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RESUMO

TAVEIRA, Gustavo de Mesquita Diniz. Hipoxia-isquemia transitoria pré-natal e
desenvolvimento da retina de ratos: alteracdes morfolégicas e funcionais. 2018. 81 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A hipoxia-isquemia (HI) pré-natal é uma das principais causas de comprometimento
do desenvolvimento neuroldgico no recém-nascido e esta associada a paralisia cerebral,
problemas de atenc&o, hiperatividade, epilepsia e alteragdes sensoriais, incluindo problemas
no processamento visual. Assim, a investigacdo dos efeitos da HI pré-natal no
desenvolvimento da retina oferece um grande potencial para elucidar mecanismos
relacionados aos efeitos da HI durante a gravidez. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos da HI sistémica pré-natal nas células ganglionares da retina (CGRSs) e na funcao
visual de ratos Wistar durante o desenvolvimento pds-natal. Especificamente, avaliamos o
impacto da HI pré-natal no numero de CGRs e nas propriedades funcionais das vias
formadoras e ndo-formadoras de imagem. Ao décimo oitavo dia de gestacdo (E18), ratas
gravidas tiveram seus cornos uterinos expostos e durante 45 minutos o fluxo sanguineo
uterino e ovariano obstruidos pelo clampeamento das artérias (grupo HI). Os animais do
grupo controle foram obtidos a partir de fémeas gravidas submetidas ao mesmo
procedimento cirurgico, exceto o clampeamento das artérias (grupo SH). O processamento
histologico (hematoxilina e eosina, HE) e imunohistoquimico (Brn3a) das retinas dos
animais HI e SH foi feito no segundo, nono, vigésimo terceiro e trigésimo dias pds-natais.
Ja a avaliacdo das propriedades funcionais da visdo foi feita apenas no trigésimo dia pos-
natal através da andlise do reflexo pupilar (via ndo-formadora de imagem) e do teste de
aversdo ao precipicio (via formadora de imagem). Por fim, foi feita uma comparacéo
qualitativa das projecdes das CGRs entre animais HI e SH atraves de marcacdo axonal
anterograda com fluorescéncia. Os animais do grupo HI apresentaram uma menor evolucéo
no ganho de massa corporal comparados aos animais do grupo SH e, curiosamente, a
abertura dos olhos da maioria dos animais HI foi precoce em relacdo aos SH. Com relagdo a
avaliacdo do nimero de CGRs, embora nao tenha sido observada diferenca no nimero de
células na camada ganglionar entre os grupos HI e SH para retinas coradas com HE, a
quantificacdo do numero de CGRs marcadas por Brn3a evidenciou uma reducao
significativa no nimero de CGRs dos animais HI na maioria das idades analisadas. Esse
Gltimo resultado pode explicar a redugédo da espessura do nervo Optico e a menor densidade
do nimero de projecdes retinianas no nucleo geniculado dorsal do animal HI em relacéo ao
animal SH observada no trigésimo dia pds-natal. A avaliacdo do reflexo pupilar revelou que
os animais HI ndo conseguiram sustentar a constricdo pupilar sob iluminacdo continua.
Ademais, ndo foram observadas diferencas entre os grupos experimentais com relacdo a
constricado do musculo ciliar induzida farmacologicamente. No teste de aversdo ao
precipicio os ratos HI demonstraram preferéncia para o lado fundo (déficit de percepgéo de
profundidade), contrario ao SH, que desceu, em sua maioria, para o lado raso (percepcéao de
profundidade normal). Em conjunto, 0s nossos resultados demonstram que a HI transitoria
pré-natal provoca perda no nimero de CGRs e sugerem que tal perda pode estar relacionada
a alteracGes na funcdo visual dos animais.

Palavras-chave: Hipoxia-isquemia transitoria pré-natal. Retina. Células ganglionares da
retina. Sistema visual ndo-formador de imagem. Sistema visual

formador de imagem.



ABSTRACT

TAVEIRA, Gustavo de Mesquita Diniz. Prenatal transient hypoxia-ischemia and rats
retina development: morphological and functional alterations. 2018. 81 f. Dissertacao
(Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Prenatal hypoxia-ischemia (HI) is one of the main causes of neurodevelopmental
impairment in the newborn and is associated with cerebral palsy, attention problems,
hyperactivity, epilepsy and sensory alterations, including visual processing problems. Thus,
the investigation of the effects of prenatal HI on retinal development offers great potential
to elucidate mechanisms related to the effects of HI during pregnancy. The objective of this
study was to evaluate the effects of prenatal systemic HI on retinal ganglion cells (RGCs)
and visual function of Wistar rats during postnatal development. Specifically, we evaluated
the impact of prenatal HI on the number of RGCs and on the functional properties of the
imaging and non-forming pathways. At the eighteenth day of gestation (E18), pregnant rats
had their uterine horns exposed and during 45 minutes and the uterine and ovarian blood
flow obstructed by artery clamping (HI group). The animals of the control group were
obtained from pregnant females submitted to the same surgical procedure, except for the
clamping of the arteries (SH group). The histological (hematoxylin and eosin, HE) and
immunohistochemical (Brn3a) processing of HI and SH animal retinas were done on the
second, ninth, twenty-third and thirtieth postnatal days. The evaluation of the functional
properties of vision was made only on the 30th postnatal day through analysis of the
pupillary reflex (non-image forming path) and the visual cliff (image forming pathway) test.
Finally, a qualitative comparison of the RGCs projections between HI and SH animals was
made by anterograde axonal fluorescence marking. The animals of the HI group presented a
lower evolution in the gain of body mass compared to the animals of the SH group and,
interestingly, the eye opening of the majority of the HI animals was precocious in relation
to the SH. Regarding the evaluation of the number of RGCs, although no difference was
observed in the number of cells in this layer between the HI and SH groups for HE stained
retinas, quantification of the number of RGCs by Brn3a-labeled evidenced a significant
reduction in the number of RGCs from HI animals at most of the ages analyzed. This result
may explain the reduction of the optic nerve thickness and the lower density of the number
of retinal projections in the dorsal geniculate nucleus of the HI animals in relation to the SH
animals observed on the 30th postnatal day. The evaluation of the pupillary reflex revealed
that the HI animals could not sustain the pupillary constriction under continuous
illumination. In addition, no differences were observed between the experimental groups
regarding pharmacologically induced ciliary muscle constriction. In the visual cliff test HI
rats showed a preference for the deep side (depth perception deficit), contrary to SH, which
descended mostly to the shallow side (perception of normal depth). Taken together, our
results demonstrate that prenatal transient HI causes loss in the number of CGRs and
suggest that such loss may be related to changes in the visual function of the animals.

Keywords: Prenatal Transient Hypoxia-lschemia. Retina. Retinal ganglion cells. Non-

imaging visual system. Image-forming visual system.
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INTRODUCAO

Integrada ao sistema nervoso central (SNC) (MEY; THANOS, 2000), a retina possuli
como funcgdo a conversdo do estimulo luminoso em sinais elétricos, que sdo conduzidos pelo
nervo oOptico as estruturas encefalicas superiores, permitindo, assim, a percep¢do visual
(THOMAS, 1986). Se comparada a outras regides do encéfalo, possui uma citoarquitetura
neural simples, de aspecto laminar, dividida em camadas e composta de apenas alguns tipos
celulares com caracteristicas morfofuncionais bem definidas (KLEIN, 2014; MEY;
THANOS, 2000). Ademais, possui facil obtencdo e manipulacdo. Sendo assim, fica evidente
que a utilizacdo da retina para estudos relacionados ao SNC se mostra vantajosa.

Assim como o cérebro, a retina possui intensa atividade metabdlica (COHEN;
NOELL, 1960), logo, uma interrupcdo transitoria do fluxo sanguineo pode ter consequéncias
deletérias (JANAKY et al., 2007). Como exemplo dessa interrupcdo sanguinea transitoria,
podemos citar a hipdxia-isquemia (HI) pré-natal, que ocorre devido a diversos fatores, como
parto prematuro, insuficiéncia placentéria, disfuncdo pulmonar ou cardiaca, entre outros
(PROCIANOY; SILVEIRAL, 2001). Apesar de ser a principal causa de paralisia cerebral em
criancas, ha evidéncias crescentes que HI pré-natal provoca déficit sensorial ndo motor,
envolvendo principalmente viséo, associada a essa condicdo (VAN HOF-VAN DUIN;
MOHN, 1984; ROLAND et al., 1986; GROENENDAAL et al., 1989; GUZZETTA et al.,
2001). Mais da metade das criancas com encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal
apresentam algum tipo de deficiéncia visual, incluindo estrabismo, ambliopia, nistagmo,
neuropatia Optica, campo visual reduzido, visdo de cor defeituosa e baixa acuidade visual.
(GOOD; HARDY, 2001; GUZZETTA et al., 2001).

Na retina, o dano relativo a HI tem sido caracterizado pela ativacdo das celulas de
Mdiller, alteracdes no epitélio pigmentar e, em particular, nas células ganglionares da retina
(CGRs), cujas projecdes chegam ao talamo visual (KERGOAT et al., 2006). Essas células
medeiam 0 processo de formacgdo da imagem e participam de fungbes ndo-formadoras de
imagem, como o reflexo pupilar a luz e o ciclo circadiano (SEABROOKET et al., 2017;
KAUR et al., 2009). Ja& é descrito que as CGRs sdo altamente vulneraveis a insultos
isquémicos (KERGOAT et al., 2006). No entanto, o impacto da morte de CGRs apds a leséo
pré-natal de HI permanece mal compreendido.

Nosso grupo utiliza um modelo de HI, que consiste na obstrugdo do fluxo sanguineo

uterino e ovariano por clampeamento das artérias de ratas gravidas no décimo oitavo dia de



15

gestacdo (SAVIGNON et al., 2008). Resultados anteriores mostram que a HI pré-natal
provoca alteracdes na morfologia e no perfil neuroquimico do cerebelo (SAVIGNON et al.,
2012; BARRADAS et al., 2016) e no hipocampo (CUNHA-RODRIGUES et al., 2018) de
ratos. Além disso, Fonseca, em 2016, demonstrou perda de neurénios na camada ganglionar
da retina em ratos submetidos a esse modelo. Conforme exposto acima, é possivel supor que
HI pré-natal causa alteracGes no sistema visual de ratos. Logo, o presente trabalho possui
como objetivo avaliar os efeitos de HI transitdria pré-natal no desenvolvimento da retina e em

propriedades funcionais das vias formadora e ndo-formadora de imagem
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Retina

A retina nos mamiferos € localizada ao fundo do globo ocular, limitada anteriormente
pelo humor vitreo, e, posteriormente, pelo epitélio pigmentado. As células deste epitélio
simples fazem contato com o0 segmento externo dos fotorreceptores, participando da
reciclagem de suas membranas (YOUNG; BOK, 1969) e da troca de metabolitos com a retina
como um todo (KUBRUSLY et al., 2003).

O globo ocular (Figura 1) é um 6rgdo que possui grande grau evolutivo e possibilita
uma andlise detalhada da forma, cor e intensidade de luz refletida de um objeto. Possui trés
tunicas concentricamente dispostas: camada externa, composta pela esclera e cornea; camada
média ou tunica vascular, composta pela coroide, corpo ciliar e iris; e camada interna ou
retina, que projeta seus axdnios ao cerebro através do nervo optico (NILSSON, 1989).

De forma semelhante a que ocorre nos seres humanos, nos olhos de roedores (Figura
1), a luz atravessa a coOrnea e o cristalino e incide sobre a retina (HEMMINGSEN;
DOUGLAS, 1970). Uma vez que chega a retina, a luz sera captada pelos fotorreceptores, do
tipo cone e bastonete. Apesar disso, algumas diferencas merecem ser destacadas. Diferente
dos seres humanos e de grande parte dos primatas, roedores possuem somente dois tipos de
cones, ao invés de trés, com fotopigmentos sensiveis as faixas de comprimento de onda verde
e azul (JACOBS et al., 1991). Ademais, a retina de ratos possui apenas 1% de cones, em
contrapartida, a retina humana possui 5% (LAVAIL, 1976). Isso explica o habito notivago
dos roedores, por exemplo, diferente dos humanos, que sdo diurnos (ANDRADE et al., 2002).
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Figura 1: Esquema comparativo da anatomia do olho humano com a de ratos.
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Fonte: The Rat's Eyes. Disponivel em:< http://www.ratbehavior.org/Eyes.htm>. Acesso em: 13 dez. 2017.

