
 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

Centro Biomédico 

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes 

 

 

 

 

 

Lara Silva Fonseca 

 

 

 

 

 

Reatividade da astroglia durante o desenvolvimento da retina de 

ratos submetidos a um modelo de hipóxia-isquemia pré-natal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2019 



Lara Silva Fonseca 

 

 

 

Reatividade da astroglia durante o desenvolvimento da retina de ratos 

submetidos a um modelo de hipóxia-isquemia pré-natal 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada, como requisito 
parcial para obtenção do título de Mestre, ao 
Programa de Pós-Graduação em 
Fisiopatologia Clínica e Experimental da 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 

 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Thomas Eichenberg Krahe 

Coorientadora: Prof.ª Dra. Penha Cristina Barradas Daltro Santos 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2019 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

CATALOGAÇÃO NA FONTE 
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Bibliotecária: Ana Rachel Fonseca de Oliveira 
CRB/7 - 6382 

 
 

Autorizo apenas para fins acadêmicos e científicos, a reprodução total ou parcial desta 

dissertação desde que citada a fonte. 

 
_____________________________________________  _____________________ 

Assinatura      Data 

 

F676     Fonseca, Lara Silva.  
                 Reatividade da astroglia durante o desenvolvimento da retina de ratos 

submetidos a um modelo de hipóxia-isquemia pré-natal / Lara Silva 
Fonseca. – 2019. 

  91f.  
 

                  Orientador: Thomas Eichenberg Krahe.  
                  Coorientadora: Penha Cristina Barradas Daltro Santos.  
                     
 
                 Mestrado (Dissertação) – Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Faculdade de Ciências Médicas. Pós-graduação em Fisiopatologia Clínica 
e Experimental.   

 
1. Isquemia cerebral - Teses. 2. Hipoxia-isquemia encefálica. 3. 

Astrocitos. 4. Retina - Teses. I. Krahe, Thomas Eichenberg. II. Santos, 
Penha Cristina Barradas Daltro. III. Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro. Faculdade de Ciências Médicas. IV. Título.                                                          

 
                                                                                                     CDU 616.831-005 

 

  



Lara Silva Fonseca 

 

Reatividade da astroglia durante o desenvolvimento da retina de ratos 

submetidos a um modelo de hipóxia-isquemia pré-natal 

 

 

Dissertação apresentada, como requisito 
parcial para obtenção do título de Mestre, ao 
Programa de Pós-Graduação em 
Fisiopatologia Clínica e Experimental da 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 

 

 

Aprovada em 30 de agosto de 2019. 

 

 Orientador: Prof. Dr. Thomas Eichenberg Krahe 

Pontificia Universidade Católica 

 

Coorientadora: Prof.ª Dra. Penha Cristina Barradas Daltro Santos 

                        Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes - UERJ 

 

Banca examinadora: __________________________________________________ 
Prof. ª Dra. Yael de Abreu Villaça 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes - UERJ 

 
__________________________________________________ 
Prof.ª Dra. Elizabeth Giestal de Araújo 

Universidade Federal Fluminense  

 
__________________________________________________ 
Prof.ª Dra. Karin da Costa Calaza 

Universidade Federal Fluminense  

 

 

 

Rio de Janeiro 

2019 



DEDICATÓRIA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais, Eliane Martins da Silva Fonseca e José Eugênio Moraes Fonseca 

  



AGRADECIMENTOS 

 

 

Esses são os momentos que nos fazem refletir sobre nossa própria 

capacidade, sobre as verdadeiras e fiéis companhias e recordar os melhores e 

piores momentos vividos para se chegar até aqui. Antes de tudo e de todos, 

agradeço aos inocentes que contribuíram para a realização desse trabalho. 

Agradeço aos meus orientadores pela ajuda, dedicação, compreensão e 

paciência. O meu orientador Prof. Thomas, me ensinou a praticar a auto-avaliação 

com mais frequência e cuidado, dessa forma, aprendi a dosar o quanto exigir de 

mim e dos outros. Já a minha co-orientadora Prof.ª Penha foi a responsável por me 

motivar e ajudar nos momentos mais complicados do laboratório e do mestrado.  

Aos meus colegas de bancada que me proporcionaram risadas, motivação e 

auxílio em cada passo dentro e fora do laboratório. 

Aos meus pais que me apoiam diariamente no sonho de ser pesquisadora e 

pelo colo. 

Agradeço a Deus, pela proteção e por conseguir realizar esse sonho. Estando 

cada vez mais perto, mas ainda com muito caminho a percorrer. 

A todos aqueles que, de alguma forma, me deram forças para continuar meu 

caminho.   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A verdadeira coragem é ir atrás de seus sonhos mesmo quando 

todos dizem que ele é impossível. 

 

Cora Coralina 



RESUMO 
 
 
FONSECA, Lara Silva. Reatividade da astroglia durante o desenvolvimento da retina 
de ratos submetidos a um modelo de hipóxia-isquemia pré-natal. 2019. 91 f. 
Dissertação (Mestrado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de 
Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 
 

O insulto hipóxico-isquêmico (HI) é o responsável por diversos 
comprometimentos no SNC, durante o seu desenvolvimento ou na fase adulta. Suas 
consequências podem causar diversos graus de retinopatias e deficiências visuais. 
Dessa forma, investigar os efeitos desse insulto na retina pode auxiliar a elucidar os 
mecanismos responsáveis pelas consequências e assim traçar medidas 
terapêuticas. Esse trabalho buscou mimetizar o evento mais ocorrido em humanos, 
que ocorre de forma pré-natal e pode ser irreversível. Utilizando um modelo em que 
o fluxo uterino e ovariano da rata grávida é obstruído por 45 minutos no 18º dia 
gestacional, já foi relatada diminuição da espessura do nervo óptico e das projeções 
retinianas no Núcleo Geniculado Lateral dorsal (NGLd), perda de CCG e a não 
manutenção da constrição pupilar. Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a reatividade 
glial na retina de ratos Wistar durante o desenvolvimento (aos dois, nove, vinte e três 
e trinta dias pós-natal). Foi realizado o procedimento cirúrgico de indução de HI com 
a obstrução do fluxo uterino e ovariano (grupo HI) por 45 minutos no décimo oitavo 
dia da gestação. Animais que passaram por todo procedimento cirúrgico exceto pela 
obstrução do fluxo sanguíneo constituem o grupo falso operado (SH). Foi realizada a 
avaliação histológica com o objetivo de avaliar o desenvolvimento e a resposta ao 
insulto HI nas células da linhagem astroglial da retina, astrócitos e glia de Muller, 
utilizando a imunohistoquímica para a proteína glial fibrilar ácida (GFAP) e para a 
vimentina (VIM). Também foi avaliada a imunomarcação para o transportador de 
glutamato GLAST. Os resultados obtidos mostraram que o insulto HI promove um 
aumento da marcação de GFAP e VIM no trigésimo dia pós-natal, bem como altera a 
padrão de imunomarcação para o transportador GLAST, antecipando o pico de 
marcação para a idade de nove dias no grupo HI. Em conjunto, os resultados 
mostram que também na retina ocorre a gliose já relatada em outras regiões do 
encéfalo de animais submetidos a esse modelo de HI pré-natal. Somados aos 
resultados obtidos referentes ao transportador GLAST, reforçamos a hipótese de 
alterações no transporte de glutamato que podem contribuir para a excitotoxicidade 
glutamatérgica, um dos eventos responsáveis pela morte neuronal oriunda dessa 
lesão. O modelo de HI pré-natal desenvolvido nesse trabalho, mais uma vez, se 
mostra uma ferramenta importante para o estudo das lesões causadas pela HI 
durante o desenvolvimento, assim como para a avaliação de possíveis estratégias 
terapêuticas. 
 
Palavras-chave: Hipóxia-isquemia pré-natal. Retina. Desenvolvimento. Gliose. 

GLAST. 

  



ABSTRACT 
 
 
FONSECA, Lara Silva. Astroglial reactivity during retinal development of rats 
submitted to a prenatal hypoxia-ischemia model. 2019. 91f. Dissertação (Mestrado 
em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 
 

The hypoxic-ischemic insult (HI) is responsible for several CNS compromises 
during its development or at adulthood. Its consequences can cause varying degrees 
of retinopathy and visual impairment. Thus, investigating the effects of this insult on 
the retina may help to elucidate the mechanisms responsible for the consequences 
and thus outline therapeutical approaches. This work sought to mimic the most 
common human event, which occurs prenatally and may be irreversible. Using a 
model in which the uterine and ovarian flow of the pregnant rat is obstructed for 45 
minutes on the 18th gestational day, a decrease in the optic nerve thickness and in 
the retinal projections in the dorsal lateral geniculate nucleus (NGLd), GCL loss and 
failure to maintain pupillary constriction have been reported. The aim of this study 
was to evaluate the retinal glial reactivity of Wistar rats during development (at two, 
nine, twenty three and thirteen postnatal days). The surgery for HI induction was 
performed with obstruction of uterine and ovarian flow (HI group) for 45 minutes on 
the eighteenth day of gestation. Animals that underwent all surgical procedure except 
for obstruction of blood flow constitute the sham-operated group (SH). Histological 
evaluation was performed to evaluate the development and response to the HI insult 
in cells of the retinal astroglial lineage, astrocytes and Muller's glia, using 
immunohistochemistry for glial fibrillary acidic protein (GFAP) and vimentin (VIM). 
Immunostaining for the GLAST glutamate transporter was also evaluated. The results 
showed that HI insult promotes an increase in GFAP and VIM labeling on the thirtieth 
postnatal day, as well as alters the immunostaining pattern for the GLAST transporter 
by anticipating the peak of labeling to the ninth day in the HI group. Taken together, 
the results show that, also in the retina, a gliosis occurs, as also described in other 
brain regions in rats submitted to this prenatal HI model. In addition to the results 
obtained for the GLAST transporter, we reinforce the hypothesis that glutamate 
transport alterations may contribute to glutamatergic excitotoxicity, one of the events 
responsible for neuronal death in this kind of lesion. Once more, we showed that the 
prenatal HI model used in this study is an important tool to be used in order to 
understand the mechanisms of the lesions caused by HI during development, as well 
as for the evaluation of possible therapeutic strategies. 
 
Keywords: Prenatal hypoxia-ischemia. Retina. Development. Gliosis. GLAST. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Já se sabe pela literatura médica que o ambiente adverso in utero pode 

trazer disfunções fetais e levar a patologias pós-natal a longo prazo devido à 

adaptação que esse feto pode sofrer, podendo ser irreversível, para sobreviver às 

alterações do ambiente (CHEN e ZHANG, 2011). Durante os períodos pré- e 

perinatal o Sistema Nervoso Central (SNC) pode sofrer alterações, mas seus danos 

dependem das características do tipo de insulto, da intensidade, da área afetada e 

do período de desenvolvimento desse tecido (MCINTYRE et al., 2013). 

A hipóxia-isquemia (HI) é uma das possíveis lesões que podem ocorrer. No 

período pré-natal a sua ocorrência pode ser por fatores tais como: parto prematuro, 

insuficiência placentária, trabalho de parto prolongado, dobras no cordão umbilical, 

disfunção pulmonar ou cardíaca fetal (de HAAN et al., 2006; MARTINEZ-BIARGE et 

al., 2012; PROCIANOY e SILVEIRAL, 2001). Estudos também acrescentam a esta 

lista: sangramento materno, eventos de pré-eclâmpsia (PAOLO, 2012) e fatores de 

risco como: tabagismo, anemia, hipotensão, nascimentos múltiplos e uso de drogas 

(PUNDIK et al., 2006). Em 2009, a HI foi indicada como a principal causa de 

mortalidade infantil no Estudo de Carga Global de Doenças (LEITE et al., 2009) e, 

no Brasil, sua ocorrência foi estimada em 1,93% no ano de 2015 (FRANÇA, et al., 

2017). A incidência desse insulto no mundo Ocidental é de 1 – 4/1.000 nascidos-

vivos (KURINCZUK et al., 2010), sendo que de 25 a 50% (0,5 – 1/1.000) dos 

afetados irá desenvolver um estado significativamente alterado de função cerebral 

(WOOD et al., 2018). Em países de baixa e média renda, as taxas de encefalopatias 

hipóxico-isquêmico (HIE) são até 10 vezes maiores do que no mundo ocidental e a 

asfixia perinatal representa 23% das mortes neonatais (ou seja, 8% de todas as 

mortes durante a infância) em todo o mundo (PAULIAH et al., 2013). 

A HI consiste no bloqueio de nutrientes e oxigênio para determinado tecido 

ou sistema. As alterações no ambiente celular mostram que o insulto desencadeia 

uma cascata de eventos bioquímicos, celulares e patológicos que resultam em lesão 

celular e morte no encéfalo (SHIAN et al., 1994; ZHANG et al., 2013). O encéfalo 

imaturo e a retina em desenvolvimento são tecidos mais susceptíveis a mudanças 

nos níveis de oxigênio (REY-FUNES, 2013), fato justificado por suas intensas 

atividades metabólicas (COHEN e NOELL, 1960). O bloqueio do fluxo sanguíneo no 
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encéfalo pode causar déficits motores, cognitivos e comportamentais (TYSON e 

SAIGAL, 2005), além de vários graus de retinopatias que, em alguns casos, pode 

levar à cegueira (REY-FUNES, 2013). Cerca de mais da metade de neonatos que 

passaram pela HI apresentam alguma deficiência visual, como por exemplo: campo 

visual reduzido, estrabismo, baixa acuidade visual, ambliopia, neuropatia óptica, 

nistagmo e visão de cor defeituosa (GOOD e HARDY, 2001; GUZZETTA et al., 

2001). Nos casos mais graves, como indicado anteriormente, pode ocorrer a morte 

fetal (JOHNSTON et al., 2011; VOLPE, 2012). 

