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RESUMO

FONSECA, Lara Silva. Reatividade da astroglia durante o desenvolvimento da retina
de ratos submetidos a um modelo de hipoxia-isquemia pré-natal. 2019. 91 f.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O insulto hipoxico-isquémico (HI) €& o responsavel por diversos
comprometimentos no SNC, durante o seu desenvolvimento ou na fase adulta. Suas
consequéncias podem causar diversos graus de retinopatias e deficiéncias visuais.
Dessa forma, investigar os efeitos desse insulto na retina pode auxiliar a elucidar os
mecanismos responsaveis pelas consequéncias e assim tracar medidas
terapéuticas. Esse trabalho buscou mimetizar o evento mais ocorrido em humanos,
gue ocorre de forma pré-natal e pode ser irreversivel. Utilizando um modelo em que
o fluxo uterino e ovariano da rata gravida é obstruido por 45 minutos no 18° dia
gestacional, ja foi relatada diminuicdo da espessura do nervo optico e das projecdes
retinianas no Nucleo Geniculado Lateral dorsal (NGLd), perda de CCG e a néo
manutencao da constricdo pupilar. Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a reatividade
glial na retina de ratos Wistar durante o desenvolvimento (aos dois, nove, vinte e trés
e trinta dias pds-natal). Foi realizado o procedimento cirargico de inducédo de HI com
a obstrucao do fluxo uterino e ovariano (grupo HI) por 45 minutos no décimo oitavo
dia da gestacdo. Animais que passaram por todo procedimento cirlrgico exceto pela
obstrucao do fluxo sanguineo constituem o grupo falso operado (SH). Foi realizada a
avaliacdo histologica com o objetivo de avaliar o desenvolvimento e a resposta ao
insulto HI nas células da linhagem astroglial da retina, astrécitos e glia de Muller,
utilizando a imunohistoquimica para a proteina glial fibrilar acida (GFAP) e para a
vimentina (VIM). Também foi avaliada a imunomarcacdo para o transportador de
glutamato GLAST. Os resultados obtidos mostraram que o insulto HI promove um
aumento da marcacéo de GFAP e VIM no trigésimo dia pos-natal, bem como altera a
padrdao de imunomarcacdo para o transportador GLAST, antecipando o pico de
marcacdo para a idade de nove dias no grupo HI. Em conjunto, os resultados
mostram que também na retina ocorre a gliose ja relatada em outras regibes do
encéfalo de animais submetidos a esse modelo de HI pré-natal. Somados aos
resultados obtidos referentes ao transportador GLAST, reforcamos a hipétese de
alteragdes no transporte de glutamato que podem contribuir para a excitotoxicidade
glutamatérgica, um dos eventos responsaveis pela morte neuronal oriunda dessa
lesdo. O modelo de HI pré-natal desenvolvido nesse trabalho, mais uma vez, se
mostra uma ferramenta importante para o estudo das lesdes causadas pela Hi
durante o desenvolvimento, assim como para a avaliacdo de possiveis estratégias
terapéuticas.

Palavras-chave: HipoOxia-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. Dissertacédo (Mestrado
em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias 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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INTRODUCAO

J& se sabe pela literatura médica que o ambiente adverso in utero pode
trazer disfuncdes fetais e levar a patologias péds-natal a longo prazo devido a
adaptacdo que esse feto pode sofrer, podendo ser irreversivel, para sobreviver as
alteracbes do ambiente (CHEN e ZHANG, 2011). Durante os periodos pré- e
perinatal o Sistema Nervoso Central (SNC) pode sofrer alteracdes, mas seus danos
dependem das caracteristicas do tipo de insulto, da intensidade, da area afetada e
do periodo de desenvolvimento desse tecido (MCINTYRE et al., 2013).

A hipoxia-isquemia (HI) € uma das possiveis lesbes que podem ocorrer. No
periodo pré-natal a sua ocorréncia pode ser por fatores tais como: parto prematuro,
insuficiéncia placentéria, trabalho de parto prolongado, dobras no corddo umbilical,
disfuncéo pulmonar ou cardiaca fetal (de HAAN et al., 2006; MARTINEZ-BIARGE et
al., 2012; PROCIANOQY e SILVEIRAL, 2001). Estudos também acrescentam a esta
lista: sangramento materno, eventos de pré-eclampsia (PAOLO, 2012) e fatores de
risco como: tabagismo, anemia, hipotensdo, nascimentos multiplos 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 Doencas (LEITE et al., 2009) e,
no Brasil, sua ocorréncia foi estimada em 1,93% no ano de 2015 (FRANCA, et al.,
2017). A incidéncia 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 ird desenvolver um estado significativamente alterado de fungdo cerebral
(WOOD et al., 2018). Em paises de baixa e média renda, as taxas de encefalopatias
hipéxico-isquémico (HIE) sao 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 infancia) em todo o mundo (PAULIAH et al., 2013).

A HI consiste no bloqueio de nutrientes e oxigénio para determinado tecido
ou sistema. As alteracdes no ambiente celular mostram que o insulto desencadeia
uma cascata de eventos bioquimicos, celulares e patologicos que resultam em leséo
celular e morte no encéfalo (SHIAN et al., 1994; ZHANG et al., 2013). O encéfalo
imaturo e a retina em desenvolvimento séo tecidos mais susceptiveis a mudancas
nos niveis de oxigénio (REY-FUNES, 2013), fato justificado por suas intensas
atividades metabolicas (COHEN e NOELL, 1960). O bloqueio do fluxo sanguineo no
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encéfalo pode causar déficits motores, cognitivos e comportamentais (TYSON e
SAIGAL, 2005), além de varios graus de retinopatias que, em alguns casos, pode
levar a cegueira (REY-FUNES, 2013). Cerca de mais da metade de neonatos que
passaram pela HI apresentam alguma deficiéncia visual, como por exemplo: campo
visual reduzido, estrabismo, baixa acuidade visual, ambliopia, neuropatia éptica,
nistagmo e visao 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 € aceita como estratégia terapéutica para
neonatos a termo acometidos pelo insulto hipoxico-isquémico pré-natal. Ha
resultados que demonstram que a inducéo 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 reducédo dos danos de até 6 horas
apos o nascimento, ndo demonstrando efeitos benéficos em prematuros (HIGGINS
et al., 2011), grupo mais acometido pelos eventos de hipdxia-isquemia (FRANCA et
al., 2017).

A inflamacédo tem sido sugerida como um importante fator envolvido na
patogénese das retinopatias induzidas pela HI pré-natal (SIVAKUMAR et al., 2011).
O processo inflamatério no SNC pode ser caracterizado pela ativagdo das células de
Miiller, alteracBes 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
compreensdo dos mecanismos celulares/moleculares das lesbes causadas pelo
evento hipéxico-isquémico (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), inibicdo de oxido nitrico sintases (BLOMGREN e
HAGBERG, 2006), prevencao de apoptose (NIJBOER et al, 2008; WANG et al 2010)
e formacdo de radicais livres (TAJEDDINE, 2016), a administracdo de corpos
cetbnicos (WOOD et al.,, 2018), bem como a administracdo de fatores de
crescimento e neurotréficos (AUTRY e MONTEGGIA, 2012; CANNON et al., 2008;
CASEY et al., 2009; SHOVAL e WEIZMAN et al., 2005) vém sendo avaliados como

potenciais ferramentas terapéuticas.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1  Consequéncias de HI no SNC

Em decorréncia da HI, o encéfalo se adapta ao meio adverso utilizando
mecanismos que permitam a sua sobrevivéncia e homeostase (LI et al., 2017). Ao
nivel celular, as vias produtoras de energia aumentam a sua produtividade por meio
de metabolismo anaerébico (via glicolitica — producdo de acido latico), além da
reducdo de consumo energético de processos de maior consumo (CERRETELLI,
1992). Conforme a molécula de ATP (energia) vai se esgotando, ha a realocacao
dessa energia de acordo com uma hierarquia dos processos que consomem ATP
durante a hipéxia (CUI et al., 2015; CHANDEL et al., 2000). Também ha um déficit
nos transportadores de membrana que leva ao acumulo de sédio e célcio
intracelular, assim despolarizando e liberando niveis excitotoxicos de glutamato
(HAGBERG et al.,, 1993; BLOMGREN e HAGBERG, 2006). Com a ativacado dos
receptores glutamatérgicos, AMPA e N- metil -D-receptores aspartato (NMDA),
mantém-se constante o influxo de calcio para a célula neuronal, levando ao acumulo
na matriz mitocondrial (THORNTON et al., 2017).

No encéfalo ainda imaturo, o influxo de célcio leva a um edema mitocondrial
(fase primaria) logo ap6s 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 lesdes e morte
(RUTHERFORD et al., 2010). A reperfusdo possibilita a ocorréncia de uma fase
latente, recuperando de forma transitoria as reservas de ATP - quase a niveis
fisioloégicos, um ponto chave para uma janela terapéutica de 1-6 horas apos a leséo
(THORNTON et al., 2017). Porém, ha uma falha de energia posteriormente (fase
secundaria), que pode durar de horas a dias, onde ocorre a morte celular. Nas horas
subsequentes ao insulto, os mecanismos prejudiciais da fase secundaria levam a
morte das células neuronais. Estes incluem: excitotoxicidade, deterioracéo da fungéo
mitocondrial, inflamacdo, aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), ativacéo da éxido-nitrico sintase (NOS) e actmulo de ions de célcio (Ca*")
intracelular (BLUMBERG et al., 1997; LOREK et al., 1994). Na literatura h& estudos
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realizados em roedores demonstrando que a prevencao/intervencdo nessa fase de
morte celular oferece neuroprotecéo a longo prazo (NIJBOER et al., 2008; WANG et
al, 2010). Porém, se nédo for bem-sucedida, ha mais uma fase que pode durar de
semanas a anos, 0 que caracteriza uma inflamacdo continua/persistente e
modificacdes epigenéticas (FLEISS e GRESSENS, 2012).