1.1.1 Estrutura morfofuncional da retina

A retina possui aspecto laminar e com citoarquitetura bem definida (Figura 2). Possui
cinco tipos de células neuronais (LIVESEY; CEPKO, 2001), os fotorreceptores, as células
amacrinas, horizontais, bipolares e ganglionares. Essas células estdo dispostas em camadas
(Figura 2), ora constituidas de corpos celulares, ora por seus respectivos processos
(WASSLE; BOYCOTT, 1991). As camadas sdo denominadas: epitélio pigmentar (EP),

componente ndo neuronal; camada dos fotorreceptores (CF), os cones e bastonetes; camada
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nuclear externa (CNE), composta por corpos celulares dos fotorreceptores; camada
plexiforme externa (CPE), onde se localizam os terminais axonais dos fotorreceptores e dos
dendritos das células horizontais e bipolares; camada nuclear interna (CNI) onde estdo os
corpos das células bipolares, horizontais e amacrinas; camada plexiforme interna (CPI), que
contém os terminais axonais das células améacrinas e bipolares e os dendritos das células
ganglionares; camada de células ganglionares (CCG) da retina constituida pelos corpos das
CGRs e amécrinas deslocadas; por fim, a camada de fibras 6pticas (CFO), formada por
axonios das CGRs, que juntos formam o nervo 6ptico, por onde passam 0s impulsos nervosos,
que serdo conduzidos até o talamo visual e coliculo superior (MARQUARDT; GRUSS, 2002;
WASSLE, 2004).

Figura 2: Desenho esquematico dos componentes celulares da retina: glia e neurdnios.
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Legenda: Aspecto laminar da retina madura de um mamifero. Observar a localizacdo das diferentes camadas da
retina (das camadas mais internas para as externas): nervo optico (NO), camada de fibras 6pticas (CFO), camada
de células ganglionares (CCG), camada plexiforme interna (CPI), camada nuclear interna (CNI), camada
plexiforme externa (CPE), camada nuclear externa (CNE), camada de fotorreceptores (CF) e epitélio pigmentar
(EP). Células amacrinas (A), astrécitos em verde (As), células bipolares (B), cones (C), bastonetes (R), células
ganglionares (G), células horizontais (H), células Miiller (M) e microglia (Mi).

Fonte: adaptada de VENICO et al., 2016.
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Cada tipo celular da retina possui caracteristicas proprias. Os fotorreceptores, cones e
bastonetes, sdo células com morfologia alongada que contém fotopigmentos compostos de
uma opsina acoplada a uma molécula croméfora que absorve luz. Cones estdo relacionados
com a visdo fotdpica, que permite a distingdo de cores por meio de um sistema de comparacéao
de sinais entre os subtipos de cones. J& 0s bastonetes possuem um fotopigmento muito mais
sensivel a luz, capazes de captarem apenas um foton (RODRIGUES, 2010), entretanto, ndo
discriminam cores. Os fotorreceptores sdo 0s primeiros neurdnios responsaveis pela
transducdo do estimulo visual e realizam sinapse com células bipolares, que por fim, irdo
transmitir o impulso nervoso as células ganglionares (BICAS, 1997). Estes impulsos serdo
transmitidos, via nervo optico, até os nucleos visuais. Ha, aproximadamente, seis milhdes de
cones em uma retina humana e aproximadamente 120 milhdes de bastonetes (BICAS, 1997).
Geralmente, por serem mais sensiveis a luz, 15 a 30 bastonetes convergem para uma Unica
célula bipolar. Diferente dos cones, que, em determinadas regiGes da retina, podem realizar
sinapse com apenas uma célula bipolar. Vale ressaltar que a retina de humanos e de primatas
possui uma regido mais central chamada méacula, onde se encontra a févea. Nesta regido que a
visdo alcanca seu maior grau de nitidez e precisdo, sendo formada exclusivamente por
fotorreceptores do tipo cone (GUYTON; HALL, 2006).

Na CNI estdo presentes as células bipolares, que transmitem a informacdo dos
fotorreceptores para as células ganglionares. Estas podem possuir dois tipos de morfologia
diferentes: difusas, que realizam comunicagdo com dois ou mais fotorreceptores e
monossinapticas, que estabelecem conexdo com um cone e uma célula ganglionar. Além de
células bipolares, esta camada contem as células horizontais e as células amacrinas. Esses dois
tipos de células possuem seus prolongamentos posicionados horizontalmente e realizam
conexdo com os fotorreceptores e células ganglionares, respectivamente. Juntas, estas células
formam a comunicacdo horizontal da retina (STRETTOI; MASLAND, 1995; JEON et al.,
1998).

A retina de vertebrados contém quatro tipos de glia, células de Miller, astrécitos,
oligodendrdcitos e microglia, As células de Miiller sdo as predominantes, representando 90%
do total das células da glia na retina (LIU et al., 2014). Estendem-se por quase todas as
camadas da retina e sdo capazes de sustentar e nutrir os neurdnios da retina, funcdes
equivalentes as da neuroglia/astroglia encefalica. Além disso, as células de Miller sdo
capazes de modular a comunicagéo entre as camadas plexiforme externa e plexiforme interna
(CORMACK, 2008). Além da glia de Muller, podemos citar os astrocitos, que sdo quase

exclusivamente confinados as camadas retinianas mais internas (STONE; DREHER, 1987;
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TURNER; CEPKO, 1987; WATANABE; RAFF, 1988). Alguns dos papeis benéficos
cumpridos pelos astrdcitos incluem suporte neurotrofico e a manutencdo da barreira
hematorretiniana. Ja em resposta a lesdo ou doenca, 0s astrdcitos expressam proteinas que
comprometem a integridade da barreira hematorretiniana, regulando a expressao de Varios
genes que codificam citocinas e quimiocinas, promovendo degeneracdo da retina (KIM;
DUSTIN, 2006). O terceiro tipo glial, o oligodendrocito, é visto apenas ocasionalmente na
retina, associado com axonios de células ganglionares mielinizadas em algumas espécies
como o Coelho (VECINO et al., 2016). Ja o quarto, a microglia, em condi¢des saudaveis,
expressa fatores neuroprotetores e antiinflamatérios (STREIT, 2002). Em contrapartida, em
condicgdes patoldgicas, a ativacdo da microglia promove ac¢des benéficas, como remocao de
residuos e células degeneradas e secrecdo de fatores de sobrevivéncia neuronal para limitar
lesbes adicionais (STREIT, 2002; RIVEST, 2009). Por outro lado, a acdo da microglia
também pode se tornar prejudicial, visto que pode desencadear ciclo de ativacdo persistente e
recrutamento de células de inflamacéo adicionais (RIVEST, 2009).

Por fim, as células ganglionares, neurbnios de terceira ordem, que possuem nucleo
grande localizados na CCG (WASSLE, 2004). Ha espécies em que, nesta camada se
encontram também células amacrinas e horizontais deslocadas. As CGRs captam o estimulo
das células bipolares e o transmitem, pelos seus axénios, para o encéfalo. Este € o ultimo
ponto de saida da informacdo visual na retina (ATHANASSIOUS et al., 1984).

Primeiramente descritas por Ramon e Cajal (1893), por meio da técnica de Golgi em
retina de vertebrados, as CGRs foram classificadas quanto a sua diversidade morfologica e
extensdo da arvore dendritica, tamanho do corpo celular e tamanho, e nimero de sublaminas
da CPI que suas ramificagcdes ocupam.

Atualmente, estima-se que existam aproximadamente 20 subtipos de CGRs que cada
um deles é responsavel pela codificacdo de diferentes aspectos das cenas visuais
(MASLAND, 2012). Resumidamente, dentre os diferentes tipos de CGRs, podemos citar as
que d&o origem a duas vias visuais, denominadas, magno e parvocelular (TOOTEL et al.,
1988). As células da via magnocelular sdo grandes e se ligam a varias células bipolares,
possuindo um campo receptivo maior, associadas, entdo, a baixa resolucdo. Logo, atuam na
sensibilidade ao contraste da luminancia em baixas frequéncias espaciais e na visdo noturna.
Possuem uma maior condutividade e sensibilidade a movimentos rapidos, além de uma alta
resolucdo temporal. Em contrapartida, células ganglionares da via parvocelular possuem

menor tamanho e ligam-se apenas a uma Unica célula bipolar. Apesar de possuirem um campo
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receptivo pequeno e condutividade lenta, isso Ihes confere alta capacidade de resolucédo
espacial e sensibilidade a movimentos lentos (KAPLAN; SHAPLEY, 1986).

Recentemente foi descrito um novo subtipo de CGRs, as intrinsecamente
fotossensiveis (ifCGRs). Estas células possuem uma grande arvore dendritica e sensibilidade
a luz. Essa sensibilidade é decorrente de uma opsina chamada melanopsina expressa por esse
subtipo celular. A melanopsina, quando expressada, ativa uma cascata de sinalizacao que abre
canais de célcio na membrana, e quando muito estimulada pela luz, provoca uma resposta que
demora varios segundos (HATTAR et al., 2002; PANDA et al., 2002; QIU et al., 2005; DO;
YAU, 2013). As proje¢des das ifCGRs se destinam para a area pré-tectal e ao ndcleo
supraquiasmatico, desempenhando papel no ciclo circadiano e no reflexo pupilar a luz
(HATTAR et al., 2003; SCHMIDT et al., 2011; MUNCH; KAWASAKI, 2013; LUCAS et
al., 2001; GOOLEY et al., 2001) . Ao longo dos ultimos anos, foram encontrados mais
quatro tipos de CGRs que expressam melanopsina e, por isso, se mostram fotossensiveis
(ESTEVEZ et al.; 2012; HU et al., 2013). Essas descobertas aumentaram as chances dessas
células desempenharem outras fun¢des (SCHMIDT et al., 2011; ALLEN et al., 2014).

1.1.2 Desenvolvimento embrionario da retina

Assim como as outras estruturas do SNC, a retina se origina de uma por¢cdo do
ectoderma que forma o tubo neural (MEY; THANOS, 2000). Ela surge a partir de uma
invaginacgdo do diencéfalo, através de diversas mudancas morfoldgicas e genéticas (NELSON
et al ., 2007). Formam-se as vesiculas dpticas, precursoras do globo ocular, que, inicialmente,
possui duas camadas celulares, a externa formara o epitélio pigmentado e a mais interna
formara o epitélio pseudo-estratificado. Este ultimo é formado por células-tronco que déo
origem a qualquer tipo neuronal ou a glia de Muller (TURNER; CEPKO, 1987; ADLER,
1999).

Para formar a citoarquitetura retiniana sdo necessarios processos de divisdo migracao e
diferenciacdo celular. Tanto no periodo embrionario, quanto no pds-natal, todos esses
processos ocorrem de maneira sobreposta e possuem uma cronologia bem definida (CEPKO
et al., 1996; YANG, 2004), como mostrado na Figura 3. E consensual que, em diversas
especies, as primeiras células a sairem do ciclo celular sdo as células ganglionares (PRADA et

al., 1991), seguida pelos demais neurénios, e, por fim, as células de Muller.
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Figura 3: Curvas de desenvolvimento das células da retina.
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Legenda: Os processos de diferenciacdo celular das células da retina ocorrem sobrepostos uns aos outros e de
maneira organizada. As curvas ndo refletem valores absolutos, porém a proporcdo relativa de células
diferenciadas para cada tipo celular. Os nimeros fazem alusdo aos dias embriondrios e dias pos-natal do
desenvolvimento murino - pequenos roedores.

