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Resumo

Criangas que sofrem insultos hipoxico-isquémicos perinatais tém hipomielinizagéo,
astrogliose e desenvolvimento cortical alterado. Robinson e cols., usando um
modelo de hipdxia-isquemia (HI) por obstrucdo das artérias uterinas na rata
gravida, mostraram astrogliose, morte de oligodendrécitos e ruptura axonal na
prole. Neste trabalho avaliamos a expressido de 23 nucleotideo 3 fosfodiesterase
(CNPase) no cortex e cerebelo e a distribuicdo da NADPH-diaforase (NADPH-d)
no cerebelo de ratos submetidos a este modelo de HIl. Ratas no 18° dia de
gestacao foram anestesiadas, os cornos uterinos expostos e as 4 artérias uterinas
obstruidas por 45 minutos (Grupo HI). Animais controle tiveram os uteros expostos
sem sofrer a obstrugdo (Grupo Sham). Apds a cirurgia a gestagdo prosseguiu.
Somente animais nascidos a termo foram utilizados. Um terceiro grupo de animais
nao foi operado (Grupo NM). Apds anestesia e perfusdo-fixagdo com
paraformaldeido 4% aos 9, 23 e 90 dias poOs-natais, cortes coronais do
prosencéfalo e parassagitais do cerebelo foram obtidos em criétomo e submetidos
a imunohistoquimica para CNPase. Adicionalmente, cortes parassagitais do
cerebelo obtidos em criétomo foram submetidos a histoquimica para NADPH-d.
Observamos uma diminuigdo da imunorreatividade a CNPase no cingulum dos
animais HI comparados aos animais NM e Sham em todas as idades. Em P9, nos
animais HI, ha menor numero de células CNPase+ no cingulum e cértex motor.
Aos 23 dias, ha um menor numero de células e fibras CNPase+ no cortex motor e
mais corpos celulares no cingulum dos animais HI. Aos 90 dias, os animais HI
apresentaram menos fibras no cértex motor que os animais controle. No cerebelo,
observamos corpos celulares e fiboras CNPase+ em regiées mais distais na folha 1
nos animais NM e Sham que nos animais HI aos 9 dias. A imunorreatividade a
CNPase estava alterada na substancia branca e nas fibras na substéncia cinzenta
nos animais HI tanto aos 23 quanto aos 90 dias. A substancia branca nos animais
HI apresentaram maior numero de células marcadas para NADPH-d que os
animais controle aos 9 e 23 dias, sendo que em P23 a marcagido se encontrava
tanto no corpo celular quanto nos prolongamentos. As células de Purkinje na folha
1 apresentaram marcagao para NADPH-d+, tanto no corpo celular quanto na
arvore dendritica, nos animais NM e Sham, enquanto nos animais Hl somente a
arvore dendritica apresentava marcagao. Animais do grupo HIl aos 23 dias
apresentaram células NADPH-d+ na camada molecular das folhas 1, 6 e 10,
sendo que animais dos grupos controle ndo apresentaram células NADPH-d+
nesta regido. Este padrdo de marcagcdo se manteve nos animais adultos (P90).
Nossos resultados mostram alteragdes na oligodendroglia que podem ser
causadas por um menor numero de células progenitoras, problemas na migragao
aos destinos finais e/ou atraso na diferenciagdo. Mostramos também que a Hi
perinatal altera a distribuicdo das células NADPH-d+ durante o desenvolvimento
do cerebelo, com algumas destas alteragdes mantidas na vida adulta, indicando
um dano permanente nesta estrutura. Estas alteracdes poderdao resultar em
disturbios motores nos ratos adultos jovens que sofrerem HI perinatal, constituindo
entdo um modelo interessante para desenvolver novas estratégias terapéuticas.
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Abstract

Infant human brains show hypomyelination, astrogliosis and impairments in cortical
development after perinatal hypoxic-ischemic insults. Robinson and colleagues,
using a model of hypoxia-ischemia (HI) in which they clamped the uterine arteries
of pregnant rats, showed astrogliosis, oligodendroglial death and axonal rupture in
the offspring. In this work we evaluated the expression of 2’3’ cyclic nucleotide 3’
phosphodiesterase (CNPase) in motor cortex and cerebellum and the NADPH-
diaphorase (NADPH-d) distribution in the cerebellum of rats submitted to this Hl
model. Rats in the 18th gestation day were anesthetized, the uterine horns were
exposed and the four uterine arteries were clamped for 45 minutes. Sham controls
had the uterine horns exposed, but no arteries were clamped. Gestation proceeded
after surgery. Only full term animals were used. A third group of animals were not
submitted to the surgical procedure (NM). Animals were anesthetized and perfused
with 4% paraformaldehyde at 9, 23 and 90 days. Coronal prosencephalus and
parassagital cerebellum sections were submitted to CNPase
immunohistochemistry. Additionally, parassagital cerebellum sections were
submitted to NADPH-d hystochemistry. We observed a decrease in CNPase
immunoreactivity in the cingulum of HI animals at all ages compared with NM and
Sham animals. At P9 a lower number of CNPase+ cells in the cingulum and motor
cortex of HI animals was observed. At P23 we observed a lower number of
CNPase+ cells and fibers in the motor cortex and a greater number of cells in the
cingulum of HI animals. A lower number of CNPase+ fibers were observed in the
HI animals in the motor cortex at P90. In the cerebellum, at P9, CNPase+ fibers
and cells were observed in more distal positions in the folium 1 of Sham and NM
than in HI animals. The immunoreactivity to CNPase was altered in the white
matter and in the fibers in the gray matter of HI animals at P23 and P90. The
cerebelar white matter of HI animals showed a greater number of NADPH-d+ cells
than that of control groups at both P9 and P23. At P23 the labeling was observed
in the body as well as in the processes. Purkinje cells of Sham animals showed
NADPH-d+ labeling in the body and dendritic arborization at folium 1, meanwhile
animals of HI group did not show this labeling in the body, but the dendritic
arborization had a widespread strong labeling. HI animals at P23 showed NADPH-
d+ cells in the molecular layer of cerebellum folia 1, 6 and 10. Sham or NM animals
did not show NADPH-d+ cell in this region. This pattern was maintained up to P90.
Our results showed impairments in oligodendroglial cells that may have been
caused by reductions in the number of progenitors, alterations in migration patterns
and/or delays in differentiation. We also showed that perinatal HI altered the
distribution of NADPH-d+ cells during cerebelar development and that some
alterations persist into adulthood, which suggests a permanent impairment. These
alterations could lead to motor deficits in young adult HI rats, which, if present,
could be used in devising new therapeutic strategies.
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X

M — molar

mL — mililitro

mg — miligrama

MBP — proteina basica de mielina, do inglés myelin basic protein
M3 — receptor de acetilcolina