Atualmente, apenas a hipotermia é aceita como estratégia terapêutica para 

neonatos a termo acometidos pelo insulto hipóxico-isquêmico pré-natal. Há 

resultados que demonstram que a indução de hipotermia moderada pode ser capaz 

de reduzir a mortalidade e os danos motores, o que resultaria em melhorias 

significativas para neonatos que sofreram HI moderada. Entretanto, esse efeito 

benéfico possui uma janela de oportunidade para redução dos danos de até 6 horas 

após o nascimento, não demonstrando efeitos benéficos em prematuros (HIGGINS 

et al., 2011), grupo mais acometido pelos eventos de hipóxia-isquemia (FRANÇA et 

al., 2017). 

A inflamação tem sido sugerida como um importante fator envolvido na 

patogênese das retinopatias induzidas pela HI pré-natal (SIVAKUMAR et al., 2011). 

O processo inflamatório no SNC pode ser caracterizado pela ativação das células de 

Müller, alterações no Epitélio Pigmentar (EP) e apoptose das Camada de Células 

Ganglionares (CCGs) (KERGOAT et al., 2006; SCHMIDT et al., 2018). 

O desenvolvimento de estudos em modelos animais tem ajudado na 

compreensão dos mecanismos celulares/moleculares das lesões causadas pelo 

evento hipóxico-isquêmico (RICE et al., 1981; SILVERSTEIN e JOHNSTON, 1984; 

SILVERSTEIN et al., 1991; FERRIERO et al., 1988; FERRIERO et al., 1995; BURKE 

et al., 1991). Assim, o bloqueio de receptores de glutamato (LEONARDO e 

PANNYPACKER, 2009), inibição de óxido nítrico sintases (BLOMGREN e 

HAGBERG, 2006), prevenção de apoptose (NIJBOER et al, 2008; WANG et al 2010) 

e formação de radicais livres (TAJEDDINE, 2016), a administração de corpos 

cetônicos (WOOD et al., 2018), bem como a administração de fatores de 

crescimento e neurotróficos (AUTRY e MONTEGGIA, 2012; CANNON et al., 2008; 

CASEY et al., 2009; SHOVAL e WEIZMAN et al., 2005) vêm sendo avaliados como 

potenciais ferramentas terapêuticas. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Consequências de HI no SNC 

 

 

Em decorrência da HI, o encéfalo se adapta ao meio adverso utilizando 

mecanismos que permitam a sua sobrevivência e homeostase (LI et al., 2017). Ao 

nível celular, as vias produtoras de energia aumentam a sua produtividade por meio 

de metabolismo anaeróbico (via glicolítica – produção de ácido lático), além da 

redução de consumo energético de processos de maior consumo (CERRETELLI, 

1992). Conforme a molécula de ATP (energia) vai se esgotando, há a realocação 

dessa energia de acordo com uma hierarquia dos processos que consomem ATP 

durante a hipóxia (CUI et al., 2015; CHANDEL et al., 2000). Também há um déficit 

nos transportadores de membrana que leva ao acúmulo de sódio e cálcio 

intracelular, assim despolarizando e liberando níveis excitotóxicos de glutamato 

(HAGBERG et al., 1993; BLOMGREN e HAGBERG, 2006). Com a ativação dos 

receptores glutamatérgicos, AMPA e N- metil -D-receptores aspartato (NMDA), 

mantém-se constante o influxo de cálcio para a célula neuronal, levando ao acúmulo 

na matriz mitocondrial (THORNTON et al., 2017). 

No encéfalo ainda imaturo, o influxo de cálcio leva a um edema mitocondrial 

(fase primária) logo após 30 minutos do insulto, podendo perpetuar por até 3 horas 

(PUKA-SUNDVALL et al., 2000). Outros dados demonstram que neonatos a termo 

(> 36 semanas) possuem uma grande vulnerabilidade neuronal a lesões e morte 

(RUTHERFORD et al., 2010). A reperfusão possibilita a ocorrência de uma fase 

latente, recuperando de forma transitória as reservas de ATP - quase a níveis 

fisiológicos, um ponto chave para uma janela terapêutica de 1-6 horas após a lesão 

(THORNTON et al., 2017). Porém, há uma falha de energia posteriormente (fase 

secundária), que pode durar de horas a dias, onde ocorre a morte celular. Nas horas 

subsequentes ao insulto, os mecanismos prejudiciais da fase secundária levam à 

morte das células neuronais. Estes incluem: excitotoxicidade, deterioração da função 

mitocondrial, inflamação, aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), ativação da óxido-nítrico sintase (NOS) e acúmulo de íons de cálcio (Ca2+) 

intracelular (BLUMBERG et al., 1997; LOREK et al., 1994). Na literatura há estudos 
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realizados em roedores demonstrando que a prevenção/intervenção nessa fase de 

morte celular oferece neuroproteção a longo prazo (NIJBOER et al., 2008; WANG et 

al, 2010). Porém, se não for bem-sucedida, há mais uma fase que pode durar de 

semanas a anos, o que caracteriza uma inflamação contínua/persistente e 

modificações epigenéticas (FLEISS e GRESSENS, 2012). 

A persistente inflamação desempenha um papel importante no 

desenvolvimento do tecido nervoso, na lesão cerebral e também nos mecanismos 

subsequentes de reparo (TEO et al., 2015). O insulto leva à ativação da microglia. 

Ela exibe função dualista, assim como perfil morfológico distinto. Esses fenótipos 

são classificados em pró-inflamatório (M1) ou anti-inflamatório (M2), regenerativo 

(HU et al., 2015), fornecendo reparo tecidual e neuroregeneração após a lesão 

(HAGBERG et al., 2015). Em seguida, há liberação de mediadores inflamatórios, 

incluindo as citocinas interleucina (IL) -1β e o fator de necrose tumoral α (TNF-α). Os 

níveis de IL-1β aumentam após a HI (HEDTJÄRN et al., 2002; HAGBERG et al., 

1996) e a lesão cerebral excitotóxica pode ser reduzida por um antagonista do 

receptor de IL-1β em ratos neonatos (HAGAN et al., 1996). Também foi constatado 

um aumento de TNF-α em ratos neonatos após o insulto HI (HU et al., 2005). Da 

mesma forma, a expressão gênica de TNF-α e IL-1β no encéfalo é aumentada após 

um insulto excitotóxico central em camundongos neonatos, e esta foi reduzida em 

camundongos nocautes para TNF-α e pelo bloqueio do TNF-α (ADÉN et al., 2010). 

Também há a mobilização de macrófagos, infiltração de leucócitos, liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e aumento da expressão de moléculas de adesão 

endotelial (BARON e FEUERSTEIN, 1999; DEL ZOPPO et al., 2000), o que também 

contribui substancialmente para a patogênese da lesão cerebral por HI perinatal 

(BENJELLOUN et al., 1999). As ações sinérgicas desses processos patológicos 

exacerbam a lesão, levando à deterioração das funções neurológicas (BARONE e 

FEUERSTEIN, 1999), sendo a resposta iniciada em um período de 10 minutos após 

a lesão (SHEN et al., 2011). 

A lesão HI neonatal causa a ativação microglial (BENJELLOUN et al., 1999) 

que ao se infiltrar no local lesionado remove os detritos celulares. Essa ocorrência 

foi observada em bebês com lesão cerebral por HI (DEL BIGIO e BECKER, 1994). A 

estimulação dos processos neuro-inflamatórios decorrentes da ativação microglial 

pode aumentar os danos neurológicos após a lesão HI (TANG et al., 2014), onde a 

produção de citocinas pode levar à morte celular. 
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Os astrócitos também fazem parte dessa cascata de sinalização, pois fazem 

parte dos ciclos regulatórios dos processos inflamatórios intrínsecos do tecido 

nervoso. Além disso, os astrócitos reativos são uma característica importante em 

muitos eventos neuropatológicos (RANJBAR et al., 2019). Após sua ativação, eles 

sofrem alterações morfológicas e funcionais severas. O fenótipo funcional dos 

astrócitos ativados pode ser prejudicial (pró-inflamatório) ou protetor (anti-

inflamatório). Os astrócitos pró-inflamatórios perdem a sua capacidade de promover 

a sobrevivência neuronal, o crescimento, a sinaptogênese e a fagocitose, além de 

induzir a morte de neurônios e oligodendrócitos (LIDDELOW et al., 2017). Além 

disso, os astrócitos reativos podem inibir a regeneração do axônio e a plasticidade 

neuronal (SOFRONIEW, 2015). Em contraste, eles estão envolvidos na regulação 

da homeostase da água e dos íons, no fluxo sanguíneo cerebral e no controle do 

nível extracelular de glutamato, além de serem a fonte de uma variedade de fatores 

neuroprotetores (GABRYEL et al., 2015). Os astrócitos podem ser ativados por 

sinais de imunidade inata ou adaptativa como, por exemplo, estimulação (direta ou 

indiretamente) por lipopolissacarídeos (LPS) via sinalização do receptor do tipo Toll 

(TLR) - uma clássica cascata de imunidade inata (CHISTYAKOV et al., 2018). Além 

das células da microglia serem cruciais para o sistema imune inato no encéfalo, elas 

são potentes ativadoras de astrócitos (MANDER et al., 2006). 

No encéfalo de ratos neonatos, após uma lesão, os astrócitos proliferam e 

sofrem hipertrofia, invadindo o local da lesão para formar uma barreira entre tecidos 

saudáveis e danificados (SIZONENKO et al., 2008) e formar cicatrizes gliais 

(GARCIA et al., 1993). Esses processos auxiliam o tecido cerebral circundante de 

várias maneiras, incluindo a limpeza excessiva de glutamato e a manutenção de 

gradientes iônicos e processos metabólicos. Em contraste, os astrócitos ativados 

também são capazes de liberar citocinas pró-inflamatórias que tendem a piorar a 

lesão (LEE et al., 1993). Algumas características patológicas adquiridas após o 

insulto são: proliferação, inchaço rápido e aumento da ocorrência de níveis de 

proteína ácida fibrilar glial (GFAP) que denomina o processo em astrogliose reativa 

(SUZUKI et al., 2011). 

O estresse oxidativo é outra consequência da HI no SNC. Durante as últimas 

semanas de gravidez há a maturação e regulação para cima dos sistemas de defesa 

antioxidantes que são utilizados pelo feto para lidar com o estresse oxidativo 

fisiológico que ocorre durante o nascimento (DAVIS e AUTEN, 2010; AL-GUBORY et 
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al., 2010). Quando a geração de ROS e espécies reativas de nitrogênio (RNS) 

excedem a capacidade dos sistemas antioxidantes endógenos. Os radicais livres 

podem ser gerados em situações metabólicas estressantes, como hipóxia, isquemia, 

reperfusão, infecções, ativação de neutrófilos e macrófagos, ácidos graxos livres, 

entre outros (BUONOCORE, 2001). Em condições fisiológicas normais, baixas 

concentrações de ROS e RNS atuam até como moléculas sinalizadoras (ZHU et al., 

2007), estando também envolvidas na proliferação e diferenciação das células 

neuronais (NUGUD, 2018). Os bebês prematuros e recém-nascidos são 

particularmente suscetíveis a esse evento devido ao fato de que: 1) a mudança no 

ambiente hipóxico intrauterino para condições normóxicas no nascimento; 2) recém-

nascidos, especialmente prematuros, são imunodeficientes, sendo, portanto, 

suscetíveis a infecções; 3) os prematuros e recém-nascidos possuem mecanismos 

de defesa antioxidante imaturos; 4) recém-nascidos têm altos níveis de ferro livre, o 

que pode induzir a geração de radicais hidroxila (OZSUREKCI e AYKAC, 2016; 

PANFOLI et al., 2018). 

O descompasso desses radicais pode levar a consequências como a neuro-

inflamação, o dano mitocondrial e a alteração irreversível do estado redox dos 

neurônios, comprometendo suas funções e sobrevivência (TORRES-CUEVAS et al., 

2017). A HI leva à diminuição da síntese de ATP nas mitocôndrias e ao 

comprometimento da regulação do metabolismo cerebral. Posteriormente, à acidose 

láctica, à perturbação de transporte iônico nas células (com o aumento no influxo de 

cálcio intracelular) e a estimulação do óxido nítrico sintase neuronal (nNOS), que 

gera a produção de óxido nítrico (NO), um radical livre responsável pela falha de 

energia secundária e morte celular neuronal (THORNTON et al., 2017). 

