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RESUMO

COSTA, Everton Luis Nunes Costa. Avaliagdo morfofuncional do complexo hipocampal em
ratos submetidos a um modelo de hipdxia-isquemia pré-natal. 2014. 83 f. Dissertacao
(Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

A diminuicdo do aporte de oxigénio e nutrientes na vida perinatal resulta em danos,
como astrogliose, morte de neurdnios e de células proliferativas. Déficits cognitivos podem
estar relacionados a danos no hipocampo. Neste trabalho avaliamos a citoarquitetura do giro
dentado (DG) durante o desenvolvimento e a memdria de ratos submetidos a HI. Para tal,
utilizamos a técnica de imunohistoquimica para marcador de proliferacdo celular (KI167),
neurénio jovem (DCX), de astrdcitos (GFAP) e de 6xido nitrico sintase neuronal (NOSn).
Para avaliar a memoria de curta e de longa duracéo foi utilizado o teste de reconhecimento de
objetos (RO). Ratas Wistar gravidas em E18 foram anestesiadas (tribromoetanol) e as quatro
artérias uterinas foram ocluidas com grampos de aneurisma (Grupo HI). Apds 45 minutos, 0s
grampos foram removidos e foi feita a sutura por planos anatdmicos. Os animais do grupo
controle (SHAM) sofreram 0o mesmo procedimento, excetuando a oclusdo das artérias. Os
animais nasceram a termo. Animais com idades de 7 a 90 dias pés-natal (P7 a P90), foram
anestesiados e perfundido-fixados com paraformaldeido a 4%, e os encéfalos submetidos ao
processamento histolégico. Cortes coronais do hipocampo (20um) foram submetidos a
imunohistoquimica para K167, DCX, GFAP e NOSn. Animais P90 foram submetidos ao RO.
Os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética (CEA/019/2010). Observamos menor
imunomarcagao para KI67 no giro dentado de animais HI em P7. Para a marcagdo de DCX
nesta idade ndo foi observada diferenca entre os grupos. Animais HI em P15, P20 e P45
tiveram menor imunomarcagédo para DCX e Ki67 na camada granular. Animais P90 de ambos
0S grupos ndo apresentaram marcacao para KI67 e DCX. Vimos aumento da imunomarcacao
para GFAP nos animais HI em todas as idades. A imunomarcacao para NOSn nos animais HI
foi menor em todas as idades. O maior nimero de células NOSn positivas foi visto em
animais P7 em ambos os grupos na camada polimdrfica. Em P15, animais HI apresentam
células NOSn+ em todo o DG. Em P30 animais HI apresentam células NOSn+ nas camadas
polimérfica e sub-granular. Animais adultos (P90) de ambos os grupos apresentam células
NOSn positivas apenas nas camadas granular e sub-granular. Embora animais HI P90 néo
apresentaram déficits de memoria, estes apresentaram menor tempo de exploragdo do objeto.
Comportamento correspondente a déficits de atencdo em humanos. Nossos resultados
sugerem que HI perinatal diminui a populacdo de células proliferativas, de neurdnios jovens,
de neurbnios NOSn+, além de causar astrogliose e possivelmente déficits de atengdo. O
modelo demonstrou ser atil para a compreensdo dos mecanismos celulares das lesdes
hipdxico-isquémicas e pode ser usado para testar estratégias terapéuticas.

Palavras-chave: HipoOxia-isquemia. Desenvolvimento. Hipocampo. Memoria. Déficits de

atencdo e comportamento.



ABSTRACT

COSTA, Everton Luis Nunes Costa. Morphofunctional evaluation of the hippocampal
complex in rats submeted to Perinatal hypoxia-ischemia pattern.2014. 83 f. Dissertagao
(Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

The supply of oxygen and nutrients decreasing in perinatal life may results in CNS
damage such as deficits in memory and attention and increased susceptibility to epileptic
disorders in adulthood. Perinatal hypoxia-ischemia ( HI ) results in astrogliosis in white
matter and loss of cortical neurons (Robinson et al, 2005). Cognitive deficits may be related
to hippocampal damage. In this study we evaluate the cytoarchitecture of the dentate gyrus
(DG) during development and memory in rats submeted to HI. We wused the
immunohistochemistry marker of cell proliferation (Ki67), young neuron (DCX), astrocytes
(GFAP) and neuronal nitric oxide synthase (nNOS). To evaluate the short-memory and long-
lasting the recognition of objects (RO) test was used. Pregnant Wistar rats on E18 were
anesthetized (triboromoethanol) and the four uterine arteries were occluded with aneurysm
clips (Group HI). After 45 minutes, the clips were removed and the incision was sutured to
the anatomical planes. The control group (SHAM) underwent the same procedure, except the
occlusion of arteries. The animals were born at term. Animals aged 7 to 90 days postnatal (P7
to P90) were anesthetized and perfused-fixed with 4% paraformaldehyde, and their brains
were subjected to histological processing. Coronal sections of the hippocampus (20pum) were
subjected to immunohistochemistry for Ki67, DCX, GFAP and nNOS. Animals were
subjected to RO P90. The procedures were approved by the ethics committee ( CEA/019/2010
). We observed lower Ki67 immunostaining in the dentate gyrus of animals HI at P7. For
marking DCX at this age is no difference between the groups was observed. HI animals at
P15, P20 and P45 had less immunostaining for DCX and Ki67 in the granular layer. Animals
P90 in both groups showed no labeling for Ki67 and DCX. We have seen an increase in
GFAP immunostaining HI in animals at any age. The immunostaining for nNOS in HI
animals was lower at all ages. The greater number of positive cells was seen in nNOS P7
animals in both groups in the polymorphic layer. In P15 animals HI nNOS + cells present in
the whole DG. In P30 animals HI feature nNOS + cells in the polymorphic layer and sub-
granular. Adult animals (P90) of both groups have positive nNOS granular cell layers, and
only in the sub-granular. Although HI P90 animals showed no memory deficits, these patients
had shorter holding the object. Corresponding to attention deficits in human behavior. Our
results suggest that perinatal HI decreases the population of proliferative cells, young neurons,
nNOS+ neurons, and astrocytic and possibly cause attention deficits. The model proved to be
useful for understanding the cellular mechanisms of hypoxic- ischemic injury and can be used
to test therapeutic strategies.