NADPH - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
NBT — azul de tetrazol, do inglés nitrobluetetrazolium

NG2 — proteoglicanos sulfatados de ratos

NGS — soro normal de cabra, do inglés normal goat serum

NM — n&o manipulado

NMDA — N-metil D-aspartato

NOS - éxido nitrico sintase, do inglés nitric oxide synthase
NNOS - isoforma do tipo | ou neuronal da 6xido nitrico sintase
OCT - optimal cutting temperature (meio de inclusao)

ON - éxido nitrico

O, — oxigénio molecular

P10 — dez dia pds-natal

P30 — trinta dias pos-natal

P45 — quarenta e cinco dias pos-natal

P90 — noventa dias pos-natal

PBS - salina tamponada com fosfato, do inglés phosphate buffer saline
PDGFaR — receptor alfa do fator de crescimento derivados de plaquetas, do inglés
plateled derived growth factor alpha receptor

PLP — proteina proteolipidica

PSA-NCAM - a forma embrionaria polisialilada da molécula de adesao celular
neural

RNAm — acido ribonucléico mensageiro

SARRN - sindrome da angustia respiratéria do recém-nascido
SB - substancia branca

SHAM - controle cirurgico

SN — substéncia negra

SNC - sistema nervoso central

TH — tirosina hidroxilase

VSM — véu supra-medular

ZSV — zona sub-ventricular

MM — micrémetro

4V — quarto ventriculo



indice de Figuras

FIGURA 1 - Linha de tempo mostrando os periodos do desenvolvimento neural,
comparando ratos € NUMANOS...........uuiiiiiiiii e e 7

FIGURA 2 - Esquema da estrutura do cértex cerebelar.............cccceeeeeeiieenninnnnn. 11

FIGURA 3 — Esquema representativo do desenvolvimento do cerebelo, mostrando
as zonas germinativas e a diregdo da migragédo dos progenitores neuronais........ 14

FIGURA 4 — Representacdo esquematica do desenvolvimento do cerebelo e o
padrao de migracéo dos progenitores de oligodendrocitos...........cccooeevveiiiiiiiieeeens 16

FIGURA 5 — Representagao esquematica da formagao do 6xido nitrico, e os co-
fatores Necessarios @ SUa SINESE..........ooviiiiiiiiiii e 19

FIGURA 6 — Fotografia de uma rata gravida com as 4 artérias uterinas obstruidas

POr PINCASs NEMOSTALICAS. .......coeiiiiii e e 23
FIGURA 7 — Imunomarcacgao para CNPase no cortex motor..............cccevvvvvnnnnnn. 30
FIGURA 8 — Imunomarcacgao para CNPase na folha 1 de animais P9.................. 32
FIGURA 9 — Imunomarcacgao para CNPase na folha 1 de animais P23................ 34
FIGURA 10 — Imunomarcagao para CNPase na folha 1 de animais P90.............. 36
FIGURA 11 — Imunomarcagao para CNPase na folha 6 de animais P23.............. 38
FIGURA 12 — Imunomarcagao para CNPase na folha 6 de animais P90.............. 40
FIGURA 13 — Histoquimica da NADPH-d em animais P9............ccccccvvviiiicennnn. 42
FIGURA 14 - Histoquimica da NADPH-d na folha 1 de animais P23.................... 44
FIGURA 15 — Histoquimica da NADPH-d na folha 10 de animais P23................. 45
FIGURA 16 — Histoquimica da NADPH-d na folha 1 de animais P90.................... 47
FIGURA 17 — Histoquimica da NADPH-d na folha 10 de animais P90.................. 48

FIGURA 18 — Histoquimica da NADPH-d na substancia branca de animais P9....50

FIGURA 19 - Histoquimica da NADPH-d na substancia branca de animais P23..52



X1

indice

1.Introducao

1.1 - CoNSIderagOes INICIAIS. ......cccceeee e e e e e 1
1.2 - Modelos de hipOXia-iSQUEMIA. ..... ... e e e e e e e e e e e eeeeeeeeees 3
1.3 - Desenvolvimento do Sistema nervoso central..............oooovviiiiiiciiiinineeeeeee, 5
1.4 - OligOdeNdrOCITOS. . ...ttt e e e e e e e e e e e e 8
1.5 = CIEDEIO. ... e 10
1.6 = OXIAO NILTICO. ... ettt 17
2.0DJELIVOS ... e 21

3.Material e métodos

3.1 - Realizagado da Hipdxia — Isquemia...........coooiiiiiiiiiiiiiee e 22
3.2 - Processamento hiStOlOQICO..........cooiiiiiiiiiiieeee e 24

3.3 - IMUNONIStOQUIMICA. .....eueiiiiiiieee e e e e e e e e e e aeeeaeennaes 25

3.4 - Procedimento hiStOQUIMICO.........cooiiiiiii i 26
3.5.Andlise das laminas e aquisiCA0 de IMAageNnS..........coovviiiiiiiiiiiiiiie e 27
4.Resultados

4.1.a — ldentificacdo da CNPase no cortex motor...........cceeeevvvvvieeieiieeiiiceeeeeeeenn, 28
4.1.b — Identificacdo da CNPase no cerebelo............vvvvieeeeeiiiieiiiicciee 31

4.2 — Histoquimica da NADPH-dIiaforase ..........ccccooeeiiiiiiiiiiiiiie e 41

S5.DISCUSSAO..........ccuiiiiieiece et 53
B.CONCIUSOCS............ooeeieeeee e 61

7.Referéncias bibliograficas..........................ccooooiiiii 63






1.INTRODUGAO

1.1.Consideragoes iniciais

Insultos sistémicos peri e pré-natais alteram o desenvolvimento do sistema
nervoso central (SNC), ocasionando diferentes danos ao individuo, sendo que
estes sao relacionados com o tipo de insulto, o periodo do desenvolvimento em
que ocorrem, a intensidade e a area afetada. Apesar dos avangos na medicina
neonatal, permanece estavel a propor¢cao de criangas com déficits neuroldgicos
apos sofrerem insultos perinatais (Nelson et al., 2003). A interrupgdo momentanea
ou permanente do fluxo sanguineo e aporte nutricional caracteriza uma dessas
lesdes, a hipoxia-isquemia (HI). Eventos de HI podem levar a atraso cognitivo e
problemas no desenvolvimento motor, hiperatividade, dificuldade de concentracao
(du Plessis & Johnston, 1997; Filloux et al, 1996), e em casos mais graves a
epilepsia e paralisia cerebral em criangas (Nelson et al., 2003).

