina foram omitidos da
figura. (modificado de Prakash e Wurst, 2006)
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4.1.1. Sistema mesotelencefalico

A via nigroestriatal € parte do sistema nervoso extrapiramidal e participa do
controle dos movimentos (para revisdo: Graeff e col., 1999; Stahl, 2002). Possui
corpos celulares situados na substancia negra, mais precisamente na regiao A9, que
enviam projecdes para a regido dos ganglios da base (estriado dorsolateral e
caudado putamen). O papel desta via esta relacionado com a iniciacéo e a execucao
de movimentos voluntarios. A sua degeneracdo estd associada a doenca de
Parkinson. O uso de antipsicoticos classicos, que bloqueiam receptores
dopaminérgicos estriatais, pode ocasionar em médio prazo um parkinsonismo
farmacoldgico e a longo prazo a discinesia tardia (Zhang e col., 2002; Stahl, 2002).

A via mesolimbica e a via mesocortical possuem neurdnios situados na regido
ventral do tegmento mesencefalico, area A10. A via mesolimbica envia projecdes
para as diferentes estruturas do sistema limbico, como a amigdala, o tubérculo
olfatério e, sobretudo, para o nucleo accumbens. O papel desta via envolve o
controle de comportamentos emocionais, do sistema de recompensa cerebral, do
comportamento sexual, do comportamento de esquiva a estimulos nocivos, da
dependéncia de drogas e também participa da regulacdo do comportamento de
comer e beber (Branddo, 1995; Hull e col., 1997). A hiperatividade desta via esta
relacionada a disturbios psicéticos tais como a esquizofrenia, e pode ser induzida
pelo uso de farmacos psicoestimulantes que produzem delirios e alucinacdes, como,
por exemplo, anfetaminas e o ecstasy (Zhang e col., 2002; Stahl, 2002). Os
neurdnios da via mesocortical fazem projecdes ascendentes ao cortex pré-frontal e
também participam juntamente com a via mesolimbica, da modulacdo e controle da
cogni¢do, da emocgéao e do comportamento de recompensa.

Por diversos anos a presenca da inervacdo do sistema dopaminérgico no
hipocampo foi controversa. Inicialmente se acreditava que a presenca desta, se
devia apenas pela biossintese de noradrenalina, devido as baixas concentracfes de
dopamina obtidas, comparadas ao estriado (para revisdo: Gasbarri e col., 1997).
Anos mais tarde, Wyss e col., 1979 demonstraram evidéncias da existéncia de uma
via mesohipocampal. Neste estudo, foram feitas seguidas injecoes de peroxidase de
raiz forte (HRP) no hipocampo. Células marcadas foram encontradas na area
tegmental ventral e na substancia negra compacta. Para a caracterizacao, e

posterior evidéncia, dos neurbnios mesencefalicos que faziam projecdo ao
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hipocampo, foi utilizada a combinacdo de tragadores fluorescentes e
imunofluorescéncia (Swanson, 1982). Com os resultados dessa pesquisa, que
utilizava combinacdo simultdnea de um protocolo para marcacdo da TH nos
neurénios dopaminérgicos mesencefalicos e o “true blue”, um transportador
retrogrado, houve a evidéncia definitiva da existéncia da via dopaminérgica
mesohipocampal. Injecdes de true blue nas regides CAl, CA3 e no giro dentado
(GD) resultaram em marcacdo retrégrada de DA nas regides A9 e Al0. A
degeneracdo dos aferentes dopaminérgicos obtida pela injecdo de 6-OHDA
intrahipocampal levou a um severo decréscimo nos niveis dopaminérgicos na
formagdo hipocampal dorsal de ratos, que foram pré-tratados com
desmetilimipramina para prevenir a destruicdo de terminais noradrenérgicos. Esses
resultados indicam que uma parte das aferéncias hipocampais sdo dopaminérgicas
(Itoh e Uchumura, 1981; Muzzio e col., 2009). Scatton e colaboradores (1980)
sugeriram que a maioria das aferéncias hipocampais dopaminérgicas originam das
regides A9 — A10. Em um modelo de injuria cerebral controlada (Kobori e Dash,
2006), a administracdo de uma Unica dose de SCH23390, antagonista
dopaminérgico seletivo do receptor D1, reverteu o déficit de memdédria em ratos
verificado no teste comportamental “Morris Water Maze”. Este efeito foi relacionado
pelos autores a supressdo da expressdo de GAD67 nos cértices pré-limbico e
infralimbico do cértex pré-frontal medial. Em 2005, Addy e colaboradores verificaram
gue a clozapina, um antipsicotico atipico, também melhorava a memaria operacional
em ratos normais e em ratos com lesdo no hipocampo, mais restritamente na

fimbria-férnix.

4.1.2 Sistema diencefélico

A via incertohipotalamica e a via tuberoinfundibular exercem fung&o no
controle neuroenddcrino (Ben-Jonathan e Hnasko, 2001). A via incertohipotalamica é
constituida por um pequeno grupo de células localizado na regido rostral da zona
medial incerta, area A13. Esta via ira inervar o nucleo periventricular (PVN) e a area
pré-optica medial do hipotdlamo (APOM) que esta relacionada ao controle do
comportamento sexual masculino (Bitran e col., 1988; Pehek e col., 1988; Damsma
e col., 1992; Giuliani e Ferrari, 1996; Hull e col., 1997; Giuliano e Allard, 2001) e na

regulacéo da liberacdo do hormdnio gonadotropina (GnRH). A via tuberoinfundibular
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é responsavel pela secrecdo de prolactina. Constituida por dois grupos de células
localizados na regido da Al2 (nacleo arqueado) e Al4 (ndcleo periventricular
rostral), que faz projecdes a pituitaria (para revisao: Ben-Jonathan e Hnasko, 2001;
Hnasko e col., 2007).

4.2 Dopamina: sintese e metabolismo

A dopamina (DA), a noradrenalina (NE) e a adrenalina (EP), sdo os
neurotransmissores catecolaminérgicos presentes no sistema nervoso central dos
vertebrados. S&o sintetizados por uma via de biossintese comum, a partir do
aminoacido L-tirosina, que é transportado ativamente para a célula através de um
carreador especifico. No citoplasma, o aminoacido € convertido a 3,4-dihidroxi-L-
fenilalanina (L-DOPA) pela enzima chave da reacdo, a tirosina hidroxilase. A 3,4-
dihidroxifeniletilamina (dopamina) é a precursora para as demais catecolaminas, e é
formada na segunda etapa da reacao, através da descarboxilagdo da L-DOPA pela
enzima descarboxilase de L-amino&cido aromético.

A dopamina do citoplasma, ap0s ser sintetizada, é armazenada no interior de
granulos ou em vesiculas sinapticas, através de um transportador pouco seletivo, ou
pode ser metabolizada pela monoamino oxidase (MAO) das mitocondrias,
resultando no acido di-hidroxifenilacético. A chegada do impulso nervoso faz com
gue algumas vesiculas coalescam com a membrana pré sinaptica, liberando a DA
na fenda. Sua liberacdo é dependente da entrada de Ca?' através de canais
dependentes de voltagem. Uma vez na fenda sinaptica, a DA pode atuar em
receptores pos e pré sinapticos ou pode ser recaptada através de um transportador
extremamente seletivo localizado na membrana neuronal. A DA pode ainda ser
metabolizada por enzimas extraneurais como a MAO e pela catecol-orto-metil
transferase (COMT) resultando na formacdo do acido homovanilico (para reviséo:
Stahl, 2002).

Os cinco receptores dopaminérgicos conhecidos sdo metabotropicos e
divididos em duas familias: D1-simile (receptores D1 e D5); e D2-simile (D2, D3 e
D4). Os receptores pré-sinapticos conhecidos sao do tipo D, e estdo localizados
tanto nos terminais axonais, quanto nos corpos celulares. Quando ativados,
promovem um feedback negativo por inibir a sintese e liberacdo de dopamina
(Graeff e col., 1999; Undie e col., 2000; Stahl, 2002; Baldessarini e Tarazi, 2007). Os
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receptores pos sinapticos conhecidos podem ser tanto da familia D;-simile como da
familia D,-simile. Os receptores dopaminérgicos D; e Ds ativam por meio da proteina
Gs a enzima adenilato ciclase, aumentando os niveis citosolicos de AMPc. O
principal efeito conhecido deste segundo mensageiro € promover a inducdo de uma
enzima cinase especifica, denominada proteina cinase A (PKA). Esta, por sua vez,
promove fosforilagdo de diferentes proteinas intracelulares, incluindo canais idnicos,
fatores de transcricdo génica e receptores (Graeff e col., 1999; Undie e col., 2000;
Stahl, 2002; Baldessarini e Tarazi, 2007). Os receptores da familia D,-like inibem,
por meio da proteina Gi a mesma enzima resultando na diminuicdo nos niveis de
AMP¢, na reducdo da atividade da PKA e, em ultima analise, na suspensdo da
corrente de Ca®" e ativacéo das correntes de K* (Graeff e col., 1999; Undie e col.,
2000; Stahl, 2002; Baldessarini e Tarazi, 2007). Kostic e colaboradores, em 1991,
observaram que ap6s um evento de HI, houve um decréscimo na marcagao para as
duas familias de receptores nos locais onde as lesdes ocorreram, sobretudo na
regido do estriado.

Assim como os demais neurotransmissores monoaminérgicos, a dopamina
apresenta localizacdo bastante especifica no sistema nervoso central (SNC) e
desempenha um papel importante na regulacdo de diferentes funcdes
neurobioldgicas. Em muitos sistemas, a dopamina regula a transmissdo de ambos
0S neurotransmissores aminoacidos: glutamato e acido y-aminobutirico (GABA).
Leveque e colaboradores (2000) demonstraram que, em culturas de células do
estriado, a ativacao de receptores D, e D; respectivamente pela dopamina inibe e

favorece a ativacéo dos receptores NMDA glutamatérgicos.

4.2.1 Tirosina hidroxilase

A TH tem sido largamente utilizada em estudos como um marcador molecular
de neurbnios dopaminérgicos, por ser a primeira enzima da via de biossintese e
ponto de regulacdo das catecolaminas. Sua estrutura quimica espacial é formada
por um tetrdmero com subunidades idénticas pesando cada uma delas 60 KDa
aproximadamente, (Weiner e Molinoff, 1994). A TH utiliza o oxigénio molecular e
tetrahidrobiopterina (BH4) para catalisar a adicdo de um grupo hidroxila na posicéao

meta do anel aromético do aminoacido L-tirosina, formando L-DOPA, dihidropterina
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e H,O. A TH € uma enzima sollvel localizada no citosol de processos neurais e esta
presente apenas em células que sintetizam catecolaminas.

Existem diversos mecanismos de regulacdo da atividade e da expressao da
TH: a regulacdo alostérica, a regulacdo por fosforilagdo e a regulacdo pela
transcricdo génica (para revisao: Kumer e Vrana, 1996). Todas as catecolaminas
produzem “feedback” negativo, inibindo a TH por antagonizar de modo competitivo o
sitio de ligacdo da pterina (BH4). Esse mecanismo funciona como um sensor da
concentracdo do produto final da enzima. Além deste mecanismo, a dopamina
combina-se com ions férricos (Fe*"), formando um complexo que interage com o
centro ativo da TH, deixando-a em um estado de baixa atividade.

Alguns agentes como a heparina, fosfolipidio, e polidnions aumentam a
atividade da TH ao ligarem-se em sitios alostéricos localizados na regido amino-
terminal desta enzima (para a revisdo: Kumer e Vrana, 1996). A modulacdo da TH
também ocorre ao longo prazo através do controle dos niveis de RNAm. Algumas
mudancas no estado fisiolégico de animais (como lesbes, estresse, dor, a
administracdo de farmacos, e hipoxia) podem alterar os niveis constantes desse
acido nucléico e consequentemente da TH (Burke e col., 1991). Burke e
colaboradores, utilizando o modelo de oclusao unilateral da car6tida que é feito
irreversivelmente no sétimo dia de vida pos-natal (P7), observaram um significante e
persistente aumento na densidade de marcacdo positiva para a enzima tirosina
hidroxilase (TH) no estriado e no nucleo accumbens, apds a injuria HI neonatal.
Gross e colaboradores (2005) verificaram no modelo de imersé&o dos cornos uterinos
em salina que a HI pré-natal induz mudancgas nos niveis de RNAm para TH e dos
receptores dopaminérgicos de acordo com o tempo de asfixia. Os niveis de
receptores dopaminérgicos (familias D1 e D2), os transportadores de dopamina,
além dos niveis de RNAm para TH, ndo sofrem alteracdo na SN, na ATV e no
estriado apds um periodo de 5 minutos de asfixia. Nao houve alteracdo desses
niveis em qualquer outra regido. Esses dados foram obtidos ap6s 1 e 4 semanas do
evento. As mudancas sO foram vistas a partir de 15 minutos de asfixia quando
houve aumento dos niveis de RNAmM pra TH no estriado em 1 semana apos Hl e

para os demais regides ap0s 4 semanas.
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4.30rigem e desenvolvimento do sistema dopaminérgico

O mecanismo de desenvolvimento dos neurbnios dopaminérgicos tem sido
um grande objeto de estudo nas ultimas décadas. Compreender melhor o controle, a
biologia celular e molecular desse sistema, pode ajudar a tracar estratégias de
restaurar lesdes nessas areas apdés um evento de HI, por exemplo, e futuramente
chegar a uma terapéutica para doencas degenerativas como a doenca de Parkinson
relacionada com a perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra (para
revisdo: Klockgether, 2004); e transtornos psicoticos como a esquizofrenia ligada a
desregulacdo da transmissdo dopaminérgica no sistema mesocorticolimbico,
derivada da perda neuronal no cortex pré-frontal (para revisdo: Sesack e Carr,
2000).

Neurdnios dopaminérgicos sdo considerados assim quando se tornam
capazes de expressar a TH e, portanto, supostamente capazes de produzir
dopamina. O curso temporal da ontogénese dos neurbnios dopaminérgicos é
conservado entre comundongos (Mus musculus) e ratos (Rattus norvergicus). Sendo
gue em camundongo os eventos precedem o do rato com uma diferenca de um ou
dois dias.

Existe apenas um marcador de progenitor dopaminérgico que €é a
Retinaldeido Dehidrogenase (ALdhlal, também conhecida como Raldh 1). Os
progenitores DA sédo primeiramente encontrados no mesencéfalo ventral, no nono
dia embrionario do camundongo. A primeira célula reativa para TH surge
aproximadamente dois dias depois desse evento na regido médio basal do
mesencéfalo, mais especificamente na placa do teto do mesencéfalo (Kawano e col.,
1995). Estudos mostram que a via migratéria dessas células inicia na zona
ventricular, de onde elas migram radialmente em direcdo a superficie do
mesencéfalo ventral. Primeiro elas alcangcam a zona marginal do mesencéfalo e
movem-se paralelamente e lateralmente para a superficie até o seu destino final na
SN e na ATV. Essa via migratéria também é chamada de “modelo de fonte invertida”
devido ao movimento rostro-caudal dos neurdnios dopaminérgicos.