Nessas circunstâncias, desenvolve-se o estresse oxidativo/nitrosativo, 

levando à ativação de vias que amplificam o dano original no tecido, como é o caso 

dos fatores de transcrição pró-inflamatórios (NF-kB) ou das vias proapoptóticas (Bcl-

2, caspase-3) (DI FIORE e VENTO, 2019). Danos devido ao acúmulo excessivo de 

ROS/RNS e reações redox prejudicadas são considerados como fatores causais ou 

resultados da patogênese cerebral de muitos problemas neonatais no encéfalo 

(KURUTAS, 2016). Por exemplo, a acumulação de ROS ou RNS mostra-se crítica 

para a potenciação do hipocampo a longo prazo (LTP), uma forma de plasticidade 

sináptica que é considerada como um substrato biológico para aprendizagem e 

memória (KNAPP, L.T.; KLANN, 2002). ROS e RNS influenciam fortemente a 
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excitotoxicidade, a morte celular e a mitocôndria (PERRONE et al., 

2010; MAYURASAKORN et al., 2016). Porém, as ROS também ativam as moléculas 

citoprotetoras endógenas para o sistema de defesa antioxidante fetal (HOLMSTRÖM 

e FINKEL, 2014). 

 

 

1.2 Olho: diferenças e semelhanças entre o humano e o rato 

 

 

O olho permite uma análise detalhada do objeto, diferenciando tonalidades 

de cores e luminosidade com a retina. Estruturalmente, consiste em três túnicas 

altamente organizadas; possui - da camada mais externa para a mais interna - 

esclera (ou esclerótica) e córnea; coroide, corpo ciliar e íris, também nomeada de 

túnica vascular; e a retina, que se comunica pelo nervo óptico com o encéfalo. A 

camada pigmentar é formada pela coroide, que possui um leito capilar que nutre a 

retina (MARMOR, 2011), também se comunicando com o segmento externo dos 

fotorreceptores, participando da reciclagem de suas membranas (YOUNG e BOK, 

1969) e da troca de metabólitos com a retina (KUBRUSLY et al., 2003). 

Nos olhos, tanto humanos quanto de roedores (Figura 1), a luz percorre das 

estruturas mais externas do olho em direção a mais interna, passando pela córnea, 

seguindo para o cristalino e incidindo sobre a retina (HEMMINGSEN e DOUGLAS, 

1970). Chegando à retina, a luz é detectada pelos fotorreceptores, que se dividem 

nos tipos cone e bastonete. Em contraste com os seres humanos, os roedores 

possuem dois tipos de cones, com fotopigmentos que apenas detectam as faixas de 

comprimento de onda verde e azul (JACOBS et al., 1991). Inclusive, a retina de 

ratos possui apenas 1% de cones, diferentemente da retina humana que contém 5% 

(LAVAIL, 1976), justificando que os seres humanos sejam diurnos, contrapondo os 

roedores em geral que são notívagos, (ANDRADE et al., 2002). 
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Fonte: The Rat's Eyes. Disponível em:< http://www.ratbehavior.org/Eyes.htm>. Acesso em: 

09mai. 2019. Adaptado de Fry (1949). 

 

 

1.3 Retina: função e morfologia 

 

 

As camadas da retina são justapostas de forma laminar (Figura 2) e 

diferenciam-se, da superfície externa para a mais interna, em oito camadas com 

cinco tipos celulares neuronais principais. São eles os fotorreceptores, as células 

amácrinas, as horizontais, as bipolares e as ganglionares (LIVESEY e CEPKO, 

2001); as camadas são: o Epitélio Pigmentar (EP), sendo um componente não 

neuronal; a Camada dos Fotorreceptores (CF), com os cones e bastonetes; a 

Camada Nuclear Externa (CNE), com os corpos celulares dos fotorreceptores; a 

Camada Plexiforme Externa (CPE), que contém os terminais axônicos dos 

fotorreceptores e dos dendritos das células horizontais e bipolares; a Camada 

Figura 1 - Ilustrações da anatomia do olho de ratos e de humanos 
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Nuclear Interna (CNI), com os corpos das células bipolares, horizontais, amácrinas e 

da glia de Müller; a Camada Plexiforme Interna (CPI), contendo os terminais 

axônicos das células amácrinas e bipolares, bem como os dendritos das células 

ganglionares; a Camada de Células Ganglionares (CCG), com os corpos das células 

ganglionares e amácrinas deslocadas; e ao final, a Camada de Fibras Ópticas 

(CFO), contendo os axônios das células ganglionares, que formam o nervo óptico 

que projetam para os núcleos encefálicos da visão. Os prolongamentos da glia de 

Müller percorrem desde o fim da camada dos fotorreceptores até a camada de fibras 

ópticas (MARQUARDT E GRUSS, 2002; WÄSSLE, 2004). Os astrócitos estão 

presentes apenas na CFO e a microglia é quase restrita às camadas retinianas mais 

internas da retina, mais especificamente, a partir da CPE (STONE e DREHER,1987; 

WATANABE e RAFF, 1988; SILVERMAN e WONG, 2018; RATHNASAMY, 2018). 

De acordo com cada tipo celular, há características e funções específicas 

para manter o correto funcionamento da retina. Iniciando pela camada mais externa, 

onde se encontram os cones e bastonetes, elas são células com dipolo. Seu 

dendrito é fotossensível e seu axônio faz sinapse com as células bipolares. Em sua 

composição há pigmentos sensíveis à luz, nos cones é a iodopsina e nos bastonetes 

a rodopsina, que se convertem na proteína opsina após a decomposição pela luz, 

sendo esta substância um carotenoide relacionado a aldeídos de vitamina A 

(GUYTON e HALL, 2006). Esses dois tipos celulares são responsáveis pela primeira 

parte da transdução do estímulo visual, dessa forma, a alteração do potencial 

elétrico dos fotorreceptores que em seguida irá modicar o potencial de membrana 

das células bipolares e desencadear o potencial de ação das células ganglionares 

(BICAS, 1997), que são as responsáveis por levar a informação da retina para os 

diversos núcleos visuais do encéfalo. 
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Figura 2 - Ilustração das camadas da retina e seus corpos celulares 

 
Legenda: Esquema das camadas da retina madura e a localização dos seus respectivos. Observar 

a localização das diferentes camadas da retina (das camadas mais internas para as 
externas): Nervo Óptico (NO) ou Camada De Fibras Ópticas (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 amácrinas (A), astrócitos em 
verde (As), células bipolares (B), cones (C), bastonetes (R), células ganglionares (G), 
células horizontais (H), células de glia Müller (M) e microglia (Mi). 

Fonte: Adaptada de VECINO et al., 2016. 

 

Os cones possuem uma resposta mais rápida e permitem a distinção de 

cores por um sistema de comparações de sinais entre seus subtipos. Este pode se 

direcionar para uma única célula ganglionar, formando um campo menor e 

aumentando a precisão visual. Dessa forma, sabe-se que na retina de humanos e 

primatas há uma região chamada mácula e, no seu centro, a fóvea e a fovéola, 

áreas que permitem alcançar o maior grau de precisão de nitidez, formada 

unicamente de fotorreceptores do tipo cone (GUYTON e HALL, 2006). Já os 

bastonetes são mais sensíveis à luz do que os cones. Eles são capazes de serem 

ativados por um único fóton de luz (RODRIGUES, 2010). Contudo, os bastonetes 

levam mais tempo na conversão uma resposta, são facilmente sujeitos à saturação, 

e sua estrutura permite um campo visual maior, ou seja, na retina humana, de 15 a 

30 bastonetes convergem para uma única célula ganglionar, podendo estar 

localizada na periferia ou na região central da retina. Estima-se que existam 
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aproximadamente seis milhões de cones em uma retina humana e 

aproximadamente 120 milhões de bastonetes (BICAS, 1997).  

Na CNI, se localizam tipos celulares distintos, como as células bipolares 

difusas, com o potencial de estabelecer sinapse com dois ou mais fotorreceptores; 

as células bipolares (midget), que estabelecem contato com apenas um cone e uma 

célula ganglionar na camada CCG na camada CPI; as células horizontais, com seus 

prolongamentos posicionados horizontalmente e que estabelecem contato com 

vários fotorreceptores na CPE; as células amácrinas, que estabelecem contato com 

as células ganglionares (STRETTOI; MASLAND, 1995; JEON et al., 1998) e 

microglia. 

A camada mais interna é a camada de células ganglionares (CCG). As 

células ganglionares podem estabelecer contato com as células bipolares e enviar 

seus axônios em direção à papila do nervo óptico, são difusas, monossinápticas e 

com um grande núcleo. Há uma diversidade nos tipos de células ganglionares, 

sendo cada um deles responsável por codificar diferentes aspectos das cenas 

visuais (WÄSSLE, 2004). Astrócitos e microglia também podem ser localizados na 

CCG. 

 

 

1.3.1 Glia de Müller e Astrócitos 

 

 

A retina de vertebrados pode conter três tipos de glia: microglia, glia de 

Müller e astrócitos. A microglia em condições normais expressa fatores 

neuroprotetores e anti-inflamatórios (STREIT, 2002), mas em condições patológicas 

ela pode beneficiar a retina, removendo resíduos e células degeneradas e 

secretando fatores de sobrevivência neuronal (STREIT, 2002; RIVEST, 2009). A 

microglia, conforme já descrito, também pode ser prejudicial por desencadear um 

ciclo de ativação persistente e levar ao recrutamento de células de inflamação 

adicionais (RIVEST, 2009). O contato da glia de Müller e astrócitos com neurônios e 

vasos circulantes os tornam vitais para a sobrevivência neuronal (KANDEL et al., 

2001), podendo até desempenhar um papel na transmissão correta dos impulsos 

nervosos (PEREZ-ALVAREZ et al., 2013). 
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Predominantemente, a glia de Müller representa 90% das células da glia na 

retina (LIU et al., 2014). É um tipo de célula glial exclusiva da retina e possui uma 

ampla variedade de funções, além de compartilhar funções com astrócitos e células 

ependimárias em outras áreas do SNC, ela participa da homeostase, imunidade 

inata da retina e regeneração (KIMELBERG e NEDERGAARD, 2010). Porém, sua 

alta reatividade vem sendo associada a patologias retinianas e do sistema visual 

(BRINGMANNET et al., 2006; DE MELO REIS et al., 2008; JADHAV et al., 2009; 

BRINGMANN e WIEDEMANN, 2012; WOHL et al., 2012; KUMAR et al., 2013; 

REICHENBACH e BRINGMANN, 2013; SEITZ et al., 2013; GALLINA et al., 2014; 

GOLDMAN, 2014; GORSUCH e HYDE, 2014; LENKOWSKI e RAYMOND, 2014; 

HAMON et al., 2016). Sua função fagocitária para detritos celulares mostra 

interações dinâmicas altamente coordenadas entre as células de Müller e a microglia 

(BEJARANO-ESCOBAR et al., 2017). 

A glia de Müller pode expressar marcadores astrogliais (ROESCH et al., 

2008), como proteínas de filamentos intermediários, como vimentina, assim como 

podem expressar proteína glial fibrilar ácida (GFAP) e nestina (LU et al. 2010; 

NICHIDA et al. 2000), bem como alguns genes envolvidos na fagocitose, sugerindo 

que esse tipo de célula pode fagocitar in vivo (BEJARANO-ESCOBAR et al., 2011). 

Em resposta a uma lesão, as células de Müller passam a proliferar e 

expressar genes associados a progenitores retinianos, marcadores de ciclo celular e 

até mesmo marcadores de células-tronco (CHEN et al., 2013; VERKHRATSKY et al., 

2014; JADHAV et al., 2009; ROESCH et al., 2008; ROESCH et al., 2008). Embora 

não permaneçam como progenitores (GOLDMAN, 2014), sob circunstâncias 

patológicas, a glia de Müller pode adotar características de progenitor retiniano e 

atuar no reparo, como já foi mostrado em cultura de roedores e células humanas, 

onde as células da glia de Müller geraram neurônios e/ou outras células gliais (DAS 

et al., 2006; Lawrence et al., 2007). Em culturas humanas primárias desse tipo 

celular observou-se a capacidade de gerar fotorreceptores e CGRs, ou seja, um 

potencial reparador quando transplantados na retina lesada de roedores (SINGHAL 

et al., 2012; JAYARAM et al., 2014; GIANNELLI, 2011). 

A glia de Müller é resistente a danos, uma propriedade que pode ser 

atribuída às suas características metabólicas (glicólise anaeróbia) (BRINGMANN et 

al., 2009; GOHDO et al., 2001; PAASCHE et al., 1998). Ela responde à lesão da 

retina e doenças alterando sua morfologia, bioquímica e fisiologia (BRINGMANN et 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goldman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24894585
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al., 2009). Esta resposta gera a chamada gliose reativa, que dependendo da 

gravidade do dano pode incluir a proliferação dessa célula. Porém, os gatilhos para 

gliose proliferativa não são bem compreendidos ainda. Sendo uma resposta 

proliferativa e não proliferativa à lesão, são acompanhadas por mudanças na 

expressão de gene e proteínas, além de serem frequentemente associadas com 

hipertrofia da glia de Müller (GOLDMAN, 2014). Essa gliose reativa pode ser 

benéfica para os neurônios impedindo a neurotoxicidade do glutamato e liberando 

uma variedade de fatores que protegem os neurônios de morte celular 

(BRINGMANN et al., 2009). Entretanto, a manutenção desta ação de forma 

prolongada é prejudicial porque interfere na homeostase da retina e na capacidade 

da glia de Müller em dar suporte aos neurônios, levando, muitas vezes à 

neurodegeneração, além de exacerbar a progressão da doença, aumentando a 

permeabilidade vascular, a infiltração de compostos tóxicos e até mesmo a 

neovascularização (PENN et al., 2008). Ademais, o acúmulo de células em 

consequência de gliose proliferativa impede a função normal da retina (GOLDMAN, 

2014). 