A paralisia cerebral € uma desordem debilitante, ndo progressiva, afetando
principalmente o sistema motor e sendo fortemente relacionada com injurias
cerebrais perinatais (Kuban & Leviton, 1994; Volpe, 2001, 2003). A prematuridade
e corioamniotite também tém sido associadas com a paralisia cerebral como um
fator de risco (Perlman et al., 1996; Spinillo et al., 1998; Terzidou & Bennett, 2001;
Verma et al., 1997; Wu & Colford, 2000). Problemas no aprendizado sao
considerados mais comuns em criancas prematuras, onde ha um risco de 3 a 5
vezes maior de estas serem afetadas na leitura, fala, matematica ou escrita
(Aylward, 2002)

A HI é a segunda principal causa de mortalidade e doengas neuroldgicas
cronicas em neonatos, perdendo apenas para a sindrome da angustia respiratéria
do recém-nascido (SARRN — anteriormente chamada de doenga da membrana
hialina). A asfixia sisttmica pré-natal pode ocorrer tanto por um processo
mecanico, insuficiéncia placentaria, trabalho de parto prolongado, dobras no
cordao umbilical, ou mesmo incapacidade de o neonato comecar a respirar (de

Haan et al., 2006), assim como outros fatores de risco, entre eles o tabagismo



materno, anemia, hipotens&o, nascimentos multiplos e uso de drogas (Pundik et
al., 2006).

As estatisticas indicam que de um a seis recém-nascidos em mil
nascimentos passaram por um evento de asfixia sistémica (Hill, 1991; Pierrat et
al., 2005; Thornberg et al.,1995). Em recém-nascidos prematuros (ou baixo peso)
a incidéncia de asfixia € de 60% e, 20 a 50% dos bebés que passaram pelo
evento de hipoxia apresentam encefalopatias durante os seus primeiros meses de
vida. Dos que sobrevivem, mais de 25% exibem déficits neurofisiolégicos
permanentes como: retardamento, paralisia cerebral, dificuldade de aprendizado
ou epilepsia (Vanucci et al, 1999).

Estudos post mortem, em criangas que passaram por eventos de HI,
demonstraram a perda de oligodendrdcitos, hipomielinizagcdo e astrogliose (Marin-
Padilla, 1997), além de desenvolvimento cortical perturbado (Marin-Padilla, 1999).
A inerente dificuldade de diagndstico, prevengao e tratamento de eventos de
hipéxia-isquemia em humanos levou, e ainda leva, a criacdo de modelos
experimentais na tentativa de elucidar os diferentes eventos que decorrem das
injurias peri e pré-natais. A caracterizagdo de modelos in vitro e in vivo para o
estudo dos efeitos e mecanismos da HI permitiu o desenvolvimento, ao longo das
décadas, de varias intervengbes farmacolodgicas na tentativa de amenizar as
neuropatologias ocorridas apdés uma injuria no desenvolvimento, incluindo o uso
de glicocorticéides, antagonistas de receptores glutamatérgicos, inibidores de
radicais livres, bloqueadores de canais de calcio, entre outros (Altman et al, 1984;
Barks et al., 1991; Hagberg et al., 1994; Gunn et al., 1989; Palmer et al., 1993.)

A terapéutica futura, assim como as estratégias de prevengao, necessita de
conhecimentos gerados a partir dos diferentes modelos de HI disponiveis.
Portanto, € evidente a importancia da compreensao dos eventos que levam a Hl e
os que decorrem de lesdes por esse tipo de insulto no desenvolvimento do SNC,
assim como as diversas estruturas que podem ser afetadas e suas

consequéncias.



1.2.Modelos de hipdéxia isquemia

Em 1960, Levine criou o primeiro modelo de HI, que era baseado na
oclusao unilateral das artérias carétidas, momentanea ou permanentemente, no
rato adulto. Em 1981, Rice o modificou, realizando a oclusdo em ratos com 7 dias
de vida. Neste modelo os danos ocorrem no hemisfério ipsilateral, com o
hemisfério contralateral servindo como controle do experimento. Os danos
observados ocorrem no cértex cerebral, substancia branca periventricular, estriado
e hipocampo (Rice et al., 1981). Diversos pesquisadores passaram a utilizar este
modelo para verificar as consequéncias das lesbes na plasticidade cerebral
durante o desenvolvimento (Silverstein & Johnston, 1984; Romijin et al., 1992), da
neurotoxidade glutamatérgica (Silverstein et al., 1991; Gordon et al., 1991), da
neurotoxidade do oxido nitrico (Ferriero et al., 1988; Ferriero et al., 1995) e nos
sistemas de neurotransmissores durante o evento de HI (Burke et al., 1991,
Romijin et al., 1992). Apesar dos inUumeros achados observados neste modelo a
partir de entdo, uma critica que pode ser feita € o fato de ele ndo mimetizar uma
lesao sistémica, o que €, freqientemente, o que ocorre em humanos.

Algumas variagbes foram feitas nesse modelo, associando a ligagéo
unilateral das carétidas com um periodo variavel numa camara hipobarica, ou
mesmo a ligacao bilateral das artérias caroétidas. Foram observados aumento de
apoptose no hipocampo, giro denteado, talamo laterodorsal, assim como areas
corticais e nucleos da base (Nakajima et al, 2000) e infarto do cortex
frontotemporal (Mark et al, 2004). Em 2003, Arteni e colaboradores, utilizando o
modelo de ligacéo unilateral das artérias carétidas, esquerda ou direita, encontrou
danos comportamentais em ratos machos adultos: déficit em memoria e
aprendizado utilizando o teste de Morris water maze (labirinto aquatico de oito
bragos), e déficits cognitivos relacionados ao hemisfério lesionado.

Em outro modelo de HI pré-natal criado por Bjelke e colaboradores (1991),
os cornos uterinos da fémea s&o retirados e imersos em agua a 37° C por 15 a 21
minutos, no vigésimo segundo dia de gestagao (E22). Depois da asfixia os filhotes

sao retirados do utero e ressuscitados. O filhote controle é retirado do utero por



cesareana antes do procedimento de asfixia. Através desse modelo foi verificado
um aumento no numero de corpos celulares imunorreativos para a tirosina
hidroxilase (TH) na zona compacta da substancia negra (SN). O aumento do
numero de neurbnios dopaminérgicos marcados foi associado ao aumento da
expressdo do gene do fator basico de crescimento de fibroblasto (bFGF) tanto na
SN quanto na area tegmental ventral (ATV) (Andersson et al., 1995). Ratos
adolescentes (P30-P45) que passaram por este modelo de hipoxia nao
apresentaram alteragcdes em teste de comportamento de busca e discriminagao de
objetos novos (novelty seeking behaviour), enquanto animais adultos
apresentaram diminuicdo de atividade locomotora e menor comportamento
estereotipado (Venerosi et al.,, 2004). Em outro estudo foram observadas
alteragdes comportamentais tanto nos animais que sofreram apenas a cesareana
quanto em animais que passaram por hipdxia (Venerosi et al., 2006).