O exato momento do aparecimento do primeiro neurdnio pos-mitotico
dopaminérgico € ainda um assunto controverso. Di Porzio e colaboradores (1990)
demonstraram em seu estudo o surgimento em E9 — E9,5 da primeira célula TH —

positiva no mesencéfalo ventral do camundongo. Outros estudos (Riddle e Pollock,
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2003; Smidt e col.,, 2003) mostram o aparecimento em E10. Essas células sao
caracterizadas também por expressarem, neste mesmo periodo, Nr4a2 ou Nurrl,
sinalizadores de precursores neuronais (Wallen e col., 1999).

Os grupos celulares dopaminérgicos surgem em diferentes momentos da
ontogénese. Os neurdnios da substancia negra compacta, por exemplo, sao gerados
primeiramente em E10 e E13 em camundongos, sendo que o0 pico de surgimento
ocorre no final, entre E12 e E13, ocorrendo, aparentemente, um gradiente
rostrolateral para o caudomedial na neurogénese dessas células (Bayer e col.,
1995). Neste mesmo periodo, no mesencéfalo ventral, esses neurdnios ja possuem
neuritos direcionados, com base na sua via migratéria a sua area de projecao no
prosencéfalo (onde se encontram as futuras regiées alvo).

Um dia depois do aparecimento da imunorreacdo positiva para TH, a primeira
fibora dopaminérgica alcanca o estriado. Nos dias subsequientes e nas primeiras
semanas pos-nascimento, comeca a ocorrer migracao dos neurbnios para o seu
destino final no mesencéfalo ventral e inervacdo das areas alvo. No rato, este
momento do desenvolvimento, também denominado como maturacdo, parece
finalizar em torno da terceira semana pdés-natal, adquirindo entdo a morfologia e a
funcionalidade do sistema dopaminérgico de um adulto (Voorn e col., 1988).

Um momento importante no desenvolvimento do sistema dopaminérgico é o
evento natural de morte celular, de natureza apoptética, que ocorre na SN tanto em
ratos como em camundongos. Esse evento é bifasico, ocorrendo em dois
momentos: o0 primeiro — e maior — € imediatamente apds 0 nascimento, e o segundo
apos a segunda semana poés-natal. A regulacdo é feita a partir da interacdo dos
terminais dopaminérgicos com seu alvo: o estriado (Burke, 2004; Krieglstein, 2004).
Um potente fator neurotrofico derivado do alvo para neurdnios dopaminérgicos in
vivo é o fator neurotréfico derivado de linhagem de célula glial, o GDNF (Kholodilov e
col., 2004; Oo e col., 2003).
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5 O HIPOCAMPO

O hipocampo estéa localizado no lobo temporal médio, e anatomicamente, é
uma continuacéo elaborada do cortex cerebral, que estreita em uma Unica lamina
muito densa e ondulada de neurdnios, formando um “S”. Juntamente com a
amigdala (com quem esta intimamente ligado), ndcleo accumbens, hipotalamo, area
tegmental ventral e outras regibes que beiram a linha do coértex, o hipocampo
compde o sistema limbico (limbus = fronteira) (Amaral e col., 2006). A importancia
desse circuito no mecanismo das emog¢des como o medo, a raiva, dor e prazer, foi
apontada inicialmente por Papez em 1937. Em seu estudo tedrico especulativo,
Papez apontou as drasticas alteracées do comportamento emocional causado pelo
virus da raiva. Mais tarde se observou que as lesGes causadas por este virus
ocorriam preferencialmente no hipocampo. Lesdes bilaterais do hipocampo em
macacos resultam em um aumento da agressividade destes animais (para revisao:
Machado, 1991).

Algumas décadas depois das descobertas de Papez, estudos demonstraram
que o hipocampo, além da regulagcdo do comportamento emocional, desenvolvia
outra importante funcdo: o processamento de informacbes e a consolidagdo da
memoéria espacial. O'Keefe e Nadel (para revisdo: O'Keefe e Nadel, 1978)
desenvolveram consideracdes detalhadas acerca dos efeitos de lesdes hipocampais
no comportamento animal. Uma das mais importantes predicbes de sua teoria
propde que, tais efeitos podem ser interpretados como uma perda da aprendizagem
de lugar (ou perda da capacidade de utilizacdo do sistema de mapeamento) e do
comportamento exploratério. A teoria do mapa cognitivo sustenta que 0s animais
possuem um sistema que codifica 0 ambiente sob a forma de mapas cognitivos e,
segundo a proposta dos autores, a formacao hipocampal constitui o substrato neural
para a aprendizagem e armazenamento de tais processos.

O papel do hipocampo como estrutura responsavel pela consolidacdo da
memoria recente, vem sendo bem estabelecida, enquanto que o armazenamento da
memoria de longo prazo seria funcéo do cortex cerebral (Kandel, 2000). Evidéncias
clinicas indicam que lesbes hipocampais ndo interferem com memorias ditas de
referéncia, como o aprendizado de linguas e de instrumentos, mas resultam em
perda de memoria espacial e de memoérias para eventos ocorridos apds a lesédo

(amnésia anterograda) (Buzséaki, 2002). Lesdes hipocampais podem ser decorrentes
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de diversos fatores como epilepsia, idade avancada, doencas como Alzheimer,
esquizofrenia e depressdo (Campbell e Macqueen, 2004), ou consequéncia de um
evento de hipoxia. A perda de neurdnios piramidais da regido CA1l do complexo
hipocampal € o bastante para acarretar amnésia anterograda severa (Campbell e
Macqueen, 2004).

Tem sido proposto que estruturas compostas de substancia cinzenta, como é
0 caso do hipocampo, sdo muito vulneraveis a atrofia por diversas condi¢des. Dentre
estas, podemos citar doencas como Alzheimer, a esquizofrenia, os transtornos
afetivos bipolares, o transtorno de estresse pds-traumatico e a hipdxia (para revisao:
Stahl, 2002). A atrofia também pode estar associada a idade avancada. A reducédo
do volume do complexo hipocampal pode ser resultado da remodelagem de
elementos celulares chaves, envolvendo a retracdo de dendritos, decréscimo na
neurogénese no giro dentado (GD) e perda de células gliais. A diminuicdo da
formacao de novos neurdnios pode ter fatores implicitos, como o aumento dos niveis
de glicocorticbides devido ao estresse, e a suspensdo do ciclo celular. Os
glicocorticéides suspendem a atividade do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), tornando o neurbnio ndo responsivo a estimulos promotores de
neurogénese, e inibindo a arborizacdo dendritica (Campbell e Macqueen, 2004).

Por diversas décadas acreditou-se que a neurogénese fosse um fenémeno
gue acontecia apenas na fase de desenvolvimento do sistema nervoso. Mas, em
meados do século XX, alguns estudos demonstraram que, em muitas espécies, a
formacdo de novos neurbnios ocorria também no encéfalo maduro, e muito
provavelmente, por toda a vida do individuo. Porém a neurogénese seria um evento
localizado, e ocorreria principalmente em duas regides encefalicas, localizadas mais
especificamente no GD: zona subventricular e zona subgranular. As células
formadas no GD migram para dentro da camada granulosa e diferenciam-se tanto
em células gliais, quanto em neurdnios. Os axodnios destes projetam-se, entdo, para
além da camada granulosa, passando pelas fibras musgosas, alcangcando a regiao
CA3; e os dendritos destes novos neurdnios seriam enviados para o interior da
camada molecular (Thornberry e col., 1997; Doetsch e col., 1999; Aberg e col.,
2008).
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5.1 Neuroanatomia funcional do complexo hipocampal

A lamina que constitui o complexo hipocampal consiste no GD, no hipocampo
propriamente dito (ou corno de Ammon), no complexo subicular (subiculo, para-
subiculo e pré-subiculo) e no coértex entorrinal. O corno de Ammon, quando
observado em seccéo coronal, pode ser dividido em regides CAl, CA2, CA3 e CA4,
baseado na morfologia dos neurdnios piramidais, sensibilidade a anoxia e no
desenvolvimento da regido. As células piramidais glutamatérgicas e as células
granulares representam 90% dos neurdnios hipocampais e 0os 10% restantes séo
compreendidos de interneurdnios inibitorios. As células inibitérias hipocampais
possuem grande diversidade de formas, e inibem outras células pela liberacdo de
acido gama-aminobutirico (GABA). Alguns estudos também observaram que ha a
participacdo de acetilcolina, noradrenalina, e serotonina nesta regido, devido a
presenca de receptores para estes neurotransmissores (Parra e col., 1998).

A maior parte das aferéncias glutamatérgicas, recebidas pelos neurbnios
piramidais da regido CA1l, vem do cortex entorrinal, que também formam sinapses
com os dendritos das células granulares do GD. As fibras musgosas, que séo
originadas nas células granulares, sao projetadas aos dendritos das células
piramidais da regido CA3, e estas por sua vez, projetam-se a regidao CALl. Axdnios
oriundos das células localizadas nesta regido podem se comunicar diretamente ou
indiretamente com o cortex entorrinal por duas vias principais: (1) por projecées
eferentes ao subiculo, através do férnix e do ndcleo anterotalamico; ou (2) por
projecdes eferentes ao cortex entorrinal, através do qual, fibras hipocampais
alcancam o cortex associativo, o cortex pré-frontal e o lobo temporal. Danos
limitados ao complexo hipocampal e ao cortex entorrinal tém sido associados com a
amnésia retrograda e anterograda (Campbell e Macqueen, 2004). (Figura: 1.2)

O complexo hipocampal possui trés grandes vias aferentes: (1) a via
perfurante que tem origem no cértex entorrinal e forma conexdes excitatérias com as
células granulares do GD. (2) A via das fibras musgosas onde os axbénios dos
neurdnios da camada granular do GD vao se conectar com 0s neurdnios piramidais
da regido CA3 e; (3) a via dos colaterais de Schaffer constituida pelos axénios dos
neurdnios piramidais da regido CA3 que vao se projetar para as células piramidais
da regido CALl. (Figura: 1.3)



36

Figura 2 - Vias hipocampais. A linha verde representa o caminho direto da camada 3 do cértex
entorrinal (EC = CE) para a regido CA1l e depois para o subiculo (SUB). A partir do subiculum,
informacBes podem retornar para o cortex entorrinal, ou podem alcancar o alveus (ALV) e depois a
fimbria para influenciar a neurotransmissdo em outras regides corticais (linha vermelha). A via
polisinaptica aferente é representada pela linha azul: axdnios do cortex entorrinal entram no giro
denteado (DG = GD), e dendritos das células granulosas contactam esses axdnios
glutamatérgicos. As fibras musgosas das células granulares projetam para os neurbnios piramidais
da regido CA3, que depois irdo dar origem as fibras eferentes aos alveus (em vermelho), ou fibras
Schaffer colateral para a regido CALl. As células piramidais da regido CA1 podem projetar-se ao
subiculum (azul) ou o alveus (vermelho). Outras regides indicadas incluem o cértex perirrinal (PRC
= RPC), o parasubiculum (PAS) e do giro fusiforme (FUG). (adaptado de: Campbell, MSc e
MacQueen, 2004)
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Via Perforante GD

Entorrinal
CA1l
subiculo

Figura 3 - Vias hipocampais. GD — giro denteado; CA — corno de Ammon. Adaptado de

Kandel, 2000.

Regides do complexo hipocampal:
O complexo hipocampal é formado pelo giro dentado (GD) e pelo corno de
Ammon (CA) (Figura 1.4). As regides do corno de Ammon sédo bem estruturadas e

claramente definidas em camadas.

o Alveus: constituido de fibras aferentes e eferentes principalmente que
vao originar a fimbria/fornix, que € uma das principais eferéncias (vias de “outputs”)
do hipocampo. E a camada mais superficial, e contém os axdnios dos neurdnios
piramidais.

o Stratum oriens é a proxima camada abaixo do alveus. Os corpos
celulares das células inibitérias e das células horizontais trilaminares estédo

localizados neste estrato. Os dendritos e 0s axdnios basais dos neurdnios piramidais
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também estdo localizados nesse estrato, e € onde “inputs” de outras células
piramidais (conexdes recorrentes das regides CA2 e CA3) aferem.

o Stratum pyramidale contém os corpos celulares dos principais tipos
de neurdnios da regido CA, os neurdnios piramidais. Na regiao CA3, este estrato
contém sinapses das fibras musgosas (também conhecidas como fibras de Moss),
que cursam atraves do stratum lucidum. Este estrato também contém os corpos de
muitos neurbnios inibitérios, tais como as células em cesto (baskets cells), os
neurdnios biestratificados, e 0s neurdnios trilaminares radiais.

. Stratum lucidum é um dos mais finos estratos do hipocampo. As
fibras musgosas das células granulares do GD cursam atraves desse estrato até a
regido CA3.

o Stratum radiatum, assim como o0 stratum oriens, contém fibras
comissurais e septais. Também contem fibras colaterais de Schaffer que séo
projetadas para as regibes CA3 a CAl. Alguns interneurbnios podem ser
encontrados mais superficialmente nessa lamina incluindo as células em forma de
cesto, as biestratificadas e as radiais trilaminares.