Na retina de humanos, ratos e camundongos, os astrócitos se localizam 

principalmente na camada de fibras nervosas e na CCG (RAMIREZ et al., 1994; 

GALLEGO et al., 2012; RAMÍREZ et al., 2004). Sua morfologia difere entre as 

espécies: 1) humanos: dois tipos de astrócitos - os alongados (localizados na 

camada de fibras nervosas) e os em forma de estrela (localizados no CCG) 

(RAMÍREZ et al., 1996; RAMÍREZ et al., 2010); 2) em camundongos e ratos: os 

astrócitos são em forma estrelada (GALLEGO et al., 2012, RAMÍREZ et al., 2010). 

Numa resposta à lesão ou à doença, os astrócitos regulam a expressão de vários 

genes que codificam citocinas e quimiocinas, comprometendo a integridade da 

barreira hematorretiniana, promovendo a degeneração da retina (KIM e DUSTIN, 

2006). 

Esses dois tipos celulares participam da organização estrutural da retina por 

meio da criação de domínios microanatômicos não sobrepostos que se integram 

através de junções comunicantes (gap) (RAMÍREZ et al., 1996). Fornecem suporte 

físico e suplementam os neurônios com metabólitos, fatores de crescimento 

participam na orientação dos axônios, no controle da sinaptogênese (PFRIEGER, 

2002; PFRIEGER, 2003). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goldman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24894585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goldman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24894585
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Sabe-se que a glia de Müller está envolvida na manutenção da homeostase 

de neurotransmissores como o glutamato e o GABA (JOHNSON e MORRISON, 

2009). Os neurotransmissores são metabolizados após a recaptação e convertidos 

em neurotransmissores ativos pelos astrócitos (HOZ et al., 2016). Esses podem 

responder à liberação do neurotransmissor, já que expressam muitos receptores de 

neurotransmissores, além de também modular a eficácia da sinapse liberando 

gliotransmissores (glutamato, GABA, ATP e D-serina) (HENEKA et al., 2010). Essa 

dupla também se envolve no metabolismo da glicose na retina, onde fornece aos 

neurônios da retina nutrientes (lactato/piruvato) para seu metabolismo oxidativo 

(BRINGMANN et al., 2006; TSACOPOULOS et al, 1996; POITRY-YAMATE et al., 

1995) e na remoção de detritos metabólicos. Essas células também produzem uma 

grande quantidade de citocinas e fatores de crescimento (PENA et al., 1999; PENA 

et al., 2001), o que pode contribuir para as consequências maléficas, efeitos 

neurotóxicos, ou benéficas, efeitos neuroprotetores (SEITZ et al., 2013). Também 

possuem mais resistência ao dano oxidativo do que os neurônios. Este potencial é 

devido ao fato de que essas células contêm altas concentrações de antioxidantes, 

como a glutationa reduzida e vitaminas (WILSON, 1997). 

Astrócitos e glia de Müller estão envolvidos na regulação do fluxo sanguíneo 

local (VERKHRATSKY et al., 2014) em resposta a mudanças na atividade neuronal 

(KOEHLER et al., 2008). Sabe-se que moléculas como prostaglandinas (PGE), NO e 

ácido araquidônico (AA), que aumentam e/ou diminuem o diâmetro dos vasos 

sanguíneos do SNC e o fluxo sanguíneo, são produzidas pelos astrócitos (GORDON 

et al., 2007; IADECOLA e NEDERGAARD, 2007).  Além de serem responsáveis pela 

indução de propriedades nas barreiras dos capilares da retina, BRB (barreira 

hemato-retiniana do inglês Blood-Retinal Barriers) (ABBOTT et al., 2006; TOUT et 

al., 1993). Eles liberam substâncias que estabilizam as junções entre células 

vasculares endoteliais (TOUT et al., 1993), dessa forma auxiliando na proteção dos 

neurônios ao dano potencial de uma resposta imune inflamatória. Além disso, as 

células da glia desempenham papéis fundamentais nas respostas imunes locais e 

na vigilância imunológica (ALOISI, 2001; DONG e BENVENISTE, 2001). 
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1.3.2 Desenvolvimento embrionário da retina 

 

 

A retina dos vertebrados é composta principalmente por células de origem 

neuroectodérmica (BEJARANO-ESCOBAR, et al., 2017) e ao desenvolver-se do 

diencéfalo, passa por mudanças morfogênicas para formar o cálice óptico (NELSON 

et al., 2007), de onde irá se desenvolver a retina neural da camada mais interna, e o 

epitélio ciliar da camada não pigmentada, constituída por células-tronco que dão 

origem a qualquer tipo neuronal ou à glia de Müller (TURNER; CEPKO, 1987; 

ADLER, 1999). Esse padrão de desenvolvimento envolve diversas vias de 

sinalização que ainda não são bem elucidadas, sendo que já foram demonstradas 

três vias com as participações de EGF, FGF e Shh (LAMBA et al., 2008; NELSON et 

al., 2007). 

Em geral, a retinogênese em vertebrados possui dois pontos chave: 1) a 

multipotência das células progenitoras da retina (CPR) e 2) a ordem de nascimento 

destas (CEPKO et al., 1996; LIVESEY e CEPKO, 2001; MARQUARDT e GRUSS, 

2002; YANG, 2004). Essas células com característica multipotente mostraram 

potencial para gerar todos os diferentes tipos de neurônios e células da glia de 

Müller (TURNER E CEPKO, 1987). Desta forma, são semelhantes às células 

progenitoras neuronais distribuídas por outras partes do SNC, que podem responder 

a fatores mitogênicos semelhantes (NELSON et al., 2007). Além disso, podem 

expressar muitos dos mesmos genes das células-tronco (AKAGI et al., 2004). Uma 

das implicações para essa diferenciação está associada à Shh, uma conhecida 

proteína da família de sinalizadores hedgehog. Ela pode estar auxiliando ou ser a 

responsável por conduzir a progressão da onda de diferenciação das células 

ganglionares, que, por sua vez, começam a secretar Shh (ZHANG et al., 2017). 

O desenvolvimento retiniano possui uma linha cronológica bem estabelecida 

e conservada mesmo em diferentes espécies (Figura 3), mantendo um padrão de 

primeiro as células ganglionares e ao final, a glia de Müller e as bipolares. Conforme 

observado na figura 3, os períodos de saída do ciclo celular dos tipos celulares se 

sobrepõem tanto durante o período embrionário como durante o período pós-natal 

(PRADA et al., 1991; CEPKO et al., 1996; YANG, 2004). 
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Legenda: Esquema de proliferação celular retiniana a partir do décimo primeiro dia embrionário 

(E11) até o décimo primeiro dia pós-natal (P11) do desenvolvimento murino. Note que as 
curvas não refletem os valores absolutos, mas sim a proporção relativa de células 
produzidas para cada tipo celular. 

Fonte: MARQUARDT e GRUSS, 2002. 

 

A retina de mamíferos, incluindo humanos e murinos, não possui fontes 

neurogênicas persistentes significativas. Para os ratos, a neurogênese está 

finalizada dentro dos primeiros 10 dias pós-natal (MOSHIRI e REH, 2004). O rato no 

primeiro dia pós-natal (P0) possui uma retina muito imatura composta por apenas 

duas camadas, a camada ganglionar e uma extensa camada neuroblástica (Figura 

4). Basicamente, a retina destes animais se mantém nessa conformação até o 

segundo dia pós-natal (P2) quando ainda não tem sua estrutura laminar 

completamente formada (CUNHA, 2006). 

  

Figura 3 - Linha temporal do desenvolvimento das células retinianas em 
roedores 
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Legenda: Esquema da retina de rato neonato (entre P0 e P2). Observe a camada ganglionar 

(cinza), as células amácrinas (verde e amarelo), os fotorreceptores (roxo e vermelho) e 
extensa camada de neuroblastos (azul). 

Fonte: CUNHA, 2006. 

 

 

1.4 Transportador de Glutamato no SNC 

 

 

O L-glutamato (Glu) é o mais importante neurotransmissor excitatório no 

SNC dos mamíferos e se liga tanto a receptores que são canais iônicos quanto a 

receptores acoplados a proteína G (FAGG, et al., 1983; NAKANISHI, 1992 e 1994; 

ROBINSON e COYLE, 1987). Ele é o mediador de cerca de 80 a 90% das sinapses 

excitatórias centrais (MCKENNA, 2007) e participa da regulação da formação de 

redes neurais (no desenvolvimento e envelhecimento), das etapas de proliferação, 

migração, diferenciação e morte celular (MCDONALD e JOHNSTON 1990; 

PRYBYLOWSKI e WENTHOLD, 2004). Porém, diante de certos eventos patológicos 

pode ocorrer a hiperativação do sistema glutamatérgico, que consiste no aumento 

da liberação de glutamato e da sinalização mediada por seus receptores, podendo 

Figura 4 - Ilustração da retina de ratos entre o dia do nascimento (P0) e o segundo 
dia pós-natal (P2) 
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levar à morte neuronal, chamada de excitotoxicidade glutamatérgica (LIPTON e 

ROSEMBERG, 1994). 

A excessiva ativação de receptores Glu contribui para a perda neuronal em 

uma variedade de insultos neurológicos agudos como acidente vascular cerebral ou 

traumatismo crânio-encefálico (BENVENISTE, et al., 1984; FADEN, et al., 1989; 

ROSSI, et al., 2000; ROTHMAN, 1984) e os antagonistas dos receptores Glu 

atenuam os danos de alguns insultos agudos (GILL, et al., 1987). Dessa forma 

tornou-se claro a excitotoxicidade mediada por Glu, pois seu comportamento 

anormal causou morte neuronal por necrose e apoptose (CHEUNG, et al., 1998). 

A glutamina é o precursor utilizado para sintetizar esse aminoácido não-

essencial pelos neurônios. Sabe-se que esse precursor pode ser convertido em 

glutamato através da enzima mitocondrial glutaminase nos neurônios pré-sinápticos 

e o contrário ocorre por ação da enzima glutamina sintetase, que é uma enzima 

exclusiva de células de linhagem astrocitária (MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 1977; 

DAI et al., 2012; TORGNER e KVAMME, 1990). A literatura descreve que cerca de 

80% do glutamato captado por astrócitos é convertido a glutamina (MCKENNA et al., 

1996). 

No total, há cinco subtipos de transportador de glutamato, que foram 

clonados: EAAC1 - Carreador de aminoácidos excitatórios do tipo 1 (KANAI e 

HEDIGER, 1992); EAAT1 - Transportador de aminoácidos excitatórios do tipo 1 

(STORCK et al., 1992; TANAKA, 1994); EAAT2 - Transportador de aminoácidos 

excitatórios do tipo 2 (PINES et al., 1992); EAAT4 - Transportador de aminoácidos 

excitatórios do tipo 4 (FAIRMAN et al., 1995); EAAT5 - Transportador de 

aminoácidos excitatórios do tipo 5 (ARRIZA et al., 1997). Suas expressões ocorrem 

em lugares distintos, e na linhagem de células gliais estão descritos EAAT1, EAAT2 

e EAAT5 (ROTHSTEIN et al., 1994; LEHRE et al., 1995; ELIASOF et al., 1998). 

Na retina neural, fotorreceptores, neurônios, glia de Müller e astrócitos 

expressam transportadores de glutamato de alta afinidade (GLT - EAAT2) (RAUEN e 

WIESSNER, 2000) e os astrócitos também expressão EAAT4 quando localizados na 

CFO (WARD et al., 2004). Porém, na parte interna da retina, o transportador GLAST 

(EAAT1) (NASKAR et al., 2000) é o principal transportador de glutamato da glia de 

Müller (RAUEN, 2000), localizado ao longo da membrana dessa célula 

(BRINGMANN et al., 2013). Ele é essencial para manter a concentração de 
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glutamato extracelular abaixo dos níveis neurotóxicos (IZUMI et al., 2013) e também 

para regular os níveis de glutationa na glia de Müller (REICHELT et al., 1997). 