Fonte: MARQUARDT; GRUSS, 2002.

Tratando especificamente de ratos em seu primeiro dia pos-natal (P0), a retina destes
animais ainda ndo possui uma estrutura laminar definida. Apresenta-se em duas camadas
somente, camada ganglionar e neuroblastica (Figura 4). Esta ultima contendo precursores
celulares que ainda ndo sairam do ciclo celular. A retina de mamiferos, incluindo humanos,
ratos e camundongos, ndo tem nichos neurogénicos persistentes significativos, sendo que em
ratos, a neurogénese é completada dentro dos primeiros 10 dias p6s-natal (MOSHIRI et al.,
2004).
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Figura 4: Esquema da retina de rato neonato, entre PO e P2.

Legenda: Observe a camada ganglionar (cinza), as células améacrinas (verde e amarelo), os fotorreceptores (roxo
e vermelho) e a extensa camada de neuroblastos (azul).
Fonte: CUNHA , 2006.

Vérios fatores estdo implicados na orientacdo da diferenciacdo das células
progenitoras da retina. Shh, uma conhecida proteina da familia de sinalizadores hedgehog,
parece conduzir a progressdo da onda de diferenciacdo do primeiro tipo celular, as células
ganglionares, que por sua vez, comegcam a secretar Shh (ZHANG et al., 2017). Além disso,
fatores de crescimento transformante e epidérmico podem estimular a producdo de tipos
particulares de células, e, ao mesmo tempo, suprimir outros (LILLIEN, 1998). Estudos
observaram aumento nos niveis de expressdo do receptor do fator de crescimento epidérmico
em embrides que possuiam atraso no desenvolvimento retiniano, sugerindo, entdo, que esse
fator é responsavel por processos relacionados ao desenvolvimento (LILLIEN, 1995;
LILLIEN; WANCIO, 1998).
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1.2 Sistema visual

O sentido da visdo é proporcionado aos animais pela interacdo da luz com os
receptores especializados que se encontram na retina (GIBSON; MACLEAN, 1979). A
imagem projetada na retina provoca uma reacdo de transducdo fotoneural nos receptores,
gerando um potencial receptor que, por sua vez, provoca nas células seguintes da retina outros
potenciais bioelétricos (CHALUPA; WILLIAMS, 1984). Todos esses sinais percorrem pelo
nervo o6ptico em direcdo as regiGes visuais do encéfalo, situadas no mesencéfalo, no
diencéfalo e em diversas areas do cortex cerebral (Figura 5) (OSTERHOUT et al., 2015).

Os axoénios das células ganglionares da retina formam eferéncias retinianas para
varios nucleos que compdem o sistema visual. Suas projecdes formam o nervo Optico e

posteriormente 0 quiasma e o trato éptico (CHALUPA; WILLIAMS, 1984). O nervo 6ptico
¢ 0 segundo par craniano, que reune o conjunto das fibras das células ganglionares
retinianas e pode ser visto claramente na base do cérebro (ABRAHAMSON; MOORE,
2001). Em mamiferos, a maioria desses axénios se projeta para nucleos retinorrecipientes
contralaterais. A porcentagem de fibras que se direcionam ipsolateralmente varia
consideravelmente de acordo com a espécie e esta ligada com o posicionamento dos olhos
no cranio. Em espécies com olhos posicionados lateralmente, as projecGes ipsolaterais
tendem a ser menores. Em ratos, de 3 a 5% das projecdes retinianas sdo ipsolaterais
(JEFFERY et al., 1984). Em contrapartida, em gatos as projecdes ipsolaterais totalizam
de 25 a 30% das fibras e, em macacos, este numero pode chegar a 40% (TASSINARI et
al., 1997; CHALUPA; LIA, 1991).

Entre os nucleos retinorrecipientes podemos citar o coliculo superior (CS), o
nucleo geniculado lateral (NGL), o ndcleo supraquiasmatico (NSQ), além dos nucleos pre-
tectais. Do quiasma emergem os tratos Opticos, que depois se fundem com o encéfalo
formando um verdadeiro feixe de fibras. No encéfalo, as fibras retinofugais comecam a
divergir, aproximando-se de diferentes alvos sindpticos situados no diencéfalo e no
mesencéfalo (ABRAHAMSON; MOORE, 2001).

No diencéfalo estd o alvo mais relevante para a percepc¢éo visual (via formadora de
imagem) - o NGL -, que recebe fibras provenientes das células ganglionares retinianas de
ambos os olhos e envia axdnios diretamente ao cortex visual primario do mesmo lado. Na
juncéo diencéfalo-mesencefalo ficam os nucleos pré-tectais, que formam sinapses com

fibras retinianas de ambos os olhos. Os neurdnios pré-tectais emitem axdnios para nudcleos
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dos nervos cranianos que participam dos mecanismos de acomodacdo e outros reflexos
oculomotores destinados a estabilizar a imagem projetada sobre a retina. (MCHANFFIE;
STEIN, 1982; OKADA et al., 1992). Finalmente, no mesencéfalo se situa o CS, importante
alvo retiniano que participa dos reflexos de orientacdo dos olhos, da cabeca e do corpo em
relacdo aos estimulos visuais. Como se esperaria dessa funcao visuomotora, 0s neurénios do
CS projetam axo6nios para diversos nicleos motores do tronco encefalico e também para a
medula espinhal (GOODALE et al., 1978; KING, 1999).

Figura 5: Projecdes retinianas.

Desenvolvimento
normal

Legenda: (A) Esquema das projecdes retinianas contra- (vermelho) e ipsolaterais (verde) para o nucleo
geniculado lateral dorsal (NGLd) e o coliculo superior (CS). OE, olho esquerdo; OD olho direito; V1 cértex
visual primério; B, zona binocular; M, zona monocular. (B) Representacdo das projeces retinianas no NGLd
(imagem superior) e CS (imagem inferior) no plano de corte coronal indicado em A (linhas pontilhadas 1 e 2).
(C) Magnificacdo das regides indicadas em B (retdngulos) ilustrando o padrdo de inervagdo das projecoes
retinianas no NGLd e CS de camundongos normais.

Fonte: KRAHE, T. E. 2016.

Além da via formadora de imagem, que processa sinais de fétons relacionados a cor,
contraste e movimento, existe a via ndo-formadora de imagem, envolvida principalmente na
deteccdo de niveis de luz do ambiente. As respostas da via nao-formadora de imagem incluem
a regulacéo do ciclo circadiano, a regulacdo do tamanho da pupila e a secre¢cdo de melatonina
pineal (KLEIN et al., 1991; LUCAS et al., 2001; MROSOVSKY et al, 1999; BADIA, 1991).

Fazem parte dessa via as CGRs intrinsecamente fotossensiveis, que projetam seus axonios
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para ndcleos de processamento visual ndo ligados a formacdo da imagem (PROVENCIO,
2000), como o NSQ ou os nucleos pré-tectais implicados em ritmos circadianos ou reflexos
pupilares, respectivamente. O NSQ esta inteiramente inervado por fibras retinianas apenas
apos o 10° dia pds-natal (MCNEILL et al., 2011) e foi proposto que o preenchimento do NSQ
ipsolateral por projecdes bilaterais de ifCGRs ocorre mais tarde no desenvolvimento
(BERSON, 2002; HATTAR, 2002). Os mecanismos de orientacdo que controlam a
arborizacdo de ifCGRs para 0 NSQ nédo foram elucidados.

Todos 0s organismos vivos possuem um sistema de sincronizagdo circadiana interno
que ajusta muitas variadveis fisiolégicas aos ciclos diarios de luz e escuriddo (PANDA et al.,
2002, TAKAHASHI, 2004). Este processo é conduzido por um estimulo visual bastante
distinto do transmitido pelas vias visuais convencionais, na medida em que é relativamente
insensivel & estimulacdo de luz breve ou a baixos niveis de luz (NELSON; TAKAHASHI,
1991).

Outra resposta visual da via ndo-formadora de imagem bem estabelecida é o reflexo
pupilar a luz (RPL), que regula a quantidade de luz que atinge a retina através de diferentes
niveis de iluminagdo ambiental. O RPL ¢ a constricdo dos musculos do esfincter pupilar da
iris em resposta a um aumento de luz no ambiente. Essa resposta leve envolve uma projecéao
bilateral da retina para o nucleo pré-tectal, que, por sua vez, envia fibras para o ndcleo de
Edinger-Westphal. O nlcleo de Edinger-Westphal contém os neurbnios autbnomos que
controlam o tamanho da pupila (XUE et al., 2011).

Contudo, para que haja o funcionamento adequado de toda essa circuitaria €
preciso que as conexdes nervosas sejam estabelecidas de forma exata durante o
desenvolvimento do sistema visual. Essa exatiddo se da através de mecanismos especificos
de atividade neuronal (YUSTE, 1997; FELLER, 1999; BEN-ARI, 2001; CHIU; WELIKY,
2002). Ja foi descrito que, durante o desenvolvimento do sistema visual, o padrdo de
atividade neuronal das CGRs tem papel fundamental no refinamento da topografia de suas
projecdes (WELIKY; KATZ, 1999; WONG, 1999; EGLEN et al., 2003; TORBORG,;
FELLER, 2005). CGRs e células amacrinas geram “ondas”, de maneira ritmica e
espontanea (GALLI; MAFFEI, 1988; MEISTER et al., 1991; WONG et al.,, 1993;
TORBORG; FELLER, 2005), que atravessam a superficie da retina (WONG, 1999;
EGLEN et al., 2003; TORBORG; FELLER, 2005) e sdo responsaveis por gerar ativacdo
pos-sinaptica nas regides que recebem inervacdo das CGRs. Estudos mostraram que
modulagdes nas “ondas” retinianas durante a primeira semana poés-natal resultaram em

alteracdes na topografia do sistema visual (SHATZ; STRYKER, 1988; PENN et al., 1998;



27

MUIR-ROBINSON et al., 2002; STELLWAGEN; SHATZ, 2002; GRUBB et al., 2003;
MCLAUGHLIN et al., 2003; CHANDRASEKARAN et al., 2005; MRSIC-FLOGEL et al.,
2005).

1.3 Hipdxia-Isquemia

Insultos sistémicos pré-natais podem alterar o desenvolvimento do SNC, levando a
déficits motores, cognitivos e comportamentais (TYSON; SAIGAL, 2005). Um estudo da
Organizacdo Mundial da Saude, com dados de 48 paises, estima que o numero de neonatos
mortos por eventos intraparto é de aproximadamente 900 mil por ano, de um total de quatro
milhdes de mortes de criancas até cinco anos de vida (VOLLMAN et al., 2005). Parametros
como o tipo de lesdo, o periodo do desenvolvimento, a intensidade e a area afetada pelo
insulto podem definir a gravidade das consequéncias (NELSON et al., 2003).

Um dos tipos de lesGes que afeta o desenvolvimento pré- e pés-natal é a hipdxia-
isquemia (HI), que se caracteriza pela interrupcdo transitoria ou permanente do fluxo
sanguineo e do aporte nutricional ao feto. A insuficiéncia sistémica de oxigénio e sangue pode
provocar déficits neuroldgicos e, dependendo da severidade, causar a morte do feto
(JOHNSTON et al.,, 2011; VOLPE, 2012). Eventos de HI podem levar a atrasos e
comprometimento cognitivo, problemas no desenvolvimento motor, hiperatividade,
dificuldade de concentracdo (DU PLESSIS; JOHNSTON, 1997; FILLOUX et al., 1996), e,
em casos mais graves, a epilepsia e paralisia cerebral em criancas (NELSON et al., 2003).
Esta ultima é uma desordem debilitante, ndo progressiva, que afeta principalmente o sistema
motor e estd associada com injurias cerebrais perinatais (KUBAN; LEVITON, 1994).