A persistente inflamacdo desempenha um papel importante no
desenvolvimento do tecido nervoso, na leséo cerebral e também nos mecanismos
subsequentes de reparo (TEO et al., 2015). O insulto leva a ativacao da microglia.
Ela exibe funcdo dualista, assim como perfil morfolégico distinto. Esses fendétipos
séo classificados em proé-inflamatério (M1) ou anti-inflamatério (M2), regenerativo
(HU et al., 2015), fornecendo reparo tecidual e neuroregeneracdo apos a lesao
(HAGBERG et al., 2015). Em seguida, ha liberacdo de mediadores inflamatorios,
incluindo as citocinas interleucina (IL) -1p e o fator de necrose tumoral a (TNF-a). Os
niveis de IL-1B aumentam apds a HI (HEDTJARN et al., 2002; HAGBERG et al.,
1996) e a lesdo cerebral excitotéxica pode ser reduzida por um antagonista do
receptor de IL-18 em ratos neonatos (HAGAN et al., 1996). Também foi constatado
um aumento de TNF-a em ratos neonatos apds o insulto HI (HU et al., 2005). Da
mesma forma, a expressao génica de TNF-a e IL-1B no encéfalo é aumentada apds
um insulto excitotéxico central em camundongos neonatos, e esta foi reduzida em
camundongos nocautes para TNF-a e pelo bloqueio do TNF-a (ADEN et al., 2010).
Também ha a mobilizacdo de macréfagos, infiltracdo de leucdcitos, liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias e aumento da expressdo de moléculas de adesao
endotelial (BARON e FEUERSTEIN, 1999; DEL ZOPPO et al., 2000), o que também
contribui substancialmente para a patogénese da lesdo cerebral por HI perinatal
(BENJELLOUN et al.,, 1999). As acles sinérgicas desses processos patolégicos
exacerbam a leséo, levando a deterioragdo das fungdes neurologicas (BARONE e
FEUERSTEIN, 1999), sendo a resposta iniciada em um periodo de 10 minutos apos
a lesdo (SHEN et al., 2011).

A lesdo HI neonatal causa a ativagdo microglial (BENJELLOUN et al., 1999)
gue ao se infiltrar no local lesionado remove os detritos celulares. Essa ocorréncia
foi observada em bebés com lesé&o cerebral por HI (DEL BIGIO e BECKER, 1994). A
estimulacdo dos processos neuro-inflamatérios decorrentes da ativagdo microglial
pode aumentar os danos neuroldgicos apos a lesdo HI (TANG et al., 2014), onde a

producao de citocinas pode levar a morte celular.
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Os astrocitos também fazem parte dessa cascata de sinalizagdo, pois fazem
parte dos ciclos regulatorios dos processos inflamatorios intrinsecos do tecido
nervoso. Além disso, os astrécitos reativos sdo uma caracteristica importante em
muitos eventos neuropatoldgicos (RANJBAR et al., 2019). Apds sua ativacao, eles
sofrem alteracdes morfoldégicas e funcionais severas. O fenétipo funcional dos
astrocitos ativados pode ser prejudicial (pro-inflamatério) ou protetor (anti-
inflamatorio). Os astrdcitos pro-inflamatorios perdem a sua capacidade de promover
a sobrevivéncia neuronal, o crescimento, a sinaptogénese e a fagocitose, além de
induzir a morte de neurbnios e oligodendrécitos (LIDDELOW et al., 2017). Além
disso, os astrdcitos reativos podem inibir a regeneracdo do axdénio e a plasticidade
neuronal (SOFRONIEW, 2015). Em contraste, eles estdo envolvidos na regulagéo
da homeostase da agua e dos ions, no fluxo sanguineo cerebral e no controle do
nivel extracelular de glutamato, além de serem a fonte de uma variedade de fatores
neuroprotetores (GABRYEL et al., 2015). Os astrocitos podem ser ativados por
sinais de imunidade inata ou adaptativa como, por exemplo, estimulacdo (direta ou
indiretamente) por lipopolissacarideos (LPS) via sinalizacdo do receptor do tipo Toll
(TLR) - uma cléssica cascata de imunidade inata (CHISTYAKOV et al., 2018). Além
das células da microglia serem cruciais para o sistema imune inato no encéfalo, elas
sdo potentes ativadoras de astrécitos (MANDER et al., 2006).

No encéfalo de ratos neonatos, apdés uma lesdo, os astrocitos proliferam e
sofrem hipertrofia, invadindo o local da lesé@o para formar uma barreira entre tecidos
saudaveis e danificados (SIZONENKO et al., 2008) e formar cicatrizes gliais
(GARCIA et al., 1993). Esses processos auxiliam o tecido cerebral circundante de
varias maneiras, incluindo a limpeza excessiva de glutamato e a manutencdo de
gradientes ibnicos e processos metabdlicos. Em contraste, os astrécitos ativados
também sdo capazes de liberar citocinas pro-inflamatorias que tendem a piorar a
lesdo (LEE et al., 1993). Algumas caracteristicas patolégicas adquiridas apos o
insulto sdo: proliferacdo, inchaco rapido e aumento da ocorréncia de niveis de
proteina &cida fibrilar glial (GFAP) que denomina o processo em astrogliose reativa
(SUZUKI et al., 2011).

O estresse oxidativo € outra consequéncia da Hl no SNC. Durante as ultimas
semanas de gravidez ha a maturacao e regulacdo para cima dos sistemas de defesa
antioxidantes que séao utilizados pelo feto para lidar com o estresse oxidativo
fisiologico que ocorre durante o nascimento (DAVIS e AUTEN, 2010; AL-GUBORY et
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al., 2010). Quando a geracdo de ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
excedem a capacidade dos sistemas antioxidantes enddgenos. Os radicais livres
podem ser gerados em situacdes metabdlicas estressantes, como hipoxia, isquemia,
reperfuséo, infeccbes, ativacdo de neutrofilos e macrofagos, acidos graxos livres,
entre outros (BUONOCORE, 2001). Em condigBes fisiologicas normais, baixas
concentracdes de ROS e RNS atuam até como moléculas sinalizadoras (ZHU et al.,
2007), estando também envolvidas na proliferacdo e diferenciacdo das células
neuronais (NUGUD, 2018). Os bebés prematuros e recém-nascidos sao
particularmente suscetiveis a esse evento devido ao fato de que: 1) a mudanga no
ambiente hipdxico intrauterino para condi¢des normoxicas no nascimento; 2) recém-
nascidos, especialmente prematuros, sdo imunodeficientes, sendo, portanto,
suscetiveis a infec¢des; 3) os prematuros e recém-nascidos possuem mecanismos
de defesa antioxidante imaturos; 4) recém-nascidos tém altos niveis de ferro livre, o
que pode induzir a geracdo de radicais hidroxila (OZSUREKCI e AYKAC, 2016;
PANFOLI et al., 2018).

O descompasso desses radicais pode levar a consequéncias como a neuro-
inflamacdo, o dano mitocondrial e a alteragdo irreversivel do estado redox dos
neurdnios, comprometendo suas fun¢des e sobrevivéncia (TORRES-CUEVAS et al.,
2017). A HI leva a diminuicdo da sintese de ATP nas mitocéndrias e ao
comprometimento da regulacdo do metabolismo cerebral. Posteriormente, a acidose
lactica, a perturbacéo de transporte ibnico nas células (com o aumento no influxo de
calcio intracelular) e a estimulacdo do 6xido nitrico sintase neuronal (nNNOS), que
gera a producdo de 6xido nitrico (NO), um radical livre responsavel pela falha de
energia secundaria e morte celular neuronal (THORNTON et al., 2017).

Nessas circunstancias, desenvolve-se 0 estresse oxidativo/nitrosativo,
levando a ativacéo de vias que amplificam o dano original no tecido, como € o caso
dos fatores de transcricdo pro-inflamatorios (NF-kB) ou das vias proapoptoticas (Bcl-
2, caspase-3) (DI FIORE e VENTO, 2019). Danos devido ao acumulo excessivo de
ROS/RNS e reacdes redox prejudicadas sao considerados como fatores causais ou
resultados da patogénese cerebral de muitos problemas neonatais no encéfalo
(KURUTAS, 2016). Por exemplo, a acumulacdo de ROS ou RNS mostra-se critica
para a potenciacdo do hipocampo a longo prazo (LTP), uma forma de plasticidade
singptica que é considerada como um substrato bioloégico para aprendizagem e
memoria (KNAPP, L.T.; KLANN, 2002). ROS e RNS influenciam fortemente a
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excitotoxicidade, a morte celular e a mitocondria (PERRONE et al,
2010; MAYURASAKORN et al., 2016). Porém, as ROS também ativam as moléculas
citoprotetoras enddgenas para o sistema de defesa antioxidante fetal (HOLMSTROM
e FINKEL, 2014).

1.2 Olho: diferengas e semelhangas entre o humano e o rato

O olho permite uma andlise detalhada do objeto, diferenciando tonalidades
de cores e luminosidade com a retina. Estruturalmente, consiste em trés tunicas
altamente organizadas; possui - da camada mais externa para a mais interna -
esclera (ou esclerdtica) e cornea; coroide, corpo ciliar e iris, também nomeada de
tunica vascular; e a retina, que se comunica pelo nervo Optico 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 metabdlitos 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 direcdo a mais interna, passando pela cérnea,
seguindo para o cristalino e incidindo sobre a retina (HEMMINGSEN e DOUGLAS,
1970). Chegando a 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 0s
roedores em geral que sao notivagos, (ANDRADE et al., 2002).



Figura 1 - llustracGes da anatomia do olho de ratos e de humanos
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The Rat's Eyes. Disponivel em:< http://www.ratbehavior.org/Eyes.htm>. Acesso em:

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

Retina: funcédo e morfologia

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

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

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

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

2001); as camadas sao: o Epitélio Pigmentar (EP), sendo um componente nao

neuronal; a Camada dos Fotorreceptores (CF), com o0s cones e bastonetes; a

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

Camada Plexiforme Externa (CPE), que contém os terminais ax6nicos dos

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



21

Nuclear Interna (CNI), com os corpos das células bipolares, horizontais, amécrinas e
da glia de Miller; a Camada Plexiforme Interna (CPIl), contendo os terminais
axbnicos das células amacrinas e bipolares, bem como os dendritos das células
ganglionares; a Camada de Células Ganglionares (CCG), com os corpos das células
ganglionares e amacrinas deslocadas; e ao final, a Camada de Fibras Opticas
(CFO), contendo os axbnios das células ganglionares, que formam o nervo Optico
que projetam para os nucleos encefalicos da visdo. Os prolongamentos da glia de
Miiller percorrem desde o fim da camada dos fotorreceptores até a camada de fibras
Opticas (MARQUARDT E GRUSS, 2002; WASSLE, 2004). Os astrécitos estéo
presentes apenas na CFO e a microglia é quase restrita as 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, ha caracteristicas e funcdes especificas
para manter o correto funcionamento da retina. Iniciando pela camada mais externa,
onde se encontram 0S cones e bastonetes, elas sdo células com dipolo. Seu
dendrito € fotossensivel e seu axdnio faz sinapse com as células bipolares. Em sua
composi¢cdo ha pigmentos sensiveis a luz, nos cones € a iodopsina e nos bastonetes
a rodopsina, que se convertem na proteina opsina ap6s a decomposicao pela luz,
sendo esta substancia um carotenoide relacionado a aldeidos de vitamina A
(GUYTON e HALL, 2006). Esses dois tipos celulares sdo responsaveis pela primeira
parte da transducdo do estimulo visual, dessa forma, a alteracdo do potencial
elétrico dos fotorreceptores que em seguida irA modicar o potencial de membrana
das células bipolares e desencadear o potencial de acdo das células ganglionares
(BICAS, 1997), que sdo as responsaveis por levar a informagéo da retina para os

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

EP
CF

Legenda: Esquema das camadas da retina madura e a localiza¢éo dos seus respectivos. Observar
a localizacdo das diferentes camadas da retina (das camadas mais internas para as
externas): Nervo Optico (NO) ou Camada De Fibras Opticas (CFO), Camada De Células
Ganglionares (CCG), Camada Plexiforme Interna (CPI), Camada Nuclear Interna (CNI),
Camada Plexiforme Externa (CPE), Camada Nuclear Externa (CNE), Camada De
Fotorreceptores (CF) e Epitélio Pigmentar (EP). Células amacrinas (A), astrocitos em
verde (As), células bipolares (B), cones (C), bastonetes (R), células ganglionares (G),
células horizontais (H), células de glia Miller (M) e microglia (Mi).