A glia de Müller é responsável pela maior parte da captação de glutamato 

(WHITE e NEAL, 1976; HARADA et al., 1998), sua regulação é realizada através 

dos sistemas de absorção de sódio-dependentes e independentes (SARTHY et al., 

2005). Quando a glia de Müller se encontra em um estado de despolarização, que 

pode ser induzido por lipídios inflamatórios, tais como o ácido araquidônico e 

prostaglandinas, que são produzidas em condições de estresse oxidativo (BIRKLE e 

BAZAN, 1989; LANDINO et al., 1996), estas células liberam glutamato pela reversão 

eletrogênica dos transportadores de GLT (SZATKOWSKI et al., 1990; BILLUPS e 

ATTWELL, 1996), e essa liberação não-vesicular de glutamato, quando aumentada, 

provoca danos excitotóxicos aos neurônios (SZATKOWSKI et al., 1990; BILLUPS e 

ATTWELL, 1996; MAGUIRE et al., 1998; REICHENBACH e BRINGMANN, 2013). Já 

quando a glia de Müller está regulada para baixo há um aumento na concentração 

de glutamato na retina (YANG e ZHONG, 2015). As células de Müller também 

podem liberar aspartato, um agonista do NMDA, através de reversão de GLTs; o 

aspartato derivado da glia contribui para a ativação de receptores NMDA durante a 

isquemia (MARCAGGI et al., 2005). 

A captação e o metabolismo de glutamato pela glia de Müller está mais 

envolvido na regulação da atividade de neurônios das camadas internas da retina do 

que na dos fotorreceptores, pois o precursor da síntese de glutamato em células 

bipolares e ganglionares, a glutamina, é derivada quase exclusivamente das células 

de Müller (BRINGMANN et al., 2013). Além disso, uma quantidade significativa de 

GABA nas células amácrinas é sintetizada a partir de glutamato após absorção de 

glutamina derivada de células de Müller (POW e ROBINSON, 1994). 

Assim, a deficiência desse transportador resulta na degeneração das CGRs 

devido à excitotoxicidade e estresse oxidativo (YANAGISAWA et al., 2015). 

Ademais, a excitotoxicidade do glutamato e o estresse oxidativo estão envolvidos 

em danos na retina em casos de glaucoma (BALTMR et al., 2010; NASKAR et al, 

2000) e elevados níveis de glutamato extracelular provoca perda neuronal em 

muitas desordens da retina, incluindo glaucoma, isquemia, retinopatia diabética e 

degeneração de fotorreceptores hereditária (LIETH et al, 1998; DKHISSI et al., 1999; 

DELYFER et al., 2005b). Porém, quando GLAST é ativado por interleucina-1 (IL-1) 
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há um aumento da absorção de glutamato pelas células de Müller, que tem um 

efeito protetor nas CGRs da excitotoxicidade (NAMEKATA, et al., 2008). 

 

1.5 Hipóxia-Isquemia – Suas consequências em diversos modelos 

 

 

Em geral, embora a escala de tempo seja diferente, a sequência dos 

principais eventos na maturação do encéfalo é amplamente confiável entre humanos 

e roedores. A maioria dos modelos animais de lesão cerebral no desenvolvimento 

utilizam roedores no dia 7-10 pós-natal (P7-P10) como sendo aproximadamente 

equivalentes a um neonato a termo humano. Nessa idade, podemos decifrar os 

principais passos do desenvolvimento do encéfalo que ocorrem tanto em roedores 

quanto em seres humanos, e assim delinear um curso comparável de tempo de 

desenvolvimento cerebral pós-natal entre as espécies (TORRES-CUEVAS et al., 

2019). 

Muitos modelos que visam mimetizar o insulto HI perinatal foram 

desenvolvidos. No modelo de ligadura unilateral da carótida em ratos de 7 dias (P7) 

há necrose aguda em parte do hemisfério direito, bem como déficits no hipocampo, 

córtex cerebral, substância branca periventricular e estriado (SILVERSTEIN e 

JOHNSTON, 1984). Neste modelo foram realizados estudos com alvo na avaliação 

das neurotoxicidades glutamatérgica (SILVERSTEIN et al., 1991) e do óxido nítrico 

(FERRIERO et al., 1988; FERRIERO et al., 1995) decorrentes da lesão, e nos 

sistemas de neurotransmissores durante o evento de HI (BURKE et al., 1991). Os 

resultados também demonstram déficits na coordenação motora (LUBICS et al., 

2005) relacionados à ansiedade e ao comprometimento cognitivo no 

desenvolvimento precoce e tardio, devido a lesões no hipocampo, estriado e córtex 

(ARTENI et al., 2010; SANCHES et al., 2015). Além disso, estudos utilizando HI em 

P7 mostraram que a morte celular ocorre em regiões do encéfalo que não são 

diretamente afetadas pela isquemia, como o cerebelo (JOYAL et al., 1996 ; KIM et 

al., 2004 ; NORTHINGTON et al. 2011), sugerindo que a conectividade neuronal 

pode desempenhar um papel na neurodegeneração após HI para o encéfalo 

imaturo. Ainda há estudos que utilizam a ligadura unilateral da carótida, porém no 

dia 3 pós-natal, visando observar a lesão em um encéfalo prematuro quando 

comparado a humanos (SIZONENKO et al., 2003; SANCHES et al., 2013; GINET et 
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al., 2016), mostrando que, nesse período, o insulto HI no encéfalo do rato muito 

imaturo causa ruptura no metabolismo celular, bem como no desenvolvimento e 

citoarquitetura cortical (SIZONENKO et al., 2008; VAN DE LOOIJ et al., 2011; 

MISUMI et al., 2016), altera o padrão de mielinização e leva a prejuízos 

comportamentais (HUANG et al., 2009; SANCHES et al., 2015; MISUMI et al., 2016). 

Na maioria dos modelos propostos de HI é realizada a oclusão unilateral, 

momentânea ou permanente, da artéria carótida de ratos seguida por um período de 

exposição hipóxica (LEVINE, 1960; RICE et al., 1981), ou seja, não são insultos HI 

de forma sistêmica. Além disso, excluem a relação entre feto e mãe, ou seja, não 

são reproduzidas as principais ocorrências desse insulto em humanos. No primeiro 

modelo que visou uma similaridade maior com o que é observado em humanos, 

ocorre asfixia e ressuscitação dos filhotes de rato no vigésimo segundo dia 

gestacional (E22): os cornos uterinos de ratas grávidas são retirados e imersos em 

água a 37°C, entre 15 a 21 minutos (BJELKE et al., 1991). Como resultado foi 

observado uma ligeira redução do peso corporal dos filhotes, aumento do número de 

neurônios dopaminérgicos, associado ao aumento da expressão do gene do fator 

básico de crescimento de fibroblasto (em inglês, Basic Fibroblast Growth Factor, 

bFGF) e aumento no número de corpos celulares imunorreativos para tirosina 

hidroxilase na zona compacta da substância negra (ANDERSSON et al., 1995). 

Contudo, os diversos modelos existentes para injúria cerebral e de HI que visam 

estudar os mecanismos das lesões nos sistemas de neurotransmissores e da 

plasticidade cerebral no desenvolvimento não mimetizam integralmente os insultos 

sistêmicos ocorridos no final do segundo terço/início do último trimestre de gestação 

humano (BACK et al., 2001), ou tampouco levam em consideração as trocas que 

ocorrem através da barreira hemato-placentária entre mãe e concepto. 

Em um modelo que propôs o insulto hipóxico-isquêmico de forma pré-natal e 

transitória no décimo oitavo dia gestacional/embrionário (E18), foi observada 

astrogliose na substância branca, morte de oligodendrócitos, e lesão axonal tanto na 

substância branca como no córtex cerebral, lesões semelhantes às observadas em 

humanos que sofrem HI pré-natal (ROBINSON et al., 2005). As ratas grávidas 

tinham seus cornos uterinos expostos e o fluxo sanguíneo das artérias uterinas era 

obstruído por 15, 30 e 45 minutos. Os resultados demonstraram que 87% dos ratos 

jovens têm lesão na substância branca detectável em secções coronais. Porém, 

dentre estes animais, nem todos possuem a mesma severidade de lesão: 27% 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6560160/#B61
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6560160/#B72
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6560160/#B43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6560160/#B24
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6560160/#B55
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6560160/#B43
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possuem lesões leves, 33% moderadas e 27% lesões severas. O que pode justificar 

as diferenças nas lesões celulares, como a vulnerabilidade das linhagens celulares 

de oligodendrócitos em desenvolvimento (KINNEY e BACK, 1998), o aumento do 

nível de radicais livres (VOLPE, 2003), o aumento anormal da expressão de 

citocinas pró-inflamatórias (BAUD et al., 1999; DAMMANN e LEVITON, 1997; 

NELSON et al., 2003) e da toxicidade excitatória glutamatérgica (ITOH et al., 2002; 

KAVANAUGH et al., 2000; TEKKOK e GOLBERG, 2001). 

Nos últimos anos, o laboratório de Neurobiologia-UERJ vem utilizando uma 

modificação do modelo descrito por Robinson e colaboradores (2005), onde há 

obstrução temporária ao fluxo uterino e ovariano em ratas grávidas em E18 por 45 

minutos (SAVIGNON, 2008) (Figura 6). Foi demonstrado que nesse modelo ocorrem 

alterações profundas e duradouras na morfologia do cerebelo (SAVIGNON et al., 

2012; BARRADAS et al., 2016) e no hipocampo (PINTO, 2015; CUNHA-

RODRIGUES et al., 2018). 

 

 

 
Fonte: PINTO, 2015. 

 

 

1.6 Justificativa do estudo 

 

Tem sido relatado um déficit sensorial envolvendo a visão advindo do insulto 

hipóxico-isquêmico (VAN HOF-VAN DUIN e MOHN, 1984; ROLAND et al., 1986; 

Figura 6 - Modelo de HI proposto por Savignon, 2008 
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GROENENDAAL et al., 1989; GUZZETTA et al., 2001). Resultados demonstram que 

66% a 94% das crianças que sofreram HI demostram algum tipo de 

comprometimento visual (HUANG et al., 2012), sendo que mais da metade das 

crianças com encefalopatia hipóxico-isquêmica (EHI) neonatal apresentam 

estrabismo, ambliopia, nistagmo, neuropatia óptica, campo visual reduzido, visão de 

cor defeituosa e baixa acuidade visual. (GOOD; HARDY, 2001; GUZZETTA et al., 

2001). Como a retina possui uma alta atividade metabólica (COHEN; NOELL, 1960), 

o insulto HI traz graves consequências (CAPRARA; GRIMM, 2012; RIVERA et al., 

2011; HELLSTROM et al., 2013; JANÁK, Y. et al., 2007), desempenhando um papel 

significativo na deficiência visual que tende a ser permanente (BLENCOWE et al., 

2013). Dessa forma, o número de estudos avaliando esse tipo de insulto na 

morfologia e função da retina tem aumentado (KISS et al., 2009; HUANG et al., 

2012; JUNG et al., 2016; JUNG et al., 2015). 

Além de insultos HI durante o desenvolvimento, há patologias oculares em 

adultos que são geradas a partir desse mesmo insulto, como neuropatia óptica 

isquêmica, oclusão do vaso retiniano, retinopatia diabética e glaucoma (OSBORNE 

et al., 2004). Estudos em modelos corroboraram a literatura médica em humanos, 

mostrando que a oclusão da carótida comum em ratos adultos traz degeneração e 

comprometimento funcional da retina e do nervo óptico (BLOCK et al., 1992; 

BARNETT e OSBORNE, 1995; DAVIDSON et al., 2000; KOBAYASHI et al., 2000; 

LAVINSKY et al., 2006; STEVENS et al., 2002), bem como a oclusão da artéria 

carótida média demonstrou degeneração celular na CCG, além de provocar a 

ativação das células de Müller (BLOCK et al., 1997; KAJA et al., 2003), 

consequentemente afetando também a regulação do conteúdo de glutamato na 

retina (CHEN, F. et al., 2010). 

No modelo de HI proposto por Savignon, 2008, foi relatada redução no 

número de células ganglionares identificadas pelo anticorpo anti-BRn3a, durante o 

desenvolvimento e mantida em P30, bem como diminuição da espessura do nervo 

óptico e das projeções retinianas no Núcleo Geniculado Lateral dorsal (NGLd), além 

de incapacidade, por parte dos animais, de sustentar a constrição pupilar (DINIZ-

TAVEIRA, 2018). Também foi observada a perda de células marcadas positivamente 

para NeuN (marcador neuronal) na CCG com a manutenção na quantidade de 

núcleo corados pela Hematoxilina-Eosina, figura 7, na mesma camada e idades 

analisadas (FONSECA, 2016; DINIZ-TAVEIRA, 2018). 
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Legenda: A - Fotomicrografias representativas de secções transversais da retina de ratos SH e HI 

em diferentes idades pós-natais (P), coradas com hematoxilina-eosina. Camada de 
Células Ganglionares (CCG); Camada Neuroblástica (CN); Camada Plexiforme Interna 
(CPI); Camada Nuclear Interna (CNI); Camada Plexiforme Externa (CPE); Camada 
Nuclear Externa (CNE). B – Quantificação do número de células identificadas. Não foi 
observada diferença significativa no número de células na CCG em ambos os grupos. 
HI, n = 4 animais por idade; SH, n = 4 animais por idade (para ambos os grupos, média 
de 4 seções por animal). 

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018. 