Muitas sdo as causas da HI sistémica pré-natal. Podem ser listados, processos
mecanicos, como trabalho de parto prolongado, insuficiéncia placentaria, dobras no corddo
umbilical; ou, simplesmente, pela incapacidade do neonato comegcar a respirar (DE HAAN et
al., 2012). Além disso, fatores como anemia, hipotensdo arterial, nascimentos multiplos,
tabagismo materno e uso de outras drogas (PUNDIK et al, 2006).

Apesar dos avancos nos cuidados pré- e perinatais, a hipoxia pré-natal continua a ser
um problema de salde significativo e uma causa importante de déficits neuroldgicos e
cognitivos de longo prazo em recéem-nascidos (FATEMI; HALT, 2001; NELSON et al.,
2003; BOKSA, 2004; ROBINSON et al., 2005; RENNIE et al., 2007; VOLPE, 2009;
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MARTINEZ-BIARGE et al., 2012; LAPTOOK, 2016). Fica evidente, portanto, a importancia
da compreensdo dos eventos de lesdes de HI no desenvolvimento do SNC, assim como as
estruturas que podem ser afetadas e suas consequéncias. Estudos como esse podem auxiliar na

busca de novas terapéuticas futuras.

1.3.1 Modelos experimentais de hipdxia-isquemia

Com o objetivo de mimetizar os diferentes tipos de lesdes hipdxico-isquémicas que
acometem os humanos, diversos modelos in vitro e in vivo foram criados. Um dos primeiros
modelos de HI foi proposto por Levine, em 1960. Baseado na ocluséo unilateral, momentanea
ou permanente, da artéria cardtida de ratos. Os animais apresentaram necrose aguda em
grande parte do hemisfério direito. Os déficits encontrados ocorrem no cortex cerebral,
substancia branca periventricular, estriado e hipocampo (RICE et al., 1981). Diversos grupos
de pesquisa utilizaram este modelo para verificar as consequéncias das lesdes na plasticidade
cerebral durante o desenvolvimento (SILVERSTEIN; JOHNSTON, 1984; ROMIJIN et al.,
1992) e na neurotoxicidade glutamatérgica (SILVERSTEIN et al., 1991). Em contrapartida,
apesar dos inumeros achados utilizando esse modelo, ele ndo mimetiza uma lesao sistémica, a
qual ocorre frequentemente em humanos.

Em 1981, Rice e colaboradores modificaram o modelo de Levine, realizando a ocluséo
da artéria seguida de hipdxia (8% de oxigénio) em ratos com sete dias pds-natal. O insulto
ocasionou danos no hemisfério ipsolateral, com o hemisfério contralateral servindo de
controle experimental. Apesar de muitas descobertas terem sido feitas com esse modelo, ele
n&o possui caracteristicas de uma leséo sistémica, além de excluir as intercorréncias entre mae
e feto, que normalmente ocorrem em humanos.

Em 1991, Bjelke e colaboradores cria 0 modelo em que 0s cornos uterinos séo
retirados da fémea e imersos em agua a 37°C, ente 15 a 21 minutos, no vigésimo segundo dia
gestacional (E22). Depois da asfixia os filhotes sdo retirados dos cornos e ressuscitados. Este
modelo possuia como objetivo principal a similaridade a uma situacdo clinica. Os resultados
mostraram uma ligeira reducdo no ganho de massa corporal dos filhotes que passaram pela
asfixia. Esse modelo mostrou aumento no nimero de corpos celulares imunorreativos para
tirosina hidroxilase na zona compacta da substancia negra. O aumento do ndmero de

neurdnios dopaminérgicos marcados foi associado ao aumento da expressdo do gene do fator
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basico de crescimento de fibroblasto (em inglés, Basic fibroblast growth factor, bFGF)
(ANDERSSON et al., 1995).

Em 2004, Baud desenvolveu um modelo de hipdxia gestacional de longo prazo. Ratas
foram colocadas, do quinto ao nono dia de gestacdo, em uma camara de gas com 10% de
oxigénio. Reducdo significativa de massa corporal até o décimo quarto dia pds-natal foi
observado.

Robinson e colaboradores, em 2005, propuseram um modelo de HI pré-natal
transitorio, onde ratas gravidas tinham seus cornos uterinos expostos e o fluxo sanguineo das
artérias uterinas era obstruido por 15, 30 e 45 minutos. Resultados semelhantes ao de Baud,
2004, foram encontrados. Neste modelo foram observadas astrogliose na substancia branca,
morte de oligodendrécitos e lesdo axonal, tanto na substancia branca, como no cortex
cerebral, ainda mais nos animais submetidos a HI por 45 minutos (ROBINSON et al., 2005).
Essas alteracbes sdo semelhantes as observadas em humanos que passaram por eventos
hipdxico-isquémicos (MARIN-PADILLA, 1997, 1999).

O modelo realizado em nosso laboratério, proposto por Savignon, em 2008, é
semelhante ao descrito por Robinson e colaboradores (2005). O fluxo sanguineo uterino e
ovariano é obstruido, aos 18 dias de gestacdo (E18), por 45 minutos, fazendo com que a
circulacdo sanguinea para o feto seja interrompida (Figura 6). Foram observadas alteracdes
morfoldgicas na substancia branca e cinzenta do cerebelo, astrogliose e aumento nos niveis de
oOxido nitrico sintase induzivel (SAVIGNON et al., 2012; BARRADAS et al., 2016). Com 0s
resultados que vem sendo demonstrados utilizando esse modelo, que preserva as possiveis
trocas materno-fetais no ultimo terco da gestacao, sugere-se que este modelo mimetiza melhor

0 que ocorre em eventos hipoxico-isquémicos pré-natais ocorridas em humanos.
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Figura 6: Esquema do modelo de HI proposto por Savignon, 2008.
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Fonte: PINTO, 2016

1.3.2 Efeitos da hipdxia-isquemia no sistema visual

Enquanto a paralisia cerebral é a incapacidade mais comum que afeta as criangas que
sofreram HI pré-natal, associada a essa condi¢éo, ha evidéncias crescentes de déficit sensorial
ndo motor, envolvendo principalmente a visdéo (VAN HOF-VAN DUIN; MOHN, 1984;
ROLAND et al. , 1986; GROENENDAAL et al., 1989; GUZZETTA et al., 2001). O insulto
perinatal HI & retina desempenha um papel significativo na deficiéncia visual de longo prazo
(BLENCOWE et al., 2013). Com relagdo aos problemas visuais, de 66% a 94% das criangas
que sofreram HI apresentam algum tipo de comprometimento visual (HUANG et al., 2012).
Mais de metade das criancas com encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal apresentam
algum tipo de deficiéncia visual, incluindo estrabismo, ambliopia, nistagmo, neuropatia
Optica, campo visual reduzido, visdo de cor defeituosa e baixa acuidade visual. (GOOD;
HARDY, 2001; GUZZETTA et al., 2001).

A retina, como o SNC, possui intensa atividade metabdlica (COHEN; NOELL, 1960)

e a interrupcdo transitoria do fluxo sanguineo da retina tem consequéncias devastadoras
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(CAPRARA; GRIMM, 2012; RIVERA et al., 2011; HELLSTROM et al., 2013; JANAKY et
al., 2007). Apesar de inicialmente terem sido desenvolvidos para estudar lesdes no encefalo,
varios estudos avaliaram os efeitos de modelos de HI sistémico na morfologia e funcdo da
retina (KISS et al., 2009; HUANG et al., 2012; JUNG et al., 2016 ; JUNG et al.,2015).

Aléem disso, a isquemia da retina € uma condicdo clinica comum em adultos,
ocorrendo em uma variedade de patologias oculares, incluindo neuropatia optica isquémica,
oclusdo do vaso retiniano, retinopatia diabética e glaucoma (OSBORNE et al., 2004). Por
exemplo, utilizando o modelo de oclusdo da carétida comum em ratos adultos, observaram
degeneracdo e comprometimento funcional da retina e do nervo éptico (BLOCK et al., 1992;
BARNETT; OSBORNE, 1995; DAVIDSON et al., 2000; KOBAYASHI et al., 2000;
LAVINSKY et al., 2006; STEVENS et al., 2002; YAMAMOTO et al., 2006). De forma
semelhante, quando realizaram a oclusdo da artéria carétida média, demonstraram
degeneracéo celular na camada ganglionar da retina, além de provocar a ativacdo das células
de Miiller (BLOCK et al., 1997; KAJA et al., 2003).

As CGRs se mostram particularmente sensiveis a estresses hipoxicos sistémicos
agudos, transitorios e leves (KERGOAT et al., 2006). Perda de CGRs ocorrem em muitas
condigdes oftalmicas, como o glaucoma e diabetes (SUCHER et al., 1997; ABU-EL-ASRAR
et al., 2004) e a hipoxia vem sendo responsabilizada por tal perda (WAX; TEZEL, 2002;
CHEN et al., 2009).

Os danos causados por HlI, tanto local, quanto sistémica, no sistema visual, vém sendo
relatados. Em 2016, por exemplo, Fonseca demonstrou perda neuronal na CCG de ratos
submetidos ao modelo de Savignon, 2012. Porém, os efeitos causados nas células
ganglionares por esse modelo ainda ndo foram descritos, e, principalmente, os déficits
funcionais que podem ser gerados. Logo, caracterizar as alteracbes celulares e as
consequéncias funcionais dessas alteracfes € de grande importancia para o desenvolvimento

de terapéuticas futuras e de estratégias de prevencao.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢é avaliar os efeitos do insulto hipdxico-isquémico transitério
pré-natal sobre o desenvolvimento retiniano e na funcionalidade da via formadora e da néo-

formadora de imagem.

2.1 Objetivos Especificos

Sao objetivos especificos caracterizar os efeitos da HI sistémica pré-natal sobre:

e 0 numero de células ganglionares da retina até o 30° dia pés-natal;

e a topografia das projecdes retinofugais no nucleo geniculado lateral e a espessura do

nervo optico.

e 0 reflexo pupilar a luz no 30° dia p6s-natal,

e a capacidade visual dos animais aos 30 dias po6s-natal, usando o teste de aversdo ao

precipicio.
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3 METODOLOGIA

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ, Protocolo n°
CEUA/006/2016) e estdo de acordo com a declaracao de Helsinque e com o Guia de cuidados

e uso de animais de laboratdrio adotado e promulgado pelo National Institute of Health.

3.1 Animais

Neste projeto foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus), gerados e mantidos no
biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia (UERJ), com temperatura
controlada (21°C), ciclo de luz (6h-18h) e escuriddo (18h-6h) e acesso a dgua e alimento ad
libitum.

Para a realizacdo do acasalamento foram utilizados animais adultos (>P90), sendo, as
fémeas, nuliparas e com massa corporal acima de 200g. Antes do acasalamento as massas das
ratas foram registradas para comparacdo a posteriori. Os animais sdo postos para acasalar
normalmente na configuragdo de 2 machos e 3 fémeas, e ocorre sempre no comego da fase
escura e separados 14h depois. Apds 17 dias, novamente é feito o aferimento das massas

corporais das fémeas a fim de confirmar a gravidez.

3.2 Procedimento cirargico

Como anteriormente descrito por Savignon et al. (2008), no décimo oitavo dia de
gestacdo as ratas gravidas foram anestesiadas com injecdo intraperitoneal de Avertin®
(tribromoetanol + 2-metil- 2-butanol + agua destilada), na dose de 1,25mg/kg, preparado um
dia antes da administragéo e aplicado em doses fracionadas. Durante todo o procedimento
cirurgico o nivel de anestesia foi verificado por avaliacdo periddica do reflexo de retirada das
patas traseiras. Doses suplementares de anestésico foram administradas caso necessario. Apos

assepsia local com alcool iodado foi feita a laparotomia, os cornos uterinos foram expostos e
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o fluxo uterino e ovariano foi obstruido com clipes de aneurisma por 45 minutos (grupo
hipdxia-isquemia, HI). ApoOs este periodo, os clipes foram removidos, 0s cornos uterinos
foram recolocados na cavidade abdominal e a incisdo foi suturada. Durante todo o
procedimento e posterior recuperacdo da anestesia, o animal foi aquecido com uma lampada
incandescente (vermelha com 15W, 127V e 1208AU). Posteriormente, foi realizada a
inspecdo diaria das fémeas operadas para verificar possiveis sinais de infeccao ou abertura das
suturas. Algumas fémeas gravidas foram submetidas a todos os procedimentos cirargicos
descritos acima exceto a oclusdo das artérias uterinas (grupo simulado, em inglés, sham
group, SH). Nenhuma intervencéo por parte do pesquisador acontece antes ou durante o parto.
Os filhotes s@o alimentados pela prépria mae até os 21 dias de vida, quando sdo desmamados
e passam a comer racdo comercial. Foram utilizados apenas os animais nascidos a termo (i.e.