Tan, em 1998, descreveu um modelo de hipdxia onde um baldo de ar era
inflado dentro das artérias uterinas de coelhas gravidas no vigésimo nono dia de
gestacgao (coelhos nascem a termo com aproximadamente 32 dias). Nesse modelo
foi detectada imediatamente bradicardia nos fetos e diminui¢gdo da microcirculagao
no cortex cerebral. Também foi observada a formagédo de nitrotirosina, um
marcador da producao de espécies reativas derivadas de éxido nitrico (ON) como
peroxinitrito. Houve um aumento significante de 6xidos de nitrogénio, peroxidagao
de lipideos e oxidagdo de proteinas, com diminuigdo concomitante da capacidade
antioxidante. Nesse mesmo modelo, Derrik, em 2004 mostrou hipertonia em
coelhos com um dia de vida, numa bateria de testes neurocomportamentais
desenvolvidos especificamente para esses animais. Os filhotes do grupo que
sofreu a lesdo hipdxica apresentavam alteragdes em testes de locomocéao
espontanea, atividade motora de reflexo, e coordenacéo no ato de sugar e engolir.

Com o intuito de criar um modelo capaz de mimetizar os eventos que
podem ocorrer em humanos, Robinson estabeleceu em 2005 um modelo de Hi
pré-natal, onde o fluxo das artérias uterinas da rata gravida é obstruido por 15, 30
ou 45 minutos no décimo oitavo (E18) dia de gestagdo (nascimento,

aproximadamente, em E22). Neste modelo foram observadas astrogliose na


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=

substancia branca, morte de oligodendrécitos, e lesdo axonal tanto na substéancia
branca como no cértex cerebral, principalmente nos animais submetidos a HI por
45 minutos (Robinson et al., 2005), alteracbes estas que sdo similares as
observadas em cérebros humanos que passaram por hipoxia perinatal (Marin-
Padilla,1997, 1999). Morfologicamente, 87% dos ratos jovens que foram
submetidos a isquemia tém lesdo na substancia branca detectavel em seccdes
coronais. Mas, dentre estes animais, nem todos possuem a mesma severidade de
lesdo: 27% possuem lesodes leves, 33% moderadas e 27% lesdes criticas severas.
Algumas hipdéteses para as lesdes celulares ocorridas apés HI sdo a
vulnerabilidade das linhagens celulares de oligodendrocitos em desenvolvimento
(Kinney & Back, 1998), o aumento do nivel de radicais livres (Volpe, 2001 e 2003),
0 aumento anormal da expressao de citocinas pro-inflamatdrias (Baud et al, 1999;
Dammann & Leviton, 1997; Nelson et al, 2003) e da toxicidade excitatoria
glutamatérgica (Kavanaugh et al., 2000, ltoh et al., 2002; Tekkok & Golberg,
2001).

Embora existam outros modelos de injuria cerebral e de HI que estudam os
mecanismos das lesdes nos sistemas de neurotransmissores e da plasticidade
cerebral no desenvolvimento, esses ndao mimetizam integralmente insultos
sistémicos ocorridos no final do segundo terco/inicio do ultimo trimestre de
gestacdo humano (Back et al., 2001), e que provavelmente sdo uma causa
importante de nascimentos prematuros e de baixo peso (Pundik et al., 2006). Este
modelo, portanto, pode mimetizar os efeitos estruturais e funcionais de uma lesao
ocorrida neste periodo, e ser utilizado para a compreensao dos mecanismos
envolvidos nas alteragcdes celulares como também na citoarquitetura de diversas
estruturas cerebrais importantes, relacionados com o controle motor, com o

aprendizado e a memoria.

1.3.Desenvolvimento do sistema nervoso central

O sistema nervoso central, formado por neurénios e células gliais, comega

seu desenvolvimento ainda no periodo embrionario, e termina na vida pos-natal,



tanto em roedores quanto em humanos. Durante o desenvolvimento, ocorrem
algumas janelas temporais, as quais sao cruciais para o pleno desenvolvimento.
Qualquer perturbacdo ocorrida nestes intervalos de tempo pode acarretar
alteracbes celulares, como eventos de migracdo neurais, morte celular por
apoptose ou necrose, entre outros, que poderdo comprometer a fungdo neural ao
longo da vida.

No inicio do desenvolvimento do sistema nervoso, ocorre a histogénese
neural e migracao celular. Estes dois eventos estdo entre os primeiros processos
a ocorrer no encéfalo de mamiferos e sdo bem precoces. No cértex de mamiferos,
neurdnios tém origem na zona ventricular e células gliais tém origem na zona sub-
ventricular (ZSV) (Doetsch et al., 1997), a qual € um mosaico de progenitores
multipotentes, que dependem de um numero grande de fatores tréficos e de outras
pistas ambientais, que podem influenciar o destino e a sobrevivéncia destas
células (Jensen & Raff, 1997).

A expressao temporal de genes especificos, como da proteina
morfogenética de osso (BMPs), Notch, entre outras, e interagdes célula-célula,
induzindo ou inibindo a diferenciacdo de células germinais em neurbnios ou
células gliais é de fundamental importancia para que o sistema nervoso tenha o
numero normal de células neurais. Durante a diferenciagdo, os neurdnios
comegam a estender seus axbnios, e a estabelecer contatos sinapticos com
células alvo. Este processo depende de um grande numero de moléculas-guia,
repulsivas ou atrativas as células em migracdo e da expressdao de genes que
codificam proteinas que se localizam em sinapses resultando na formacéo,
acumulo e trafego direcional de vesiculas transportando complexos protéicos pré e
pos-sinapticos. Axdnios e dendritos comegcam a fazer contatos, por vezes
transitorios. A definicdo das sinapses corretas € controlada por um grande numero
de fatores troficos liberados no meio, receptores e moléculas sinalizadoras que
tornam os neurbénios mais receptivos a formar sinapses (para revisdo ver Clarissa
et al, 2005).

Outra fase corresponde a um periodo mais tardio do desenvolvimento, onde

também ocorrem a proliferagcdo, migracao e diferenciagdo neuronal do cerebelo e



hipocampo (Koibuchi & Chin, 2000; Gould et al,1991). A fase final pode ser
considerada o encéfalo maduro, apesar de que isto ndo significa a ndo ocorréncia
de mudangas, mas sim uma aparente estabilidade. Processos como neurogénese
no hipocampo, em adultos, assim como a mielinizagdo continuam a ocorrer por um
periodo longo da vida.

Estes periodos do desenvolvimento encefalico ocorrem em diferentes
tempos em diferentes espécies, e também em diferentes regides do sistema
nervoso central. A Figura 1 mostra de maneira geral os eventos do
desenvolvimento neural e compara em escala temporal o que ocorre em humanos
e ratos. O surgimento e desenvolvimento de oligodendrdcitos que povoardo o
coértex cerebral tem inicio por volta do 18° dia de gestagdo em ratos e por volta do
inicio do terceiro trimestre de gestacdo em humanos. A maturacdo neuronal e
formacéao cerebelar e hipocampal tém seu inicio ainda na vida embrionaria, tanto
em ratos quanto em humanos.