 

Decorrente desse resultado formulou-se a hipótese de que o aumento no 

número de um tipo celular não neuronal poderia justificar a manutenção no número 

total de células na CCG. Como os astrócitos se localizam na camada de fibras 

nervosas e na CCG (RAMIREZ et al., 1994; GALLEGO et al., 2012; WANG et al., 

2011), e são capazes de responder à lesões com hipertrofia e hiperplasia, torna-se 

importante avaliar o padrão de distribuição dessas células na retina de animais 

submetidas ao modelo de HI desenvolvido em nosso laboratório, assim como a 

expressão do transportador de glutamato EAAT-1 nesse mesmo modelo. 

 

 

Figura 7 - Retina de animais SH e HI coradas com HE 



37 

 

2 OBJETIVO GERAL 

 

 

O objetivo geral é avaliar os efeitos da hipóxia-isquemia sistêmica transitória 

pré-natal, no modelo descrito por Savignon e colaboradores (2012), sobre a 

reatividade astroglial na retina de ratos Wistar durante o desenvolvimento pós-natal. 

 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

 

Os objetivos específicos envolvem a caracterização dessa reatividade 

durante o desenvolvimento por: 

 

a) Imunomarcação de GFAP e de vimentina; 

 

b) Imunomarcação para o transportador de glutamato EAAT1. 
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3 METODOLOGIA 

 

 

A Comissão de Ética para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ, Protocolo nº CEUA/006/2016) 

aprovou todos os procedimentos experimentais, estando estes de acordo com a 

declaração de Helsinque e com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de 

Laboratório adotado e promulgado pelo National Institute of Health. 

 

 

3.1 Animais 

 

 

Neste projeto foram utilizados ratos Wistar, nascidos e mantidos no biotério 

do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia da UERJ, com temperatura 

controlada a 231°C, ciclo de luminosidade de 12 h, e com livre acesso a ração 

NUVILAB CR-1 e a água. 

Para a obtenção das ratas grávidas, o acasalamento foi realizado colocando 

um ou dois ratos machos para cada duas ou três fêmeas nulíparas pelo período de 

12 h, sendo importante destacar que se inicia esse procedimento a partir das 18 h, 

pois sabe-se que os ratos são notívagos. No dia seguinte, as ratas foram pesadas e 

registradas por numeração em suas caudas. Após 17 dias (E17), suas massas 

corporais foram comparadas e as fêmeas com aumento maior do que 15 g foram 

separadas para que, no dia seguinte, fosse feito o procedimento cirúrgico. 

 

 

3.2 Procedimento cirúrgico 

 

 

Como anteriormente descrito por Savignon e colaboradores (2012), no 

décimo oitavo dia de gestação (E18) as ratas grávidas foram anestesiadas por 

administração de isoflurano por via inalatória (indução - dose inicial de 4% em 2 

min/L e manutenção com máscara de gás com 1,5 – 2% de isoflurano em 0,8 min/L 

de oxigênio). Durante todo o procedimento cirúrgico, o nível de anestesia foi 
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verificado por avaliação periódica do reflexo de retirada das patas traseiras. O 

procedimento cirúrgico é realizado com as gestantes sobre uma placa de 

aquecimento (38°C). Após tricotomia e assepsia do abdome com álcool iodado foi 

feita a laparotomia na região mediana. Os cornos uterinos foram expostos e o fluxo 

uterino e ovariano foi obstruído pela instalação de 4 clipes de aneurisma nas artérias 

uterinas por 45 min (grupo hipóxia-isquemia, HI – figura 5). Após o tempo de 45 

mim, os clipes foram retirados, os cornos uterinos foram recolocados na cavidade 

abdominal e a incisão foi suturada. Ao final do procedimento, o animal foi aquecido 

com uma lâmpada incandescente (vermelha com 15 W, 127 V e 1208 AU) em sua 

caixa até a total recuperação da anestesia. Posteriormente, os animais foram 

observados diariamente para a verificação de possíveis sinais de infecção ou 

abertura das suturas. Para o grupo controle cirúrgico (grupo simulado, do inglês, 

sham group, SH), fêmeas grávidas foram submetidas a todo o procedimento 

cirúrgico descrito acima exceto a oclusão das artérias. 

Após o nascimento, as ninhadas com mais de oito filhotes foram ajustadas 

para oito ainda nas primeiras 24 horas de vida pós-natal devido à competição por 

leite, diminuindo assim a variação entre animais hipernutridos e hiponutridos. Não 

foram usadas ninhadas com menos de seis filhotes. Foram utilizados apenas os 

animais nascidos a termo (i.e. 21 a 23 dias de gestação), de ambos os sexos. A 

pesquisadora não interviu durante o parto dos animais e a alimentação foi dada pela 

progenitora até os 21 dias de vida. Após essa data, os filhotes foram desmamados e 

iniciaram a alimentação apenas com a ração comercial NUVILAB CR-1. 
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Legenda: Fotografia mostrando a exposição dos cornos uterinos e a localização da obstrução com 

clipes de aneurisma nas artérias uterinas. 
Fonte: FONSECA, 2016. 

 

 

3.3 Dissecção e secção das retinas 

 

 

No segundo (P2), nono (P9), vigésimo-terceiro (P23) ou trigésimo (P30) dias 

pós-natais, os animais dos grupos SH e HI foram anestesiados com tiopental e 

perfundidos por via intracardíaca com solução salina 0,9%, seguido de uma solução 

de paraformaldeído 4% e finalmente de uma solução de paraformaldeído 4% com 

sacarose a 10%. Em seguida, os filhotes foram decapitados para retirada dos globos 

oculares. Posteriormente, os globos foram colocados em uma placa de Petri com 

solução de tampão fosfato e salina a 0,1 M e pH 7,4 (do inglês, Phosphate Buffered 

Saline, PBS) e as retinas foram dissecadas com auxílio de pinças entomológicas e 

tesoura de iridectomia. Para a pós-fixação, as retinas foram colocadas em pequenos 

potes contendo paraformaldeído 4% com sacarose a 10% durante 1 h. Ao término 

deste período, foi realizada a troca para o tampão fosfato 0,1 M com sacarose a 

20% por mais 1 h e, após, para uma solução tampão fosfato 0,1 M com sacarose a 

30%, e mantidas a 4°C durante a noite. No dia seguinte, as retinas foram incluídas 

em OCT (do inglês, Optimal Cutting Temperature Compound), congeladas em 

Figura 5 - Cirurgia para indução de HI 
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nitrogênio líquido e seccionadas a 20 µm de espessura em criostato. Foram 

coletados quatro cortes por lâmina, num total de 15 lâminas por retina. As lâminas 

foram posteriormente embaladas, etiquetadas e guardadas a -20°C. 

 
 
3.4 Imunohistoquímica 
 
 

Os cortes foram lavados com PBS-Triton 0,3% por seis vezes, cinco min a 

cada vez, e incubados durante 1 h à temperatura ambiente usando uma solução de 

BSA (do inglês, BovineSerumAlbumin) a 5% em PBS 1% para o bloqueio das 

reações inespecíficas. Em seguida, cada corte foi incubado (média 4 cortes por 

lâmina) com 15 μl de anticorpo primário diluído em solução PBS 1% (conforme 

Quadro 1) e foram mantidos durante a noite (overnight) em uma câmara úmida na 

geladeira. Na segunda etapa, a caixa foi retirada da geladeira e mantida em 

temperatura ambiente (22ºC), por trinta minutos, para retorno à temperatura 

ambiente. Em seguida, as lâminas foram lavadas seis vezes com PBS 1%, durante 

cinco minutos a cada vez. Após as secções foram incubadas com o anticorpo 

secundário adequado (Quadro 1) durante 1 h à temperatura ambiente. As lâminas 

foram posteriormente montadas em galato de n-propila. As secções de ambos os 

grupos experimentais e oriundas de animais da mesma idade foram imunomarcadas 

simultaneamente para reduzir a variabilidade. 

 

Quadro1 - Anticorpos que foram utilizados para a identificação por 

imunohistoquímica neste trabalho 

 

Anticorpos Primários 

Anticorpo anti- Marca Isotipo Origem Diluição 

EAAT-1 Abcam IgG Coelho 1:200 

GFAP Sigma IgG Coelho 1:400 

GFAP Sigma IgG Camundongo 1:400 

Vimentina Sigma IgG1 Camundongo 1:400 

Anticorpos Secundários 

Anticorpo anti- Conjugado a Marca Origem Diluição 

IgG Camundongo Alexa 555 LifeTechnologies Cabra 1:500 

IgG Coelho Alexa 488 LifeTechnologies Cabra 1:400 
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3.5 Análise das imagens 

 

 

As secções imunorreagidas foram observadas no microscópio de 

fluorescência, com os filtros apropriados aos fluorocromos utilizados (microscópio 

óptico Olympus BX40). A captura das imagens foi realizada com o uso da câmera de 

vídeo digital (Olympus DP71) acoplada ao microscópio e com o uso do programa 

cellSensEntry 1.13 (Olympus®). 

As imagens digitalizadas foram obtidas com lente objetiva de 40x para uma 

melhor visualização das camadas da retina, e para melhor definição, em todas as 

imunomarcações. Cada corte da retina foi dividido em quatro campos, para 

padronização e referência entre as diferentes idades e animais. As fotos capturadas 

de cada animal foram usadas na quantificação, quatro fotos por lâmina no total, e 

suas médias foram utilizadas para a estatística final. 

As análises de densidade óptica foram realizadas no software Image-Pro 

Plus (Media Cybernetics, versão 6.0.0.260) para as camadas CCG e CPE + CNI, 

sendo utilizado uma quadrícula de 130 x 2 µm. Enquanto para obter a densidade de 

pixels foi utilizada a ferramenta “Plot Profile” do software ImageJ 1.51j8 na 

quadrícula padronizada para essa análise de 270 x 7 µm. 

 

 

3.6 Análise Estatística 

 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software IBM 

SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Os dados foram expressos como média ± 

erro padrão da média (EPM) e avaliados quanto à sua distribuição utilizando o teste 

de Kolmogorov-Smirnov. Em todos os testes empregados, as diferenças entre as 

variáveis analisadas foram consideradas significativas quando p < 0,05. 

Na análise das imagens para avaliações morfológicas (imunofluorescência), 

os grupos SH e HI foram comparados através do teste t de Student para amostras 

independentes. Quanto aos dados de peso corporal, foram avaliados a partir da 

análise de variância de repetição (ANOVAr), onde a variável dependente foi o peso e 

fator de repetição a idade. Posteriormente foi realizado o teste post hoc de Tukey. 
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4 RESULTADOS 

 
 
4.1 Perda de ninhadas após o procedimento cirúrgico 
 
 

Durante o procedimento de hipóxia-isquemia, a quantidade de fetos foi 

contada para as comparações de nascidos vivos e mortos. De um total de 29 

cirurgias, onde 16 foram SH e 13 HI, apenas 8 ninhadas SH tiveram pelo menos 6 

filhotes nascidos vivos, para viabilizar a utilização da ninhada, enquanto 6 ninhadas 

HI foram viáveis. As ninhadas com mais de 8 filhotes passaram pelo acerto de 

número. 

 
 
4.2 HI apresenta menor massa corporal em P9 e P30 
 
 

Antes do processamento histológico dos animais provenientes das ninhadas 

viáveis em P2, P9, P23 e P30, estes tiveram suas massas aferidas. Foi observado 

(Gráfico 1) que, em P9, os animais do grupo HI apresentavam massa corporal menor 

do que os do grupo SH, sendo o mesmo padrão observado na adolescência, em 

P30. 

 

 
 
Legenda: O grupo HI apresenta queda na massa corporal dos filhotes em relação ao grupo SH nas 

idades P2 e P30. n = 4 por grupo e por idade. Teste t de Student: ** p < 0,01. 

Gráfico 1 - Evolução da massa corporal (em gramas) dos animais entre o dia pós-
natal P2 e P30 
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4.3 Análise Morfológica 

 

 

4.3.1 HI apresenta aumento da expressão de GFAP 

 

 

Tendo em vista os resultados obtidos em trabalhos anteriores, que 

mostraram manutenção no número de células na CCG, porém com redução de 

células neuronais em P30, como primeiro passo realizou-se a imunoidentificação 

para GFAP, marcador específico da linhagem astroglial. A imunomarcação no grupo 

SH, observou-se uma marcação restrita à CCG e demonstrou células positivas para 

GFAP na CCG no grupo SH (Figura 6). No grupo HI, a imunomarcação demonstrou 

células com perfil radial que atravessa todas as camadas da retina, compatível com 

o fenótipo da Glia de Müller. Também se observou uma nítida diferença na 

intensidade da marcação, que pode ser tanto pela quantidade de células e/ou pela 

quantidade de expressão da proteína GFAP.  

 

 

  
 
Legenda: Fotomicrografias representativas de secções transversais da retina de ratos SH (A) e HI 

(B) imunomarcadas para GFAP na idade de 30 dias pós-natal (P30). Camada de Células 
Ganglionares (CCG), Camada Plexiforme Interna (CPI), Camada Nuclear Interna (CNI), 
Camada Plexiforme Externa (CPE), Camada Nuclear Externa (CNE). HI, n = 4; SH, n = 
4. Média de 4 secções por animal. 
Barra de Calibração: 50 µm. 