21 a 22 dias de gestacéo).

3.3 Processamento histologico

Animais de ambos 0s grupos em P2, P9, P23 e P30 sdo anestesiados e perfundidos por
via intracardiaca com solucdo salina 0,9%, seguido de paraformaldeido 4% em tampéo fosfato
0,1M (PF 4%) pH 7,4 e, em seguida, por PF 4% + 10% de sacarose. Ainda durante a
passagem da salina, as retinas foram dissecadas, fixadas durante uma hora em PF 4%, depois
transferidas para 0 mesmo fixador + 10% de sacarose, por 30 minutos. Por fim, imersos em
tampéo fosfato + 20% de sacarose overnight a 4°C e emblocados em OCT (Sakura). Os
blocos séo rapidamente congelados através de imersdo em nitrogénio liquido e cortes coronais
de 15um sdo obtidos em criotomo (Leica Biosystems) a -20°C, sendo recolhidos em laminas

cobertas com gelalina-alimen de cromo 2%.

3.4 Coloracao com hematoxilina e eosina

A coloragdo por hematoxilina e eosina (HE) foi utilizada com o objetivo de avaliar a
citoarquitetura da retina, incluindo a quantificagdo do ndmero de células na camada

ganglionar. Por meio desta técnica podemos diferenciar componentes celulares baséfilos (pela
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hematoxilina) e acidofilos (pela eosina). A hematoxilina € um corante basico que reage com
componentes anidnicos das células e tecidos, entre os quais podemos citar o nucléolo e RNA
ribossémico. A hematoxilina cora geralmente as estruturas em azul. Ja a eosina é um corante
acido, que reage com componentes catidnicos das células, tais como os filamentos
citoplasmaticos e as fibras extracelulares. A eosina geralmente cora as estruturas em vermelho
Ou rosa.

O protocolo para a coloracdo de HE das laminas com os cortes das retinas dos grupos
HI e SH seguiu a seguinte sequéncia: lavagem com &gua destilada para a retirada do excesso
de OCT; imersdo em hematoxilina por dois minutos; imersdo em eosina por um minuto;
rapida imersdo em agua acética 1%. Apds esses procedimentos as laminas passaram por uma
sequéncia de imersdo em alcool em diferentes concentracfes, 70%, 90% e 100%. Para
finalizar, foram imersas em Xilol. A montagem das laminas foi feita utilizando balsamo do

Canada.

3.5 Imunohistoquimica para Brn3A

Para a identificagcdo das CGRs foi utilizado o anticorpo anti-Brn3A. O Brn3A pertence
a familia de fatores de transcricdo de dominio POU, classe 4, altamente expresso no
desenvolvimento do sistema nervoso periférico (ganglios da raiz dorsal, ganglio trigeminal e
ganglios sensoriais cervicais), certas regides do sistema nervoso central, células ganglionares
da retina e nas células das linhagens linfociticas B e T (XIANG et at., 1995). Essa familia
demonstrou desempenhar papéis importantes na diferenciacdo, sobrevivéncia e alongamento
axonal durante o desenvolvimento de CGRs. O anticorpo anti-Brn3A tem sido amplamente
usado para identificar CGRs em ratos (BUCKINGHAM et al., 2008; BERNSTEIN et al.,
2006; NADAL-NICOLAS et al., 2009).

Os cortes foram lavados seis vezes, cinco minutos cada, com tampéo fosfato salina
(PBS) pH 7,4 + 0,3% Triton X-100 com o objetivo de permeabilizar o tecido, em temperatura
ambiente. A fim de bloquear ligacGes inespecificas, as se¢des foram mantidas por uma hora
em albumina de soro bovina (em inglés, Bovine Serum Albumin, BSA) a 5%. Em seguida,
foram incubados com 15 pL de anticorpo primario produzido em camundongo anti-Brn3A
(1:100, monoclonal, 1gG, Santa Cruz) diluido em PBS overnight em uma camara umida a

4°C. No dia seguinte, as ldaminas foram lavadas seis vezes com PBS, cinco minutos cada. Para
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a revelacdo foi usado o anticorpo secundario produzido em cabra anti-camundongo (1:400)
conjugado com o fluéforo Alexa 555, durante 1 hora, a temperatura ambiente. As laminas
foram posteriormente montadas em galato de n-propila. As se¢des de ambos 0s grupos

experimentais foram imunomarcadas simultaneamente para reduzir a variabilidade.

3.6 Contagem de células

A contagem de células foi feita a partir de areas semelhantes de cortes longitudinais
obtidos a partir da metade superior e inferior da retina. Pelo menos quatro se¢Ges foram
analisadas por retina. Os cortes imunomarcados com anticorpo anti-Brn3A foram
fotografados utilizando um microscopio de imunofluorescéncia (Olympus BX40) acoplado a
uma camera digital (Olympus DP71). A quantificacdo do nimero de células Brn3A+ dentro
da CCG foi feita a partir de imagens de retina digitalizadas (30-bit) tomadas a uma ampliagéo
de 400%. Somente aquelas células com uma membrana continua bem delineada dentro de um
determinado plano focal foram incluidas na analise. O numero de células dentro de trés
quadrados de 1360 pixel x 1024 pixel na retina de animais Hl e SH foi contado por um
investigador cego a condigdo experimental. As células cujos somas cruzaram uma borda do
quadrado também foram incluidas na analise. O nimero de células contadas em uma retina
particular foi calculado para fornecer um valor Unico. Os dados sdo apresentados com média £

SEM da contagem celular média de pelo menos quatro retinas.

3.7 Reflexo pupilar a luz

Antes da realizagdo do teste os animais foram adaptados ao escuro durante uma hora.
Além disso, a execucdo do experimento foi restrita a aproximadamente 6h antes das luzes do
biotério serem apagadas. Foi feita sedacdo com Avertin® (tribromoetanol, 0,3 mg/Kg i.p.).
Um olho de cada animal foi gravado com camera Sony HDR-XR200V CCD de visao noturna,
equipada com uma lente de 30mm em um plano paralelo a cérnea (Figura 7). Estimulos de luz
(40 ou 200 lux) foram aplicados no olho oposto durante um minuto por uma fonte de luz de

quartzo-halogénio e transmitidos ao longo de uma fibra Optica de quartzo. Um cone de
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plastico preto foi fixado ao fim da fibra Optica para evitar que a luz atingisse o olho oposto
(gravado). O comprimento de onda e a intensidade da luz foram controlados com filtros de
densidade neutra e monocromaticos. Para todos os testes, foram coletados videos de 90
segundos de duragéo, com 15 segundos de linha de base antes da estimulagdo, seguidos de 60
segundos de estimulo de luz continua e 15 segundos de escuriddo. A area da pupila foi medida
a intervalos de 5s por um observador cego a condicdo experimental dos animais usando o
software Image J. Para corrigir as varia¢des individuais na area da pupila adaptada ao escuro,
os dados foram normalizados para a area da pupila antes do inicio da incidéncia da luz.

Para verificar a viabilidade muscular ciliar um grupo separado de ratos HI e SH,
recebeu o agonista colinérgico carbacol para induzir a maxima contragcdo pupilar. Animais
adaptados ao escuro por uma hora receberam a aplicacdo tépica de carbacol (0,21M em 100uL
de PBS) no olho esquerdo. Ap6s cinco minutos ambos os olhos foram gravados por um

minuto.

Figura 7: Esquema do aparato utilizado para realizacéo do teste de reflexo pupilar.

Comersual

Legenda: (A) Os olhos do animal sdo isolados com auxilio de um tecido fosco (barra preta). A luz foi
direcionada para apenas um dos olhos, enquanto o outro era gravado com uma camera no modo noturno. (B)
Quando a luz incide em um dos olhos do animal, a pupila contrai. Como o reflexo pupilar € um processo
fisiol6gico consensual, a pupila do outro olho também contraird. Apo6s a luz ser apagada, o diametro pupilar
volta a aumentar.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018



38

3.8 Teste de Aversdo ao Precipicio

Para avaliar a capacidade visual dos animais submetidos a hipdxia-isquemia pré-natal,
utilizamos o teste de percep¢ao de profundidade chamado “Aversdo ao Precipicio" (em inglés,
Visual Cliff). O experimento, elaborado por E.J. Gibson e R.D. Walk em 1960, embora
originalmente desenvolvido para avaliar a capacidade de percepc¢édo de profundidade de bebés,
foi posteriormente adaptado para testar a capacidade visual de vérias espécies, inclusive
roedores (ISLAM, 1975; TEES, 1976; BAUER, 1973; ALI et al., 1986).

Resumidamente, o teste foi realizado em uma caixa de madeira com as proporgdes
86cm altura X 63,8cm de largura X 115,2cm de comprimento, tendo uma plataforma interna
de 54cm de altura X 63,5 de largura X 57,6cm de comprimento, e comportando um acrilico
com as dimensdes de 63,5cm de largura X 115cm de comprimento (Figura 8). Todo o fundo
da caixa, incluindo a plataforma, era coberta por um papel adesivo quadriculado, preto e
branco. Além disso, no meio da caixa, sobre a plataforma de acrilico, havia um platé de
madeira onde o animal era apoiado. O plat6 estava entre a plataforma interna (considerado o
lado raso, onde o quadriculado se encontrava préximo do animal) e o lado onde s6 havia o
acrilico (lado fundo, onde o quadriculado se encontrava distante).

Durante trés dias consecutivos antes do teste, os animais tinham suas vibrissas
cortadas e eram ambientados a sala de experimentacdo durante 30 minutos. A caixa e o plato
onde eram colocados os animais foram higienizadas com alcool 20% antes do teste de cada
animal. No dia do experimento os animais foram ambientados por 20 minutos antes do seu
inicio. Cabe ressaltar que os animais foram retirados do biotério, sempre, 30 minutos apds o
apagar das luzes. O animal era colocado no platd e o tempo de espera para escolha dos lados
era de até trés minutos. Caso o rato ndo descesse do platd, era retirado do aparato.

Foi utilizada uma lampada direcionada para o teto da sala para prover iluminagédo
homogénea e difusa com o intuito de evitar reflexos no acrilico. A cdmera Sony HDR-CX190
foi utilizada para filmagem, sustentada em um tripé para uma visualizacdo da superficie da

caixa por completo.
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Figura 8: Esquema do aparato utilizado para a realizacao do teste de aversao ao precipicio.

Lado fundo Lado raso

Legenda: O animal em uma haste no centro do aparato. Um lado é revestido com um papel quadriculado (lado
raso), do outro, pelo acrilico (lado fundo).
Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018

3.9 Marcacdo anterdgrada das projec¢des retinogeniculares e do nervo optico

Injecdes intraoculares da subunidade B da toxina da colera (em inglés, cholera toxin B
subunit, CTB) conjugada a fluoroforos Alexa Fluor foram feitas para visualizar as projecGes
das células ganglionares da retina no nervo optico e no nucleo geniculado lateral dorsal.