Keywords: Hypoxia-ischaemia. Hippocampus. Developmental. Astrogliosis. Attention

deficits.
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INTRODUCAO

A diminuicao de oxigénio e nutrientes proveniente da hipoxia-isquemia durante a vida
perinatal (HI) pode acarretar danos ao sistema nervoso central (SNC). Estes danos
desencadeiam déficit de memoria, dificuldade de concentracdo e de aprendizado e epilepsia
em criancas (Volpe, 2001; 2003. Haynes, 2013. Perrone, 2013). O cérebro infantil humano
submetido a HI apresenta astrogliose, morte neuronal, hipomielinizacdo e alteracdes no
desenvolvimento cortical (Marin-Padilla, 1997). O cérebro em desenvolvimento é mais
suscetivel a hipoxia, uma vez que mudangas nos niveis de ATP, de espécies reativas e de
glutamato podem desencadear morte de progenitores, ativacdo de macréfagos e astrocitos e
excitotoxidade por influxo de calcio (Perrone, 2013). Além disso, 0 cérebro imaturo possui
altas concentracOes de &cidos graxos e ions de ferro livres, além de um sistema enzimatico
antioxidante imaturo, o que o torna mais vulneravel ao dano oxidativo (Yager et al, 2004;
Mclean e Ferriero, 2004; Lafemina et al, 2006).Estudos em modelos animais(Rice et al, 1981;
Bjelke, 1991; Vannuci, 1996; Sheldon, 1998; Renolleau et al, 1998; Robinson et al, 2005)
apontam que HI resulta em morte de neurdnios e de oligodendrdcitos, aumento da producgéo
de espécies reativas de oxigénio, liberacdo de glutamato, ruptura axonal, astrogliose na
substancia branca, infarto em regiGes como cortex cerebral, hipocampo, estriado e talamo,
além de alteracbes nas funcdes cognitivas, alteracdes similares as observadas em criangas que
passaram por HI perinatal (Robinson et al, 2005; Back et al., 1998; Fern & Moller, 2000;
Follett et al., 2000; Volpe, 2001).

No Brasil, a mortalidade neonatal comp&e cerca de 70% das mortes de menores de
cinco anos. No ano de 2010, as maiores causas das mortes eram afeccdes perinatais, como
prematuridade, malformacgdes congénitas, infeccdes e asfixia/hipoxia. (IBGE, 2006; Brasil,
2012). No periodo entre 1996 e 2010 a taxa de mortalidade infantil caiu de 34,8 a cada mil
nascidos vivos para 16,2. Apds a queda da mortalidade infantil, o0 componente neonatal
ganhou maior importancia devido a sua grande representatividade. A porcentagem do total de
mortes de neonatos aumentou de 59% para 70% (Alves, 2008). Apesar dos crescentes
avancos na medicina neonatal, 0 numero de criancas com déficits neuroldgicos apos injuria
perinatal tem se mantido estavel nos ultimos anos (Ahman, 2004).

A asfixia sistémica pré-natal pode ocorrer tanto por um processo mecanico como por
outros fatores entre eles o tabagismo materno, anemia, hipotensdo, gestagdes multiplas e uso

de drogas (Pundik et al, 2006). Modelos animais vém auxiliando no desenvolvimento de
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terapias para reverter ou atenuar os efeitos de neuropatologias acarretadas por HI. A
administracdo de glicocorticdides (Nelson, 2003), antagonistas de receptores glutamatérgicos
(Mc Donald et al., 1987), inibidores de radicais livres, bloqueadores de canais de calcio entre
outros (Altman etal,1984; Gunn et al, 1989; Barks et al, 1991; Palmer etal, 1993; Hagberg et
al, 1994) pode melhorar tais danos.E de extrema importancia estudar os mecanismos de
eventos hipoxico-isquémicos para que sejam elucidados possiveis abordagens terapéuticas

mais eficazes.
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