Desenvolvimento do SNC

Histogénese neuronal

Migracao neuronal

Rato

0 5 10 15 20 5 10 15 20 25 30
Dias em idade gestacional Dias em idade posnatal
Humanos
0 3 6 0 3 6
Meses em idade gestacional Meses em idade posnatal

Figura 1: Linha de tempo mostrando os periodos do desenvolvimento neural, em ratos e humanos, e os
eventos que ocorrem nos periodos pré e pés-natal. Adaptado de Anderson e colaboradores, 2003.



1.4.0ligodendrécitos

O termo oligodendroglia foi introduzido por Del Rio Hortega (1921) para
descrever aquelas células que mostram poucos prolongamentos na técnica com
material impregnado com metais. Além dos oligodendrdcitos responsaveis pela
formacao de mielina, existem também oligodendrécitos satélites (Penfield, 1932),
que podem né&o estar diretamente ligados a formagdo e/ou a manutencédo da
bainha de mielina. Estes s&o perineuronais e parecem atuar na regulagdo do
microambiente ao redor dos neurdénios (Ludwin, 1997; Peters et al., 1991).

Oligodendrécitos humanos iniciam sua diferenciacdo durante o terceiro
trimestre de gestacédo e no periodo neonatal (Back et al., 2001), o que torna este
sub-tipo glial particularmente suscetivel a injurias perinatais (Kinney & Back,
1998). Oligodendrocitos sao especialmente vulneraveis a hipdxia-isquemia
neonatal e sdo preferencialmente perdidos apds ligagdo unilateral da artéria
carotida combinada com hipdxia em roedores (Back et al., 2002a,b; Jelinski et al.,
1999; Liu et al.,, 2002; Skoff et al.,, 2001). Em criangas muito prematuras,
oligodendrdcitos progenitores e oligodendrdcitos imaturos s&o particularmente
vulneraveis a deplecao de anti-oxidantes e a exposigao a estresse oxidativo (Baud
et al, 2004). Embora o desenvolvimento do sistema nervoso de ratos e de
humanos seja bem diferente na complexidade e em aspectos da mielinogénese,
marcadores estagio-especificos da oligodendroglia marcam células similares nas
duas espécies (Back et al., 2002a,b).

Oligodendrécitos se originam de precursores migratérios e mitéticos,
passam a progenitores, e com a progressiva maturacdo passam a ceélulas pos-
mitoticas produtoras de mielina (Miller, 2002). A expressdo sequencial de
marcadores do desenvolvimento, identificados por um painel de anticorpos
especificos da oligodendroglia divide a linhagem em diferentes estagios
fenotipicos, caracterizados pela capacidade proliferativa, habilidade de migracéo e
mudangas morfolégicas dramaticas, desde células com morfologia unipolar e
bipolar (precursores e progenitores) até células com multiplos prolongamentos e

expansdes de membrana (oligodendrécitos maduros mielinizantes).



Caracterizam os estagios com maior capacidade proliferativa (precursores e
progenitores) os gangliosideos de superficie, ainda ndo totalmente caracterizados,
identificados pelo anticorpo A2B5 (Raff, 1989); o receptor alfa do fator de
crescimento derivados de plaquetas (PDGFRa) (Hart et al., 1989; Decker &
french-Constant, 2004); os proteoglicanos sulfatados de ratos (NG2) (Nishiyama et
al., 1996), que aparecem logo depois do PDGFRa e se co-localizam com este
tanto in vivo quanto in vitro (Nishiyama et al.,, 1996); a forma embrionaria
polisialilada da molécula de adesao celular neural (PSA-NCAM), (Ben-Hur et al.,
1998); nestina, uma proteina que distingue linhagens de células neuroepiteliais
(Lendahl et al., 1990); e o RNAm para 2’,3’ nucleotideo ciclico 3’ fosfodiesterase
(CNPase ), que é o primeiro marcador protéico especifico de oligodendrécito a
surgir (de Vries et al, 1997).

Apds a migracdo no SNC de mamiferos, progenitores se estabelecem ao
longo do caminho das fibras da futura substancia branca e se transformam em
pré-oligodendrécitos, células com multiplos prolongamentos, que mantém a
propriedade de divisdo celular. O pré-oligodendrocito se torna oligodendrocito
imaturo, caracterizado em ratos pelo aparecimento do antigeno lipidico
galactocerebrosideo (GalC), e pela perda da expressdo dos antigenos
reconhecidos pelo anticorpo A2B5 na superficie da célula (Raff, 1989). Em
cerebelos de ratos, a CNPase aparece ao mesmo tempo do GalC, e a proteina
basica de mielina (MBP) é expressa 2-3 dias depois, juntamente com a proteina
proteolipidica (PLP) (Baumann & Pham-Dinh, 2001) e imediatamente antes da
formagao de mielina.

A partir de sua expressdo, a CNPase € encontrada inicialmente no corpo
celular, sendo posteriormente distribuida para os prolongamentos (para reviséo
ver Dyer, 2002). Na fase de embainhamento dos axdnios pelo prolongamento de
oligodendrécito a CNPase se encontra ancorada na membrana plasmatica e
relacionada com o citoesqueleto (Brophy, 1992). Quando os niveis de MBP
aumentam, a CNPase é deslocada da membrana e a MBP interage com os
fosfolipideos de membrana dando inicio a compactagédo da bainha de mielina

(Brophy, 1992; Dyer, 2003). Na mielina madura a CNPase se localiza apenas nas
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regides de mielina ndo-compacta, onde ainda é encontrado citoplasma de
oligodendrdcitos, algas interna e externa e algas paranodais (Kim & Pfeiffer, 1999).

Uma das maneiras de se detectar lesdes em oligodendrdcitos € a avaliagao
da mielina em animais durante o desenvolvimento e adultos. Varios autores
(Pantoni et al, 1996; Mandai et al,1997; Mcdonald et al, 1998; Petito et al, 1998;
Lyons & Kettenmann, 1998, Robinson et al, 2005) tém mostrado danos na
substancia branca apos eventos de HlI em ratos neonatos. A CNPase é um
marcador excelente para esta avaliacdo pois é expresso precocemente na
linhagem oligodendroglial, inclusive em células com capacidade proliferativa
(Barradas et al, 1998), e pode também ser identificado na mielina madura (Kim &
Pfeiffer, 1999).