 

 

Figura 6 - Imunomarcação para GFAP nas retinas de ratos na idade P30 
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A quantificação demonstrou uma maior imunorreatividade no grupo 

experimental HI quando comparado ao SH na idade P30 na densidade óptica das 

imagens (Gráfico 2). 

 

  

 
Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade óptica da marcação de GFAP na retina em 

P30. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secções por animal. Teste t de Student: ***p < 
0,001. 

Fonte: FONSECA, 2019. 

 
 

Com o objetivo de verificar possíveis diferenças de marcação entre a CCG e 

as camadas Plexiformes (CP) e Nuclear Interna (CPE+CNI) retinianas foi 

padronizada uma quadricula que foi posicionada na região referente à CCG e no 

eixo CPE+CNI. Em ambas as regiões, foi observado um aumento com diferença 

estatística para o grupo HI na medida de densidade óptica (Gráficos 3 e 4). 

Observou-se que a escala do Gráfico 3 nos sugere uma maior densidade na CCG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 2 - Densidade óptica da imunomarcação para GFAP em P30 nos grupos SH 
e HI 
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Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade óptica da marcação de GFAP na CCG em 

P30. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secções por animal. Teste t de Student: ***p < 
0,001. 

 

 

 

 
 
Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade óptica da marcação de GFAP nas Camada 

Plexiforme Externa (CPE) e Camada Nuclear Interna (CNI), CPE+CNI, em P30. HI, n = 4; 
SH, n = 4. Média de 4 secções por animal. Teste t de Student: ***p < 0,001. 

 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 3 - Densidade óptica da imunomarcação para GFAP em P30 nos grupos SH 
e HI na CCG 

Gráfico 4 - Densidade óptica da imunomarcação para GFAP em P30 nos grupos SH 
e HI no eixo CPE+CNI 
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4.3.2 HI altera o fenótipo da Glia de Müller 

 

 

Após o resultado obtido com a imunomarcação de GFAP, avaliou-se os 

efeitos de HI sobre a glia de Müller, imunomarcada com precursor de astrócitos, 

vimentina. Na idade P2 (Figura 10), a marcação no grupo SH foi mais restrita à 

CCG, enquanto o grupo HI demonstrou uma marcação mais intensa na CCG e 

alguns prolongamentos já marcados na sua porção mais próxima à CCG. Em P9, 

ambos os grupos apresentaram um perfil de marcação e intensidade semelhante na 

CCG, porém notou-se uma leve marcação delimitando a região dos plexos. Já em 

P23, o grupo SH demonstrou marcação mais intensa na CCG e uma nítida 

marcação nas camadas plexiformes, diferentemente do grupo HI, que teve a 

marcação ainda mais intensa na CCG e CP. Nessa idade já é observável o padrão 

radial da Glia de Müller, onde, no grupo SH, esta se limitou da CCG até a CPE, mas 

em HI chegou a camada dos fotorreceptores. Em P30, o padrão de marcação tomou 

toda a retina em ambos os grupos, porém é nítida a diferença de intensidade nas 

marcações da CCG e nas camadas plexiformes, onde grupo HI apresentou uma 

marcação mais intensa quando comparado ao SH. 
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Legenda: Fotomicrografias representativas de secções transversais da retina de ratos SH (A, C, E 

e G) e HI (B, D, F e H) imunomarcadas com vimentina (VIM+) em diferentes idades pós-
natais (P2 – A e B; P9 – C e D; P23 – E; F e P30 – G e H). Camada de Células 
Ganglionares (CCG), 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. 
Barra de Calibração: 50 µm. 

Figura 7 - Imunomarcação para vimentina nas idades P2, P9, P23 e P30, 
respectivamente nos grupos SH e HI 
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A análise quantitativa revelou um aumento significativo da marcação para 

vimentina na retina dos animais HI aos 23 e 30 dias pós-natal (Gráfico 5). 

 

 

 
 
Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade óptica da marcação VIM+ na retina em P23 e 

P30. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secções por animal. ANOVA. *p < 0,05; **p < 0,01. 
Os quadros à direita demonstram as comparações entre as idades nos grupos SH 
(acima) e HI (abaixo). 

 

 

Da mesma forma que para GFAP, também foi realizada a quantificação da 

densidade óptica da imunomarcação para vimentina na CCG e na CPE+CNI 

(Gráficos 6 e 7). Observamos que a reatividade foi maior na CCG nas idades P23 e 

P30 no grupo HI (Gráfico 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 5 - Quantificação da densidade óptica da imunomarcação para vimentina em 
diferentes idades pós-natais nos grupos SH e HI 
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Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade óptica da marcação VIM+ na retina em P23 e 

P30 na CCG. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secções por animal. ANOVA. **p < 0,01; 
***p < 0,001. Os quadros à direita demonstram as comparações entre as idades nos 
grupos SH (acima) e HI (abaixo). 

 

Em comparação aos gráficos 5 e 6, o gráfico 7 mostra diferença estatística 

apenas na idade P30 quando comparado SH com HI. Porém, a expressão ainda é 

menor nas CPE+CNI quando comparado a CCG. 

 

 

 
Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade óptica da marcação VIM+ na retina em P30 

no eixo da Camada Plexiforme Externa (CPE) e Camada Nuclear Interna (CNI). HI, n = 
4; SH, n = 4. Média de 4 secções por animal. ANOVA. **p < 0,01; ***p < 0,001. Os 
quadros à direita demonstram as comparações entre as idades nos grupos SH (acima) e 
HI (abaixo). 

 

Gráfico 6 - Quantificação da densidade óptica da imunomarcação para vimentina em 
diferentes idades pós-natais nos grupos SH e HI na CCG 

Gráfico 7 - Quantificação da densidade óptica da imunomarcação para vimentina em 
diferentes idades pós-natais nos grupos SH e HI nas Camadas 
Plexiformes 
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Como o padrão de marcação para GFAP é bastante diferente nos animais 

SH e HI, e considerando que a vimentina também é expressa na astroglia imatura, 

realizamos duplas marcações para GFAP e vimentina em P30 (Figura 11). Nos 

animais SH, a marcação de GFAP estava restrita aos corpos celulares na CCG e a 

marcação não se sobrepôs a de vimentina (setas na Figura 11E), enquanto que, nos 

animais HI, a marcação de GFAP evidenciou corpos celulares e perfis radiais que 

expressavam ambos os marcadores, sugerindo a presença de astrócitos jovens 

(GFAP+/VIM+) na CCG (setas na Figura 11F), além da reatividade da Glia de Müller, 

demonstrada pela presença de prolongamentos radiais (GFAP+/VIM+) na CPE+CNI 

(cabeça de seta na figura 11F). 
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Legenda 11: Fotomicrografias representativas de secções transversais da retina de ratos SH (A) e HI 

(B) imunomarcadas com GFAP (verde); SH (C) e HI (D) imunomarcadas com vimentina 
(vermelho); superposição VIM+ e GFAP+, SH (E) e HI (F), em P30. Camada de Células 
Ganglionares (CCG), Camada Plexiforme Interna (CPI), Camada Nuclear Interna (CNI), 
Camada Plexiforme Externa (CPE), Camada Nuclear Externa (CNE). HI, n = 1; SH, n = 
1. 
Barra de Calibração: 50 µm. 

  

Figura 8 - Dupla marcação de GFAP e vimentina em P30 
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4.3.3 EAAT-1 

 

 

A imunomarcação para o Transportador de Aminoácidos Excitatórios 1 

(EAAT1), também conhecida como Transportador de Glutamato Aspartato 1 

(GLAST), mostrou uma maior marcação da camada ganglionar em todas as idades e 

nos dois grupos. A partir de P9, as camadas plexiformes mostraram uma maior 

marcação quando comparadas as demais camadas (figura 9). Observou-se que, 

durante o desenvolvimento, a expressão da marcação foi se espalhando e 

mostrando a conformação das diferentes camadas da retina de forma mais nítida. 

Em P23, houve uma maior intensidade do marcador em ambos os grupos 

quando comparados com as demais idades, e foi observada uma consolidação das 

diversas camadas da retina a partir dessa idade. O grupo HI mostrou uma marcação 

um pouco mais intensa do que o SH, que não se manteve na idade seguinte, P30. 
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Legenda: Fotomicrografias representativas de secções transversais da retina de SH (A, C, E e G) e HI (B, D, 

F e H) imunomarcadas com EAAT-1 em diferentes idades pós-natal (P2 – A e B; P9 – C e D; P23 – 
E; F e P30 – G e H). Camada de Células Ganglionares (CCG), 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. 
Barra de Calibração: 50 µm. 

Figura 9 - Imunomarcação para EAAT-1 nas idades P2, P9, P23 e P30 nos grupos 
SH e HI 
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O gráfico a seguir auxilia numa melhor visualização da distribuição da 

marcação do transportador de glutamato durante a laminação da retina e migração 

dos tipos celulares. Proporciona observar as diferentes intensidades (eixo X) desse 

imunomarcador a partir da CCG (esquerda), seguindo para as demais camadas da 

retina (direita). 

Comparando os grupos, percebe-se que, em P2, não houve diferença na 

intensidade, mas que, em P9, o SH apresentou um aumento na região referente à 

CCG, enquanto, no HI, houve um pico referente à CCG e outro semelhante referente 

às camadas mais internas da retina. A partir de P23, os gráficos mostram uma 

variação na intensidade, com diversos picos menores. Também foi observado que a 

linha de intensidade se tornou mais curta quando comparadas com P2 e P9. Em 

P23, o grupo SH mostrou um padrão decrescente, com um pico logo ao final da 

retina, enquanto o grupo HI persistiu no padrão decrescente. A idade P30 mostrou 

que houve diferença no tamanho da linha de intensidade, onde o grupo SH é mais 

curto que o HI. Além disso, no grupo SH houve um aumento referente a CPE+CNI 

que não foi observado no HI, mas mantendo o padrão decrescente. 
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Legenda: Gráfico representativo da intensidade de pixels em secções transversais da retina de 

ratos HI e SH imunomarcadas com EAAT-1 em diferentes idades pós-natal (P2, P9, P23 
e P30). A medida foi padronizada de forma que a Camada de Células Ganglionares 
sempre estivesse voltada para o lado esquerdo e a coleta dos dados fosse realizada 
com um retângulo padronizado, começando sempre de cima para baixo em cada 
imagem. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secções por animal. 

Gráfico 8 - Distribuição da marcação de EAAT-1 na retina, em intensidade de pixels, 
dos grupos HI e SH durante o desenvolvimento 
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Na quantificação por densidade óptica foi observado um perfil crescente no 

SH até a idade P23, seguida por uma queda em P30. Na comparação entre os 

grupos não foi constatada diferença estatística em nenhuma idade. Em P2 e P30, as 

densidades mantiveram um padrão semelhante para ambos os grupos. A partir de 

P9, houve um aumento na densidade no grupo HI, porém sem diferença estatística. 

 

 

 
Legenda: Não foi observada diferença estatística entre os grupos SH e HI nas idades analisadas 

(P2, P9, P23, P30). HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secções por animal. ANOVA. *p < 
0,05; **p < 0,01. Os quadros à direita demonstram as comparações entre as idades nos 
grupos SH (acima) e HI (abaixo). 

 

 

Quando se analisou a distribuição da imunomarcação para EAAT-1 na CCG 

(Gráfico 10) ao longo do tempo, observou-se que o grupo HI apresentava um 

aumento da marcação em P9, o que diferia do grupo SH, onde o aumento somente 

foi observado em P23. Em P30, a marcação para EAAT-1 caiu no grupo HI. Na 

CPE+CNI (Gráfico 11) houve um pico na imunomarcação para EAAT-1 em P23 no 

grupo SH. O grupo HI não apresentou um pico em P23, pois não houve diferença 

estatística em relação a idade P9, porém apresentou uma queda com diferença 

significativa em P30. 

  

Gráfico 9 - Quantificação da densidade óptica da imunomarcação para EAAT-1 em 
diferentes idades pós-natais nos grupos SH e HI 
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Legenda: Não foi observada diferença estatística entre os grupos SH e HI nas idades analisadas 

(P2, P9, P23, P30) na CCG. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secções por animal. 
ANOVA. *p < 0,05; **p < 0,01. Os quadros à direita demonstram as comparações entre 
as idades nos grupos SH (acima) e HI (abaixo). 

 
 

 

 

 
Legenda: Não foi observada diferença estatística entre os grupos SH e HI nas idades analisadas 

(P2, P9, P23, P30) nas CP. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secções por animal. 
ANOVA. *p < 0,05; **p < 0,01. Os quadros à direita demonstram as comparações entre 
as idades nos grupos SH (acima) e HI (abaixo). 

  

Gráfico 10 - Quantificação da densidade óptica da imunomarcação para EAAT-1 em 
diferentes idades pós-natais nos grupos SH e HI na camada CCG 

Gráfico 11 - Quantificação da densidade óptica da imunomarcação para EAAT-1 em 
diferentes idades pós-natais nos grupos SH e HI nas Camadas 
Plexiformes 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Nossos resultados demonstram que ratos submetidos à hipóxia-isquemia 

transitória pré-natal apresentam alterações na massa corporal. No modelo de 

ligadura temporária bilateral de carótida em P4, seguido por hipóxia (8%) por 10 ou 

15 minutos (FAN et al., 2005), foi descrita a redução da massa corporal de P5 a P21. 