Em P30, apds anestesia por inalacdo de isofluorano, a esclera e a cornea dos olhos dos
ratos foram perfuradas com uma pipeta de vidro para a drenagem de uma por¢do do humor
vitreo. Injecdes intraoculares de uma solucdo aquosa de CTB (1%) conjugadas a fluordforos
“Alexa Fluor” de comprimento de onda 488 nm (verde) ou 594 nm (vermelho) foram feitas
utilizando uma segunda pipeta conectada a um sistema de injecdo por pressio (KRAHE;
GUIDO, 2011). Para visualizagdo das projecoes retinianas de cada olho no mesmo hemisfério
cerebral, os animais receberam injecdes de CTB conjugada ao Alexa Fluor 488 em um olho e
Alexa Fluor 594 no outro (Figura 9). Quatro dias ap6s as injecfes, os animais foram
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anestesiados e perfundidos com solucdo salina seguida de paraformaldeido (4%) por via
intracardiaca. Os encéfalos foram dissecados e, ap6s 24h de pos-fixacéo, criopreservados e
seccionados (20 um) com auxilio de um criétomo. Os cortes foram fotografados utilizando
um microscopio de imunofluorescéncia (Olympus BX40) acoplado a uma camera digital
(Olympus DP71).

Figura 9: Esquema das injec0Oes realizadas para marcacao das projecoes retinianas.
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Legenda: Esquema da topografia das proje¢des retinianas em regides alvo através de injecdes intraoculares do
marcador anterégrado CTB conjugado a Alexa Fluors 488 nm (verde, olho direito) ou 594 nm
(vermelho, olho esquerdo). (NGLd) nucleo geniculado lateral dorsal e (NO) nervo 6ptico.

Fonte: KRAHE, T.E., 2016.

3.10 Analise Estatistica

Todas as anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software IBM SPSS 20
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). As comparacdes foram realizadas utilizando analises de
variancia univariadas ou repetidas de variancia (WANOVA ou rANOVA, respectivamente)
guando apropriado. Grupo (HI ou SH) e sexo foram considerados como fatores entre
individuos. Quando os efeitos significativos do grupo e do sexo, ou as interacdes entre estes
foram detectados em rANOVA, foram realizadas ANOVA adequadas de menor ordem,

seguidas do teste de comparacdo multipla de Bonferroni. As diferencas entre os grupos
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experimentais também foram determinadas usando Wilcoxon Mann-Whitney U e testes

exatos de Fisher. A significancia foi assumida no nivel de p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 HI apresenta perda de massa corporal

Apds o nascimento, os filhotes foram pesados em P2, P9, P15 e P30. Foi observada
uma diferenca significativa entre a massa corporal dos animais SH e HI, tendo o grupo Hl
apresentado uma menor massa corporal em relacdo ao grupo SH em todas as idades estudadas
(Grafico 1).

Gréfico 1 - Evolucdo da massa corporal (em gramas) para ratos Hl e SH desde o dia pds-natal

P2 até P30.
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Legenda: Nota-se que a HI pré-natal resultou em uma reducéo significativa do peso corporal em todas as idades.
HI, n = 4 camadas de 8 animais (4 machos e 4 fémeas por ninhada); SH, n = 4 camadas de 7-8 animais (4
machos e 3-4 fémeas por ninhada). ANOVA, * p <0,05.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018
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4.2 Animais HI apresentam abertura de olhos antecipada

A abertura de olhos é considerada um marco no desenvolvimento (HUBMACHER,
2014; INAGAKI, 2014), provocando mudangas morfoldgicas na retina, incluindo a camada
ganglionar e nervo optico de ratos (VROLYK, 2017). Os animais que sofreram HI pré-natal

abriram os olhos antes dos animais do grupo controle (Grafico 2).

Gréafico 2: Tempo para a abertura de olhos dos animais SH e HI.
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Legenda: (A) Porcentagem de animais com ambos os olhos abertos em diferentes idades pds-natal. (B)
Porcentagem de animais com os dois olhos abertos antes e apos P15. HI, n = 4 camadas de 8 animais
(4 machos e 4 fémeas por ninhada); SH, n = 4 camadas de 8 animais (4 machos e 4 fémeas por
ninhada). ANOVA. * p <0,05; ** p <0,01.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018
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4.3 HI apresenta reducédo no numero de células na CCG

Avaliamos o efeito de HI pré-natal no nimero de células da CCG por meio da
coloracéo de HE nas idades P2, P9, P23 e P30. N&o foram observadas diferengas grosseiras na
citoarquitetura e nem no padrdo laminar da retina dos animais HI em relacdo ao grupo SH.
Em ambos os grupos existe diferenca no nimero de camadas nas diferentes idades. Tendo P2
apenas duas, CCG e camada neurobléstica, e P30, cinco camadas, CCG, CPI, CNI, CPE e
CNE (Figura 10).

N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos no numero de células na
CCG em nenhuma idade, como mostra o grafico 3. Mas é importante notar que, tanto em SH,
quanto em HI, observou-se um decréscimo natural no nimero de células nessa camada, em

ambos 0s grupos, durante o desenvolvimento.
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Figura 10: Secdes transversais de retina de animais SH e HI coradas com hematoxilina e

eosina.

A

P30

Legenda: Fotomicrografias representativas de sec¢des transversais marcadas com HE da retina de ratos HI e SH
em diferentes idades pds-natal (P). Camada de células ganglionares (CCG); camada neuroblastica (CN); camada
plexiforme interna (CPI); camada nuclear interna (CNI); camada plexiforme externa (CPE); camada nuclear
externa (CNE). HI, n = 4 animais por idade; SH, n = 4 animais por idade (para ambos os grupos, média de 4
secBes por animal. Barra de calibragdo: 20pum.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018
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Gréafico 3: Numero de células na CCG de animais HI e SH em diferentes idades pds-natal.
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Legenda: N&o foi observada diferenca no namero de células na CCG em ambos 0s grupos. Porém, como pode
ser viso, tanto SH, quanto HI apresentaram uma diminui¢do no nimero de células nessa camada ao longo do
desenvolvimento. HI, n = 4 animais por idade; SH, n = 4 animais por idade (para ambos os grupos, média de 4
seccOes por animal. Dados apresentados como média = EPM.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018.

4.4 Os animais HI tem reduc¢do no nimero de CGRs

Apesar de ndo ter sido observada diferenca no nimero de células na CCG de ambos 0s
grupos experimentais (contagem feita nas retinas coradas pelo método de HE, Gréfico 3),
qguando realizamos a imunomarcacdo com o anticorpo Brn3A (Figura 11), marcador de
células ganglionares, observamos menor nimero de células marcadas nas retinas do grupo Hl,
nas idades P2, P23 e P30, quando comparadas ao grupo SH (Gréafico 4). Logo, animais
submetidos a HI pré-natal apresentaram menor nidmero de CGRs em relagdo ao grupo

controle.
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Figura 11: Imunomarcacédo para Brn3A nas retinas de ratos em diferentes idades pos-natal.

Legenda: Fotomicrografias representativas de se¢des transversais da retina mostrando CGRs, imunomarcadas
com Brn3A, de ratos HI e SH em diferentes idades pds-natal (P). HI, n = 4 animais por idade; SH, n = 4 animais
por idade (para ambos os grupos, média de 4 sec¢des por animal). Barra de calibragdo, 20 um.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018



48

Gréfico 4: Namero de CGRs para grupos HI e SH em diferentes idades pos-natal.
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Legenda: P2, P23 e P30 apresentaram diminuicdo no nimero de células ganglionares da retina. HI, n = 4 animais
por idade; SH, n = 4 animais por idade (para ambos os grupos, média de 4 se¢des por animal). Dados
apresentados com média £ EPM. Teste de comparagdo multipla de Bonferroni, *p < 0.05; **p < 0.01.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018.

4.5 HI causa alteragdo no nervo optico e no NGLd

Com o intuito de avaliarmos as alteragdes causadas pela HI pré-natal no nervo éptico e
na topografia das projecdes retinianas no NGLd, foram realizadas injecGes intravitreo de CTB
em trés animais de cada grupo, no trigésimo dia pos-natal. A figura 13 (A-B) mostra que
ambos 0s nervos opticos de animais HI sofreram reducdo na espessura em relacdo ao grupo
controle. Além disso, também é observado na Figura 13 (C-F) que o NGLd — um dos maiores
alvos das projecdes axonais das CGRs (BULFONE et al., 1998) — de animais HI apresenta
reducdo das projecOes retinianas quando comparado ao animal SH. Essa diferenga foi
observada tanto nas projeces ipsolaterais (Figura 12 (C-D)), como nas contralaterais (Figura
12 (E-F)).
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Figura 12: Marcacdo com CTB do nervo optico e do NGLd de animais SH e HI em P30.

Legenda: Fotomicrografias representativas das se¢des, marcadas com CTB, do nervo Optico e da NGLd de
animais SH e HI, em P30. (A, B), sec¢bes longitudinais do nervo éptico de ratos SH (A) e HI (B) em P30.
Observe que o nervo 6ptico do animal HI é mais fino (B) do que o controle (B). (C-F) - Secbes coronais do
NGLd (delineado) mostrando a marcacéo das proje¢des contralaterais (C e D) e ipsolaterais (E e F) de ratos SH
(CeE)eHI (D e F). Observe que a marcacao de fluorescéncia é menos intensa para HI (D e F, cabecas de seta)
do que para o controle (C e F). Imagens em (C-F) sdo dos mesmos animais retratados em (A e B). Barra de
calibrag¢ao: 20 pm.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018.
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4.6 HI pré-natal causa alteracéo no reflexo pupilar

Como podemos ver na Figura 14, imediatamente ap06s o inicio do estimulo luminoso
(intensidade luminosa de 40 lux), as pupilas dos animais HI tiveram constricdo semelhante
aquela observada nos animais controle. Entretanto, logo em seguida foi constatado que, ao
contrario dos animais do grupo SH, os animais HI foram incapazes de sustentar a contracdo
pupilar com a continuacdo do estimulo luminoso. Note que apds a interrupcéo do estimulo, as
pupilas dos animais de ambos o0s grupos apresentaram diametro semelhante. Em
contrapartida, quando o teste do RPL foi realizado com intensidade luminosa de 200 lux, ndo
observamos diferenca entre os grupos animais (Gréafico 5).

Realizamos também a avaliagdo da constri¢do pupilar utilizando o agonista colinérgico
carbacol. Essa substancia atua no musculo ciliar fazendo com que a pupila contraia ao
méaximo. Esse teste & importante, pois conseguimos perceber se o efeito de HI esta
relacionado com o sistema visual ou com a musculatura ciliar. A Figura 15 mostra que nado
existe diferenca significativa entre os grupos no reflexo pupilar ap6s o uso topico de carbacol.

Além disso, podemos perceber que, em ambos o0s grupos, a pupila se contrai ao maximo.
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Figura 13: Reflexo pupilar a luz (RPL), de intensidade 40 lux, de animais HI e SH em P30.
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Legenda: (A) Imagens representativas da constricdo pupilar e sustentabilidade do RPL, na intensidade de 40 lux,
ao longo do tempo para ratos HI e SH. (B) Porcentagem média da constrigdo consensual da pupila ao longo do
tempo para ratos HI e SH. As areas sombreadas representam periodos em que 0s animais estavam na escuriddo e
as linhas tracejadas indicam quando o estimulo da luz foi ligado (esquerda) e desligado (direita). HI, n = 7
animais; SH, n = 8 animais. ANOVA, * p <0,05 para todas as comparagoes.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018.
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Gréafico 5: RPL com luz de intensidade 200 lux, de animais HI e SH em P30.
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Legenda: Porcentagem média da constricdo consensual da pupila ao longo do tempo para ratos HI e SH. As
areas sombreadas representam periodos em que 0s animais estavam na escuriddo e as linhas tracejadas indicam
guando o estimulo da luz foi ligado (esquerda) e desligado (direita). HI, n = 4 animais; SH, n = 4 animais.
ANOVA, * p <0,05 para todas as comparacgoes.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018.
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Figura 14: Constricdo pupilar induzida por carbacol.

A

Carb.
Sem Carb. (5min) Olho contr.