1.5.Cerebelo

O cerebelo esta localizado na fossa craniana posterior, dorsalmente a ponte
e ao bulbo e separado dos hemisférios cerebrais por uma dobra de dura-mater, a
tenda do cerebelo. O cerebelo esta ligado ao tronco encefalico através dos
pedunculos (superior — axdnios eferentes; médio — axbnios aferentes; inferior —
axbnios eferentes e aferentes) Ele esta recoberto por um cortex (substancia
cinzenta que contém os corpos celulares de neurbnios). Esta camada cortical
envolve uma regido que contém, predominantemente, axdnios mielinizados
(substancia branca) e os nucleos profundos.

O cerebelo é uma grande parte do encéfalo em todos os vertebrados. Em
humanos constitui cerca de 10% do peso encefalico, mas suas células granulares,
pequenas e densamente empacotadas fazem com que haja nesta pequena
estrutura aproximadamente 50 bilhées de neurbnios (Zagon, 1997). Esta imensa
quantidade de neurbnios permite uma enorme capacidade de processamento de
informagdes, oriundas principalmente do coértex cerebral, relacionada
tradicionalmente, desde a década de 60, ao sistema motor (Albus, 1971; Blomfield
& Marr, 1970; Marr, 1969). Métodos de imageamento funcional tém mostrado

atividade cerebelar evocadas comumente em condi¢des muito distintas daquelas
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de dominio do controle motor, sugerindo outras fun¢gées que ndo as tradicionais
(Fiez et al, 1996; Allen et al, 1997; Ivry & Baldo, 1992; Kim et al, 1994).
Corroborando com estas descobertas, alguns estudos também sugerem
associacdes entre patologias cerebelares e desordens de fungdes superiores,
relacionadas a cogni¢do, memoria e aprendizado, que ndo podem ser explicadas
apenas por lesdes no controle motor (Schmahmann, 2004; Desmond et al, 1998,
Chen & Desmond, 2005).

O cortex cerebelar maduro contém trés camadas celulares que de fora para
dentro sdo: a camada molecular, camada de Purkinje e camada granular, estando
esta ultima em contato com a substédncia branca. No coértex cerebelar estdo
presentes cinco tipos de neurdnios com distribuicdo diferente pelas camadas
corticais (Figura 2). Na camada molecular estdo presentes as células estreladas,
e no limite entre esta camada e a camada de células de Purkinje se localizam as
células em cesto. Na camada granular estao localizadas as células de Golgi e as

células granulares.

Fitvras
- paralolas
|
J— Celula de
= Purkinje
Ceila
Camada maolecular | franular
Camada de cefulas |
de Purkinje |
Fibras
Trepadeiras
Camada granular
Filiras
Musgosas

Subslancia trand

B

Figura 2 — Estrutura do cortex cerebelar. A — Representagdo esquematica do coértex cerebelar maduro
mostrando a organizagdo das camadas molecular, de células de Purkinje e de células granulares. B — As
aferéncias mais importantes das células de Purkinje s&o as fibras paralelas, originarias das células granulares
e as fibras trepadeiras originarias da oliva inferior. As aferéncias mais importantes das células granulares sao
as fibras musgosas, originarias de neurdnios do nucleo pontino. (Modificado de Bear et al., 1995).
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A principal unidade processadora de informag¢ao no cerebelo € a célula de
Purkinje. Estas estdo organizadas em monocamadas entre a camada molecular e
a granular, integrando informacdes de dois outros importantes pontos de re-
transmissao pré-cerebelares: nucleo olivar inferior e nucleo pontino. Cada célula
de Purkinje recebe até 200.000 entradas de informagéo provenientes das fibras
paralelas, as quais recebem as informagdes do nucleo pontino. Ja outra classe de
fibras, as chamadas fibras trepadeiras, recebem informacdées do nucleo olivar
inferior. Cada uma dessas fibras forma multiplas sinapses com cada célula de
Purkinje. Devido as caracteristicas singulares da organizagéo cerebelar, como sua
regularidade, provavelmente ha também uma uniformidade quanto ao modo como
o cerebelo processa as informagdes que chegam, e como transmite informacgdes
aos seus alvos (Bloedel, 1992).

O cerebelo pode ser dividido regionalmente de acordo com suas aferéncias
principais, que sao tradicionalmente descritas como trés divisbes funcionais
(Kandel et al., 2000):

- O cerebelo vestibular, ou vestibulocerebelo, que recebe aferéncias do
labirinto vestibular, participa da manutencdo do equilibrio e do controle da
cabeca e do movimento ocular;

- O cerebelo espinhal, ou espinocerebelo, que recebe aferéncias sensoriais
somaticas altamente organizadas oriundas da medula espinhal, e é
importante no controle da postura e do movimento do tronco e dos
membros.

- O cerebelo telencefalico ou cortical, ou cerebrocerebelo, que recebe
aferéncias do cortex cerebral e participa do planejamento dos movimentos.

Esta regido é a mais recente na escala filogenética.

Em roedores, grande parte do desenvolvimento do cerebelo ocorre ao final
da gestacao e nos primeiros dias da vida pos-natal. Ainda na vida embrionaria o
primordio cerebelar se origina por espessamento dos labios rdmbicos em torno do

décimo quarto dia embrionario (E14). A populagao celular dos nucleos cerebelares
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e do cértex cerebelar tem origens distintas. Como acontece em outras porgdes do
tubo neural, o neuroepitélio da regido do labio rédmbico sofre uma intensa
proliferagdo para produzir as chamadas zona ventricular, zona do manto e zona
marginal (Figura 3). Entretanto, em um periodo posterior do desenvolvimento uma
nova camada de células proliferativas aparece na regido mais superficial da zona
marginal. A zona ventricular proliferativa é entdo chamada de camada germinativa
interna (CGl) e a nova camada é chamada de camada germinativa externa (CGE).
A CGI da origem aos neuroblastos primitivos nucleares, que migrarao para formar
0S nucleos cerebelares, a partir do décimo sexto dia embrionario (E16). Além
disto, esta camada produz outros dois tipos de neuroblastos que migram para o
cortex cerebelar, os neuroblastos primitivos de Purkinje, que se diferenciam para
formar as células de Purkinje, e os neuroblastos de Golgi, que se diferenciam para
formar as células de Golgi.

A camada germinativa externa sofre trés ondas de proliferacédo para
produzir, em sucesséao, as trés populagdes de neuroblastos cerebelares restantes
no cortex cerebelar: os neuroblastos em cesto, os granulares e os estelares. Estas
células migram tangencialmente pela superficie externa do cerebelo em
desenvolvimento e posteriormente migram radialmente para seus locais definitivos
nas camadas do cortex cerebelar descritas previamente, a partir de E18 e nos
primeiros dias da vida pés-natal. A Figura 3 mostra esquemas do surgimento da
zona marginal, as camadas germinativas interna e externa e a direcdo da

migracao dos neuroblastos.
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Figura 3 — Desenvolvimento do cerebelo. A — Formac&o das zonas marginal, do manto e ventricular a partir de
intensa proliferagdo das margens do labio rombico. B — Neuroblastos s&do produzidos pela proliferagéo celular
na camada germinativa interna (CGl), adjacente a zona ventricular, e na regido mais periférica da zona
marginal que constitui a camada germinativa externa (CGE). C — Neuroblastos produzidos na CGE migram
tangencialmente e radialmente constituindo a camada molecular e granular. Neuroblastos produzidos na CGI
incluem os neuroblastos de Purkinje, que migram para fora e se localizam entre as camadas granular e
molecular (camada de células de Purkinje (cf.Figura 2) e os neuroblastos que constituem os nucleos
profundos do cerebelo. Modificado de Larsen, 1993.