. Stratum lacunosum ¢é formado pelas ramificagbes dos dendritos
apicais das células piramidais, € uma camada fina contendo fibras Schaffer, e fibras
da via perfurante das camadas do coértex entorrinal. Devido ao seu pequeno
tamanho geralmente é agrupado com o estrato molecular em um Unico estrato
chamado stratum lacunosum-moleculare.

o Stratum moleculare € o mais profundo estrato do hipocampo. Aqui a
via de fibras perfurantes forma sinapses com os dendritos apicais e distais das
células piramidais.

o Fissura hipocampal: ou sulco hipocampal, € uma regido sem células
que separa a regido CA1 do GD. Devido a variacao sistemética da oscilagdo Theta
(onda que ocorre no hipocampo em estado de atividade - “ligado”) em todos os
estratos, esta fissura é frequentemente utilizada como “um ponto de referéncia fixo”,

facilmente identificavel, nos registros do eletro-encefalograma.
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O GD é composto de estratos similares as regides CA1-CA4:

o Camada polimoérfica (ou hilo): € a camada mais superficial do GD.
Esta camada contém muitos interneurdnios e os axénios das células granulares do
GD passam atraves do estrato em direcdo a CA3.

o Camada Granulosa: contém os corpos celulares das células
granulares do giro dentado.

o Camada molecular: é a mais profunda dos estratos, localiza-se
superficialmente na fissura hipocampal, através do estrato molecular da camada
CALl. A via perfurante passa através desse estrato fazendo sinapses excitatérias nos
dendritos apicais distais das células granulares (Amaral e col., 2006).
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Figura 4 - Imagem esquematica de um corte sagital do hipocampo mostrando as camadas, tipos
morfolégicos neuronais, e vias da regido do corno Ammon. Em preto - neurdnios excitatdrios piramidais;
em outras cores: neurdnios inibitérios. DG — giro dentado; sc — via colateral de Schaffer; mf — fibras
musgosas; pp — via perforante; fim — via fimbria ; alv — alveus; SO — stratum oriens; SP — stratum
pyramidal; SR — stratum radiatum; SM — stratum moleculare. (modificado de: www.standford.edu)
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Diversos neurotransmissores tém sido identificados no hipocampo incluindo
norepinefrina, dopamina, acetilcolina, 5-hidroxitripatamina (5-HT), é&cido gama
aminobutirico (GABA), glutamato (Storm-Mathisen, 1977; Straughan, 1975),
histamina (Barbin e col., 1976) e peptideos como o polipeptideo intestinal vasoativo,
somatostatina, colecistocinina, encefalinas, (Emson, 1979) e 6xido nitrico (NO)
(Moritz e col., 1999).
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6 OXIDO NITRICO

Ha algumas décadas atras o NO era conhecido apenas como um gas toxico,
componente da fumaca do cigarro, da poluicdo do ar e também como um produto
derivado do metabolismo de bactérias. Em 1980, Furchgott e Zawadzki identificaram
o NO como uma molécula mensageira, um produto das células dos mamiferos. Este
estudo demonstrou que as células endoteliais quando estimuladas pela acetilcolina
liberavam um vasodilatador, inicialmente denominado de fator de relaxamento
derivado do endotélio (endothelium-derived relaxing factor, EDRF). Posteriormente,
essa molécula sintetizada pelo endotélio e com propriedades relaxadoras do
musculo liso foi identificada como sendo o NO (Moncada e col., 1988).

O NO é um gas inorganico com uma meia vida curta (menos de 30 segundos
em sistemas bioldgicos), produzido por diferentes tipos de células, controlando ou
influenciando importantes processos fisiologicos, incluindo a neurotransmisséo. A
descoberta do NO, como molécula mensageira atuante no sistema nervoso, mudou
0 conceito convencional de comunicacdo interneurdnios, devido as suas
caracteristicas incomuns para um neurotransmissor como: ndo ser armazenado em
vesiculas e ser liberado na fenda ap6s uma despolarizacdo da membrana; ndo se
ligar a receptores; e ndo ser degradado apés recaptacdo neuronal. Pelo fato do NO
ser um gas, a comunicacao entre neurdnios ocorre através da difusdo; seu alcance
pode ir muito além de sua célula de origem; e sua atividade é finalizada apenas
guando reage com 0 seu substrato.

Nos mamiferos, o NO é sintetizado a partir do aminoacido essencial L-
arginina por uma familia de enzimas, as 6xido nitrico sintases (NOS). Existem trés
isoformas de NOS: tipo | ou neuronal (NNOS), encontrada em todas as regides do
cérebro, sendo que se apresenta em maior quantidade no cerebelo (Bishop e
Anderson, 2005); tipo 1l ou induzivel (INOS); e tipo Ill ou endotelial (eNOS). As duas
isoformas encontradas no sistema nervoso central sdo eNOS e a nNOS, ambas sao
constitutivas e suas atividades reguladas pelo Ca®" intracelular e pela calmodulina,
uma proteina associada ao Ca?* (Simon e col., 2007). A NOS encontrada em
neurénios é dependente de fons Ca** e calmodulina, que estdo associados a
modulacdo de neurotransmissores como: a acetilcolina (receptor Ms), histamina
(receptor H,), bradicinina (receptor B,), entre outros (Simon e col., 2007; Skidgel e
Erdds, 2007; Rang e col., 2007). Em contraste, iINOS é Ca** e calmodulina-
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independente, podendo ser induzida por citocinas e endotoxina, produzindo grande
quantidade de NO por longo periodo de tempo (Simon e col., 2007). A L-arginina &
convertida a NO e citrulina pela NOS através de uma via com duas etapas, uma
hidroxilagdo e uma reducédo, exigindo a presenca de O, e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH). Outros co-fatores necessérios para a sintese de NO
(Figura 1.5) sdo o dinucleotideo adenina-flavina (FAD), o mononucleotideo flavina
(FMN) e o BH4 (Bredt e Snyder, 1990; Schulz, 2008). A imunoreatividade enzimatica
da NOS pode ser correlacionada a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
diaforase (NADPH-d) (Hope e col.,, 1991). Estudos histoquimicos da NOS séo
baseados na atividade da NADPH-d, podendo ser considerada como um co-fator
presente em todas as isoformas de NOS, funcionando assim como um marcador
histoquimico especifico para neurdnios que produzem NO (Hope e col., 1991).

O NO é um gas extremamente difusivel pelas membranas bioldgicas e depois
de ser sintetizado se difunde livremente de célula para célula e interage
guimicamente com diversos sitios, sendo a guanilato ciclase soluvel (sGC) o sitio
mais importante. Em condi¢des fisioldgicas, baixos niveis de NO produzidos pelas
NNOS e eNOS irdo ativar a sGC através da ligacdo ao grupamento heme da
enzima, induzindo a sua atividade catalitica. A sGC ativada quebra a guanosina
trifosfato (GTP) levando a producao de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (Bredt
e Snyder, 1990). O GMPc funciona como segundo mensageiro, induzindo a enzima
proteina cinase G (PKG) que afeta a atividade de varios neurotransmissores, fatores
de transducdo e canais ibnicos por fosforilagdo. O GMPc também atua diretamente
na ativagdo de outras cinases como a proteina cinase A (PKA), que é normalmente
ativada pelo AMPc (para revisdo: Irvine e col.,, 2008). O GMPc também esta
associado a uma série de processos fisioldgicos como, por exemplo: relaxamento do
musculo liso vascular; inibicdo da agregacéo e adesao plaquetérias; e sinalizacdo no
cérebro (Pinto e col., 2008).

O NO também pode se ligar covalentemente por S-nitrosilacdo a diversos
tipos de proteina através de um residuo de cisteina, modificando sua atividade,
como é o caso de quando o NO interage com o complexo de proteinas envolvidas
na interacdo das vesiculas sinapticas e a membrana da porgéo terminal do axonio,
promovendo a exocitose de neurotransmissores (Meffert e col., 1996). Em elevadas
concentracfes, especialmente na presenca de radicais superédxidos, o NO pode

inibir varios processos metabdlicos e causar dano direto no DNA. O NO pode
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também estar envolvido em doencas neuroldgicas degenerativas incluindo as
doenca de Parkinson e Huntington, talvez por um desequilibrio entre sua geracao e

a sintese de superoéxido (Vallance, 1997).

L-citrulina Inativacéo

/ N
L-arginina—% L-arginin W NO A—V NO

NO-GC

a >
GTP  GMPc

Célula Geradora

Célula Alvo

Figura 5 - A via L-arginina-oxido nitrico. NOS=06xido nitrico sintase; GC=guanilato ciclase;
GTP=guanosina trifosfato; GMPc= guanosina monofosfato ciclica.

No SNC o NO modula outros sistemas de neurotransmissores (Stahl, 2002;
Edwards e Rickards, 2007; Simon e col., 2007). Uma das principais funcées do NO
parece ser na manutencdo da memoria e aprendizado. No hipocampo, o NO
liberado age nos neurdnios pré-sinapticos como um neurotransmissor retrogrado,
levando a liberacdo de glutamato, o que leva a um aumento estavel na transmisséo
sinptica que constitui a base para formacéo e potencializacdo da memoria de longo
prazo (Edwards e Rickards, 2007). O NO também est4d relacionado ao
desenvolvimento do cortex e da visdo, a nocicepgao e olfato; a regulacdo do humor

(Bishop e Anderson, 2005) e do comportamento sexual (Hull e col., 1994; 1997).
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6.1 NO, aprendizado e a Potenciacédo a Longo Prazo (LTP)

Aprendizado e memoria estéo longe de ser um processo unico e indissociavel.
Diversas variaveis podem afetar um ou ambos 0s processos, de acordo com 0
tempo em que ocorrem, se no momento do aprendizado ou se apoés, durante o
processo de memorizacado ou consolidacdo da memoria (Susswen e col., 2004). A
contribuicdo do NO no aprendizado e no processo de consolidacdo de memoria tem
sido exaustivamente estudada através de varios modelos animais, culturas de
célula, e em tecidos isolados, sendo bem estabelecido nos dias atuais.

Estudos tém demonstrado que a memoéria de longo prazo e a memoria de
curto prazo sao processos diferentes que podem ser evocados por mecanismos
neurofisiolégicos proprios. A memadria de curto prazo é um processo que é medido
em minuto ou dezenas de minutos apds o aprendizado. As mudancas sinapticas
ocorridas nesse evento requerem modificacdes covalentes em proteinas e nao
precisam de neo-sintese protéica (para revisdo: Kandel, 2000). Estas modificacbes
covalentes estdo associadas a cascatas de segundos mensageiros, proteina cinases
e fosforilacdo protéica. Quando € utilizado treinamento de aprendizado associativo,
como a habituacdo, dois ou mais sistemas de segundos mensageiros podem ser
ativados, e a interacdo entre eles pode levar as modificacdes observadas nos
neurénios (Byrne, 1987). O NO, como ja mencionado, afeta varios sistemas de
segundos mensageiros ratificando o papel do sistema nitrérgico na meméria de curto
prazo.

No hipocampo, os efeitos do NO na plasticidade sinaptica estdo sendo
investigados e relacionados a formagdo de memoria declarativa (ou memoria
explicita - memdria de fatos, pessoas, lugares) e da memadria espacial (para revisao:
Susswein e col., 2004). A potenciacao de longo prazo (LTP) esta associada com a
formacdo de memoria no hipocampo, e as células piramidais da regido CAl estédo
sendo apontadas como as possiveis responsaveis por este evento fisioldégico (Shors
e Matzel, 1997), embora ainda existam muitas controvérsias sobre o tema. Estudos
demonstraram que camundongos knock-out para receptor glutamatérgico NMDA no
hipocampo, cuja ativacdo é de extrema importancia para a formacao de LTP, tém
obstrucdo do processo de memoria, e mutantes que possuem aumento da atividade
desses receptores tém o armazenamento de memdéria preservado (Tang e col.,
1999).
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A LTP é iniciada por diversos potenciais de acdo de alta freqiéncia em
sequéncia, que ocorrem na via de fibras colaterais de Schaffer, com duracéo
aproximada de uma hora. Em sua fase inicial ndo requer sintese protéica e tem
muito em comum com a memoria de curto prazo (para revisao: Kandel, 2000). As
fiboras de Schaffer liberam glutamato, que ira se ligar ao receptor glutamatérgico
AMPA nas células piramidais pés-sinapticas da regido CALl. Os receptores AMPA
s&o do tipo ionotropicos e estdo acoplados a canais de Na*. A abertura dos canais
de Na’ promovida pela ativacido de AMPA gera um potencial pos-sinaptico
excitatorio (PPSE) que despolariza o neurénio. Os receptores NMDA s&o também
ionotrépicos, mas estdo associados a correntes de Ca®*, e sdo ativados
simultaneamente pela despolarizacdo promovida por AMPA, e pela ligacdo com o
glutamato. E preciso que ocorra a ligacdo simultinea de duas moléculas de
glutamato, em sitio especifico, e da ligacdo de glicina em sitio alostérico para que
ocorra a abertura do canal de Ca®". Além disso, para que o canal seja aberto, a
ligacdo do glutamato deve estar pareada com uma competente despolarizacdo das
células piramidais (Milner e col., 1998). Esta despolarizacéo ira deslocar a molécula
de Mg?* que bloqueia o canal. A ativacdo dos receptores NMDA promove influxo de
calcio nas células piramidais e inicia uma cascata de segundos mensageiros que
promove o inicio da LTP. O calcio, por sua vez, liga-se a calmodulina e, a ativacédo
desta, induz a nNOS e promove a liberacdo de NO pelas células piramidais CAl. O
NO funciona como neurotransmissor retrogrado atuando nas fibras colaterais e
neurdnios pré-sinapticos de Schaffer, e por ser difusivel atua também em varias
outras células nas adjacéncias (Schuman e Madison, 1991). O papel do NO na LTP
no hipocampo foi evidenciado por estudos com animais knockout para as duas
isoformas da NOS, estes trabalhos demonstraram que células piramidais da regiao
CAL1 do hipocampo nao apresentam LTP, mas em outras regides sim. Curiosamente
animais nocauteados para apenas uma das isoformas da NOS continuam a exibir
LTP no hipocampo, sugerindo que uma isoenzima pode compensar a auséncia da
outra (Son e col., 1996).

A memoria de longo prazo produz efeitos sobre o comportamento que pode
durar dias a anos. Apos o aprendizado inicial € formada como o resultado de um
processo de consolidacdo da memoria, em que uma memdria transiente é
convertida em uma forma mais permanente. A consolidacdo € um processo

relativamente lento, levando cerca de algumas horas para ser completado, que
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requer tanto a transcricdo génica quanto a traducao protéica. Em alguns paradigmas
de aprendizagem o NO desempenha um papel relevante na formacdo da memoria
de longo prazo durante o treinamento inicial, mas ndo subsequente ao treinamento.
Estudos feitos com modelos de alimentacdo em aplisia (Katzof e col., 2002) e com
modelos de memodria tétil e visual em polvos (Robertson e col., 1996) demonstraram
que a inibicdo da sintese de NO durante o treinamento impediu a subsequente
memoria, mas a mesma inibicdo apos o treinamento nao alterou a consolidacéo da
memoria. Por outro lado, em outros paradigmas de aprendizagem, o NO parece
desempenhar um papel importante na consolidacdo da memoéria. Estudos feitos em
camundongos, usando o teste de esquiva de choques elétricos (Baratti e Kopf,
1996), e em Lymnaea sp, usando um teste de condicionamento operante (Kemenes
e col.,, 2002), mostraram que a inibicdo da sintese de NO apds o treinamento
impediu o processo de consolidacdo da memoria.