B -
% %k

150 - a SH
X ] m HI
—
= 100 -
Q.
s
Q. A
o
D 50 A
e
«©
2 |

0 ol A

Semcarb. Carb. Olho contr.
(5 min)

Legenda: Contragdo da pupila apés a aplicagdo de carbacol no olho direito do animal. (A) Imagens
representativas da contracdo pupilar dos olhos que receberam o carbacol. Além disso, imagens dos olhos
controle, onde néo foi aplicada a substancia. O experimento foi realizado em animais de ambos os grupos, em
P30. Note que cinco minutos apos a aplicagdo do carbacol a pupila contraiu totalmente. Diferente do olho
esquerdo, que ndo recebeu a substancia, cuja pupila ndo sofreu constricdo. ANOVA,* * p <0,001 para todas as
comparagoes.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018
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4.7 Animais HI apresentam alteragdes no teste de aversao ao precipicio

Como parametro de avaliacdo da via formadora de imagem, submetemos os ratos ao
teste de aversdo a profundidade, que é utilizado como teste de capacidade visual em diversas
espécies de mamiferos, inclusive em humanos. Conforme esperado, 0s animais SH desceram,
em sua maioria, para o lado raso. Em contrapartida, os animais HI tiveram preferéncia pelo

lado profundo.

Gréfico 6: Preferéncia dos animais P30, de ambos 0s grupos, no teste de aversao a

profundidade.
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Legenda: O grafico representa a preferéncia dos ratos SH e HI pelo lado raso ou profundo da arena do teste de
aversdo ao precipicio. Note que os animais SH tiveram maior preferéncia pelo lado raso, enquanto os animais Hl
tiveram maior preferéncia pelo lado fundo. SH, n = 16 animais; HI, n = 29 animais. Teste exato de Fisher, *
p<0,01.

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que ratos submetidos a hipoxia-isquemia transitoria pré-
natal sofrem alteragdes em marcos do desenvolvimento, como redugdo de crescimento e
abertura de olhos antecipada. Quanto a menor massa corporal, nossos resultados sdo
corroborados por estudos anteriores usando modelos de HI, tanto pré- quanto perinatal
(GLEED; MORTOLA, 1991; MARKUSSEN; ORIRSTLAND, 1986). Esse dado também se
confirma entre os humanos. Se tratando de criangas, dos casos de hipdxia-isquemia perinatal,
mais de 60% nascem prematuras ou com baixo peso (VANNUCCI et al., 2000; ZANELLI et
al., 2008). Além disso, Mortola e Naso, em 1995, descreveram que animais HI (em um
modelo de camara hipobarica realizado nos ultimos dias de gestagdo) possuem menor
quantidade de tecido adiposo marrom. Uma das explicacOes estaria relacionada a alteragoes
no comportamento materno. Porém, vale lembrar que, no estudo de Mortola e Naso (1995) a
mée também passa por hipdxia.

Em contrapartida, a abertura de olhos antecipada em animais HI é contraditoria em
relacdo a literatura. Em um modelo de hipoxia por oclusdo bilateral da cardtida, Fan, em
2005, demonstrou efeitos de HI no desenvolvimento fisico de ratos, incluindo abertura de
olhos tardia e massa corporal inferior em relagdo ao SH. Porém, em 1976, McCullough,
mostraram que ratos submetidos a um modelo de HI pré-natal (gravidas expostas a 13% de
oxigénio) abriam os olhos antes que os animais controle. Entretanto, neste trabalho nenhuma
hipdtese foi levantada a respeito desse resultado.

Atualmente, é conhecido o papel do fator de crescimento epidermal (em inglés,
epidermal growth factor, EGF) na diviséo e diferenciagéo celular durante o desenvolvimento
animal (RONGO, 2011). Moore, em 1986, mostrou que ratos injetados com EGF
apresentavam antecipacéo de alguns processos fisicos de desenvolvimento, citando, inclusive,
a abertura de olhos e o apontamento dos dentes. Isso se deve, provavelmente, aos efeitos
tréficos de EGF em varios tecidos em desenvolvimento (DYMSZA, 1964; MALO,;
MENARD, 1982), ja descritos em rato e coelho (CATTERTON et al., 1979). Estudos
também sugerem que o EGF atua principalmente em células-tronco promovendo proliferacdo
e diferenciacdo terminal (BEAULIEU, 1981). Tanaka, em 1999, demonstrou que, ratos
submetidos a injaria hipdxico-isquémica apresentam aumento do receptor de EGF. Portanto,
uma possibilidade seria que os animais Hl no nosso trabalho apresentem aumento da

expressao do EGF. Estudos posteriores sdo necessarios para confirmar essa hipotese.
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Neste trabalhno mostramos que a retina de ratos submetidos ao insulto de hipoxia-
isquemia pré-natal ndo apresenta diferenca significativa na quantidade de corpos celulares, na
CCG, corados com HE. Entretanto, nossos resultados revelaram uma diminuicdo no namero
de CGRs nesta camada nas idades analisadas. Em conjunto, estes resultados sugerem um
efeito compensat6rio no nimero de células por outro tipo celular nesta camada. Os astrocitos
seriam uma possibilidade. Nos ratos e na maioria dos mamiferos, os astrocitos retinianos
estdo localizados principalmente na camada de fibras nervosas e na CCG (RAMIREZ et al.,
1994; GALLEGO et al., 2012; WANG et al., 2011). Essas células sdo responsaveis por
manter a homeostase do tecido nervoso e por controlar, proteger e apoiar a fungdo neuronal
(PEKNY et al., 2014). Insultos como trauma, dano isquémico, neuroinflamacdo ou
neurodegeneracdo podem gerar respostas astrocitarias, que possuem como objetivo a
neuroprotecdo da retina (PENG et al., 2014; LEWIS; FISHER, 2003). Porém, a astroglia
também pode contribuir para um ambiente patogénico (PEKNY; PEKNA, 2014). As
caracteristicas da astrogliose reativa sao uma explosao no numero de astrécitos, aumento do
namero e do comprimento dos processos astrogliais, hipertrofia, migracdo e aumento da
expressdo de componentes do citoesqueleto, tais como a proteina glial fibrilar acida (em
inglés, glial fibrillary acidic protein, GFAP), vimentina, e nestina (RAMIREZ et al., 2001;
PENG et al., 2014; CAHOY et al., 2008). Trabalhos anteriores demonstraram um aumento da
resposta astroglial e expressdo de GFAP em ratos que sofreram hipdxia-isquemia perinatal em
modelos semelhantes de HI (ROBINSON et al., 2005) ou no mesmo modelo usado nesse
trabalho (SAVIGNON et al., 2012). De modo semelhante, esse fendbmeno também foi
observado em outras patologias, tais como, a retinopatia diabética, glaucoma e durante
processos inflamatérios (AMIN et al., 1997; HAMMES et al., 1995; HIRATA et al., 1997
PANNICKE et al., 2005; RUNGGER-BRANDLE et al., 2000; FRANCKE et al., 1997;
TEZEL et al., 2003).

Vale mencionar a perda de células na CCG no decorrer das idades pds-natal, em
ambos o0s grupos, que nossos dados mostram. A perda natural de células durante o
desenvolvimento é uma caracteristica comum em diversas regides do SNC, incluindo a retina
(NISHI; BERG, 1979). Na retina de ratos, normalmente comeca a ocorrer por volta do oitavo
dia pés-natal (MARQUARDT; GRUSS, 2002).

Ressalta-se a perda de células ganglionares na retina hipdxico-isquémica em nossos
resultados. Outros trabalhos relacionados ao dano hipoxico na retina durante o
desenvolvimento mostram que estas células sdo sensiveis a injurias hipoxicas (KAUR et al.,

2009). Associado a essa perda, observamos uma menor espessura do nervo optico em animais
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HI. O nervo Optico é formado pelos axénios das CGR. O principal alvo das projecdes
retinianas € o NGLd, que, sob uma analise qualitativa, se mostra, no grupo HI, com menor
namero de projecdes.

Vérios fatores sdo sugeridos como explicacdo para a perda de CGR, dentre eles a
citotoxicidade causada pelo aumento do fator de crescimento endotelial vascular (em inglés,
VEGF), do oxido nitrico (ON), de citocinas inflamatorias, de glutamato e, também, pelo
estresse oxidativo, todos esses ja descritos como alterados apds eventos de hipoxia afetando a
funcdo e a estrutura da retina. VEGF, também conhecido como fator de permeabilidade
vascular (SENGER et al., 1983), é considerado peca chave na angiogénese, tanto em
momentos de homeostasia, quanto em situacdes de injurias (FERRARA, 2001). Esta molécula
se liga a dois receptores de tirosina quinase, tirosina tipo VEGFR-1 e VEGFR-2 para exercer
suas agdes (DE VRIES et al., 1992). O VEGF ja foi relatado como um possivel candidato
para o desenvolvimento de edema vasogénico cerebral durante eventos de hipdxia, tanto in
vivo, quanto in vitro (SCHOCH et al., 2002). Tendo sua expressao génica aumentada em 3-12
vezes durante injuria hipdxica no cérebro (STEIN et al., 1995). Acredita-se que os astrdcitos
expressem VEGF (KAUR et al., 2006), e que estes interagem com 0s receptores de VEGF
nos vasos sanguineos e contribuam para a ruptura da barreira hematoencefalica (ZHANG et
al., 2002). Semelhante ao cérebro, aumento da producdo de VEGF e, consequentemente,
aumento da permeabilidade na barreira hematorretiniana foi relatada, e tiveram seus danos
revertidos com administragdo de melatonina (KAUR et al., 2006). Além do seu papel no
aumento da permeabilidade vascular, o VEGF também foi descrito como um mediador
inflamatério observado na isquemia cerebral (CROLL et al., 2004). Com a barreira
hemoencefalica mais permeavel, o status imunoprivilegiado do cérebro €é alterado
(PROESCHOLDT et al., 1999). VEGF aumenta a adesdo de leucocitos nas paredes vasculares
por meio da maior circulagdo de moléculas de adeséo intercelulares (ICAM-1), tanto no
cérebro, quanto na retina (MELDER et al., 1996). Ja foi relatado por Joussen e colaboradores,
em 2002, a supressao da inflamacéo na retina apos a inibicdo do VEGF.

Outra possibilidade de explicacdo para os danos retinianos e a perda de células
ganglionares é o0 aumento na expressao e circulacdo de oxido nitrico. O oxido nitrico (ON) é
conhecido pelo seu papel importante na patogénese de lesdo neuronal durante hipoxia-
isquemia. ON ¢ sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) da L-arginina. Existem
trés isoformas de NOS: neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS), que sdo constitutivamente
expressos, e induziveis (INOS). As atividades de nNOS e eNOS sdo estimuladas por

aumentos de célcio intracelular enquanto iNOS é independente do calcio, e 0 ON gerado a
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partir desta isoforma € conhecido por mediar fungdes imunoldgicas. A expressao de todas as
isoformas ja foi relatada na retina como resposta a hipoxia (KAUR et al., 2006). Apesar do
ON ter sido descrito pelo seu papel neuroprotetor (IADECOLA, 1997), como é o caso da
eNOS, que mantém a perfusdo retiniana em condic¢des hipoxico-isquémicas (TODA et al.,
2007), por aumentar a vasodilatacdo, aumentando o fluxo sanguineo (BOLANOS;
ALMEIDA, 1999). Existem também efeitos maléficos, como o envolvimento da eNOS com a
inducdo de VEGF (FUKUMURA et al., 2001). Além disso, as células da glia sdo sugeridas
como as principais produtoras das trés isoformas (KOBAYASHI et al., 2000, KASHIWAGI
et al., 2003) e as proprias células ganglionares da retina ja foram relatadas como produtoras
de iNOS e nNOS na retina hipoxica (KAUR et al., 2006). A producdo de ON por nNOS e
INOS contribui para a citotoxicidade, resultando em morte celular e dano axonal. De fato,
dados recentes do nosso laboratorio (BARRADAS et al., 2016) revelaram um aumento
significativo da expressdo de iNOS no cerebelo de ratos PO submetidos ao modelo de hipoxia-
isquemia utilizado no presente trabalho.