No fim da década de 1980, trabalhos do grupo de Goldman, utilizando uma
série de marcadores celulares como: o gangliosideo GD3, presente em células
neuro-epiteliais; o gangliosideo GQ1 (reconhecido pelo A2B5); anidrase carbdnica
Il, Galactocerebbrosideo (GalC) e MBP, marcadores da oligodendroglia; e
marcadores precoces (vimentina) e tardios (GFAP) da astroglia; demonstrou
divergéncia precoce de células astrogliais e oligodendrogliais no cerebelo, com o
ultimo tipo se originando de precursores da zona sub-ventricular do IV ventriculo
(LeVine & Goldman, 1988). A diferenciagao da oligodendroglia do cerebelo do rato
também foi estudada nesta mesma época utilizando, além dos marcadores ja
citados, a CNPase. Neste trabalho foi demonstrada a origem dos oligodendrocitos
do cerebelo a partir de precursores do véu supra-medular e da regido adjacente

ao IV ventriculo (Reynolds & Wilkin, 1988). Ao nascimento, oligodendroglia que
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expressa CNPase (CNPase+) € encontrada na base do cerebelo (Figura 4A —
setas). Apds 1 dia (Figura 4B) esta presente na folha 1, e com o avango do
desenvolvimento ja é encontrada em todas as folhas cerebelares (Figura 4C e D).

O cerebelo apresenta aspectos préprios que o torna distinto de toda e
qualquer outra estrutura encefalica. Primeiramente, o cortex cerebelar com suas
células organizadas de maneira regular e simples, repetidas de maneira muito
semelhante ao longo de toda a estrutura. Além disso, a natureza de suas
conexdes com outras areas, em particular com o coértex cerebral. Essas
caracteristicas fazem com que qualquer alteragdo na estrutura regular possa
alterar o processamento de informacdes, acarretando possiveis danos ao

individuo.
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Figura 4 - Representacdo esquematica do desenvolvimento oligodendroglial no cerebelo do rato do
nascimento até P10, como determinado pela imunohistoquimica para diferentes marcadores. (A) Nascimento,
(B) 24 h, (C) 5 dias, (D) 10 dias. Os diagramas foram desenhados a partir de fotografias de segdes
parassagitais coradas com azul de toluidina apds a imunohistoquimica, de acordo com os simbolos: x, células
GD3+; O, células GalC+/CNPase+; A, corpos de células GalC+/CNPase+/MBP+; =, pequenos segmentos de
mielina MBP+; em negro, areas densamente mielinizadas. A presenca de células GD3+ nas zonas sub-
ventriculares e no coliculo inferior foi adicionada para dar uma indicagdo de uma possivel origem de
precursores gliais entrando no cerebelo. As setas vermelhas realgam a localizagdo das células
GalC+/CNPase+. Nas areas densamente mielinizadas n&do foram desenhados os corpos celulares para maior
clarificagdo. 4V, quarto ventriculo; Aq, aqueduto cerebral; IC, coliculo inferior; VSM, véu supra-medular.
Adaptado de Reynolds e Wilkin, 1988.
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1.6.0xido Nitrico

Ha algumas décadas atras o 6xido nitrico (ON) era conhecido apenas como
um gas toxico, componente da fumaca do cigarro, da poluicdo do ar e também
como um produto derivado do metabolismo de bactérias. Em 1980, Furchgott e
Zawadzki identificaram o ON como uma molécula mensageira, um produto das
células dos mamiferos. Este estudo demonstrou que as células endoteliais quando
estimuladas pela acetilcolina liberavam um vasodilatador, inicialmente
denominado de fator de relaxamento derivado do endotélio (endothelium-derived
relaxing factor, EDRF). Posteriormente, essa molécula sintetizada pelo endotélio e
com propriedades relaxadoras do musculo liso foi identificada como sendo o ON
(Furchgott & Zawadzki, 1980).

O ON é um gas inorgénico com uma meia vida curta (menos de 30
segundos em sistemas bioldgicos), produzido por diferentes tipos de células,
controlando ou influenciando importantes processos fisioldgicos, incluindo a
neurotransmissao. A descoberta do ON, como molécula mensageira atuante no
sistema nervoso, mudou o conceito convencional de comunicagao inter-neurdnios,
devido a suas caracteristicas incomuns para um neurotransmissor como: nao ser
armazenado em vesiculas e ser liberado na fenda apdés uma despolarizagdo da
membrana; ndo se ligar a receptores; e nao ser degradado apés recaptacao. Pelo
fato do ON ser um gas, a comunicagao entre neurdnios ocorre através da difuséo;
seu alcance pode ir muito além de sua célula de origem; e sua atividade é
finalizada apenas quando reage com um substrato (para revisdo ver Calabrese,
2007)

Nos mamiferos, o ON ¢é sintetizado a partir do aminoacido essencial L-
arginina por uma familia de enzimas, as éxido nitrico sintases (NOS). Existem trés
isoformas de NOS: tipo | ou neuronal (hnNOS), encontrada em todas as regides do
cérebro, sendo que se apresenta em maior quantidade no cerebelo (Bishop &
Anderson, 2005); tipo Il ou induzivel (iNOS); e tipo Ill ou endotelial (eNOS). As

isoformas NnNOS e eNOS sao constitutivas e suas atividades reguladas pelo Ca*™
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intracelular e pela calmodulina, uma proteina associada ao Ca*™ (Simon et al.,
2007). Em contraste, iINOS é Ca*™ e calmodulina-independente, podendo ser
induzida por citocinas e endotoxinas, produzindo grande quantidade de ON por
longo periodo de tempo (Simon et al.,, 2007). A L-arginina é convertida a ON e
citrulina pela NOS através de uma via com duas etapas, uma hidroxilagdo e uma
reducao, exigindo a presenga de oxigénio molecular (O;) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida NADPH. Outros co-fatores necessarios para a
sintese de ON (Figura 5) sdo o dinucleotideo adenina-flavina (FAD), o
mononucleotideo flavina (FMN) e o tetrahidrobiopterina BH4 (Schulz, 2008; Bredt
& Snyder, 1990).