O NO parece estar particularmente associado com a formacdo de memoarias
olfativas, refletindo o fato de que o bulbo olfatério € extremamente rico em NOS.
Estudos feitos em ovelhas (Kendrick e col., 1997) e em ratos (Samama e Boehm,
1999) demonstraram que a inibicdo da transmissao nitrérgica inibe a formacdo da
memo©ria olfativa, que ocorre logo ap6s o nascimento dos filhotes, e que possibilita a
ligacdo afetiva entre a mée e seus filhotes. Uma vez que a memoria foi formada, o
bloqueio da sintese de NO ou de GMPc nédo afeta a memoria (Kendrick e col., 1997,
Samama e Boehm, 1999). O efeito Bruce em camundongos também € mediado pelo
NO. Fémeas prenhas costumam abortar quando s&o inseminadas por outro
camundongo. No entanto, se sao inseminadas pelo mesmo macho que as fertilizou,
nao abortam. Este fendbmeno ocorre porque as fémeas se lembram do odor do
macho original. A administracdo de um doador de NO, junto com a exposi¢cao da
fémea aos feroménios do macho, produz a memodria e auséncia de abortamento
mesmo sem ter havido o acasalamento, sugerindo que o NO atuou no lugar da
atividade sexual como um reforgador do feroménio (Okere e col., 1996). A analise de
RNAmM para nNOS no bulbo olfatério acessorio demonstrou um aumento no RNAmM
como o resultado do aprendizado (Okere e Kaba, 2000), sugerindo que o NO é parte
do circuito de feedback positivo que regula a sua propria sintese.
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6.2 Hipdxia e NO

O NO pode estar envolvido, ao mesmo tempo, em acfes opostas como ha
manutencdo da homeostase e mediando processos patolégicos. Em situacBes de
injuria e inflamacdo no SNC, o NO é produzido em grande quantidade pela iINOS
dos macrofagos, microglia e astrécitos. Nestas condicBes patologicas, ocorre a
facilitacdo de células do sistema imune de atravessarem a barreira
hematoencefalica, levando a producéo ainda maior de NO e superoxido (Pannu e
Singh, 2006). Estudos em modelos de HI em fetos e ratos neonatos demonstraram
que a atividade da NOS é elevada ap6s o evento (Hamada e col., 1994) e que o
aumento da nNOS ocorre nas areas mais suscetiveis a lesédo (Fullerton e col., 1998).
ApoOs a asfixia acredita-se que ocorra uma cascata de eventos neurotéxicos como o
aumento do fluxo de célcio (derivado da ativacdo de receptores NMDA) e a liberacao
em excesso de glutamato e NO. Este ultimo contribuiria para o dano através da
formacdo de radicais livres: o NO se ligaria ao radical superéxido, formando o
peroxidonitrito (Bolafios e Almeida, 1999).

O aumento na producdo de NO parece também estar envolvido na
patogénese de uma série de doencas neurolégicas como Parkinson, Alzheimer e
esclerose mdltipla (Pannu e Singh, 2006). Elucidando os mecanismos dessa
elevacdo do NO em determinadas regifes, através de modelos de lesdo, seria
possivel criar novas estratégias que evitassem os efeitos degenerativos causados
pelo NO.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Le+Melledo+JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Le+Melledo+JM%22%5BAuthor%5D
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7 OBJETIVOS

Através do uso do modelo de clampeamento das artérias uterinas no décimo
oitavo dia de gestacdo, o presente estudo teve por objetivos analisar o efeito da

hipoxia-isquemia:

1 - no comportamento motor e nos niveis de ansiedades de animais
experimentais (HI), em comparag¢do com o grupo controle cirargico (SHAM)
na idade pos-natal de 45 dias (P45).

2 — no desenvolvimento da substancia negra, através da analise
imunohistoquimica da expressdo da enzima tirosina hidroxilase nos

animais HI em relagéo ao grupo SHAM.

3 —  distribuicdo da Oxido nitrico sintase no hipocampo, através da
histoquimica da NADPH-diaforase (NADPH-d), nos animais HI em relacéo
ao grupo SHAM.
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8 METODOLOGIA

8.1ANIMAIS

Os experimentos descritos a seguir estdo de acordo com as normas
aprovadas pelo Comité de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da UERJ, com a declaracao
de Helsinque e com o guia de cuidados e uso de animais adotado e promulgado
pelo Instituto Nacional de Saude (ENAED).

8.1.1 Realizacdo da Hipoxia — Isquemia

Para a realizagdo desse estudo utilizamos o modelo de clampeamento das
artérias uterinas em E18 descrito por Robinson e colaboradores em 2005. Ratas
Wistar gravidas no 18° dia de gestacédo, foram anestesiadas com aproximadamente
8ml de Avertin® (0,5 g de tribomoetanol + 0,31 ml de 2-metil-2-butanol + 39,5 ml de
agua destilada) aplicado em doses fracionadas durante a cirurgia. Foi feita uma
laparotomia e os cornos uterinos foram retirados da cavidade peritoneal. As quatro
artérias uterinas foram obstruidas com pincas bulldog por 45 minutos (Grupo HI) —
(Figura 3.1). Animais SHAM (Grupo SH) tiveram os Uteros removidos da cavidade
peritoneal, mas nenhuma ocluséo das artérias uterinas foi realizada. Apos a asfixia,
os grampos de aneurisma foram removidos, e 0s cornos uterinos foram recolocados
dentro da cavidade uterina. Apos fechamento da parede abdominal foi administrada
dipirona (10mg/100g de peso corporal, i.p.) para a analgesia. Ninhadas com menos
de 4 animais foram descartadas e ninhadas com o nimero de ratos superior a 8

tiveram o excedente sacrificado.
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1]

Figura 6 — Fotografia ilustrando a cirurgia realizada em ratas no décimo oitavo dia de gestagdo com o
clampeamento das artérias uterinas. Modelo de hipoxia-isquemia desenvolvido por Robinson e
colaboradores (2005).
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8.2Procedimento histolégico

8.2.1 Perfusao

Ratos nas idades de P9, P16, P23, e P90 foram anestesiados com éter e
perfundidos por via intracardiaca com: solu¢éo salina 0,9%, paraformaldeido 4% e
paraformaldeido mais sacarose a 10%, nessa ordem. Os encéfalos foram retirados e
armazenados em solucdo de sacarose 20%. Processada a crioprotecao, foi feita a
inclusdo em meio de inclusdo “Optimal cutting temperature” (OCT) para a criotomia:
o congelamento rapido do bloco foi obtido por imersdo em nitrogénio liquido.

Os cortes para a imunohistoquimica da TH, foram obtidos de ratos na idade
de P16, P23 e P90, com espessura de 25um, em plano coronal, e obtidos em
cridtomo. Foram montados em laminas cobertas com gelatina-alimen de cromo 2%,
de forma que os cortes adjacentes ficaram em laminas adjacentes. Foram recolhidos
4 cortes em dez laminas totalizando 40 cortes.

Os cortes para a histoquimica da NADPH-d tinham espessura de 50um para a
idade de P9, e para P23 e P90 os cortes foram feitos a 60um em plano coronal.
Foram coletados 4 cortes em 3 laminas totalizando 12 cortes.

As regides de interesse foram coletadas segundo as coordenadas obtidas do
Atlas estereotaxico (Paxinos e Watson, 1998). As laminas foram mantidas a —20°C,

para posteior processamento imunohistoquimico.

8.2.2 Imunohistoquimica

Foi realizada a técnica de imuno indireta, utilizado o anticorpo anti-tirosina
hidroxilase monoclonal (MAB 318 -Chemicon) na concentragcdo de 1:200 para a
identificacdo da TH na substancia negra. A revelacédo foi feita com anticorpo anti-
IgG de camundongo biotinilado (Santa Cruz, 1:100), ligado com extravidina
conjugada com peroxidase e revelada com 3,3’ - diaminobenzedinatetrahidrocloreto
(DAB). As laminas foram lavadas 6 vezes em PBS+ Triton 0,3% (salina tamponada
com fosfato: KCI 2,7mM; KHzPO4 1,47mM; NaCl 136mM e Na:HPO: 8mM; pH 7,4)
por 5 minutos cada lavagem. Apos as lavagens os cortes foram incubados em soro
normal de cabra (NGS) a 10% em PBS por duas horas. Apos a incubacdo em NGS,

as laminas foram incubadas com anticorpo primario anti-TH durante a noite, a 4°C
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em geladeira. No dia seguinte, as laminas foram lavadas 6 vezes com PBS por 5
minutos e entdo incubadas com o anticorpo secundério anti-lgG de camundongo
conjugado a biotina 1:100, diluido em PBS, por 1 hora.

AplOs esse periodo, as laminas foram incubadas com estreptavidina
conjugada
com peroxidase, por 30 minutos 1:150 em PBS. Seguiram-se trés lavagens em
tampéo fosfato por 5 minutos, e posterior incubacdo por 15 minutos com DAB, e
incubacdo com DAB e H20:2 por 5 a 15 minutos. As laminas foram entdo lavadas 3
vezes com tampao fosfato e 3 vezes com agua destilada por 5 minutos. Apds
secagem durante a noite as laminas foram sucessivamente imersas por periodos de
trés minutos em alcool a 70%, 80%, 90%, 95% e por cinco minutos em alcool
absoluto, e imersas em xilol por 10 minutos para desidratacdo. Para posterior
anélise em microscopio 6ptico, as laminas foram montadas com Entellan® (MERCK)

como meio de montagem.

8.2.3 Procedimento histoquimico

Os cérebros foram aparados para serem cortados em plano coronal,
impregnados em OCT. Os blocos foram congelados em nitrogénio liquido, e
cortados em um criostato Slee a -20°C. Os cortes foram recolhidos em placas de 24
pocos com 1 mL de tampéo Tris-HCI 0,05M, pH 7,4, sendo lavados 2 vezes com o
mesmo tampédo. Estes cortes foram reagidos pela reacdo da NADPH-d direta,
utilizando um protocolo modificado do de Vincent e Kimura (1992) (Tendrio e col.,
2003). O tempo de reacéao foi de 60 a 90 minutos em estufa a 37°C. A solugao de
reacdo utilizada continha 100 pl de Triton X-100 diluidos 12 mL de tampé&o Tris-HCI
0,05M pH 7,4, 10mg de NADPH, 5 mg de azul de tetrazol (NBT) diluido em 100 ul de
dimetilsulféxido (DMSO). ApOGs a marcacgdo os cortes foram lavados 2 vezes em
tampéo Tris-HCI 0,05M pH 7,4, montados em laminas gelatinizadas e deixados para
secagem durante a noite. As laminas foram sucessivamente imersas por periodos
de trés minutos em alcool a 70%, 80%, 90%, 95%, por cinco minutos em alcool
absoluto, e subsequentemente imersas em xilol por 10 minutos para desidratagao.
Para posterior andlise em microscopio o6ptico, as laminas foram montadas com

Entellan® (MERCK) como meio de montagem.
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8.2.4 Anélise das laminas e aquisicdo de imagens

A analise foi feita com o auxilio de um microscopio optico (Olympus) acoplado
a uma camera de video digital (Sony DXC 151A). As imagens foram obtidas com o
programa “Digital Camera Acquire” (Optronics).

A andlise da substancia negra foi obtida de secc¢des coronais de 10 laminas
sequenciais. Recolhemos estes cortes entre as posicdes Bregma - 4,8 mm até
Bregma — 5,8 mm. Foram totalizados 40 cortes para cada animal (n=5) de cada
grupo (HI e SHAM), nas trés idades analisadas - P16, P23 e P90.

A andlise da NADPH-diaforase foi obtida de sec¢Bes coronais, entre o
Bregma — 2,80 mm até o Bregma — 3,80 mm, de 3 laminas sequenciais dos grupos
HI e SH, totalizando 12 cortes para cada animal (n=5) de 3 idades: P9, P23 e P90.

Para a idade inicial de P9 as coordenadas para as secc¢des coronais foram

correspondentes aos Bregmas indicados acima.

8.3Andlise comportamental

Para a avaliacdo dos comportamentos motor (incluindo a habilidade motora e
o aprendizado motor), habituacdo e ansiedade utilizamos 36 animais (n = 18/grupo)
com 45 dias de idade (P45). A avaliacdo comportamental foi realizada em 3 dias.
Todos os animais foram submetidos ao teste de locomocéo forcada no ROTAROD,
que € um dos testes mais utilizados para avaliacdo da coordenagdo motora em
roedores (Brooks e Dunnett, 2009; Lalonde e Strazielle, 2007). Para auxiliar a
interpretacéo dos resultados obtidos no ROTAROD, parte dos animais (n=12/grupo)
foi submetida a outros dois testes comportamentais: o teste de campo aberto, e
avaliacdo da ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado. Todos os testes foram
realizados na fase clara (entre 15:00 e 18:00h). O posicionamento dos aparelhos na
sala de testes, a temperatura da sala e o horario de inicio das sessdes foram
mantidos ao longo de todo o estudo. Antes do inicio de cada teste, as caixas dos
animais foram transportadas para a sala de teste onde os animais foram

ambientados por 15 minutos.
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8.3.1 Teste de locomocéo forcada no cilindro giratério (ROTAROD)

Neste estudo foi utilizado o ROTAROD (Letica Scientific Instruments,
Barcelona, Espanha) para ratos. Apesar de o aparelho possuir quatro baias, com
espaco de 8 cm para cada animal, apenas dois animais foram testados por vez. No
ROTAROD, cada animal deve caminhar continuamente sobre o cilindro em rotacéo
para evitar a queda. A validade deste teste se baseia no fato de que o medo da
gueda faz com que o animal tente permanecer sobre 0 aparelho 0 maximo de tempo
possivel (Dunham e Miya, 1957; Lalonde e Strazielle, 2007). Considerando que a
maior parte das tentativas de salto ocorre quando as condi¢cbes do teste sao
incompativeis com as capacidades motoras do animal, € bem aceita a idéia que
guanto maior for a capacidade de coordenacdo motora do animal, mais tempo ele
permanecera sobre o cilindro (Brooks e Dunnett, 2009; Dunham e Miya, 1957;
Lalonde e Strazielle, 2007).

Para a realizacdo do teste, os animais eram colocados sobre o cilindro
(diametro = 3,2cm, altura = 20cm), que acelerava continuamente de 4 a 40 rpm em 5
minutos. A laténcia para a queda foi registrada automaticamente através de um
sensor mecanico localizado no chéo do aparelho. Vale mencionar que o aparelho
também registrava a velocidade do cilindro no momento da queda. Contudo, como
houve uma alta correlacao entre as medidas de laténcia e a velocidade (coeficientes
de correlacdo de Pearson maiores que 0,99), optamos por apresentar apenas 0S
resultados relativos as medidas de laténcia. Cada animal foi submetido a 5 sessdes
experimentais por dia com intervalo de 30 segundos entre cada sess&o. Foram
realizados 3 dias de teste.

A opcéo pelo protocolo no qual a velocidade é aumentada de 4 a 40 rpm/min
em 5 minutos foi feita porque esta condicdo permite ao animal o ajuste gradual a
velocidade de rotagdo do cilindro e minimiza a quantidade de saltos ndo associados

a capacidade do animal se manter sobre o cilindro (Lalonde e Strazielle, 2007).

8.3.2 Teste de campo aberto

O teste de campo aberto (Open Field) vem sendo amplamente utilizado para
o estudo da atividade locomotora em roedores, desde o seu desenvolvimento (Hall,
1934) até os dias atuais (Prut e Belzung, 2003; Whishaw e col., 2006). Além disso,
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com base no fato de que os roedores tém uma tendéncia inata de evitar espacos
abertos, a atividade medida na parte central do campo é normalmente utilizada
como um indicador de ansiedade (Choleris e col., 2001; Prut e Belzung, 2003). Um
aumento da atividade ou permanéncia na porcdo central do campo pode ser
interpretado como um grau menor de ansiedade, enquanto que o contrario, isto €, a
diminuicdo destas medidas, um grau maior de ansiedade (Prut e Belzung, 2003).