Fonte: Adaptada de VECINO et al., 2016.

Os cones possuem uma resposta mais rapida e permitem a distincdo de
cores por um sistema de comparacfes de sinais entre seus subtipos. Este pode se
direcionar para uma Uunica célula ganglionar, formando um campo menor e
aumentando a preciséo visual. Dessa forma, sabe-se que na retina de humanos e
primatas ha uma regido chamada macula e, no seu centro, a févea e a fovéola,
areas que permitem alcancar o maior grau de precisdo de nitidez, formada
unicamente de fotorreceptores do tipo cone (GUYTON e HALL, 2006). Ja4 os
bastonetes sdo mais sensiveis a luz do que os cones. Eles sédo capazes de serem
ativados por um unico féton de luz (RODRIGUES, 2010). Contudo, os bastonetes
levam mais tempo na conversdo uma resposta, sdo facilmente sujeitos a saturacgao,
e sua estrutura permite um campo visual maior, ou seja, na retina humana, de 15 a
30 bastonetes convergem para uma UuUnica célula ganglionar, podendo estar

localizada na periferia ou na regidao central da retina. Estima-se que existam
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aproximadamente seis milhdes de cones em wuma retina humana e
aproximadamente 120 milhdes 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
varios fotorreceptores na CPE; as células amacrinas, 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 ax6nios em direcdo a papila do nervo éptico, sdo difusas, monossinapticas e
com um grande nucleo. H4 uma diversidade nos tipos de células ganglionares,
sendo cada um deles responsavel por codificar diferentes aspectos das cenas
visuais (WASSLE, 2004). Astrécitos e microglia também podem ser localizados na
CCG.

1.3.1 Glia de Muller e Astrécitos

A retina de vertebrados pode conter trés tipos de glia: microglia, glia de
Muller e astrocitos. A microglia em condicbes normais expressa fatores
neuroprotetores e anti-inflamatorios (STREIT, 2002), mas em condi¢cbes patoldgicas
ela pode beneficiar a retina, removendo residuos e células degeneradas e
secretando fatores de sobrevivéncia neuronal (STREIT, 2002; RIVEST, 2009). A
microglia, conforme ja descrito, também pode ser prejudicial por desencadear um
ciclo de ativacdo persistente e levar ao recrutamento de células de inflamacao
adicionais (RIVEST, 2009). O contato da glia de Muller e astrocitos com neurdnios e
vasos circulantes os tornam vitais para a sobrevivéncia neuronal (KANDEL et al.,
2001), podendo até desempenhar um papel na transmisséo correta dos impulsos
nervosos (PEREZ-ALVAREZ et al., 2013).
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Predominantemente, a glia de Miller representa 90% das células da glia na
retina (LIU et al., 2014). E um tipo de célula glial exclusiva da retina e possui uma
ampla variedade de funcdes, além de compartilhar funcdes com astrocitos e células
ependimarias em outras areas do SNC, ela participa da homeostase, imunidade
inata da retina e regeneracdo (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 funcdo fagocitaria para detritos celulares mostra
interacOes dindmicas altamente coordenadas entre as células de Muller e a microglia
(BEJARANO-ESCOBAR et al., 2017).

A glia de Muller pode expressar marcadores astrogliais (ROESCH et al.,
2008), como proteinas de filamentos intermediarios, como vimentina, assim como
podem expressar proteina glial fibrilar acida (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 lesdo, as células de Miller 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
nao permanegcam como progenitores (GOLDMAN, 2014), sob circunstancias
patolégicas, a glia de Miller pode adotar caracteristicas de progenitor retiniano e
atuar no reparo, como ja foi mostrado em cultura de roedores e células humanas,
onde as células da glia de Mller geraram neurdnios e/ou outras células gliais (DAS
et al., 2006; Lawrence et al., 2007). Em culturas humanas primarias 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 Miuller é resistente a danos, uma propriedade que pode ser
atribuida as suas caracteristicas metabdlicas (glicolise anaerdbia) (BRINGMANN et
al., 2009; GOHDO et al., 2001; PAASCHE et al., 1998). Ela responde a lesédo da

retina e doencas alterando sua morfologia, bioquimica e fisiologia (BRINGMANN et
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al., 2009). Esta resposta gera a chamada gliose reativa, que dependendo da
gravidade do dano pode incluir a proliferacdo dessa célula. Porém, os gatilhos para
gliose proliferativa ndo sdo bem compreendidos ainda. Sendo uma resposta
proliferativa e ndo proliferativa a lesdo, sdo acompanhadas por mudancas na
expressdo de gene e proteinas, além de serem frequentemente associadas com
hipertrofia da glia de Miller (GOLDMAN, 2014). Essa gliose reativa pode ser
benéfica para os neurénios impedindo a neurotoxicidade do glutamato e liberando
uma variedade de fatores que protegem o0s neurbnios de morte celular
(BRINGMANN et al.,, 2009). Entretanto, a manutengdo desta acdo de forma
prolongada € prejudicial porque interfere na homeostase da retina e na capacidade
da glia de Miller em dar suporte aos neurdnios, levando, muitas vezes a
neurodegeneracdo, além de exacerbar a progressdo da doenca, aumentando a
permeabilidade vascular, a infiltracdo de compostos toxicos e até mesmo a
neovascularizacdo (PENN et al.,, 2008). Ademais, o acumulo de células em
consequéncia de gliose proliferativa impede a funcdo normal da retina (GOLDMAN,
2014).

Na retina de humanos, ratos e camundongos, 0s astrocitos se localizam
principalmente na camada de fibras nervosas e na CCG (RAMIREZ et al., 1994;
GALLEGO et al., 2012; RAMIREZ et al., 2004). Sua morfologia difere entre as
espécies: 1) humanos: dois tipos de astrocitos - os alongados (localizados na
camada de fibras nervosas) e os em forma de estrela (localizados no CCG)
(RAMIREZ et al., 1996; RAMIREZ et al., 2010); 2) em camundongos e ratos: 0s
astrocitos sdo em forma estrelada (GALLEGO et al., 2012, RAMIREZ et al., 2010).
Numa resposta a lesdo ou a doenca, os astrocitos regulam a expressdo de varios
genes que codificam citocinas e quimiocinas, comprometendo a integridade da
barreira hematorretiniana, promovendo a degeneracédo da retina (KIM e DUSTIN,
2006).

Esses dois tipos celulares participam da organizagéo estrutural da retina por
meio da criacdo de dominios microanatdmicos ndo sobrepostos que se integram
através de juncbes comunicantes (gap) (RAMIREZ et al., 1996). Fornecem suporte
fisico e suplementam 0s neurdnios com metabolitos, fatores de crescimento
participam na orientagdo dos axonios, no controle da sinaptogénese (PFRIEGER,
2002; PFRIEGER, 2003).
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Sabe-se que a glia de Miiller esta envolvida na manutencdo da homeostase
de neurotransmissores como o glutamato e o GABA (JOHNSON e MORRISON,
2009). Os neurotransmissores sao metabolizados apds a recaptacdo e convertidos
em neurotransmissores ativos pelos astrocitos (HOZ et al., 2016). Esses podem
responder a liberacdo do neurotransmissor, ja que expressam muitos receptores de
neurotransmissores, além de também modular a efichcia 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
neurdnios da retina nutrientes (lactato/piruvato) para seu metabolismo oxidativo
(BRINGMANN et al.,, 2006; TSACOPOULOS et al, 1996; POITRY-YAMATE et al.,
1995) e na remocéao de detritos metabdlicos. 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 consequéncias maléficas, efeitos
neurotoxicos, ou benéficas, efeitos neuroprotetores (SEITZ et al., 2013). Também
possuem mais resisténcia ao dano oxidativo do que os neurdnios. Este potencial é
devido ao fato de que essas células contém altas concentracdes de antioxidantes,
como a glutationa reduzida e vitaminas (WILSON, 1997).

Astrocitos e glia de Muller estdo envolvidos na regulagéo do fluxo sanguineo
local (VERKHRATSKY et al., 2014) em resposta a mudangas na atividade neuronal
(KOEHLER et al., 2008). Sabe-se que moléculas como prostaglandinas (PGE), NO e
acido araquidénico (AA), que aumentam e/ou diminuem o didmetro dos vasos
sanguineos do SNC e o fluxo sanguineo, sdo produzidas pelos astrocitos (GORDON
et al., 2007; IADECOLA e NEDERGAARD, 2007). Além de serem responsaveis pela
inducdo de propriedades nas barreiras dos capilares da retina, BRB (barreira
hemato-retiniana do inglés Blood-Retinal Barriers) (ABBOTT et al., 2006; TOUT et
al., 1993). Eles liberam substancias que estabilizam as juncbes entre células
vasculares endoteliais (TOUT et al., 1993), dessa forma auxiliando na protecado dos
neurbnios ao dano potencial de uma resposta imune inflamatéria. Além disso, as
células da glia desempenham papéis fundamentais nas respostas imunes locais e
na vigilancia imunologica (ALOISI, 2001; DONG e BENVENISTE, 2001).
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1.3.2 Desenvolvimento embrionério da retina

A retina dos vertebrados € composta principalmente por células de origem
neuroectodérmica (BEJARANO-ESCOBAR, et al.,, 2017) e ao desenvolver-se do
diencéfalo, passa por mudancas morfogénicas para formar o célice 6ptico (NELSON
et al., 2007), de onde ira se desenvolver a retina neural da camada mais interna, e 0
epitélio ciliar da camada néo pigmentada, constituida por células-tronco que déao
origem a qualquer tipo neuronal ou a glia de Miuller (TURNER; CEPKO, 1987;
ADLER, 1999). Esse padrdao de desenvolvimento envolve diversas vias de
sinalizacdo que ainda ndo sao bem elucidadas, sendo que ja foram demonstradas
trés vias com as participacdes de EGF, FGF e Shh (LAMBA et al., 2008; NELSON et
al., 2007).