A inflamag&o também tem sido sugerida como um dos principais fatores envolvidos na
patogénese da retinopatia induzida por hipdxia, tendo a microglia amebdide um papel
fundamental no processo (SIVAKUMAR et al., 2011). Ja foi relatada uma apoptose
aumentada de células ganglionares na retina neonatal ap6s uma exposi¢do hipoxica (KAUR et
al., 2009; SIVAKUMAR et al., 2010) e o envolvimento da microglia na morte de células
ganglionares foi evidenciado pela expressdao aumentada e excesso de liberacdo de TNF-a e
IL-1p por estas células em condigdes hipoxicas (SIVAKUMAR et al., 2011). Sugeriu-se que a
hipéxia pode iniciar a inflamacdo por ativacdo direta de microglia e, portanto, pode
desempenhar um papel fundamental no mecanismo fisiopatoldégico do dano hipoxico as
células ganglionares na retina neonatal através do aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias. O aumento da producdo de TNF-a e IL-1B pela microglia ativada foi
acompanhado por uma expressao regulada de TNF-R1 e IL-R1 nas células ganglionares,
sugerindo que a ligacdo das citocinas aos seus respectivos receptores seria um dos principais
fatores envolvidos na morte de células ganglionares. Demonstrou-se ainda que o nivel de
MCP-1, conhecido por regular a migracdo de microglia, macréfagos e mondcitos para 0s
sitios hipoxicos e inflamatdrios no SNC, estd aumentando na hipdxia e a microglia é a sua
principal fonte na retina (SIVAKUMAR et al., 2010). Sugeriu-se ainda que o aumento da
expressdo de MCP-1 na retina hipoxica neonatal tinha uma funcdo semelhante, isto é, para
atrair macréfagos e induzir a migracdo de microglia para a vizinhanca de células

ganglionares, aumentando assim a resposta inflamatoria.
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Outra proposta de explicacdo é a excitotoxicidade glutamatergica. Foi demonstrado
que durante eventos isquémicos ocorre aumento dos niveis de glutamato extracelular e
consequentemente ha uma hiperestimulacdo de receptores glutamatérgicos que, por sua vez,
levam a morte neuronal (BENVENISTE et al., 1984; OSBORNE et al., 2004). O glutamato é
0 principal neurotransmissor excitatorio na retina, sendo liberado por diversos tipos
neuronais, inclusive na transferéncia sinaptica dos sinais visuais da retina para o cérebro
(MASSEY, 1990). O aumento da expressao de glutamato mostrou afetar a camada de células
ganglionares e também causar necrose das células em camadas mais internas da retina. A
exposicdo de CGRs derivadas de ratos recém nascidos para glutamato resultou na inducéo de
neurotoxicidade (YONEDA, 2003). O excesso de liberacdo extracelular de glutamato é
conhecido por matar neurbnios por mecanismos excitotdxicos através da ativacdo dos
receptores NMDA e AMPA. A excitotoxicidade tem sido sugerida como um mecanismo
principal subjacente a morte de células ganglionares em muitas patologias oculares, incluindo
retinopatia diabética e glaucoma (OSBORNE, 1999; KHODOROQV, 2004). A morte neuronal
excitotdxica envolve influxo de célcio nas células, (ORRENIUS, 2003) que foi relatado como
um componente essencial da neurotoxicidade por glutamato (CHOI, 1995). A estimulagéo de
receptores de glutamato em células ganglionares de pinto in vitro causou influxo de calcio
através de canais associados ao NMDA e, posteriormente, sua morte. Aumento do influxo de
calcio nos neurdnios provoca disfungdo mitocondrial e geracdo de espécies reativas de
oxigénio resultando em morte celular neuronal (KHODOROV, 2004; NICHOLLS, 2004).

Por fim, a geracdo de radicais livres derivados de oxigénio (ROS) também é citada
como uma causa importante na perda de células ganglionares na retina. Os ROS sao
equilibrados na salde, pois qualquer excesso é eliminado por antioxidantes endégenos, como
superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa e outros. O estresse
oxidativo ocorre em condicOes patoldgicas quando o equilibrio entre a formacédo de radicais
livres e a capacidade de antioxidantes enddgenos para elimina-los é perturbado. O distdrbio
neste equilibrio danifica os lipidios, proteinas e DNA, resultando em sua oxidagdo e causando
morte celular por necrose ou apoptose. Estd bem documentado que a hipdxia induz o estresse
oxidativo que desempenha um papel fundamental em danificar os neurénios no adulto e nos
tecidos neurais em desenvolvimento (COYLE, 1993). ROS foi relatado como envolvido na
sinalizacdo da morte de células ganglionares, atuando como um segundo mensageiro e/ou
funcdo de proteina moduladora em condi¢des como glaucoma (1ZZOTTI, 2006; TEZEL,
2006) e lesdes isquémicas da retina (TULSAWANI, 2010; ARDEN, 2011), resultando em

morte por células ganglionares (HA, 2012). O estresse oxidativo induz anormalidades
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estruturais, bioquimicas e funcionais das mitocondrias, como a transi¢cdo da permeabilidade
mitocondrial, a abertura dos poros e 0 vazamento do citocromo C das mitocondrias no citosol
em condicBes hipoxicas (KAUR, 2011, 2012) contribuindo com lesdo ou apoptose e morte
celular necrotica (DI LISA et al., 1998; LEMASTERS, 1998).

Com relacéo aos resultados relativos aos déficits de funcédo das vias formadora e da
ndo-formadora de imagem observados nos animais HI, cabe ressaltar que embora néo
possamos atribuir exclusiva e diretamente esses efeitos a morte de CGRs, pois 0 modelo de
HI utilizado é sistémico, acreditamos que a perda das CGRs desempenhe um papel importante
nesse processo. Nossos dados relativos ao reflexo pupilar (funcdo caracteristica da via néo-
formadora de imagem) demonstraram que 0s animais submetidos a HI pré-natal nédo
conseguem sustentar a constri¢cdo pupilar quando o reflexo foi induzido com uma iluminacgéo
de baixa intensidade (40 lux). Uma das possiveis explicacGes para essa alteracdo é que a HI
pré-natal estaria causando a perda das ifCGRs (CGRs fotossensiveis). Interessantemente,
McNeill, em 2011 e colaboradores realizaram um estudo sobre o desenvolvimento dessas
células na retina de camundongos e mostraram que, apesar da maior parte da diferenciacdo
das CGRs acontecer entre E11 e E15, uma grande quantidade de ifCGRs se diferenciava em
E18, justamente no dia embrionario que foi feita a HI dos animais utilizados no presente
trabalho. Ademais, Wang e Kefalov, em 2011, revelaram que a melanopsina auxilia ndo s6 no
inicio do processo de contracdo, mas também na capacidade de sustentacdo da constri¢do
pupilar. Contudo essa hip6tese ndo consegue conciliar o fato do mecanismo de ativacdo do
reflexo pupilar via ifCGRs estar associado a estimulagdo luminosa de maior intensidade
(GROZDANIC et al., 2007). De fato, quando o reflexo pupilar foi induzido com um estimulo
de luminosidade maior (200 lux), ndo foram observadas diferencas entre os animais HI e SH.
Uma outra possibilidade para tentar explicar os nossos resultados seria que o déficit
observado estaria ligado a perda de CGRs que ndo possuem melanopsina mas que participam
da inducéo do reflexo pupilar via a ativacdo de bastonetes (LUCAS, 2003). Em 2003, Lucas e
colaboradores mostraram que camundongos cujo gene de melanopsina tinha sido deletado
ainda apresentavam reflexo pupilar a luz. Logo, estes autores sugeriram que, associado ao
sistema de reflexo pupilar induzido pela ativacdo da melanopsina em ifCGRs, existe outro
envolvendo a ativacdo de CGRs via 0 sistema de cones e bastonetes. Interessantemente,
quando o estimulo luminoso é de baixa intensidade, os bastonetes estdo predominantemente
envolvidos no processo consensual de contragdo pupilar (GROZDANIC et al., 2007; LUCAS
etal., 2003).
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Paralelamente aos dados da via ndo formadora de imagem, a capacidade visual dos
animais HI também se mostrou alterada. A hipotese inicial era que os ratos submetidos a Hl
ndo teriam preferéncia populacional clara para descer para o lado raso ou profundo da arena
devido a algum tipo de comprometimento visual induzido pela HI pré-natal. J& os animais do
grupo SH apresentariam uma preferéncia populacional clara para descer para o lado raso da
arena, pois teriam capacidade de percepc¢do de profundidade normal. Embora os animais do
grupo SH tenham se comportado dentro do esperado os animais do grupo HI apresentaram
uma curiosa preferéncia populacional para descer para o lado profundo da plataforma.
Curiosamente, Gibson e Walk, em 1960, além de propor o uso do teste de aversdo ao
precipicio como um teste para avaliar a percepcdo de profundidade de criancas e outros
animais, eles também sugeriram a capacidade do teste de avaliar o medo de altura. De fato,
quando uma crianga ndo atravessava para o lado fundo da arena, inferia-se que ela possuia
percepc¢do de profundidade e aversdo a altura. Desta forma, poderiamos supor que a HI pré-
natal estaria provocando alterac@es nas vias ligadas ao processamento emocional. Embora de
dificil comprovagdo, esta € uma hipdtese que ndo pode ser descartada. Silverstein e Ingvar,
em 2015, escreveram sobre as cinco diferentes vias do medo, sendo quatro delas interligas ao
sistema visual. Duas dessas vias foram vistas em ratos (RUDRAUF et al., 2008; GARRIDO
et al., 2012; GARVERT et al., 2014). O estimulo visual se propaga do NGLd até o cortex
visual e se ramifica para o cortex temporal inferior, onde esse dirige diretamente para a
amigdala (WEBSTER et al., 1991; BAIZER et al., 1993; GHASHGHAEI; BARBAS, 2002;
STEFANACCI; AMARAL, 2002; FREESE; AMARAL, 2005). O cortex temporal inferior
também projeta ramificacdes para o cortex orbitofrontal, cortex parietal (WEBSTER et al.,
1994). Assim, o fato do nosso modelo de HI pré-natal ser sistémico afeta diversos sistemas,
além do visual, e poderia estar afetendo o desenvolvimento das vias citadas acima e tornando
0s animais propensos a descerem para o lado profundo da arena. Corroborando com essa
hipdtese, testes comportamentais e motores realizados em nosso laboratério demonstraram
gue animais que sofreram HI pré-natal apresentaram tendéncias relacionadas a hiperatividade
e falta de medo.

Por fim, cabem ser feitas algumas consideracbes metodologicas a respeito dos
nossos resultados no teste de aversdo ao precipicio. Primeiro esse tipo de analise
comportamental necessita de uma amostra grande de animais para que possamos ter confianga
plena nos resultados obtidos. Por exemplo, no estudo original de Schiffman e colaboradores,

em 1970, foram utilizados um total de 75 ratos. Além disso, ndo podemos descartar a
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possibilidade de algum fator ou fatores ligados a maneira como o teste foi conduzido

tenha(m) levado os animais HI a apresentarem uma preferéncia pelo lado profundo da arena.
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CONCLUSOES

o A HI transitéria pré-natal causa perda de CGRs durante o desenvolvimento até o

trigésimo dia pos-natal;

o Sugerimos que por conta do menor nimero de CGRs, ratos HI apresentam reducao
na espessura do nervo éptico e nas projecdes retinianas no NGLd;

o Animais HI ndo conseguem sustentar a constricdo pupilar durante incidéncia

luminosa constante o que pode estar relacionado a redugdo no numero de CGRs;

o Animais HI apresentam resposta diferente dos animais SH no teste de averséo ao
precipicio. N&o esta claro se essa resposta alterada é decorrente de uma alteragdo na
capacidade visual ou se pode ser relacionada a altera¢fes na circuitaria relacionada

ao medo.
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