O teste de campo aberto foi realizado uma hora ap6s o término do
ROTAROD. A arena do teste de campo aberto consiste de uma caixa retangular de
acrilico revestida de papel contact preto (37,6 x 30,4 x 17cm), que foi dividida em 16
retangulos (9,4cm x 7,6 cm), sendo 12 periféricos e 4 centrais. Para a realizacdo dos
testes, os animais foram colocados sempre no centro da caixa. O tempo de duracéo
da sessdo experimental foi de 10 minutos. Apds o fim de cada sesséo, a caixa era
lavada com &gua com o intuito de eliminar as excretas, e minimizar odores que
poderiam interferir no comportamento dos animais testados subsequentemente.
Todas as sessfes foram gravadas por uma camara de video posicionada a um
metro acima da caixa e a avaliacdo do comportamento foi feita a partir do material
gravado.

Para analise do comportamento no campo aberto, foram registrados escores
de deambulagéo ao longo do intervalo do teste. A deambulagdo foi medida pelo
namero de retangulos em que o animal coloca as quatro patas. Foram avaliadas a
deambulacédo total, a deambulacdo nos quatro retangulos centrais (C), nos doze
retangulos periféricos (P) e o percentual de atividade no centro (C/(C+P)).
Considerando-se que os resultados referentes as comparacdes entre as medidas de
centro e periferia podem ser influenciadas pelo maior nimero de retangulos na
periferia da arena, as medidas de deambulacdo no centro e na periferia foram
respectivamente divididas pelo nimero de retangulos em cada regido da arena (C/4
e P/12).

8.3.3 Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado é um dos testes comportamentais mais
utilizado para avaliar os niveis de ansiedade em ratos (Carobrez e Bertoglio, 2005).
Os padrbes comportamentais observados neste teste representam uma combinacao

de comportamento motor generalizado, comportamentos exploratérios e de esquiva
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(Carobrez e Bertoglio, 2005). O labirinto em cruz elevado consiste em um aparelho
de acrilico constituido por 4 bragos, sendo dois abertos (BA) e dois fechados (BF),
isto €, contendo paredes de protecao, dispostos em forma de cruz e elevado a 50
cm do chdo. As medidas do aparelho séo: bracos abertos e fechados com 5 cm de
largura e 29 cm de comprimento, sendo que os bracos fechados contém paredes de
15 cm de altura.

Para a realizacdo dos testes, os animais foram colocados sempre na
intersecao entre os bragcos, com a cabeca na direcdo de um dos bracos fechados. A
duracdo do teste foi de 3 minutos. ApGs o término de cada teste, o labirinto foi limpo
com um pano umedecido com agua para eliminar excretas e minimizar odores que
pudessem interferir no comportamento dos demais animais a serem testados.

A partir das imagens gravadas, foram quantificados o tempo de permanéncia
dos animais nos bracos abertos e bracos fechados, assim como o numero de
entradas nos bracos abertos e bragcos fechados. A partir dessas medidas, foram
qguantificados o percentual de tempo nos bracos abertos e o percentual de entradas
nos bracos abertos. Os parametros utilizados como medidas de ansiedade foram: o
tempo de permanéncia nos bracos abertos, o percentual de tempo nos bracos
abertos, o numero e o percentual de entradas nos bracos abertos (Abreu-Villaca e
col., 2008).

8.3.3.1 Medidas de ansiedade

Tempo de permanéncia nos bracos abertos (TBA): foi medido a partir do
momento que o animal dispunha as quatro patas no brago aberto. A contagem era
interrompida quando o animal retirava as quatro patas do braco aberto.

Percentual de tempo nos bragos abertos (%TBA): foi calculado a partir da
razao entre o tempo gasto nos bragos abertos e a soma dos tempos despendidos
em ambos os bragos abertos e fechados, segundo a férmula: %TBA = tempo
BA/(tempo BA + tempo BF).

Entradas nos bracos abertos (EBA): foram consideradas entradas todas as
vezes que 0 animal colocava as quatro patas no braco aberto.

Percentual de entradas nos bracos abertos (Y%EBA): foi calculado a partir da

razd8o entre o numero de entradas nos bracos abertos e a soma do numero de
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entradas nos bragos abertos e bracos fechados, segundo a férmula: %EBA = No de
entradas BA / total de entradas BA + BF.

8.3.3.2 Medidas de atividade motora

Como medida adicional de atividade locomotora, a soma do numero de
entradas nos bracos abertos e fechados foi utilizada como medida de atividade geral
(Pellow e col., 1985; Abreu-Villaca e col., 2008).

8.4 Andlise estatistica

Os calculos estatisticos dos dados experimentais obtidos através dos testes
comportamentais foram realizados através do programa de computador
GraphPadPrism 3.0. Os dados foram apresentados como médias e erros padrédo da
média. Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de Bartlett, para verificar
se as populacdes estudadas apresentavam homogeneidade de variancia (Siegel,
1956). Para avaliar o efeito do experimento no ROTAROD foi utilizada andlise de
variancia de repeticdo (ANOVAr). Os animais foram classificados em fungdo do
tratamento (HI ou SHAM). O fator de repeticdo para o ROTAROD foi a sesséo.
Posteriormente, aplicou-se o poOs-teste de Tukey para comparar 0s grupos dois a
dois, isto €, o grupo HI com o SHAM. Nos testes de campo aberto e no labirinto em
cruz elevado, os dados foram analisados através do teste t bi-caudal. Em todos os
casos, 0s animais foram classificados em funcdo do tratamento (controle ou
experimental).

A analise da contagem de células no giro dentado foi feita através do teste “t”
student bi-caudal ndo pareado para comparacdo entre 0 grupo experimental e o
SHAM em cada tempo do desenvolvimento avaliado.

Em ambos os testes, a hipdtese de nulidade adotada assume que a resposta
do grupo HI nao diferiu do SHAM. Os resultados foram considerados significantes

quando p < 0,05.
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9 RESULTADOS

9.1Anélise macroscopica

Os filhotes foram observados diariamente de P1 até P16, e semanalmente de
P16 até o dia do experimento comportamental (P45), para registro da massa
corporal e de importantes marcos do desenvolvimento (isto é, abertura de olhos,

desdobramento de orelhas, crescimento de pelos) e aspectos gerais.

Figura 7 - Em A e B, animais P90 do grupo HI, da mesma ninhada, apresentando diferentes fenétipos
motores: A — sem lesBes motoras aparentes; B — com plegia dos membros traseiros. Em C,
comparacao entre um animal HI e SHAM em P9.
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Animais submetidos ao clampeamento (HI) ndo apresentaram alteracdes
motoras aparentes na sua maioria (Figura 4.1 A). Entretanto, 3% dos animais
desenvolveram plegia dos membros traseiros 0 que sugere gue nesses animais a
lesédo no sistema nervoso central seja mais severa (Figura 4.1 B). Os filhotes com
estas alteraces fisicas aparentes foram descartados na analise dos testes motores
e morfolégicos, sendo mantidos apenas para um acompanhamento visual de seu
desenvolvimento. Nao observamos alteracbes nos marcos de desenvolvimento
também nesses animais.

Os resultados obtidos demonstraram que animais Hl nascem, em sua maioria,
menores que os animais SHAM (figura 4.1 C). Houve diferencas em relagdo a
massa corporal entre os grupos HlI e SHAM (Figura 4.2, superior), como indicado
pela ANOVA global (F = 30,643; gl = 19/140; P < 0.0001). No entanto, nao
observamos diferencas significativas entre os machos e as fémeas em nenhum dos
grupos estudados. Em P2 os animais HI apresentaram massa corporal menor que o
grupo SHAM, como indicado pela ANOVA (F = 8,280; gl = 3/103; P < 0,0001), em
animais de ambos o0s géneros sexuais. Em P9 as diferencas de massa corporal
entre os grupos HI e SHAM tornaram-se mais acentuadas (F = 21,774; gl = 3/91; P <
0,0001). Em P16 também observamos diferencas de massa corporal entre 0s grupos
HI e SHAM (F = 10.374, gl = 3/84; P < 0.0001), mas essas diferencas foram menos
acentuadas entre as fémeas de cada grupo do que entre os machos. Em P23 a
ANOVA indica que ainda existem diferencas entre os grupos (F = 4,424, gl = 3/66; P
= 0,0068). No entanto, comparacfes subsequentes, em ambos 0S géneros,
revelaram que ndo existem diferencas significativas entre os grupos Hl e SHAM. Em
P45 e P90 os animais de ambos os grupos ndo diferiram em relacdo & massa

corporal (Figura 4.2, inferior).



70 ~

- SHAM Macho
60 1 |~ HI Macho
-0—- SHAM Fémea
—@— HIl Fémea
— 50 -
=)
N—r
[
O 40 A
o
(@)
(@)
I 30
)
%)
©
= 20 -
10
*
0
P2 P9 P16 P23
400
350
-= SHAM
300 - —=Hl
=
< 250
)
o
o 200 -
@)
o]
¥ 150 |
(1]
=
100 -
50 -
0
P23 P45 P90

61

Figura 8 - Médias de massa corporal de machos e fémeas controles (SHAM) e submetidos a isquemia
por hipoxia pré-natal (HI), de P2 a P23 (Gréfico superior) e apenas dos machos de P23 a P90 (gréfico
inferior). Notar que os animais HI, de ambos os géneros, apresentaram diminuicdo na massa corporal
em P2, P9 e P16, mas ndo em P23. Ndo observamos diferencas significativas na massa corporal
entre os géneros em nenhum dos grupos estudados. Comparacdes entre os resultados de cada
grupo obtidos nas trés idades entre os machos (acima) e fémeas (abaixo): * P < 0,05; =+ P < 0,01.
Linhas verticais representam erro padréo da média.
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9.2Analise funcional de testes comportamentais

9.2.1 Teste de campo aberto

As Figuras 4.3 a 4.5 apresentam o desempenho dos animais HI e SHAM, em
P90, no teste de campo aberto. Observamos que o0s animais HIl apresentaram
reducdo no numero total de deambulagdes no campo aberto em relagcdo ao grupo
SHAM (P = 0,0047; gl = 20; t = 3,184) (Figura 4.3).
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Figura 9 - Médias do total de deambulacdes no teste de campo aberto (OPEN FIELD) dos animais
controles (SHAM) e submetidos a isquemia por hipdxia pré-natal (HI). Notar que os animais HI
apresentaram diminuicdo na atividade motora de deambulagdo. Comparacdes entre os resultados de
cada grupo obtidos nas trés sess@es: ** P < 0,01. Linhas verticais representam erro padrdo da média.
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A maior parte da atividade ambulatéria no campo aberto ocorreu na periferia,
tanto no grupo Hl, quanto no SHAM (F = 113,70; gl = 3/40; P < 0,0001) (Figura 4.4).
No entanto, considerando que cada animal possui igual probabilidade de estar sobre
qualquer um dos retangulos, poderiamos supor que este resultado decorreu do
simples fato de que o numero de retangulos na periferia (n = 12) é maior que o do
centro (n = 4). Quando corrigimos o numero de deambula¢gBes pelo nimero de
retangulos em cada regido do campo aberto (Figura 4.5, superior), observamos que
ambos os grupos HI e SHAM deambularam significativamente mais na periferia que
no centro, e que os animais HI apresentaram menor atividade que os SHAM na
periferia, mas néo no centro (F = 37,134; gl = 3/40; P < 0,0001). Quando dividimos o
namero de deambulagcbes no centro pelo total de deambulacdes (Figura 4.5,

inferior), ndo observamos diferencas entre os grupos HI e SHAM.

100

Ambulacao no centro e periferia

Periferia Centro

Figura 10 - Médias do total de deambulagéo no teste de campo aberto (OPEN FIELD) dos animais
controles (SHAM) e submetidos a isquemia por hipdxia pré-natal (HI). Notar que os animais HI
apresentaram diminuicdo na atividade motora de deambulagédo. Comparacdes entre os resultados do
grupo HIl em relacdo ao SHAM: * P < 0,05; ** P < 0,01. Comparac8es entre a atividade no centro em
relagcdo a periferia; ### P < 0,001. Linhas verticais representam erro padrao da média.
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Figura 11 - Deambulacéo na periferia e no centro corrigidos pelos nimeros de retdngulos respectivos
de cada regido do campo aberto (superior) e relagdo entre deambulacdo no centro pelo total de
retdngulos (inferior). Notar que os animais HI e SHAM deambularam muito mais na periferia do que
no centro da arena, e que os animais HIl apresentaram menor atividade na periferia que o grupo
SHAM, mas n&o observamos diferencas entre a atividade no centro da arena. Comparac¢fes entre 0s
resultados do grupo HI em relacdo ao SHAM: * P < 0,05; ** P < 0,01. ComparacGes entre a atividade
no centro em relacao a periferia: ### P < 0,001. Linhas verticais representam erro padrdo da média.
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9.2.2 Teste de locomocéo forcada no cilindro giratério (ROTAROD)

Os resultados do teste de locomocdo forcada no cilindro giratério estdo
apresentados nas Figuras 4.6 e 4.7. A laténcia para queda aumentou ao longo das
sessOes experimentais tanto para o grupo HI (F = 6.757; gl = 2/51; P = 0.0025),
quanto para o grupo SHAM (F = 9.768; gl = 2/51; P = 0,0003), sendo que as
diferencas foram estatisticamente significantes da primeira para a segunda sessao
(Figura 4.6). O grupo HI apresentou laténcias para queda significativamente
menores que o grupo SHAM ao longo das trés sessdes (F = 9.410; gl = 5/102; P <
0,0001). Testes T bicaudais foram feitos subsequentemente para confirmar o0s
resultados em cada sessdo experimental: sessdo 1: P = 0,0369; gl = 34; t = 2,172.
Sessédo 2: P =0,0424; gl = 34; t = 2,109. Sessao 3: P = 0,0320; gl = 34; t = 2,237.
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Figura 12 - Médias da laténcia para a queda no cilindro giratério (ROTAROD) dos animais dos grupos
controle (SHAM) e submetidos a isquemia por hipdxia pré-natal (HI). Notar que ocorre aumento na
laténcia através das sessdes em ambos 0s grupos e que a atividade dos animais HI foi sempre menor
que a do grupo SHAM em todas as sessfes experimentais. Comparacdes entre os resultados do
grupo Hl e SHAM em cada sessdo: * P < 0,05; =+ P < 0,01; #*x < 0,001. Comparacdes entre o
desempenho intra-grupo nas sucessivas sessoes: # P < 0,05; ## P < 0,01; ### P < 0,001. Linhas
verticais representam erro padrdao da média.
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O tempo de permanéncia no cilindro (Figura 4.7) foi significativamente menor
no grupo HI em relagéo ao controle SHAM (F = 9.230; gl = 5/102; P < 0,0001). No
grupo SHAM, observamos um aumento crescente no tempo de permanéncia da
primeira para a ultima sessao (F = 9,710; gl = 2/51; P = 0,0003). No grupo Hl,
também observamos um aumento crescente no tempo de permanéncia no cilindro,
da primeira para a ultima sessdo (F = 6.757; gl = 2/51; P = 0,0025). Nas trés
sessOes, no entanto, o tempo de permanéncia dos animais HI foi significativamente

menor que os controles SHAM.
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Figura 13 - Médias do tempo total de permanéncia em segundos no cilindro giratério (ROTAROD) dos
animais dos grupos controle (SHAM) e submetidos a isquemia por hipdxia pré-natal (HI). Notar que o
tempo de permanéncia no cilindro aumenta nas sucessivas sessfes em ambos 0s grupos e que o
tempo de permanéncia dos animais HI foi sempre menor que a do grupo SHAM em todas as sessdes
experimentais. Comparacdes entre os resultados do grupo HI e SHAM em cada sesséo: * P < 0,05;
*x P <0,01; »++ < 0,001. Comparacgdes entre o desempenho intra-grupo nas sucessivas sessoes: # P
< 0,05; ## P < 0,01. Linhas verticais representam erro padrdo da média.
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9.2.3 Teste do labirinto em cruz elevada

No teste do labirinto em cruz elevado, os animais HI ndo apresentaram
comportamento diferente dos controles SHAM. Na Figura 4.8, podemos observar
gue o numero de entradas nos bracos abertos (BA) (superior) e a percentagem de
entrada nos bracos abertos nao diferiram nos dois grupos. O tempo de permanéncia
dos animais nos bracos abertos (Figura 4.9) e a percentagem de permanéncia nos

bracos abertos também néo diferiu entre os grupos Hl e SHAM.