Em geral, a retinogénese em vertebrados possui dois pontos chave: 1) a
multipoténcia 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 caracteristica multipotente mostraram
potencial para gerar todos os diferentes tipos de neurbnios e células da glia de
Muller (TURNER E CEPKO, 1987). Desta forma, sdo semelhantes as células
progenitoras neuronais distribuidas por outras partes do SNC, que podem responder
a fatores mitogénicos semelhantes (NELSON et al., 2007). Além disso, podem
expressar muitos dos mesmos genes das células-tronco (AKAGI et al., 2004). Uma
das implicacdes para essa diferenciacdo esta associada a Shh, uma conhecida
proteina da familia de sinalizadores hedgehog. Ela pode estar auxiliando ou ser a
responsavel por conduzir a progressdo da onda de diferenciacdo das células
ganglionares, que, por sua vez, comecam a secretar Shh (ZHANG et al., 2017).

O desenvolvimento retiniano possui uma linha cronolégica bem estabelecida
e conservada mesmo em diferentes espécies (Figura 3), mantendo um padrédo de
primeiro as células ganglionares e ao final, a glia de Muller e as bipolares. Conforme
observado na figura 3, os periodos de saida do ciclo celular dos tipos celulares se
sobrepdem tanto durante o periodo embrionario como durante o periodo pos-natal
(PRADA et al., 1991; CEPKO et al., 1996; YANG, 2004).
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Figura 3 - Linha temporal do desenvolvimento das células retinianas em
roedores
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Legenda: Esquema de proliferagdo celular retiniana a partir do décimo primeiro dia embrionério
(E11) até o décimo primeiro dia pés-natal (P11) do desenvolvimento murino. Note que as
curvas ndo refletem os valores absolutos, mas sim a proporcdo relativa de células
produzidas para cada tipo celular.

Fonte: MARQUARDT e GRUSS, 2002.

A retina de mamiferos, incluindo humanos e murinos, ndo possui fontes
neurogénicas persistentes significativas. Para o0s ratos, a nheurogénese esta
finalizada dentro dos primeiros 10 dias pds-natal (MOSHIRI e REH, 2004). O rato no
primeiro dia pds-natal (PO) possui uma retina muito imatura composta por apenas
duas camadas, a camada ganglionar e uma extensa camada neuroblastica (Figura
4). Basicamente, a retina destes animais se mantém nessa conformagdo até o
segundo dia pés-natal (P2) quando ainda ndo tem sua estrutura laminar
completamente formada (CUNHA, 2006).
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Figura 4 - llustracdo da retina de ratos entre o dia do nascimento (P0O) e o segundo
dia pés-natal (P2)

Legenda: Esquema da retina de rato neonato (entre PO e P2). Observe a camada ganglionar
(cinza), as células amécrinas (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) € o mais importante neurotransmissor excitatorio no
SNC dos mamiferos e se liga tanto a receptores que sdo canais iGnicos quanto a
receptores acoplados a proteina 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
excitatorias centrais (MCKENNA, 2007) e participa da regulagdo da formacgédo de
redes neurais (no desenvolvimento e envelhecimento), das etapas de proliferacéo,
migracao, diferenciagdo e morte celular (MCDONALD e JOHNSTON 1990;
PRYBYLOWSKI e WENTHOLD, 2004). Porém, diante de certos eventos patoldgicos
pode ocorrer a hiperativagdo do sistema glutamatérgico, que consiste no aumento

da liberacdo de glutamato e da sinalizacdo mediada por seus receptores, podendo
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levar & morte neuronal, chamada de excitotoxicidade glutamatérgica (LIPTON e
ROSEMBERG, 1994).

A excessiva ativacao de receptores Glu contribui para a perda neuronal em
uma variedade de insultos neuroldgicos agudos como acidente vascular cerebral ou
traumatismo cranio-encefalico (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 aminoacido néo-
essencial pelos neurdnios. Sabe-se que esse precursor pode ser convertido em
glutamato através da enzima mitocondrial glutaminase nos neurénios pré-sinapticos
e 0 contrario ocorre por acdo da enzima glutamina sintetase, que é uma enzima
exclusiva de células de linhagem astrocitaria (MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 1977,
DAI et al., 2012; TORGNER e KVAMME, 1990). A literatura descreve que cerca de
80% do glutamato captado por astrdcitos é convertido a glutamina (MCKENNA et al.,
1996).

No total, h&d cinco subtipos de transportador de glutamato, que foram
clonados: EAAC1 - Carreador de aminoéacidos excitatérios do tipo 1 (KANAI e
HEDIGER, 1992); EAAT1 - Transportador de aminoacidos excitatorios do tipo 1
(STORCK et al., 1992; TANAKA, 1994); EAAT2 - Transportador de aminoacidos
excitatorios do tipo 2 (PINES et al., 1992); EAAT4 - Transportador de aminoacidos
excitatorios do tipo 4 (FAIRMAN et al., 1995); EAATS5 - Transportador de
aminodacidos excitatérios do tipo 5 (ARRIZA et al., 1997). Suas expressfes ocorrem
em lugares distintos, e na linhagem de células gliais estdo descritos EAAT1, EAAT2
e EAATS5 (ROTHSTEIN et al., 1994; LEHRE et al., 1995; ELIASOF et al., 1998).

Na retina neural, fotorreceptores, neurdnios, glia de Miuller e astrécitos
expressam transportadores de glutamato de alta afinidade (GLT - EAAT2) (RAUEN e
WIESSNER, 2000) e os astrdcitos também expressdo 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
Muller (RAUEN, 2000), localizado ao longo da membrana dessa célula
(BRINGMANN et al., 2013). Ele é essencial para manter a concentracdo de
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glutamato extracelular abaixo dos niveis neurotoxicos (IZUMI et al., 2013) e também
para regular os niveis de glutationa na glia de Muller (REICHELT et al., 1997).

A glia de Mdller € responséavel pela maior parte da captacdo de glutamato
(WHITE e NEAL, 1976; HARADA et al., 1998), sua regulacéo € realizada atraves
dos sistemas de absorcdo de sédio-dependentes e independentes (SARTHY et al.,
2005). Quando a glia de Miuller se encontra em um estado de despolarizacdo, que
pode ser induzido por lipidios inflamatorios, tais como o acido araquidbnico e
prostaglandinas, que sdo produzidas em condicOes de estresse oxidativo (BIRKLE e
BAZAN, 1989; LANDINO et al., 1996), estas células liberam glutamato pela reversédo
eletrogénica dos transportadores de GLT (SZATKOWSKI et al., 1990; BILLUPS e
ATTWELL, 1996), e essa liberacdo ndo-vesicular de glutamato, quando aumentada,
provoca danos excitotdxicos aos neurénios (SZATKOWSKI et al., 1990; BILLUPS e
ATTWELL, 1996; MAGUIRE et al., 1998; REICHENBACH e BRINGMANN, 2013). Ja
quando a glia de Mdller esta regulada para baixo ha um aumento na concentracéao
de glutamato na retina (YANG e ZHONG, 2015). As células de Miller também
podem liberar aspartato, um agonista do NMDA, através de reversdo de GLTs; o
aspartato derivado da glia contribui para a ativacdo de receptores NMDA durante a
isquemia (MARCAGGI et al., 2005).

A captacdo e o metabolismo de glutamato pela glia de Muller esta mais
envolvido na regulacdo da atividade de neurdnios das camadas internas da retina do
gue na dos fotorreceptores, pois o precursor da sintese de glutamato em células
bipolares e ganglionares, a glutamina, € derivada quase exclusivamente das células
de Miller (BRINGMANN et al., 2013). Além disso, uma quantidade significativa de
GABA nas células amacrinas € sintetizada a partir de glutamato apds absorcéo de
glutamina derivada de células de Miiller (POW e ROBINSON, 1994).

Assim, a deficiéncia desse transportador resulta na degeneracdo das CGRs
devido a excitotoxicidade e estresse oxidativo (YANAGISAWA et al., 2015).
Ademais, a excitotoxicidade do glutamato e o estresse oxidativo estdo envolvidos
em danos na retina em casos de glaucoma (BALTMR et al., 2010; NASKAR et al,
2000) e elevados niveis de glutamato extracelular provoca perda neuronal em
muitas desordens da retina, incluindo glaucoma, isquemia, retinopatia diabética e
degeneracédo de fotorreceptores hereditaria (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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h& um aumento da absorcdo de glutamato pelas células de Miller, que tem um
efeito protetor nas CGRs da excitotoxicidade (NAMEKATA, et al., 2008).

1.5 Hipdxia-lsquemia — Suas consequéncias em diversos modelos

Em geral, embora a escala de tempo seja diferente, a sequéncia dos
principais eventos na maturacdo do encéfalo € amplamente confiavel entre humanos
e roedores. A maioria dos modelos animais de lesdo cerebral no desenvolvimento
utilizam roedores no dia 7-10 pos-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 comparavel de tempo de
desenvolvimento cerebral pés-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 carétida em ratos de 7 dias (P7)
h& necrose aguda em parte do hemisfério direito, bem como déficits no hipocampo,
cortex cerebral, substancia branca periventricular e estriado (SILVERSTEIN e
JOHNSTON, 1984). Neste modelo foram realizados estudos com alvo na avaliacao
das neurotoxicidades glutamatérgica (SILVERSTEIN et al., 1991) e do éxido nitrico
(FERRIERO et al., 1988; FERRIERO et al., 1995) decorrentes da lesdo, e nos
sistemas de neurotransmissores durante o evento de HI (BURKE et al., 1991). Os
resultados também demonstram déficits na coordenacdo motora (LUBICS et al.,
2005) relacionados a ansiedade e ao comprometimento cognitivo no
desenvolvimento precoce e tardio, devido a lesdes no hipocampo, estriado e cortex
(ARTENI et al., 2010; SANCHES et al., 2015). Além disso, estudos utilizando HI em
P7 mostraram que a morte celular ocorre em regides do encéfalo que ndo séo
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 neurodegeneracdo apdés HI para o encéfalo
imaturo. Ainda ha estudos que utilizam a ligadura unilateral da carétida, porém no
dia 3 pés-natal, visando observar a lesdo 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 periodo, 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 padrdo de mielinizacdo e leva a prejuizos
comportamentais (HUANG et al., 2009; SANCHES et al., 2015; MISUMI et al., 2016).