Em um modelo com ligadura permanente das artérias de um único corno uterino em 

E17, onde também foram descritos danos na substância branca, inflamação e 

astrogliose durante as primeiras 2 semanas de vida, seguido de mielinização 

deficiente (OLIVIER et al, 2005), também há restrição no crescimento, que varia de 

moderada (apenas na primeira semana de vida pós-natal) a severa (em todo o 

desenvolvimento e mantida até P60). Em humanos, em mais de 60% dos casos de 

hipóxia-isquemia perinatal os bebês nascem prematuros ou com baixo peso 

(VANNUCCI et al., 2000; ZANELLI et al., 2008). A literatura ainda descreve que 

animais HI apresentam menor quantidade de tecido adiposo marrom, porém o 

modelo é o de câmara hipobárica, realizado nos últimos dias de gestação, onde a 

mãe também passou pelo insulto. Uma das justificativas usadas estaria relacionada 

a alterações no comportamento materno (MORTOLA e NASO, 1995). 

Resultados anteriores do nosso grupo nesse mesmo modelo (CUNHA-

RODRIGUES, 2018) demonstraram redução da massa corporal de P1 até P30. É 

importante destacar que no atual estudo encontramos diferenças significativas 

apenas nas idades P9 e P30. Porém, cabe ressaltar que, no atual estudo, apenas os 

animais processados para a histologia tiveram a massa corporal aferida, o que pode 

justificar o fato de não termos encontrado diferenças significativas, nas idades P2 e 

P23, em oposição aos dados anteriores que foram obtidos a partir da aferição diária 

da massa corporal de todos os animais da ninhada até a idade P45. 

Nossos resultados demonstram aumento na imunomarcação para GFAP, o 

que demonstra reatividade glial. Quando comparamos os resultados obtidos nesse 

estudo com os dados prévios mostrando que o número de células na CCG 

permanece estável, mesmo com a redução na população neuronal, podemos 

concluir que o aumento da densidade na marcação é também gerado por aumento 

no número de células GFAP+, ou seja, hiperplasia. Além disso, identificamos perfis 
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radiais GFAP+ no grupo HI em P30, compatível com a presença de glia de Müller 

reativa. 

A imunomarcação para vimentina mostrou um aumento no grupo HI durante 

o desenvolvimento da retina e apresentou diferença estatística entre as idades e 

quando comparado com o grupo SH. Esse resultado demonstra que essas células 

também respondem ao insulto hipóxico-isquêmico e que essa resposta permanece 

até, pelo menos, o primeiro mês de vida pós-natal. A presença de corpos celulares 

GFAP+/VIM+ na CCG demonstra a presença de astrócitos imaturos, o que reforça a 

hipótese de que há aumento no número de astrócitos nessa camada em resposta ao 

evento HI. 

Na literatura há trabalhos demonstrando que a gliose reativa é uma resposta 

comum a lesões no encéfalo adulto (RICE et al., 1981; VANNUCCI et al., 1996; 

VANNUCCI e VANNUCCI, 1997; RUNGGER-BRÄNDLE et al., 2000) e no imaturo 

(SHELDON et al., 1998; ROBINSON et al., 2005; CIKLA et al., 2016). No modelo 

usado nesse trabalho já foi demonstrada a presença de astrogliose que persiste, 

pelo menos até P23 no cerebelo e corpo caloso (SAVIGNON et al, 2012, COSTA, 

2019), e até P90 no giro dentado do hipocampo (PINTO, 2015) e na porção dorsal 

da substância cinzenta periaqueductal (DE ALMEIDA, 2017). Também na retina em 

modelo de ligadura unilateral de carótida em P7 (HUANG et al., 2012) foi observado 

aumento da imunorreatividade a GFAP na CCG. 

Assim, em diferentes estruturas encefálicas há um aumento exacerbado de 

astrócitos, tanto em número quanto em comprimento e largura dos processos 

astrogliais, com hipertrofia, migração e aumento da expressão de componentes do 

citoesqueleto (NORTON et al., 1992; RAMIREZ et al., 2001; PENG et al., 2014; 

CAHOY et al., 2008). Porém, já foi relatado que quando os astrócitos apresentam 

perfil de gliose também pode ocorrer a diminuição em seu número decorrente de 

lesões vasculares, como o aumento da permeabilidade da barreira hemato-retiniana 

ou de uma perda massiva de neurônios. Diferentes estudos de lesões retinianas 

mostram que primeiro há uma maior expressão de GFAP em glia de Müller ao invés 

de hiperplasia, porém há indícios que ambas as consequências não sejam induzidas 

pelo mesmo mecanismo (RUNGGER-BRÄNDLE et al., 2000). Contudo, pode haver 

co-expressão de vimentina com GFAP induzida pela expressão de astrócitos 

reativos proliferativos no sítio da lesão (JANECZKO, 1993). Dados mais recentes na 

retina de ratos demonstraram que apesar dos astrócitos possuírem uma 
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imunorreatividade menor para GFAP, alterações morfológicas e de distribuição 

persistem por até 3 meses após o insulto HI (ZAITOUN et al., 2018). 

A gliose é caracterizada pelo aumento na expressão de GFAP, vimentina e 

nestina (ANDERSON et al., 2008; LUNA et al., 2010), mas alguns trabalhos 

mostraram que a ativação das células de glia pode ter papel neuroprotetor pela 

produção de fatores neurotróficos, fatores de crescimento e citocinas (HARADA et 

al., 2003; BRINGMANN et al, 2006). Assim, diversas patologias têm sido 

caracterizadas pela hipertrofia e queda da BRB (SHEN et al, 2010; KLAASSEN et 

al., 2013). Quando a gliose persiste e se torna crônica, esta resulta em danos diretos 

e indiretos para os neurônios e o sistema vascular na retina, auxiliando na 

progressão da doença, já que aumenta a permeabilidade dos vasos e a infiltração de 

compostos tóxicos (BRINGMANN et al., 2006; COOREY et al., 2012). 

A vimentina faz parte da configuração estrutural de astrócitos imaturos 

durante o desenvolvimento retiniano e são substituídas por GFAP conforme o 

amadurecimento do sistema, em circunstâncias normais (JING et al. 2007). A glia de 

Müller da retina de roedores expressa predominantemente vimentina e, após uma 

lesão, ela sofre uma rápida mudança na composição do citoesqueleto com a 

regulação positiva da vimentina e de GFAP, uma resposta indicativa de um estado 

de reatividade (HUXLIN et al., 1995). Esta reatividade engloba uma ampla gama de 

eventos moleculares, bioquímicos e morfológicos. Anatomicamente, esse processo 

leva a um aumento no tamanho da glia de Müller, assim como seu crescimento fora 

da retina neural, produzindo uma cicatriz que cria uma barreira física entre o epitélio 

pigmentado da retina (RPE) e os fotorreceptores, impedindo a regeneração de 

segmentos externos fotossensíveis danificados após a reinserção retiniana 

(ANDERSON et al., 1986). 

De modo semelhante, esse fenômeno também foi observado em outras 

retinopatias, tais como: retinopatia diabética, deslocamento de retina, glaucoma e 

processos inflamatórios (AMIN et al., 1997; HAMMES et al., 1995; HIRATA et al., 

2012; PANNICKE et al., 2005, 2006; RUNGGER-BRÄNDLE et al., 2000; FRANCKE 

et al., 1997; GROSCHE et al., 1995; TEZEL et al., 2003; ZENG et al. 2000; WANG et 

al. 2000 ), mostrando que a expressão de GFAP pode ser induzida em células gliais 

de Müller (WANG e PENG, 2017). Além disso, tem sido descrito que as células de 

Müller, ao contrário dos neurônios na retina, são resistentes a uma variedade de 

insultos, incluindo isquemia, hipóxia e hipoglicemia (POITRY-YAMATE et al., 1995). 
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Uma possível explicação para tal resistência pode ser devido ao seu metabolismo 

energético especializado (WINKLER et al., 2000). Como ocorre em outros tipos de 

células gliais, as células de Müller utilizam-se da glicólise para produção de energia 

e, portanto, possuem uma baixa taxa metabólica de consumo de oxigênio. Diferentes 

estudos têm demonstrado que as células de Müller podem resistir inclusive a anóxia 

de longa duração (POITRY-YAMATE et al., 1995 e WINKLER et al., 2000). 

Outras respostas da glia de Müller à degeneração da retina induzida por 

lesão incluem a indução da proliferação (GELLER et al., 1995; LEWIS et al., 2010) e 

a regulação negativa de enzimas e moléculas vitais à homeostasia da retina, como 

glutamina sintetase, anidrase carbônica C e proteína ligadora de retinaldeído celular 

(LEWIS et al., 1989). Além disso, o mau funcionamento do transporte de glutamato 

glial contribui para o aumento de glutamato extracelular aos níveis de 

excitotoxicidade. Sabe-se que na retinopatia diabética e na isquemia da retina não 

há alteração significativa na expressão de GLAST (BARNETT et al., 2001; 

PANNICKE et al, 2005, 2006; WARD et al, 2005), mas há redução da eficiência do 

transporte de glutamato em células de Müller (BARNETT et al., 2001; LI e PURO, 

2002). Dessa forma, uma grande quantidade de glutamato fica disponível para atuar 

nos fotorreceptores, nas células bipolares e nas células ganglionares (BARNETT et 

al., 2001), gerando a neurotoxicidade por glutamato. 

Com relação à imunomarcação para o transportador EAAT-1, não 

encontramos diferenças estatísticas quando comparamos animais SH e HI da 

mesma idade. Entretanto, o perfil da marcação ao longo do desenvolvimento é 

diferente nos animais HI: ocorre aumento na marcação já em P9 na CCG, enquanto 

que, no grupo SH, esse aumento somente ocorre em P23, o que reforça, mais uma 

vez, a identificação de um fenótipo reativo da astroglia, que é o grupo celular que 

expressa majoritariamente esse transportador. 

O aumento da marcação de EAAT-1 observado no grupo HI em P9, idade 

anterior a do pico dessa marcação no grupo SH, também pode estar associado ao 

aumento da reatividade da glia de Müller, pois um trabalho anterior mostrou que a 

glia de Müller domina o transporte de glutamato na retina, influenciada pela atividade 

da glutamina sintetase e que a mesma expressa somente GLAST-1 (EAAT-1) 

(RAUEN, et al., 1997; POW e BARNETT, 1999). É importante destacar que, embora 

nossos dados demonstrem o aumento do transportador em P9 na CCG, não há 

aumento da imunomarcação para vimentina nessa idade, o que sugere que há 
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aumento nos transportadores, mesmo antes da resposta de hipertrofia/hiperplasia 

dessas células (ver gráficos 6 e 10). 

Embora exista uma extensa literatura em humanos sobre a expressão do 

transportador de glutamato na retina adulta (POW e BARNETT, 1999; POW e 

ROBINSON, 1994), há dados limitados sobre a expressão de EAAT1 na retina de 

mamíferos em desenvolvimento (GEORGES et al., 2006; POW e BARNETT, 1999; 

WALCOTT e PROVIS, 2003). 

Como a literatura é limitada sobre os efeitos de HI na retina, esse é o 

primeiro trabalho utilizando o insulto HI proposto por Savignon e colaboradores 

(2012) que acompanha o desenvolvimento retiniano desde neonato até trinta dias 

pós-natal (idade em que a retina já é considerada madura), para avaliar a resposta 

astroglial e o padrão da imunomarcação do transportador GLAST no contexto da 

lesão hipóxico-isquêmica pré-natal. 

Nossos resultados demonstram que o insulto HI sistêmico também acarreta 

gliose na retina observada, mesmo após o fim do período de desenvolvimento dos 

seus diferentes tipos celulares, assim como altera a distribuição do transportador 

GLAST ao longo do desenvolvimento, o que sugere um desbalanço glutamatérgico. 

Além disso, reforçam que o modelo que vem sendo utilizado pelo grupo pode auxiliar 

na investigação dos mecanismos relacionados às lesões oriundas de eventos HI 

durante o período gestacional, assim como na avaliação de novas ferramentas 

terapêuticas. 
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CONCLUSÃO 

 

 

A partir da interpretação dos dados apresentados neste trabalho, concluiu-se 

que: 

 

a) A lesão hipóxico-isquêmica pré-natal foi capaz de promover gliose na retina, 

demonstrada pelo aumento na imunomarcação para GFAP e VIM. Essa 

gliose justifica a manutenção do número de corpos celulares na CCG e é um 

dos fatores que pode contribuir para o aumento da morte das CGRs já 

descrita em trabalhos anteriores do grupo (FONSECA, 2016 e DINIZ-

TAVEIRA, 2018); 

 

b) A alteração no padrão da imunomarcação do transportador de glutamato 

GLAST durante o desenvolvimento sugere que a excitotoxicidade 

glutamatérgica (por reversão do transportador) também pode contribuir para 

as lesões oriundas da HI pré-natal na retina; 

 

c) Nossos resultados reforçam a importância desse modelo para avaliação dos 

efeitos da HI pré-natal sobre o desenvolvimento do SNC. 
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