6,

l HI
B SHAM

a1
|

S
|

w
|

Entradas no BA (nimero)
N

=
L

50,0%

40,0% - HI
B SHAM

30,0%

20,0% +

10,0% -

0,0%

1

Figura 14 - Numero de entradas no bragco aberto (BA) (superior) e porcentagem de entrada no BA
(inferior). Notar que ndo houve diferencas entre os grupos HI e SH.
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Figura 15 - Tempo de permanéncia em segundos no brago aberto (superior) e porcentagem de
permanéncia no brago aberto (inferior). Notar que o tempo de permanéncia no braco aberto do grupo

HI néo diferiu do grupo SH.
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Os resultados da andlise de comportamento motor confirmam que os animais
submetidos a este modelo de HI apresentam déficits motores e sugerem que o
insulto isquémico pode afetar regibes de controle motor como o0 sistema
nigroestriatal. Por outro lado, os animais HI apresentaram melhora no desempenho,
sugerindo que a capacidade de aprendizado motor pode ter sido preservada. Em
virtude disto, investimos na andlise morfolégica da substancia negra e do complexo

hipocampal.

9.3 Analise Morfologica da substancia Negra no desenvolvimento

No presente estudo, analisamos morfologicamente a substancia negra dos
animais HlI e SHAM em trés idades: P16, P23 e P90. A escolha das idades foi
baseada no fato da maturagéo desse sistema ocorrer por volta do vigésimo primeiro
dia. Deste modo, em P16 o sistema encontra-se imaturo, em P23 a maturacao esta
completa. O objetivo de avaliar P90 foi verificar se as modificacbes observadas
permaneceriam até a fase adulta do animal. A parte compacta da substancia negra
(area A9) contém os pericarios de neurdnios dopaminérgicos, e a parte reticulada as
projecdes dessas células, que se projetam para o neoestriado para formar a via
nigroestriatal. Esta via integra o sistema extrapiramidal e esta implicada no controle
de movimentos voluntarios automaticos (para revisao: Stahl, 2002).

Na Figura 4.10, em A, ilustramos um corte coronal na altura do mesencéfalo,
com destaque para as regibes da substancia negra que apresentam
imunorreatividade para TH representadas de B a G. Na mesma figura (em B, D e F)
observamos a marcacgéo para TH na substancia negra dos animais controle cirtrgico
— SHAM, respectivamente aos 16, 23 e 90 dias. Em C, E e G observamos a
marcacao para TH nos animais HI aos 16, 23 e 90 dias, respectivamente.

Na idade de P16 observamos uma aparente diminuicdo de marcacdo em
corpos de neurbnios, marcados para TH em animais submetidos a isquemia em
relacdo ao grupo SHAM, tanto na substéancia negra reticulada quanto na substancia
negra compacta. O que ndo ocorre em relacao aos plexos, que aparentemente estao
mais marcados no grupo Hl do que no grupo SHAM. Na idade de P23, observamos
nos cortes dos animais HI um desarranjo da substancia negra na regido compacta e
a presenca de diversos neurdnios deslocados na regiao reticulada, tornando os

limites das regides, inclusive, dificeis de delimitar. Na idade de P90, os animais HI
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apresentaram um aumento da imunorreatividade em fibras, que persiste na regiao
compacta mas ndo na reticulada, e aparentemente h4 uma menor marcacdo em
corpos celulares. Este achado sugere que o insulto hipdéxico-isquémico em E18
desencadeou alteracdes no padrdo de maturacdo no sistema dopaminérgico que se

mantiveram na vida adulta desses animais.

9.4 Analise morfolégica do complexo hipocampal no desenvolvimento

No presente estudo, avaliamos a distribuicdo da NADPH-d durante o
desenvolvimento do hipocampo em ratos submetido a HI pré-natal, mais
especificamente nas idades de P9, P23 e P90. Em P9 (Figura 4.11), podemos
observar uma intensa marcacao nos corpos celulares, nos prolongamentos e em
vasos dos animais HI. Houve um aumento no numero de células marcadas na regido
do giro dentado (GD) dos animais HI em relacdo ao grupo SHAM, As regides CAl e
CA3 também aparentam estar alteradas no animal experimental mostrando uma
marcacao mais intensa e difusa em relacdo ao grupo SHAM.

Aos 23 dias (Figura 4.12 e 4.13), a marcacao para as células NADPH-d
positivas no animal HI € consideravelmente maior do que no grupo SHAM, e
também maior do que no préprio animal HI na idade de 9 dias. A ocorréncia de
células marcadas é maior nas proximidades da camada granular do GD, com
diferentes tipos morfolégicos sendo evidenciados, e a marcacdo em vasos € menos
intensa do que ocorre nos animais P9. Em CAl e CA3, inversamente ao que
observamos em P9, ha uma marcacdo menos intensa nestas regiées no grupo Hi
em relacdo ao grupo SHAM. Entretanto, os corpos celulares estdo mais evidentes no

grupo HI.
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Figura 16 - Em A, representacdo esquematica de uma seccdo coronal de encéfalo de rato adulto
(modificado de Paxinos e Watson, 1998), destacando as regides que apresentam imunorreatividade para
TH, ilustradas nas fotomicrografias de B a G. SNR — substancia negra reticulada; e SNCD - substancia
negra regido compacta dorsal. B/D/F — Animais SHAM; C/E/G — Animais HI. B e C animais P16; D e E
animais P23; F e G animais P90. Observar em B e C diversos neurénios marcados no corte do animal do
grupo SHAM, em comparacao com o animal do grupo HI (seta solida). Em D e E o grupo experimental
(E) apresenta extensos perfis imunorreativos na regiao reticulada em relagdo ao grupo SHAM (D) — (seta
vazada). Nos animais HI P90 (G), o padrdo da imunorreatividade aumentada na regido compacta
permaneceu  modificado em relacgdo ao grupo SHAM.Barra de calibracdo=200um.
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Em P90 (Figuras 4.14 e 4.15), a marcacao para a NADPH-d se apresenta
menos intensa em vasos tanto nos animais SHAM, quanto nos animais HI, estando
mais localizada em corpos celulares. O numero de células NADPH-d positivas na
regido do GD, ainda, € maior no grupo Hl do que no grupo SHAM, mas cai
drasticamente em relacdo ao proprio animal HI em 23 dias. Tanto os animais SHAM
guanto os animais HIl possuem aumento na marcacao de corpos celulares no GD
durante o desenvolvimento. Nos animais SHAM e HI o maior nimero de células
reativas ocorre aos 23 dias. O padrao de marcacédo da regido CA3 nos animais Hl e
SHAM P90 é semelhante ao observado nos animais P23: nos animais HI a
marcacdo € menos intensa em relacdo ao grupo SHAM. Ja a regido CAL,

aparentemente, ndo apresenta diferencas visiveis.
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Figura 17 - Em A, representacdo esquematica das regides do complexo hipocampal em seccao
coronal de encéfalo de rato (modificado de Paxinos e Watson, 1998), destacando as regides do
complexo hipocampal. Em B, destaque das regides analisadas (modificado de Nishiga e col, 2002).
GD giro dentado; MO camada molecular; GR camada granular; PM camada polimérfica; PY camada
piramidal; OR stratum oriens; RAD stratum radiatum. De C a H - Padréo de marcag¢&o da NADPH-d no
GD e no corno de Ammon (CAl e CA3) em animais P9, em diferentes aumentos .Os animais SHAM
estdo a esquerda (C, E e G) e animais HI & direita (D, F e H). Notar no animal HI uma intensa
marcacao em corpos celulares e em vasos. E e F detalhe da camada granular. Em H detalhe de CA3
do animal HI mais intensamente marcada em relacdio ao grupo SHAM (G).
Barra de Calibracéo: C, D, G e H 200um; E e F 40pm
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Figura 18 - Padrdo de marcacdo da NADPH-d no GD de animais P23. GD giro dentado; MO
camada molecular; GR camada granular; PM camada polimérfica. A, C animais SHAM e B, D
animais HI. Notar no animal HI o aumento de marcag&do em corpos celulares. C e D detalhe da
camada granular. Notar que os animais HI possuem diferentes tipos morfolégicos de células
NADPHd positivas. Barra de Calibraggo: A e B 200um; C e D 40um
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Figura 19 - Padrdo de marcacdo da NADPH-d no corno de Ammon de animais do grupo P23. GD
giro dentado; PY camada piramidal. A, C animais SHAM e B, D animais HI. Notar que no animal HI
ocorre uma diminuigdo na intensidade de marcacgéo difusa nas regides da camada piramidal de
CAl (B) e na regido da camada piramidal de CA3 (D), em relacdo ao grupo sham (A e C
respectivamente). Barra de Calibracéo: 100um;



Figura 20 - Padrdo de marcacdo da NADPH-d no GD de animais do grupo P90 MO camada
molecular; GR camada granular; PM camada polimérfica. A, C animais Sham e B, D animais
HI. Notar no animal HI o aumento de marcacdo em corpos celulares junto a camada granular.
C e D detalhe dos neurénios proximos a camada granular.

Barra de Calibracdo: A e B 200um; C e D 40um.
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Figura 21 Padrdo de marcagdo da NADPH-d no corno de Ammon de animais do grupo P90 A, C
animais SHAM e B, D animais HI. Notar que no animal HI ocorre uma diminuigdo na intensidade de
marcacao difusa nas regides da camada piramidal de CA3 (D) mas ndo na camada piramidal de CA1
(B), em relagcdo ao grupo SHAM (C e A respectivamente). Barra de Calibragdo: 200um;
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A Figura 4.16 apresenta o numero de células NADPHd+ no giro dentado de
animais submetidos a HI em comparagcdo com o grupo SHAM em trés idades. A
ANOVA revelou um aumento no numero de células no grupo HI, em relacdo ao
controle SHAM (F = 78.473; gl = 5/24; P < 0,0001), nas trés idades avaliadas. O
grupo SHAM apresentou um perfil de aumento no nimero de células de P9 a P23,
com estabilizacdo em P90 (F = 42,662; gl = 2/12; P < 0,0001). O grupo HI também
apresentou um aumento no numero de células de P9 a P23 (F = 35,911, gl = 2/12; P
< 0,0001), mas o numero de células em P90, apesar de maior que em P9, foi

significativamente menor que em P23.
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Figura 22 - Numero de células NADPH-d+ no giro dentado de animais submetidos a HI em
comparacdo com o grupo SHAM em trés idades. Notar que nas trés idades avaliadas o grupo Hl
apresentou um numero de células aumentado, em relagdo ao controle. Notar também que nos dois
grupos observamos um aumento do ndmero de células de P9 para P23. Em P90, o ndmero de
células NADPH-d+ se estabiliza no grupo SHAM, enquanto no grupo HI observamos uma reducao no
numero de células em relacdo a P23. Comparacdes entre os resultados do grupo HI e SHAM em
cada idade: = P < 0,05; #* P < 0,01; *** < 0,001. Comparagdes entre o numero de células intra-grupo
entre P9 e as demais idades: # P < 0,05; ## P < 0,01. Comparacao entre os resultados obtidos entre
P23 e P90: ¥ P < 0,05. Linhas verticais representam erro padrdo da média.
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10 DISCUSSAO

10.1 Considerac0Oes gerais

Existem diversos estudos na literatura utilizando modelos animais de HI para
a avaliacdo de lesdes encefélicas e suas consequéncias. No modelo de HI pré-natal,
criado por Robinson e colaboradores em 2005 e baseado na oclusédo das artérias
uterinas em E18 por 15 a 45 minutos, o aporte de oxigénio € diminuido no décimo
oitavo dia de gestacdo. Apés a cirurgia de clampeamento das artérias, os animais
ainda no utero ficam sob condic¢des inflamatorias geradas pelo organismo da mée,
como o0 que ocorre em gestacdes humanas apos, e durante, um insulto isquémico.
Em outros modelos de hipdxia pré-natal descritos na literatura, ndo ha a participacéo
de citocinas proé-inflamatérias, que, provavelmente, também influenciam na formacéao
da lesdo (Girard e col., 2009). O processo inflamatério gerado a partir da
excitotoxicidade leva a morte celular causando mais excitotoxidade, em um
mecanismo de “feedback” positivo.

Em nosso laboratério, j& haviamos reproduzido alguns dos resultados
morfologicos obtidos por Robinson como a hipomielinizacdo no cértex motor
verificada através da diminuicdo da imunorreatividade para CNPase (Savignon,
2008). No presente trabalho verificamos que houve significativas mudancas
funcionais relacionadas a habilidade motora nos animais submetidos a este modelo
de HI, confirmando os resultados no teste open-field que Robinson e col. obtiveram
(2005). Também foram observadas alteracdes morfolégicas nas regides compacta e
reticulada da substancia negra e em algumas regides do complexo hipocampal,
durante o desenvolvimento. Algumas dessas alteragdes persistiram na idade adulta.