Na maioria dos modelos propostos de HI é realizada a ocluséo unilateral,
momentanea ou permanente, da artéria carotida de ratos seguida por um periodo de
exposicao hipdéxica (LEVINE, 1960; RICE et al., 1981), ou seja, ndo séo insultos Hl
de forma sistémica. Além disso, excluem a relacdo entre feto e mée, ou seja, nao
sao reproduzidas as principais ocorréncias desse insulto em humanos. No primeiro
modelo que visou uma similaridade maior com o que é observado em humanos,
ocorre asfixia e ressuscitacdo dos filhotes de rato no vigésimo segundo dia
gestacional (E22): os cornos uterinos de ratas gravidas séo retirados e imersos em
agua a 37°C, entre 15 a 21 minutos (BJELKE et al.,, 1991). Como resultado foi
observado uma ligeira reducédo do peso corporal dos filhotes, aumento do nimero de
neurénios dopaminérgicos, associado ao aumento da expressao do gene do fator
basico de crescimento de fibroblasto (em inglés, Basic Fibroblast Growth Factor,
bFGF) e aumento no numero de corpos celulares imunorreativos para tirosina
hidroxilase na zona compacta da substancia negra (ANDERSSON et al., 1995).
Contudo, os diversos modelos existentes para injuria cerebral e de HI que visam
estudar os mecanismos das lesfes nos sistemas de neurotransmissores e da
plasticidade cerebral no desenvolvimento ndo mimetizam integralmente os insultos
sistémicos ocorridos no final do segundo terco/inicio do ultimo trimestre de gestacéo
humano (BACK et al.,, 2001), ou tampouco levam em consideracao as trocas que
ocorrem através da barreira hemato-placentaria entre mae e concepto.

Em um modelo que propds o insulto hipdxico-isquémico de forma pré-natal e
transitdria no décimo oitavo dia gestacional/embrionario (E18), foi observada
astrogliose na substancia branca, morte de oligodendrdécitos, e lesdo axonal tanto na
substancia branca como no cortex cerebral, lesdes semelhantes as observadas em
humanos que sofrem HI pré-natal (ROBINSON et al., 2005). As ratas gravidas
tinham seus cornos uterinos expostos e o fluxo sanguineo das artérias uterinas era
obstruido por 15, 30 e 45 minutos. Os resultados demonstraram que 87% dos ratos
jovens tém lesdo na substancia branca detectavel em sec¢bBes coronais. Porém,

dentre estes animais, nem todos possuem a mesma severidade de lesdo: 27%
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possuem lesdes leves, 33% moderadas e 27% lesbes severas. O que pode justificar
as diferencgas nas lesbes celulares, como a vulnerabilidade das linhagens celulares
de oligodendrocitos em desenvolvimento (KINNEY e BACK, 1998), o aumento do
nivel de radicais livres (VOLPE, 2003), o aumento anormal da expressao de
citocinas pro-inflamatérias (BAUD et al., 1999; DAMMANN e LEVITON, 1997;
NELSON et al., 2003) e da toxicidade excitatoria glutamatérgica (ITOH et al., 2002;
KAVANAUGH et al., 2000; TEKKOK e GOLBERG, 2001).

Nos ultimos anos, o laboratério de Neurobiologia-UERJ vem utilizando uma
modificacdo do modelo descrito por Robinson e colaboradores (2005), onde ha
obstrugcédo temporéaria ao fluxo uterino e ovariano em ratas gravidas em E18 por 45
minutos (SAVIGNON, 2008) (Figura 6). Foi demonstrado que nesse modelo ocorrem
alteracdes 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).

Figura 6 - Modelo de HI proposto por Savignon, 2008
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Fonte: PINTO, 2015.

1.6 Justificativa do estudo

Tem sido relatado um déficit sensorial envolvendo a visdo advindo do insulto
hipoxico-isquémico (VAN HOF-VAN DUIN e MOHN, 1984; ROLAND et al., 1986;



35

GROENENDAAL et al., 1989; GUZZETTA et al., 2001). Resultados demonstram que
66% a 94% das criancas que sofreram HI demostram algum tipo de
comprometimento visual (HUANG et al., 2012), sendo que mais da metade das
criancas com encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI) neonatal apresentam
estrabismo, ambliopia, nistagmo, neuropatia 6ptica, campo visual reduzido, visdo de
cor defeituosa e baixa acuidade visual. (GOOD; HARDY, 2001; GUZZETTA et al.,
2001). Como a retina possui uma alta atividade metabodlica (COHEN; NOELL, 1960),
o insulto HI traz graves consequéncias (CAPRARA; GRIMM, 2012; RIVERA et al.,
2011; HELLSTROM et al., 2013; JANAK, Y. et al., 2007), desempenhando um papel
significativo na deficiéncia visual que tende a ser permanente (BLENCOWE et al.,
2013). Dessa forma, o numero de estudos avaliando esse tipo de insulto na
morfologia e funcdo 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, h& patologias oculares em
adultos que séo geradas a partir desse mesmo insulto, como neuropatia Optica
isquémica, oclusédo do vaso retiniano, retinopatia diabética e glaucoma (OSBORNE
et al., 2004). Estudos em modelos corroboraram a literatura médica em humanos,
mostrando que a oclusdo da cardtida comum em ratos adultos traz degeneracao e
comprometimento funcional da retina e do nervo O6ptico (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 oclusdo da artéria
cardtida média demonstrou degeneracdo celular na CCG, além de provocar a
ativacdo das células de Miuller (BLOCK et al., 1997; KAJA et al., 2003),
consequentemente afetando também a regulacdo do conteldo de glutamato na
retina (CHEN, F. et al., 2010).

No modelo de HI proposto por Savignon, 2008, foi relatada reducdo no
namero de células ganglionares identificadas pelo anticorpo anti-BRn3a, durante o
desenvolvimento e mantida em P30, bem como diminuigdo da espessura do nervo
optico e das projecdes retinianas no Nucleo Geniculado Lateral dorsal (NGLd), além
de incapacidade, por parte dos animais, de sustentar a constricdo pupilar (DINIZ-
TAVEIRA, 2018). Também foi observada a perda de células marcadas positivamente
para NeuN (marcador neuronal) na CCG com a manutengdo na quantidade de
nacleo corados pela Hematoxilina-Eosina, figura 7, na mesma camada e idades
analisadas (FONSECA, 2016; DINIZ-TAVEIRA, 2018).
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Figura 7 - Retina de animais SH e HI coradas com HE
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Legenda: A - Fotomicrografias representativas de seccdes transversais da retina de ratos SH e Hl
em diferentes idades pés-natais (P), coradas com hematoxilina-eosina. Camada de
Células Ganglionares (CCG); Camada Neuroblastica (CN); Camada Plexiforme Interna
(CPI); Camada Nuclear Interna (CNI); Camada Plexiforme Externa (CPE); Camada
Nuclear Externa (CNE). B — Quantificagdo do niumero de células identificadas. N&o foi
observada diferenca significativa no nimero de células na CCG em ambos 0S grupos.
HI, n = 4 animais por idade; SH, n = 4 animais por idade (para ambos os grupos, média
de 4 secbes por animal).

Fonte: DINIZ-TAVEIRA, 2018.

Decorrente desse resultado formulou-se a hipétese de que o aumento no
namero de um tipo celular ndo neuronal poderia justificar a manutencdo no niamero
total de células na CCG. Como os astrécitos se localizam na camada de fibras
nervosas € na CCG (RAMIREZ et al., 1994; GALLEGO et al., 2012; WANG et al.,
2011), e séo capazes de responder a lesées com hipertrofia e hiperplasia, torna-se
importante avaliar o padréo de distribuicdo dessas células na retina de animais
submetidas ao modelo de HI desenvolvido em nosso laboratorio, assim como a

expressao do transportador de glutamato EAAT-1 nesse mesmo modelo.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral é avaliar os efeitos da hipoxia-isquemia sistémica transitéria
pré-natal, no modelo descrito por Savignon e colaboradores (2012), sobre a
reatividade astroglial na retina de ratos Wistar durante o desenvolvimento pos-natal.

2.1  Objetivos especificos

Os objetivos especificos envolvem a caracterizacdo dessa reatividade
durante o desenvolvimento por:

a) Imunomarcacéo de GFAP e de vimentina;

b) Imunomarcacéo para o transportador de glutamato EAATL1.
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3 METODOLOGIA

A Comissdo de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ, Protocolo n° CEUA/006/2016)
aprovou todos os procedimentos experimentais, estando estes de acordo com a
declaracdo de Helsinque e com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de

Laboratorio 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 racéo
NUVILAB CR-1 e a agua.

Para a obtencédo das ratas gravidas, o acasalamento foi realizado colocando
um ou dois ratos machos para cada duas ou trés fémeas nuliparas pelo periodo de
12 h, sendo importante destacar que se inicia esse procedimento a partir das 18 h,
pois sabe-se que os ratos sao notivagos. No dia seguinte, as ratas foram pesadas e
registradas por numeracdo em suas caudas. Apds 17 dias (E17), suas massas
corporais foram comparadas e as fémeas com aumento maior do que 15 g foram

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

3.2  Procedimento cirurgico

Como anteriormente descrito por Savignon e colaboradores (2012), no
décimo oitavo dia de gestacdo (E18) as ratas gravidas foram anestesiadas por
administracdo de isoflurano por via inalatdria (inducdo - dose inicial de 4% em 2
min/L e manutengdo com mascara de gas com 1,5 — 2% de isoflurano em 0,8 min/L

de oxigénio). Durante todo o procedimento cirargico, o nivel de anestesia foi
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verificado por avaliacdo periddica do reflexo de retirada das patas traseiras. O
procedimento cirdrgico € realizado com as gestantes sobre uma placa de
aguecimento (38°C). Apos tricotomia e assepsia do abdome com alcool iodado foi
feita a laparotomia na regido mediana. Os cornos uterinos foram expostos e o fluxo
uterino e ovariano foi obstruido pela instalacéo de 4 clipes de aneurisma nas artérias
uterinas por 45 min (grupo hipoxia-isquemia, HI — figura 5). Apés o tempo de 45
mim, os clipes foram retirados, os cornos uterinos foram recolocados na cavidade
abdominal e a inciséo foi suturada. Ao final do procedimento, o animal foi aquecido
com uma lampada incandescente (vermelha com 15 W, 127 V e 1208 AU) em sua
caixa até a total recuperacdo da anestesia. Posteriormente, os animais foram
observados diariamente para a verificacdo de possiveis sinais de infeccdo ou
abertura das suturas. Para o grupo controle cirirgico (grupo simulado, do inglés,
sham group, SH), fémeas gravidas foram submetidas a todo o procedimento
cirargico descrito acima exceto a oclusdo das artérias.