Em outros modelos como, por exemplo, o de oclusédo de cardtida em P7
criado por Rice e colaboradores (1981), adaptado do modelo de Levine (Levine,
1960), e o de imersédo dos cornos uterinos da fémea em salina em E22, criado por
Bjelke e colaboradores (Bjelke e col., 1991), os animais sdo submetidos ao insulto
isquémico fora do organismo materno. Os dias de escolha para a realizagdo da
hipoxia nestes modelos foram baseados no desenvolvimento do SNC dos animais,
em comparacdo com o de humanos. Tem sido proposto que os filhotes de ratos
depois de sete dias de nascidos estariam com um desenvolvimento equivalente ao

de um bebé humano ao nascer; e que no vigésimo segundo dia de gestacéo do rato
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o desenvolvimento do SNC é similar ao de bebés humanos no momento do parto
(Rice, 1981, Bjelke e col., 1991). De acordo com dados na literatura, o padrédo de
lesdo esta associado ao estagio de desenvolvimento de quando o insulto ocorreu
(Yager, 2004). Até o modelo de HI proposto por Robinson e colaboradores
(Robinson e col., 2005), nenhum modelo animal de HI mimetizava 0s insultos
ocorridos no final do segundo ter¢co de gestacdo humano, que é a principal causa de
nascimentos prematuros e de paralisia cerebral (Cummins e col.,1993). Por este
motivo, isto é, pelo fato dos animais estarem expostos as condicbes muito
semelhantes ao que ocorre em humanos, escolhemos, para este trabalho, o modelo
de HI proposto por Robinson e colaboradores. Existe ainda grande controvérsia nos
resultados obtidos nos diferentes trabalhos publicados na literatura e esta pode ser
decorrente do fato de que em cada modelo de HI empregado, 0s insultos isquémicos
ocorrem em momentos diferentes do desenvolvimento. Além disso, estes resultados
conflitantes, encontrados nos diferentes modelos animais de hipdxia, podem estar
relacionados a auséncia de citocinas pro-inflamatorias da mae (no caso dos modelos
de Rice e Bijelke) e da presenca da neuroprotecdo pré-parto, que esta
provavelmente relacionada a progesterona materna (Sayeed e Stein, 2009), no

modelo utilizado por nés.

10.2 Caracteristicas macroscopicas dos animais submetidos a Hl

Em nosso estudo, animais submetidos a HI apresentaram reducao na massa
corporal ao nascer, em relacdo ao controle. Nao observamos diferencas entre
géneros sexuais. Estas diferencas persistiram em P16, mas ndo se mantiveram em
P23. Ao nascer, os filhotes SHAM sao visivelmente maiores que 0S animais
experimentais que, aparentemente, apresentam mais dificuldade em deslocar-se
gue os controles. A perda ponderal pode ser devida a dificuldade desses animais de
se alimentarem, embora ndo possamos descartar a hipétese de que o insulto
isquémico possa ter provocado alteracbes na nutricdo fetal. Conforme vai se
desenvolvendo, o animal HI tem o peso recuperado em relagdo ao grupo SHAM.

Tem sido proposto que em um ambiente gestacional adverso, fetos humanos
e de outros mamiferos respondem a falta de nutrientes com mudancas permanentes
em sua estrutura e seu metabolismo (Stocker e col., 2005; Zecchin e col., 2005).

Tais modificacdes, benéficas num primeiro momento, levam ao surgimento de uma
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gama de doencas na vida adulta, incluindo hipertensdo arterial, acidente vascular
cerebral e doenga coronariana, afetando diretamente 6rgdos-alvo como 0s rins e o
coracao, caracterizando assim, o processo de programacdo fetal (Lucas, 1991;
Barker e Clark, 1997; Langley-Evans e col., 2003a,b). Atualmente, sugere-se que a
restricdo dietética, assim como estados de excesso nutricional durante a gestacdo e
lactacdo, causaria um aumento do estresse oxidativo durante periodos criticos do
desenvolvimento, podendo ser este o principal responsavel pelas alteracbes que
levariam a programacéo fetal. Estudos descrevem que ROS em altas concentracdes
podem agir tanto diretamente, através da oxidacdo do DNA e/ou modulando a
expressdo génica, quanto indiretamente pela oxidacdo de lipideos, induzindo
apoptose e influenciando outras moléculas importantes para o desenvolvimento (Luo
e col., 2006). As consequéncias do baixo peso ao nascer dos animais HI precisam
ser investigadas. E factivel supor que muitos problemas metabdlicos na vida adulta
podem estar relacionados a HI durante a vida intra-uterina e durante o trabalho de
parto em humanos. Portanto, novos estudos precisam ser realizados para elucidar
esta questao.

Em nosso estudo ha ocorréncia de animais com plegia (3% dos nascimentos)
entre os animais HI, estes animais ndo foram utilizados para a andlise
comportamental nem morfolégica, porém acompanhamos o seu desenvolvimento
até aproximadamente um més. Os animais HlI que nascem com plegia visivel,
apresentam peso muito menor que a média, e pouca atividade locomotora. No
decorrer dos dias, aprendem a se locomover pela caixa, brincam com seus irmaos, e

aos 23 dias conseguem se alimentar de racao, juntamente com os demais.

10.3 Efeitos da hipéxia sobre o comportamento motor e a ansiedade

Os resultados obtidos através da analise comportamental forneceram
evidéncias de que animais submetidos a hipdxia isquémica pré-natal, nas condi¢cdes
estudadas, apresentam déficit motor que persiste até a idade adulta. No ROTAROD,
observamos que a laténcia para queda aumentou ao longo das sucessivas sessoes,
sugerindo que o treinamento melhora o desempenho dos animais. Os animais
apresentaram melhora no desempenho motor ao longo das trés sessfes, como
descrito na literatura (Spandou, 2005). Por outro lado, é factivel supor que a melhora

no desempenho motor possa estar associada ao fato dos animais apresentarem
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habituacdo ao estresse inicial, provocado pela novidade que é o cilindro giratério,
uma vez que ratos apresentam neofobia (Laviola e col., 2004), isto é, tém averséo
por estimulos e situacbes desconhecidas. Por outro lado, o desempenho do grupo
SHAM foi significativamente melhor que o do grupo experimental em todas as
sessfes experimentais, tanto quando mensuramos a laténcia de queda, quanto
guando avaliamos o tempo total de permanéncia no ROTAROD. A segunda medida
foi realizada porque observamos um perfil diferente de queda do cilindro nos dois
grupos. Enquanto os animais do grupo SHAM aparentemente saltavam do cilindro
giratdrio, os animais do grupo HI aparentemente caiam do cilindro. A nossa hipotese
€ que os animais SHAM aprendiam a sair do cilindro e o faziam para evitar o esforco
fisico ou o estimulo aversivo a que estavam sendo submetidos, enquanto o grupo Hl
simplesmente ndo conseguia se manter no cilindro, devido a suas capacidades
motoras serem incompativeis com as condi¢cdes do teste. Os resultados obtidos
demonstram claramente que os animais HI apresentaram desempenho motor inferior
ao SHAM, uma vez que para as duas medidas adotadas, observamos diferencas
significativas entre os dois grupos. Adicionalmente, embora os animais HI tenham
apresentado melhora durante as sessdes, jamais alcancaram o desempenho do
grupo SHAM. A laténcia para queda no ROTAROD é um dos parametros mais
utilizados para avaliar a coordenacdo motora, postura e equilibrio em roedores
(Bearzatto e col., 2005; Fujimoto e col., 2004; Hunter e col.,, 2000; Lalonde e
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. Esta 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 queda 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 situagao
aversiva do teste ou se tiverem sua resisténcia fisica debilitada (Lalonde e Strazielle,
2007). Observamos, inclusive, que alguns animais SHAM aprendiam a saltar do
cilindro, o que reduziu dramaticamente sua laténcia de queda e, aumentou o desvio
padrdo da média do grupo. Para evitar que o cansaco fisico tivesse maior influéncia
no teste, o ROTAROD foi o primeiro dos testes comportamentais realizados por dia

de experimento. O teste de campo aberto, extensamente empregado para avaliar
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atividade locomotora e ansiedade em roedores (Prut e Belzung, 2003), foi utilizado
para investigar estas duas possibilidades.

Os dados obtidos no teste de campo aberto revelaram que o desempenho
motor dos animais HI foi significativamente inferior ao do grupo controle SHAM, o
gue foi consistente com os resultados obtidos no ROTAROD. Em conjunto, os dados
sugerem que a capacidade locomotora dos animais HI esta reduzida em relacéo ao
controle. Nao podemos descartar a hipétese de que esses animais apresentam uma
reducdo do seu estado motivacional, uma vez que observamos que alguns ratos Hi
simplesmente permaneceram parados na arena, sem que o0 novo ambiente lhe
desperte o comportamento exploratério comum em roedores (para revisdo: Alcock,
2003). Por outro lado, tanto o grupo SHAM quanto o experimental deambularam
muito mais na regido periférica do que no centro da arena. Este resultado
permaneceu consistente mesmo quando corrigimos o numero de quadrados
percorridos pelo total de quadrados na regido. Os roedores em geral apresentam
agorafobia no sentido literal, isto €, possuem medo inato de locais amplos. Este
padrdo comportamental € considerado uma estratégia evolutivamente estavel
porque é extremamente adaptativo, uma vez que roedores apresentam muitos
predadores naturais (para revisdo: Alcock, 2003). Como um dos mecanismos de
defesa anti-predacdo, roedores tendem evitar locais abertos, que facilitem sua
localizacdo pelo predador. Deste modo, a mensuracdo do numero de quadrados
percorridos no centro e na periferia permite avaliar o estado de ansiedade dos
animais. Os animais HI apresentaram elevado grau de ansiedade, quando sua
resposta no teste de campo aberto € comparada com animais que ndo sofreram
nenhuma manipulacdo (dados nao apresentados). No entanto, os animais SHAM
exibiram o mesmo padrdo de ansiedade, uma vez que nossos dados néo
demonstraram diferencas significativas entre os animais dos grupos SHAM e HI.
Deste modo, é pouco provavel que o pior desempenho do grupo HI no ROTAROD
tenha sido determinado por um estado de ansiedade aumentado.

Varios modelos animais tém sido utilizados para avaliar a ansiedade, tanto em
pesquisas para desenvolver novos farmacos ansioliticos, quanto para o
entendimento dos mecanismos cerebrais envolvidos na ansiedade (Graeff e col.,
1999). Dentre esses, o teste do labirinto em cruz elevado é um dos testes mais
utilizados in vivo (Carobrez e Bertoglio, 2005), por ser econdmico, rapido,

extremamente funcional e de néo requerer procedimentos invasivos ou 0 uso de
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choques elétricos (Pellow e col.,, 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 padrdes
comportamentais observados no teste do labirinto em cruz elevado representam a
combinacdo de comportamentos exploratérios e de esquiva, que sdo influenciados
por fatores genéticos e ambientais. Deste modo, os resultados obtidos nesse teste
podem ser fortemente influenciados pelas condicbes ambientais e pelos
procedimentos utilizados. Portanto, é essencial que o pesquisador reconheca e
controle as diferentes variaveis ambientais quando este teste € utilizado. No
presente estudo, o teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado como ferramenta
para aferir os niveis de ansiedade que o0s animais submetidos ao modelo de Hi
apresentaram em P45.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o grupo HI nao
apresenta niveis de ansiedade diferente dos controles SHAM, sugerindo que o
evento de isquemia hipdxia ndo altera direta ou indiretamente o desenvolvimento de
vias ansiogénicas.. Portanto, ndo podemos descartar a hipétese de que o estresse
produzido pelo procedimento cirlrgico a que tanto o grupo HI quanto o SHAM foram
submetidos, per se, possa ter sensibilizado as vias ansiogénicas dos animais. Novos
experimentos precisam ser realizados para confirmar esta hipotese.

Considerando que os animais HI apresentaram respostas diferentes do SHAM
nos testes motores empregados, e que esses efeitos ndo estdo relacionados a
diferencas no estado de ansiedade dos animais, sugerimos que o insulto isquémico
produzido pelo modelo utilizado neste estudo provocou perdas motoras importantes.
Os resultados obtidos no teste ROTAROD demonstraram que 0s animais do grupo
HI possuem diminuicao da atividade motora e menos habilidade para permanecerem
no cilindro giratorio, mas que apresentam melhora no desempenho motor da
primeira para a segunda sessdo. No entanto, esses animais experimentais nao
melhoraram seu desempenho do segundo para o terceiro dia de teste. Por conta do
seu carater aversivo, que pode ser minimizado pela habituac&o, e por requerer uma
habilidade motora, que pode ser melhorada com o treinamento, este teste permite
avaliar mais do que o simples desempenho motor (Girard e col.,, 2009). Os
resultados obtidos sugerem que a memoria de habituagdo, a habilidade, e/ou
aprendizado motor, podem ter sido preservados apds o insulto isquémico, funcdes

estas que, provavelmente, sdo independentes da atuacdo do hipocampo que esta
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diretamente relacionado a memoaria explicita. O desempenho inferior obtido pelos
animais HI no teste ROTAROD, aparentemente, se deve apenas ao déficit motor
demonstrado também com o teste de campo aberto, verificado neste estudo e no
trabalho de Robinson e col. (2005), e ndo a um déficit de memoaria. Talvez seja
possivel que o desempenho dos animais experimentais melhore ainda mais, com um
maior numero de treinamentos. J& foi descrito na literatura que o exercicio fisico e o
enriguecimento ambiental podem recuperar determinados déficits motores e
cognitivos (Fischer e col., 2007; Knieling e col.,, 2009). A provavel perda de
neurénios e da falta de refinamento das sinapses no cortex cerebral, ocasionadas
pela hipéxia (Robinson e col., 2005), pode alterar a eficiéncia destes animais no
desenvolvimento motor, fazendo com que eles necessitem de um tempo maior para
alcancar uma melhora no desempenho. Possivelmente, para que ocorra essa
recuperacao, € preciso que ocorra plasticidade, com a formacédo de novas sinapses
e/ou refinamento das arvores dendriticas. Os animais SHAM tém, a priori, seus
circuitos intactos, e por isso apresentam desempenho superior no ROTAROD. Por
outro lado, o préprio teste ROTAROD poderia funcionar como um fator de
enriguecimento ambiental, o que pode ter contribuido para o desempenho do grupo
experimental ter aumentado ao longo das sessodes.

O controle da motricidade envolve circuitos dopaminérgicos, que integram a
via nigroestriatal (Prakash e Wurst, 2006). Evidéncias na literatura demonstraram
gue vias mesohipocampais, possivelmente, possuem participacdo em processos de
aprendizado motor e na atencao, entre outras funcdes (Gasbarri e col., 1997). Em
ratos, a destruicdo seletiva de terminais dopaminérgicos por inje¢cdes da neurotoxina
catecolaminérgica seletiva 6-OHDA no hipocampo dorsal atenua a hipermotilidade
induzida por meta-anfetamina (Itoh e col., 1984). Estes resultados s&o consistentes
com dados prévios que indicam que inje¢cdes intra-hipocampais de apomorfina em
coelhos aumentam espontaneamente a atividade locomotora exploratoria
(Smialowski, 1976), e com os estudos de Grecksch e Matthies, em 1981. Os autores
demonstraram que injecbes de apomorfina intra-hipocampal, apds o treinamento,
aumentavam a memoria em um teste discriminatério e sugeriram que mudancas
macromoleculares induzidas pela transmissao dopaminérgica poderiam mediar
processos de memdaria no hipocampo. Porém outros estudos atentam para o fato de
gue lesdes hipocampais ndo afetam memorias de tarefas discriminatérias

simultaneas (Hirsh, 1974; OKeefe e Nadel, 1978). No presente estudo, os dados
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comportamentais sugerem que o insulto isquémico provocou alteragcdes no controle
da motricidade. Para investigar esta hipétese, avaliamos os efeitos da HI sobre o

desenvolvimento da substancia negra.