Apos 0 nascimento, as ninhadas com mais de oito filhotes foram ajustadas
para oito ainda nas primeiras 24 horas de vida pos-natal devido a competicdo por
leite, diminuindo assim a variagdo entre animais hipernutridos e hiponutridos. Nao
foram usadas ninhadas com menos de seis filhotes. Foram utilizados apenas os
animais nascidos a termo (i.e. 21 a 23 dias de gestacéo), de ambos os sexos. A
pesquisadora nao interviu durante o parto dos animais e a alimentacao foi dada pela
progenitora até os 21 dias de vida. ApOs essa data, os filhotes foram desmamados e

iniciaram a alimentacéo apenas com a racado comercial NUVILAB CR-1.
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Figura 5 - Cirurgia para inducéo de Hi

Legenda: Fotografia mostrando a exposi¢cdo dos cornos uterinos e a localizagédo da obstrugdo com
clipes de aneurisma nas artérias uterinas.
Fonte: FONSECA, 2016.

3.3 Disseccéo e seccdao das retinas

No segundo (P2), nono (P9), vigésimo-terceiro (P23) ou trigésimo (P30) dias
pos-natais, os animais dos grupos SH e HI foram anestesiados com tiopental e
perfundidos por via intracardiaca com solucdo salina 0,9%, seguido de uma solucao
de paraformaldeido 4% e finalmente de uma solucdo de paraformaldeido 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
solucdo de tampéo fosfato e salina a 0,1 M e pH 7,4 (do inglés, Phosphate Buffered
Saline, PBS) e as retinas foram dissecadas com auxilio de pingas entomoldgicas e
tesoura de iridectomia. Para a pos-fixacéo, as retinas foram colocadas em pequenos
potes contendo paraformaldeido 4% com sacarose a 10% durante 1 h. Ao término
deste periodo, foi realizada a troca para o tampao fosfato 0,1 M com sacarose a
20% por mais 1 h e, apos, para uma solucdo tampéao fosfato 0,1 M com sacarose a
30%, e mantidas a 4°C durante a noite. No dia seguinte, as retinas foram incluidas

em OCT (do inglés, Optimal Cutting Temperature Compound), congeladas em
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nitrogénio liquido e seccionadas a 20 pum de espessura em criostato. Foram
coletados quatro cortes por lamina, num total de 15 laminas por retina. As laminas

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

3.4  Imunohistoquimica

Os cortes foram lavados com PBS-Triton 0,3% por seis vezes, cinco min a
cada vez, e incubados durante 1 h a temperatura ambiente usando uma solucao de
BSA (do inglés, BovineSerumAlbumin) a 5% em PBS 1% para o bloqueio das
reacOes inespecificas. Em seguida, cada corte foi incubado (média 4 cortes por
lamina) com 15 pl de anticorpo primario diluido em solucdo PBS 1% (conforme
Quadro 1) e foram mantidos durante a noite (overnight) em uma camara Umida na
geladeira. Na segunda etapa, a caixa foi retirada da geladeira e mantida em
temperatura ambiente (22°C), por trinta minutos, para retorno a temperatura
ambiente. Em seguida, as laminas foram lavadas seis vezes com PBS 1%, durante
cinco minutos a cada vez. ApGs as secc¢des foram incubadas com o anticorpo
secundario adequado (Quadro 1) durante 1 h a temperatura ambiente. As laminas
foram posteriormente montadas em galato de n-propila. As sec¢bes de ambos os
grupos experimentais e oriundas de animais da mesma idade foram imunomarcadas

simultaneamente para reduzir a variabilidade.

Quadrol - Anticorpos que foram utilizados para a identificacdo por

imunohistoquimica neste trabalho

Anticorpos Primérios

Anticorpo anti- Marca Isotipo Origem Diluicéo
EAAT-1 Abcam [o[€; Coelho 1:200
GFAP Sigma IgG Coelho 1:400
GFAP Sigma [o[€; Camundongo 1:400
Vimentina Sigma lgG1 Camundongo 1:400

Anticorpos Secundarios

Anticorpo anti- | Conjugado a Marca Origem Diluicéo
IgG Camundongo | Alexa 555 |LifeTechnologies Cabra 1:500
IgG Coelho Alexa 488 |LifeTechnologies Cabra 1:400
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3.5 Andlise das imagens

As seccOes imunorreagidas foram observadas no microscépio de
fluorescéncia, com os filtros apropriados aos fluorocromos utilizados (microscopio
optico Olympus BX40). A captura das imagens foi realizada com o uso da camera de
video digital (Olympus DP71) acoplada ao microscopio e com o uso do programa
cellSensEntry 1.13 (Olympus®).

As imagens digitalizadas foram obtidas com lente objetiva de 40x para uma
melhor visualizagcdo das camadas da retina, e para melhor definicdo, em todas as
imunomarcacdes. Cada corte da retina foi dividido em quatro campos, para
padronizacao e referéncia entre as diferentes idades e animais. As fotos capturadas
de cada animal foram usadas na quantificagdo, quatro fotos por lamina no total, e
suas médias foram utilizadas para a estatistica final.

As andlises de densidade 6ptica foram realizadas no software Image-Pro
Plus (Media Cybernetics, versdo 6.0.0.260) para as camadas CCG e CPE + CNI,
sendo utilizado uma quadricula de 130 x 2 um. Enquanto para obter a densidade de
pixels foi utilizada a ferramenta “Plot Profile” do software ImageJ 1.51j8 na

quadricula padronizada para essa analise de 270 x 7 um.

3.6 Analise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software IBM
SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Os dados foram expressos como média +
erro padrao da meédia (EPM) e avaliados quanto a sua distribuicéo utilizando o teste
de Kolmogorov-Smirnov. Em todos os testes empregados, as diferencas entre as
variaveis analisadas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

Na andlise das imagens para avaliagdes morfolégicas (imunofluorescéncia),
os grupos SH e HI foram comparados atraves do teste t de Student para amostras
independentes. Quanto aos dados de peso corporal, foram avaliados a partir da
andlise de variancia de repeticdo (ANOVAr), onde a variavel dependente foi 0 peso e

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

4.1 Perdade ninhadas ap6s o procedimento cirurgico

Durante o procedimento de hipoxia-isquemia, a quantidade de fetos foi
contada para as comparacdes 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 utilizacdo da ninhada, enquanto 6 ninhadas
HI foram viaveis. As ninhadas com mais de 8 filhotes passaram pelo acerto de

ndmero.

4.2 HI apresenta menor massa corporal em P9 e P30

Antes do processamento histolégico dos animais provenientes das ninhadas
vidveis em P2, P9, P23 e P30, estes tiveram suas massas aferidas. Foi observado
(Grafico 1) que, em P9, os animais do grupo HI apresentavam massa corporal menor
do que os do grupo SH, sendo o0 mesmo padrédo observado na adolescéncia, em
P30.

Gréfico 1 - Evolugcdo da massa corporal (em gramas) dos animais entre o dia pos-
natal P2 e P30
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Legenda: O grupo HI apresenta queda na massa corporal dos filhotes em relacdo ao grupo SH nas
idades P2 e P30. n = 4 por grupo e por idade. Teste t de Student: ** p < 0,01.
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4.3  Andlise Morfolégica

4.3.1 HI apresenta aumento da expressdo de GFAP

Tendo em vista os resultados obtidos em trabalhos anteriores, que
mostraram manutencdo no numero de células na CCG, porém com reducao de
células neuronais em P30, como primeiro passo realizou-se a imunoidentificacdo
para GFAP, marcador especifico da linhagem astroglial. A imunomarcagéo no grupo
SH, observou-se uma marcacao restrita a CCG e demonstrou células positivas para
GFAP na CCG no grupo SH (Figura 6). No grupo HI, a imunomarcacao demonstrou
células com perfil radial que atravessa todas as camadas da retina, compativel com
o fendtipo da Glia de Miuller. Também se observou uma nitida diferenca na
intensidade da marcacéo, que pode ser tanto pela quantidade de células e/ou pela

guantidade de expresséao da proteina GFAP.

Figura 6 - Imunomarcacédo para GFAP nas retinas de ratos na idade P30

Legenda: Fotomicrografias representativas de seccdes transversais da retina de ratos SH (A) e HI
(B) imunomarcadas para GFAP na idade de 30 dias pés-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 secc¢des por animal.

Barra de Calibragc&o: 50 um.
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A quantificagdo demonstrou uma maior imunorreatividade no grupo
experimental HI quando comparado ao SH na idade P30 na densidade Optica das
imagens (Grafico 2).

Grafico 2 - Densidade 6ptica da imunomarcacao para GFAP em P30 nos grupos SH
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Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade Optica da marcacéo de GFAP na retina em
P30. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secg¢bes por animal. Teste t de Student: ***p <
0,001.

Fonte: FONSECA, 2019.

Com o objetivo de verificar possiveis diferencas de marcacao entre a CCG e
as camadas Plexiformes (CP) e Nuclear Interna (CPE+CNI) retinianas foi
padronizada uma quadricula que foi posicionada na regido referente a CCG e no
eixo CPE+CNI. Em ambas as regides, foi observado um aumento com diferenca
estatistica para o grupo HI na medida de densidade Optica (Gréficos 3 e 4).

Observou-se que a escala do Gréafico 3 nos sugere uma maior densidade na CCG.
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Grafico 3 - Densidade 6ptica da imunomarcacéao para GFAP em P30 nos grupos SH
e Hl na CCG
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Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade 6ptica da marcacdo de GFAP na CCG em
P30. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 sec¢des por animal. Teste t de Student: ***p <
0,001.

Grafico 4 - Densidade 6ptica da imunomarcacao para GFAP em P30 nos grupos SH
e HI no eixo CPE+CNI
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Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade éptica da marcacdo 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 seccdes por animal. Teste t de Student: ***p < 0,001.
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4.3.2 HI altera o fenétipo da Glia de Miller

Apoés o resultado obtido com a imunomarcacdo de GFAP, avaliou-se os
efeitos de HI sobre a glia de Miiller, imunomarcada com precursor de astrocitos,
vimentina. Na idade P2 (Figura 10), a marcacdo no grupo SH foi mais restrita a
CCG, enquanto o grupo HI demonstrou uma marcagcdo mais intensa na CCG e
alguns prolongamentos ja marcados na sua por¢cdo mais proxima a CCG. Em P9,
ambos os grupos apresentaram um perfil de marcacao e intensidade semelhante na
CCG, porém notou-se uma leve marcacdo delimitando a regido dos plexos. J4& em
P23, o grupo SH demonstrou marcacdo mais intensa ha CCG e uma nitida
marcacdo nas camadas plexiformes, diferentemente do grupo HI, que teve a
marcacao ainda mais intensa na CCG e CP. Nessa idade ja € observavel o padréo
radial da Glia de Miiller, onde, no grupo SH, esta se limitou da CCG até a CPE, mas
em HI chegou a camada dos fotorreceptores. Em P30, o padrdo de marcagcédo tomou
toda a retina em ambos os grupos, porém é nitida a diferenca de intensidade nas
marcacfes da CCG e nas camadas plexiformes, onde grupo HI apresentou uma
marcagao mais intensa quando comparado ao SH.