10.4 Efeitos da hipoxia sobre o desenvolvimento da substancia negra

Tem sido descrito na literatura que o0s neurbnios dopaminérgicos sao
extremamente sensiveis as condi¢cdes de hipoxia (Przedborski e col., 1991; Bjelke e
col., 1991; Gross e col., 2005). Przedborski e colaboradores, em 1991, verificaram o
decréscimo na marcagéo para as duas familias de receptores dopaminérgicos (D1 e
D2), e de transportadores de dopamina, nos locais de lesdo apds evento isquémico.
No mesmo ano, Bjelke e colaboradores observaram que o0 numero de corpos
celulares imunorreativos pra TH estava aumentado na substancia negra. Gross e
colaboradores, em 2005, verificaram que a asfixia produziu um aumento nos niveis
de RNAm para TH nas regides da SN e ATV em diferentes momentos do
desenvolvimento. Os resultados do presente estudo sdo consistentes com estes
dados da literatura, uma vez que observamos alteracées na substancia negra dos
animais submetidos a HI: um visivel aumento na marcagdo em neuropilo na
substancia negra compacta e nas fibras na parte reticulada nos animais
experimentais em relacdo aos animais do grupo SHAM, durante o desenvolvimento,
em P16 e P23. Em P16, aparentemente existe uma menor quantidade de corpos de
neurénios marcados no grupo experimental. Nesta idade, o sistema dopaminérgico
ainda esta em desenvolvimento e os neurdnios ainda se encontram em migracgao.
Em P23 observamos aumento da imunorreatividade em fibras e neurénios na regiao
reticulada dos animais experimentais, 0 que sugere um atraso na migragdo dos
neurénios e falta de refinamento das sinapses e dendritos. Em P90, ainda existe um
aumento da imunorreatividade na parte compacta dos animais experimentais e
diminuicdo do numero de corpos celulares marcados mostrando que, possivelmente,
a sintese de dopamina na via nigroestriatal permanece alterada até o
amadurecimento do animal. Essas modificacbes permanentes podem ser
decorrentes da tentativa da via nigroestriatal compensar a possivel perda de
neurdnios, aumentando a sintese dopaminérgica. Porém, a lesdo causada pela Hl
pré-natal, aparentemente, afetou o desenvolvimento, atrasando o processo de

migracdo, e consequentemente, o evento de morte celular e o refinamento da
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regido, o que levou as mudancas nesta via de modo irrecuperavel, levando as
alteracdes no padrdo motor dos animais Hl.

Uma vez que o aprendizado motor envolve o hipocampo, avaliamos a
marcacdo para a NADPH-d no hipocampo para investigar se a HI promoveu

alteracOes e se estas persistem na idade adulta.

10.5 Efeito da hipéxia sobre o NO no hipocampo

Dados epidemiolégicos mostram que criangas submetidas a um insulto
isquémico durante a gestacdo podem desenvolver, mais tarde, epilepsia, transtorno
de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH), déficit de aprendizado e de memoaria
e transtornos motores, tais como 0s associados a paralisia cerebral (Vanucci, 1997).
Considerando-se a prevaléncia elevada da HI, que é uma das principais causas, se
ndo a maior, de prejuizos entre os neonatos (Nelson, 2003), e as conseqiiéncias
para a qualidade de vida das pessoas (Nelson e Chang, 2008), € importante
entender a relacdo entre o insulto isquémico pré-natal e as alteracbes cerebrais
subjacentes as alteracdes na motricidade, no aprendizado e memoria.

Como j& descrito na literatura, estresse durante a gravidez pode gerar
alteragcbes na morfologia, como por exemplo, lesbes em regides hipocampais,
através da perda de neurdnios piramidais (McEwen e col., 1999; Souza e col., 2000).
Estudos prévios tém indicado que a maioria das células piramidais comeca a ser
gerada em E17, e que este evento se estende até E19 (Schlessinger e col., 1978;
Bayer, 1980; Altman e Bayer, 1990). Portanto, a hipdxia realizada em nosso estudo,
em E18, provavelmente compromete o processo de amadurecimento do principal
tipo morfolégico de neurénio hipocampal.

Nas trés idades estudadas, P9, P23 e P90, houve um aumento para
marcacao de ceélulas NADPH-d positivas no giro dentado nos animais Hl em relagéo
ao grupo SHAM. As alteracbes em CA1l e CA3 foram diferentes para cada idade. Em
P9 as regibes CAl e CA3 dos animais SHAM possuem uma marcacado menos
intensa do que nos animais experimentais, demonstrando que tanto no giro dentado
como no corno de Ammon dos animais HI P9 a producdo de NO esta alterada. A
marcacao em vasos € intensa nos dois grupos, mas € maior no grupo experimental
sugerindo que ha aumento na atividade da eNOS, provavelmente como

consequéncia do evento de hipoxia. A eNOS no cérebro esta envolvida em
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situagdes de isquemia, e com a formacao de “areas de penumbra” (Sallustio e col.,
2007). Em P23 o numero de células NADPH-d positivas no grupo HI foi maior do que
no grupo SHAM. Porém a marcacdao no corno de Ammon foi mais fraca no grupo
experimental, e a marcacdo em vasos foi menor. O mesmo ocorreu na idade de P90
com a diferenca que a marcacdo nos dois grupos é mais difusa. O animal
experimental ainda apresentou um ndmero de células NADPH-d positivas maior no
giro dentado, mas existe uma consideravel diminuicdo em relacdo ao animal
experimental com 23 dias. A marcacao em vasos no animal P90 é muito menor em
ambos os grupos.

As alteracdes observadas na marcacdo para NADPH-d nas regides do corno
de Ammon nas trés idades estudadas, isto € um aumento na marcacdo em P9 e
depois um decréscimo na marcacdo nas idades de P23 e P90, precisam ser
investigadas. Uma vez que esta regido representa o substrato estrutural para
mecanismos envolvidos nos processos de aprendizado e memdéria. Portanto, é
necessaria a utilizacdo de testes comportamentais mais adequados para a analise
do aprendizado e da memdéria associados com essas regifes hipocampais. No caso,
testes que avaliem memoria de curto prazo, como a memoria espacial. E conhecido
que os resultados destes testes refletem funcionalidade da memdria episédica e
requerem interacdo entre a regido CAl, CA3 e o giro dentado através das fibras
musgosas (Kesner, 2007).

O numero elevado de células NADPH-d positivas nos animais HI nas trés
idades observadas pode ser decorrente da atividade das trés isoformas da NOS: a
neuronal, a induzivel e a endotelial. Foi observado que em animais experimentais as
células marcadas possuiam morfologia diferente, além dos tipos morfolégicos
celulares encontrados no animal SHAM. O numero de células pode ter sido alterado
pela presenca de microglia e astrocitos, comuns em estados inflamatorios.
Entretanto, observamos, um aumento especifico no numero de neurdnios piramidais
marcados para NADPHd, em relacdo ao grupo SHAM, no GD. Os neurdnios
piramidais sdo conhecidamente excitatorios, isto €, glutamatérgicos. O fato de estes
neurbnios estarem em maior numero, ou de expressarem aumento de marcacao
para NADPHd, sugere que existe um aumento da atividade do sistema NO-
glutamato-NMDA nesta regido. O NO funciona como neurotransmissor reverso
(Stahl, 2002; Susswein e col., 2004; Simon e col., 2007), ou seja, € produzido pela

nNOS e liberado pelo neurdnio pés-sinaptico. A nNOS é ativada pelo sistema Ca**-
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calmodulina em resposta ao influxo de calcio provocado pela ativacdo dos
receptores NMDA glutamatérgicos. Uma vez produzido, o NO difunde-se livremente
e atua na célula pré-sinaptica glutamatérgica, promovendo liberacdo de mais
glutamato, fechando o circuito de feedback positivo. Deste modo, 0 aumento na
marcagao para NOS no giro dentado, que ocorreu no grupo HI em comparagcéo com
o SHAM, nas idades de P9 a P90, pode refletir um aumento na atividade deste
sistema excitatério, que esta relacionado tanto a LTP, quanto a excitotoxicidade, isto
€ apoptose, por ativacdo ulterior das caspases (para revisdo: Stahl, 2002).

Por outro lado, ndo podemos descartar a hipotese da presenca de astrdcitos e
microglia expressando a NADPH-d, além dos neurénios NADPH-d+, que é
consistente com a hipétese da persisténcia de um processo inflamatorio na regiao.
Se esta hipotese estiver correta, o insulto isquémico em E18 provocou direta ou
indiretamente uma reacdo inflamatoria que persiste até a idade adulta,
provavelmente por ativar mecanismos de feedback positivos, que podem envolver o
sistema NO e receptores NMDA glutamatérgicos. A ativacdo do sistema NO-
glutamato-NMDA pode gerar mais lesdo neuronal, mais liberacdo de mediadores
inflamatoérios tais como citocinas e, portanto, mais inflamacdo. A reducdo da
marcacao no corno de Ammon nos animais HIl, em P23 e em P90, sugere uma
recuperacdo da regido, por mecanismos neuroprotetores cujo efeito foi observado
apenas quando os animais alcancaram a maturidade do SNC. Novos estudos se
fazem necessarios para investigar esta hipotese e explicar o papel deste fenbmeno
na fisiopatologia da leséo provocada pela Hl.

O hipocampo é uma estrutura que recebe aferéncias de quase todo o cérebro.
Tem sido demonstrado que neurdnios dopaminérgicos da area tegmental ventral e
da substancia negra compacta projetam-se para 0 hipocampo, que possui
receptores para dopamina. O papel dessas projecOes dopaminérgicas para o
hipocampo ainda € controverso, mas é factivel que parte da habilidade motora dos
animais, relacionada ao aprendizado, pode estar relacionada a estes circuitos
neurais (Muzzio e col., 2009). Outro aspecto que pode ser de grande valor no estudo
das vias mesohipocampais é que estas podem ter grande relevancia em doencas
neurodegenerativas associadas com a perda de memoaria, como a esquizofrenia e
Alzheimer. Pacientes com doenca de Parkinson, antes de desenvolverem perda
motora, também relatam perda de memdria (Tadaiesky e col., 2008). O déficit motor

ocorre quando mais de 60% dos neurdnios dopaminérgicos foram perdidos, e de 60
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a 80 % de dopamina foi reduzida no estriado. Também é factivel supor que quando
a perda de neurénios dopaminérgicos na substancia negra for suficiente para afetar
o controle motor no estriado, os efeitos sobre a via dopamino-hipocampal poderéo
ser ainda mais dramaticos.

As lesdes provocadas pela HI podem modificar a funcionalidade do sistema
nigro-hipocampal, com efeitos relevantes sobre a atencédo e, portanto, sobre a
memoria e o aprendizado. Novos estudos precisam ser desenvolvidos para testar

esta hipotese.

10.6 Consideragdes finais

Os resultados do presente estudo mostram uma dramatica reducdo do
desempenho motor nos testes ROTAROD e campo aberto associada com as
alteracdes na expressao da TH, na substancia negra, e da NADPH-d, no hipocampo,
sugerindo que o insulto isquémico em E18 provocou alteracdes morfofuncionais
permanentes nos animais. Além disso, assim como ocorre no insulto isquémico
produzido pela hipoxia pré-natal em humanos, o modelo de HI utilizado em nosso
estudo produz um conjunto de lesBes difusas, extremamente variaveis. Observamos
desde ratos com desenvolvimento aparentemente normal, como aqueles com
plegias incapacitantes.

A alteracdo na marcacao para NADPH-d encontrada por nés no hipocampo
dos animais HIl pode estar correlacionada com déficits cognitivos descritos na
literatura. O hipocampo esté altamente envolvido no armazenamento, codificacéo e
recuperacdo da memoria explicita, como a memoria espacial. Uma das
caracteristicas importantes deste processo € que este requer um componente de
atencdo. Nao ha conhecimento, ainda, sobre 0s mecanismos pelos quais 0
processo de atencdo modula a estocagem e outras fun¢cdes de memaoria hipocampo-
dependente. Sabe-se que em parte existe o envolvimento da dopamina atuando
através de receptores D1/D5 (Muzzio e col., 2009). Como ja dito anteriormente, é
descrito na literatura que criangas que passam por um evento de HIl desenvolvem
entre outros problemas, déficit de atencéo e problemas de aprendizado. Em nosso
estudo verificamos que em nosso modelo, animais que passam por este mesmo
evento possuem alteracdes dopaminérgicas na substancia negra e nitrérgicas no

hipocampo. Novos estudos se fazem necessarios para analisar 0 envolvimento
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desses sistemas no déficit cognitivo, utilizando protocolos comportamentais que
estdo diretamente relacionados com a via mesohipocampal.

Deste modo, propomos que o modelo experimental utilizado neste estudo
funciona como uma ferramenta valiosa para o entendimento das lesées no SNC,
decorrentes da hipoxia pré-natal; e, sobretudo, para o desenvolvimento de
procedimentos clinicos com o fim de prevenir ou minimizar as seqielas deste

evento.
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11 CONCLUSOES

O presente estudo concluiu que:

1. Ratos submetidos ao modelo de clampeamento das artérias uterinas,
em E18, apresentam alteracdes estruturais do sistema dopaminérgico na
regido da substancia negra compacta e reticulada. Também foram
observadas modificacbes na distribuicio da NADPHd no complexo
hipocampal. Estas alteracbes foram observadas no desenvolvimento, e
algumas destas foram permanentes até a idade adulta.

2. A HI pré-natal foi capaz de reduzir a motricidade dos animais
experimentais. Este resultado foi verificado em dois testes comportamentais:
o teste de campo aberto e 0 ROTAROD. Acreditamos que este déficit pode
ser decorrente das alteragBes morfoldgicas encontradas na substancia negra.

3. Os animais HI ndo apresentaram maior nivel de ansiedade em relacdo
ao grupo SHAM, descartando a hipotese de as alteracbes observadas nos
testes de motricidade estar relacionadas a fatores ansiogénicos.

4. O modelo de clampeamento das artérias uterinas da fémea se mostrou
uma ferramenta importante no estudo das alteracbes decorrentes do evento
de HI pré-natal, por produzir diversos resultados que sdo similares aos

ocorridos em neonatos que passam por este evento.
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