48

Figura 7 - Imunomarcacdo para vimentina nas idades P2, P9, P23 e P30,

Legenda:

respectivamente nos grupos SH e Hl
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Fotomicrografias representativas de secg¢fes 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 pés-
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 Calibracdo: 50 um.



49

A andlise quantitativa revelou um aumento significativo da marcacao para

vimentina na retina dos animais HI aos 23 e 30 dias p6s-natal (Gréfico 5).

Gréfico 5 - Quantificacdo da densidade Optica da imunomarcagédo para vimentina em

diferentes idades pds-natais nos grupos SH e Hi
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Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade éptica da marcacédo VIM+ na retina em P23 e
P30. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secc¢des por animal. ANOVA. *p < 0,05; **p < 0,01.
Os quadros a direita demonstram as comparacdes entre as idades nos grupos SH

(acima) e HI (abaixo).

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

densidade 6ptica da imunomarcagdo para vimentina na CCG e na CPE+CNI

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

P30 no grupo HI (Grafico 6).
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Grafico 6 - Quantificacdo da densidade Optica da imunomarcacéo para vimentina em

diferentes idades pds-natais nos grupos SH e Hl na CCG
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Legenda: Grupo HI apresenta aumento na densidade Optica da marcacgéo VIM+ na retina em P23 e

P30 na CCG. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 seccdes por animal. ANOVA. **p < 0,01;
***p < 0,001. Os quadros a direita demonstram as comparacdes entre as idades nos

grupos SH (acima) e HI (abaixo).

Em comparacao aos graficos 5 e 6, o grafico 7 mostra diferenca estatistica

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

menor nas CPE+CNI quando comparado a CCG.

Gréfico 7 - Quantificacdo da densidade Optica da imunomarcacao para vimentina em
diferentes idades pos-natais nos grupos SH e HI nas Camadas

50+

40+

304

20+

104

Densidade optica (UA)

Plexiformes

VIMENTINA CPE+CNI O sH
EHI

5H

Po

P23

HI

Pa

P23

* ok

Legenda:

L2

wEE
P30
P23
|‘T‘| P30
P23
1
P

Q

2R -8
< i

Q

Grupo HI apresenta aumento na densidade 6ptica da marcagdo 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 secc¢bes por animal. ANOVA. *p < 0,01; **p < 0,001. Os
quadros a direita demonstram as comparacdes entre as idades nos grupos SH (acima) e

HI (abaixo).
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Como o padrdo de marcacdo para GFAP é bastante diferente nos animais
SH e HI, e considerando que a vimentina também é expressa na astroglia imatura,
realizamos duplas marcacbes para GFAP e vimentina em P30 (Figura 11). Nos
animais SH, a marcacado de GFAP estava restrita aos corpos celulares na CCG e a
marcacgao nao se sobrepds a de vimentina (setas na Figura 11E), enquanto que, nos
animais HI, a marcacdo de GFAP evidenciou corpos celulares e perfis radiais que
expressavam ambos os marcadores, sugerindo a presenca de astrécitos jovens
(GFAP+/VIM+) na CCG (setas na Figura 11F), além da reatividade da Glia de Mller,
demonstrada pela presenca de prolongamentos radiais (GFAP+/VIM+) na CPE+CNI
(cabeca de seta na figura 11F).
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Figura 8 - Dupla marcacéao de GFAP e vimentina em P30

Legenda 11:Fotomicrografias representativas de seccdes transversais da retina de ratos SH (A) e HI
(B) imunomarcadas com GFAP (verde); SH (C) e HI (D) imunomarcadas com vimentina
(vermelho); superposi¢do 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). HIl, n = 1; SH, n =
1.
Barra de Calibrag&o: 50 um.
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433 EAAT-1

A imunomarcacdo para o Transportador de Aminoacidos Excitatorios 1
(EAAT1), também conhecida como Transportador de Glutamato Aspartato 1
(GLAST), mostrou uma maior marcacao da camada ganglionar em todas as idades e
nos dois grupos. A partir de P9, as camadas plexiformes mostraram uma maior
marcacdo quando comparadas as demais camadas (figura 9). Observou-se que,
durante o desenvolvimento, a expressdo da marcagdo foi se espalhando e
mostrando a conformacédo das diferentes camadas da retina de forma mais nitida.

Em P23, houve uma maior intensidade do marcador em ambos os grupos
guando comparados com as demais idades, e foi observada uma consolidacdo das
diversas camadas da retina a partir dessa idade. O grupo HI mostrou uma marcacéo
um pouco mais intensa do que o SH, que ndo se manteve na idade seguinte, P30.
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Figura 9 - Imunomarcacéao para EAAT-1 nas idades P2, P9, P23 e P30 nos grupos
SH e HI

Legenda:

Fotomicrografias representativas de secgdes transversais da retina de SH (A, C, E e G) e HI (B, D,
F e H) imunomarcadas com EAAT-1 em diferentes idades pds-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 Calibracdo: 50 um.
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O gréafico a seguir auxilia numa melhor visualizacdo da distribuicdo da
marcacgao do transportador de glutamato durante a laminacéo da retina e migragcao
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, ndo houve diferenca na
intensidade, mas que, em P9, o SH apresentou um aumento na regiao referente a
CCG, enquanto, no HI, houve um pico referente a CCG e outro semelhante referente
as camadas mais internas da retina. A partir de P23, os graficos mostram uma
variacdo 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 padrdo decrescente, com um pico logo ao final da
retina, enquanto o grupo HI persistiu no padrao decrescente. A idade P30 mostrou
que houve diferenga 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

gue néo foi observado no HI, mas mantendo o padrédo decrescente.
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Grafico 8 - Distribuicdo da marcacdo de EAAT-1 na retina, em intensidade de pixels,
dos grupos HI e SH durante o desenvolvimento
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Gréfico representativo da intensidade de pixels em secc¢des transversais da retina de
ratos HI e SH imunomarcadas com EAAT-1 em diferentes idades pds-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 retangulo padronizado, comecando sempre de cima para baixo em cada
imagem. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 sec¢8es por animal.
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Na quantificacdo por densidade Optica foi observado um perfil crescente no
SH até a idade P23, seguida por uma queda em P30. Na comparagdo entre 0s
grupos nao foi constatada diferenca estatistica em nenhuma idade. Em P2 e P30, as
densidades mantiveram um padrdo semelhante para ambos os grupos. A partir de

P9, houve um aumento na densidade no grupo HI, porém sem diferenca estatistica.

Gréfico 9 - Quantificagdo da densidade Optica da imunomarcacédo para EAAT-1 em
diferentes idades pds-natais nos grupos SH e Hi

EAAT-1
5 ] SH SH
7 P2 P9 P23
- W HI
< P30 *
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2 104 I P9
o
. HI
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2 P30 *
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b
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Legenda: Na&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos SH e HI nas idades analisadas
(P2, P9, P23, P30). HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 sec¢bes por animal. ANOVA. *p <
0,05; **p < 0,01. Os quadros a direita demonstram as comparacdes entre as idades nos
grupos SH (acima) e HI (abaixo).

Quando se analisou a distribuicdo da imunomarcacao para EAAT-1 na CCG
(Grafico 10) ao longo do tempo, observou-se que o grupo HI apresentava um
aumento da marcacdo em P9, o que diferia do grupo SH, onde o0 aumento somente
foi observado em P23. Em P30, a marcacao para EAAT-1 caiu no grupo HI. Na
CPE+CNI (Grafico 11) houve um pico na imunomarcacao para EAAT-1 em P23 no
grupo SH. O grupo HI ndo apresentou um pico em P23, pois ndo houve diferenca
estatistica em relacdo a idade P9, porém apresentou uma queda com diferenca

significativa em P30.
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Grafico 10 - Quantificacdo da densidade optica da imunomarcacéo para EAAT-1 em
diferentes idades pds-natais nos grupos SH e HI na camada CCG
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N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos SH e HI nas idades analisadas
(P2, P9, P23, P30) na CCG. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 sec¢Bes por animal.
ANOVA. *p < 0,05; **p < 0,01. Os quadros a direita demonstram as comparacfes entre

as idades nos grupos SH (acima) e HI (abaixo).

Grafico 11 - Quantificacdo da densidade Optica da imunomarcacgéo para EAAT-1 em
diferentes idades poés-natais nos grupos SH e HI nas Camadas
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Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos SH e HI nas idades analisadas
(P2, P9, P23, P30) nas CP. HI, n = 4; SH, n = 4. Média de 4 secc¢bes por animal.
ANOVA. *p < 0,05; **p < 0,01. Os quadros a direita demonstram as comparacdes entre

as idades nos grupos SH (acima) e HI (abaixo).
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que ratos submetidos a hipoxia-isquemia
transitoria pré-natal apresentam alteracdes na massa corporal. No modelo de
ligadura temporaria bilateral de carétida em P4, seguido por hipoxia (8%) por 10 ou
15 minutos (FAN et al., 2005), foi descrita a reducéo da massa corporal de P5 a P21.
Em um modelo com ligadura permanente das artérias de um Unico corno uterino em
E17, onde também foram descritos danos na substancia branca, inflamacdo e
astrogliose durante as primeiras 2 semanas de vida, seguido de mielinizagédo
deficiente (OLIVIER et al, 2005), também ha restricdo no crescimento, que varia de
moderada (apenas na primeira semana de vida pdOs-natal) a severa (em todo o
desenvolvimento e mantida até P60). Em humanos, em mais de 60% dos casos de
hipoxia-isquemia perinatal os bebés 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 € o de camara hipobéarica, realizado nos ultimos dias de gestacdo, onde a
mae também passou pelo insulto. Uma das justificativas usadas estaria relacionada
a alteracdes no comportamento materno (MORTOLA e NASO, 1995).

Resultados anteriores do nosso grupo nesse mesmo modelo (CUNHA-
RODRIGUES, 2018) demonstraram reducdo da massa corporal de P1 até P30. E
importante destacar que no atual estudo encontramos diferencas 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 n&o termos encontrado diferencgas significativas, nas idades P2 e
P23, em oposicao aos dados anteriores que foram obtidos a partir da afericdo diaria
da massa corporal de todos os animais da ninhada até a idade P45.

Nossos resultados demonstram aumento na imunomarcacao para GFAP, o
gue demonstra reatividade glial. Quando comparamos os resultados obtidos nesse
estudo com os dados prévios mostrando que o numero de células na CCG
permanece estavel, mesmo com a reducdo na populacdo neuronal, podemos
concluir que o aumento da densidade na marcacao é também gerado por aumento

no numero de células GFAP+, ou seja, hiperplasia. Além disso, identificamos perfis



60

radiais GFAP+ no grupo HI em P30, compativel com a presenca de glia de Muller
reativa.

A imunomarcacao para vimentina mostrou um aumento no grupo HI durante
o desenvolvimento da retina e apresentou diferenca estatistica entre as idades e
quando comparado com o grupo SH. Esse resultado demonstra que essas células
também respondem ao insulto hipdxico-isquémico e que essa resposta permanece
até, pelo menos, o primeiro més de vida pos-natal. A presenca de corpos celulares
GFAP+/VIM+ na CCG demonstra a presenca de astrocitos imaturos, o que reforca a
hip6tese de que ha aumento no nimero de astrécitos nessa camada em resposta ao
evento HI.

Na literatura h& trabalhos demonstrando que a gliose reativa é uma resposta
comum a lesBes no encéfalo adulto (RICE et al., 1981; VANNUCCI et al., 1996;
VANNUCCI e VANNUCCI, 1997; RUNGGER-BRANDLE et al., 2000) e no imaturo
(SHELDON et al., 1998; ROBINSON et al., 2005; CIKLA et al., 2016). No modelo
usado nesse trabalho ja foi demonstrada a presenca 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 por¢éo dorsal
da substancia cinzenta periaqueductal (DE ALMEIDA, 2017). Também na retina em
modelo de ligadura unilateral de car6tida em P7 (HUANG et al., 2012) foi observado
aumento da imunorreatividade a GFAP na CCG.

Assim, em diferentes estruturas encefalicas ha um aumento exacerbado de
astrocitos, tanto em nUmero quanto em comprimento e largura dos processos
astrogliais, com hipertrofia, migracdo e aumento da expressao de componentes do
citoesqueleto (NORTON et al., 1992; RAMIREZ et al., 2001; PENG et al., 2014;
CAHOQY et al., 2008). Porém, ja foi relatado que quando os astrécitos apresentam
perfil de gliose também pode ocorrer a diminuicdo em seu numero decorrente de
lesGes vasculares, como 0 aumento da permeabilidade da barreira hemato-retiniana
ou de uma perda massiva de neurdnios. Diferentes estudos de lesdes retinianas
mostram que primeiro ha uma maior expressao de GFAP em glia de Miller ao invés
de hiperplasia, porém ha indicios que ambas as consequéncias nédo sejam induzidas
pelo mesmo mecanismo (RUNGGER-BRANDLE et al., 2000). Contudo, pode haver
co-expressdo de vimentina com GFAP induzida pela expressdo de astrocitos
reativos proliferativos no sitio da lesao (JANECZKO, 1993). Dados mais recentes na

retina de ratos demonstraram que apesar dos astrocitos possuirem uma
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imunorreatividade menor para GFAP, alteragbes morfolégicas e de distribuicdo
persistem por até 3 meses apoés o insulto HI (ZAITOUN et al., 2018).

A gliose é caracterizada pelo aumento na expressao de GFAP, vimentina e
nestina (ANDERSON et al.,, 2008; LUNA et al.,, 2010), mas alguns trabalhos
mostraram que a ativagdo das células de glia pode ter papel neuroprotetor pela
producdo de fatores neurotroficos, fatores de crescimento e citocinas (HARADA et
al.,, 2003; BRINGMANN et al, 2006). Assim, diversas patologias tém sido
caracterizadas pela hipertrofia e queda da BRB (SHEN et al, 2010; KLAASSEN et
al., 2013). Quando a gliose persiste e se torna cronica, esta resulta em danos diretos
e indiretos para os neurbnios e o0 sistema vascular na retina, auxiliando na
progressao da doenca, ja que aumenta a permeabilidade dos vasos e a infiltracdo de
compostos toxicos (BRINGMANN et al., 2006; COOREY et al., 2012).

A vimentina faz parte da configuracdo estrutural de astrécitos imaturos
durante o desenvolvimento retiniano e sdo substituidas por GFAP conforme o
amadurecimento do sistema, em circunstancias normais (JING et al. 2007). A glia de
Muller da retina de roedores expressa predominantemente vimentina e, apdés uma
lesdo, ela sofre uma rdpida mudanca na composicdo do citoesqueleto com a
regulacéo 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, bioquimicos e morfolégicos. Anatomicamente, esse processo
leva a um aumento no tamanho da glia de Muller, assim como seu crescimento fora
da retina neural, produzindo uma cicatriz que cria uma barreira fisica entre o epitélio
pigmentado da retina (RPE) e os fotorreceptores, impedindo a regeneracédo de
segmentos externos fotossensiveis danificados apos a reinsercdo retiniana
(ANDERSON et al., 1986).

De modo semelhante, esse fendbmeno também foi observado em outras
retinopatias, tais como: retinopatia diabética, deslocamento de retina, glaucoma e
processos inflamatérios (AMIN et al., 1997; HAMMES et al., 1995; HIRATA et al.,
2012; PANNICKE et al., 2005, 2006; RUNGGER-BRANDLE 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 expressao de GFAP pode ser induzida em células gliais
de Muller (WANG e PENG, 2017). Além disso, tem sido descrito que as células de
Muller, ao contrario dos neurdnios na retina, séo resistentes a uma variedade de

insultos, incluindo isquemia, hipdxia e hipoglicemia (POITRY-YAMATE et al., 1995).
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Uma possivel explicacdo para tal resisténcia pode ser devido ao seu metabolismo
energético especializado (WINKLER et al., 2000). Como ocorre em outros tipos de
células gliais, as células de Miller utilizam-se da glicélise para producéo de energia
e, portanto, possuem uma baixa taxa metabdlica de consumo de oxigénio. Diferentes
estudos tém demonstrado que as células de Miller podem resistir inclusive a andxia
de longa duracdo (POITRY-YAMATE et al., 1995 e WINKLER et al., 2000).

Outras respostas da glia de Miller a degeneracdo da retina induzida por
leséo incluem a inducéo da proliferacdo (GELLER et al., 1995; LEWIS et al., 2010) e
a regulacdo negativa de enzimas e moléculas vitais a homeostasia da retina, como
glutamina sintetase, anidrase carbbnica C e proteina ligadora de retinaldeido celular
(LEWIS et al., 1989). Além disso, 0 mau funcionamento do transporte de glutamato
glial contribui para o aumento de glutamato extracelular aos niveis de
excitotoxicidade. Sabe-se que na retinopatia diabética e na isquemia da retina ndo
h& alteracdo significativa na expressdo de GLAST (BARNETT et al., 2001;
PANNICKE et al, 2005, 2006; WARD et al, 2005), mas ha reducado da eficiéncia do
transporte de glutamato em células de Miuller (BARNETT et al., 2001; LI e PURO,
2002). Dessa forma, uma grande quantidade de glutamato fica disponivel para atuar
nos fotorreceptores, nas células bipolares e nas células ganglionares (BARNETT et
al., 2001), gerando a neurotoxicidade por glutamato.

Com relacdo a imunomarcacdo para o0 transportador EAAT-1, né&o
encontramos diferencas estatisticas quando comparamos animais SH e HI da
mesma idade. Entretanto, o perfil da marcacdo ao longo do desenvolvimento é
diferente nos animais HI: ocorre aumento na marcacgédo ja em P9 na CCG, enquanto
que, no grupo SH, esse aumento somente ocorre em P23, o que refor¢a, mais uma
vez, a identificacdo de um fendtipo reativo da astroglia, que € o grupo celular que
expressa majoritariamente esse transportador.

O aumento da marcacdo de EAAT-1 observado no grupo HI em P9, idade
anterior a do pico dessa marcacdo no grupo SH, também pode estar associado ao
aumento da reatividade da glia de Mduller, pois um trabalho anterior mostrou que a
glia de Muller 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). E importante destacar que, embora
nossos dados demonstrem o aumento do transportador em P9 na CCG, ndo ha

aumento da imunomarcagao para vimentina nessa idade, o que sugere que ha
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aumento nos transportadores, mesmo antes da resposta de hipertrofia/hiperplasia
dessas células (ver graficos 6 e 10).

Embora exista uma extensa literatura em humanos sobre a expressao do
transportador de glutamato na retina adulta (POW e BARNETT, 1999; POW e
ROBINSON, 1994), h4 dados limitados sobre a expressao de EAAT1 na retina de
mamiferos 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 € o
primeiro trabalho utilizando o insulto HI proposto por Savignon e colaboradores
(2012) que acompanha o desenvolvimento retiniano desde neonato até trinta dias
pos-natal (idade em que a retina ja é considerada madura), para avaliar a resposta
astroglial e o padréo da imunomarcacdo do transportador GLAST no contexto da
les&o hipbdxico-isquémica pré-natal.

Nossos resultados demonstram que o insulto HI sistémico também acarreta
gliose na retina observada, mesmo apdés o fim do periodo de desenvolvimento dos
seus diferentes tipos celulares, assim como altera a distribuicdo do transportador
GLAST ao longo do desenvolvimento, o que sugere um desbalanco glutamatérgico.
Além disso, reforcam que o modelo que vem sendo utilizado pelo grupo pode auxiliar
na investigacdo dos mecanismos relacionados as lesdes oriundas de eventos HI
durante o periodo gestacional, assim como na avaliacdo de novas ferramentas

terapéuticas.
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CONCLUSAO

que:

A partir da interpretacédo dos dados apresentados neste trabalho, concluiu-se

a) A leséo hipodxico-isquémica pré-natal foi capaz de promover gliose na retina,

demonstrada pelo aumento na imunomarcacdo para GFAP e VIM. Essa
gliose justifica a manutencdo do numero de corpos celulares na CCG e é um
dos fatores que pode contribuir para o aumento da morte das CGRs ja
descrita em trabalhos anteriores do grupo (FONSECA, 2016 e DINIZ-
TAVEIRA, 2018);

b) A alteracdo no padrdo da imunomarcacdo do transportador de glutamato

GLAST durante o desenvolvimento sugere que a excitotoxicidade
glutamatérgica (por reversao do transportador) também pode contribuir para

as lesdes oriundas da HI pré-natal na retina;

Nossos resultados reforcam a importancia desse modelo para avaliacdo dos

efeitos da HI pré-natal sobre o desenvolvimento do SNC.
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