A identificagdo da NOS pode ser feita por métodos imunohistoquimicos e
imunocitoquimicos, utilizando anticorpos especificos para cada uma das trés
isoformas, ou pelo método da NADPH-diaforase. Dawson e cols. (1991)
demonstraram a co-localizagdo da NADPH-diaforase com a marcacao
imunocitoquimica para NOS. Neste método ndao ha distincdo entre as trés
isoformas.

Em condi¢des fisioldgicas, baixos niveis de ON produzidos pelas nNOS e
eNOS irdo ativar a guanilato ciclase, levando a producédo de GMPc, que esta
associado a uma série de processos fisioldgicos como, por exemplo: relaxamento
do musculo liso vascular; inibigdo da agregacdo e adesao plaquetarias; e
sinalizagao no sistema nervoso. A NOS encontrada em neurdnios € dependente
de ions Ca™ e calmodulina, que estdo associados a modulagcdo de
neurotransmissores como: a acetilcolina (receptor M), histamina (receptor H,),

bradicinina (receptor B;), entre outros (Simon et al., 2007; Skidgel & Erdés, 2007).
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L-citrulina

i

L-argnina—# L-argninaTrogT NO

Celula Geradora Celula Alva

Figura 5. A via L-arginina-6xido nitrico. O 6xido nitrico é produzido quando a enzima converte a L-arginina em
L-citrulina, e se difunde livremente. NOS=06xido nitrico sintase; GC=guanilato ciclase; GTP=guanosina
trifosfato; GMPc= guanosina monofosfato ciclica.

No SNC o ON modula outros sistemas de neurotransmissores (Edwards &
Rickards, 2007; Simon et al., 2007; Stahl, 2005). Uma das principais fungbes do
ON parece ser na memoria e aprendizado. No hipocampo, o ON liberado age nos
neurbnios pré-sinapticos como um neurotransmissor retrogrado, levando a
liberagdo de glutamato, o que leva a um aumento estavel na transmissao sinaptica
que constitui a base para formagéo e potencializagdo da memoaria de longo prazo
(Edwards & Rickards, 2007). O ON também esta relacionado ao desenvolvimento
do cértex e da visdo, a nocicepgao e olfato; a regulagdo do humor (Bishop &
Anderson, 2005), do comportamento sexual (Hull et al, 1997; Hull et al., 1994) e
no desenvolvimento cerebelar (Tanaka et al, 1994)

Em situagdes de injuria e inflamagédo no SNC, o ON é produzido em grande
quantidade pela isoforma iINOS expressa em macrofagos, microglia e astrocitos.
Nestas condigbes patoldgicas, ocorre a facilitagdo de células do sistema imune de
atravessarem a barreira hematoencefalica, levando a produgao ainda maior de ON
e superoxido (Le Mellédo et al, 2004).

Estudos em modelos de HI em fetos e ratos neonatos demonstraram que a

atividade da NOS é elevada apds o evento isquémico (Hamada et al, 1994) e que
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o aumento da atividade da nNOS ocorre nas areas mais suscetiveis a lesdo
(Fullerton et al, 1998). O 6xido nitrico € produzido em eventos de HI, assim como
diversas outras moléculas pro-inflamatdérias como citocinas e moléculas de adeséao
(ladecola & Alexander, 2001). Em elevadas concentragdes, especialmente na
presenca de radicais superdxidos, o ON pode inibir varios processos metabdlicos
e causar danos diretos no DNA. Num estudo com fatias de hipocampo de rato, o
ON e citocinas pro-inflamatoérias foram parcialmente responsaveis pela morte
neuronal (Lee et al, 2003). Este estudo mostrou que a morte de células neurais
nao ocorre somente por falta de glicose e oxigénio (necrose), mas também por
moléculas liberadas pela microglia. Durante a HI, ocorre um acentuado aumento
dos niveis de ON, seja pela atividade da nNOS seja pela atividade da forma
induzida, particularmente a de microglia e leucdcitos polimorfonucleares (Batteur-
Parmentier et al, 2000; Chopp et al, 1996; Beray-Berthat et al, 2003)

Apods a asfixia acredita-se que ocorra uma cascata de eventos neurotéxicos
como o aumento do fluxo de calcio, o qual entra na célula apés a ativacéo de
receptores N-metil D-aspartato (NMDA) e a liberagdo em excesso de glutamato e
ON. Este ultimo contribuiria para o dano através da formacao de radicais livres: o
ON se ligaria ao radical superdxido, formando o peroxinitrito (Bolafios & Almeida,
1999). E de interesse, portanto, avaliar a expressao e a distribuicdo da NOS em

encéfalos de animais submetidos a modelos de hipdxia-isquemia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
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2.0BJETIVOS

* Avaliar a diferenciagéo de oligodendrdcitos através da imunorreatividade a 2’3’

nucleotideo ciclico 3’ fosfodiesterase (CNPase) no cértex motor e cerebelo.

* Avaliar a distribuicdo da oxido nitrico sintase (NOS), através da histoquimica
da NADPH-diaforase, no cerebelo de ratos submetidos ao mesmo modelo de
HI.
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3.METODOLOGIA

3.1.Realizacao da Hipoéxia — Isquemia

Para a realizagao desse estudo utilizamos o modelo de oclusao das artérias
uterinas em E18 descrito por Robinson e colaboradores em 2005. Ratas Wistar
em estro foram postas para acasalar por um periodo de 12 horas, entre 20:00h e
8:00h. No 18° dia de gestacgéao, foram anestesiadas com aproximadamente 8mL de
Avertin( (0,5 g de tribomoetanol + 0,31 mL de 2-metil-2-butanol + 39,5 mL de
agua destilada) aplicados em doses fracionadas durante a cirurgia. Apds a
laparotomia os cornos uterinos foram expostos. As quatro artérias uterinas foram
obstruidas com pingas hemostaticas por 45 minutos (Grupo HI) — (Figura 5). Nos
animais Sham (Grupo Sham) os uteros foram expostos, mas nenhuma ocluséo
das artérias uterinas foi realizada. Apds o periodo de oclusdao, as pincas
hemostaticas foram removidas, os cornos uterinos recolocados na cavidade
peritoneal, e foi feita a sutura por planos anatémicos. Apés fechamento da parede
abdominal foi administrada dipirona (10mg/100g de peso corporal via oral) para
analgesia. A gestagao segue normalmente até o parto. Nenhuma intervengao por
parte do pesquisador acontece antes ou durante o parto. Os filhotes sao
alimentados pela propria mée até os 21 dias de vida, quando sdo desmamados e
passam a comer ragdo comercial. Ha ainda um grupo de animais os quais nao
sofrem nenhuma manipulagéo (Grupo NM). Ninhadas com menos de 4 animais
nao foram utilizadas neste estudo, e o niumero médio de animais por ninhada
variou de 6 a 8. Foram utilizados de quatro a cinco animais por grupo por idade,

provenientes de pelo menos 2 ninhadas diferentes, de ambos os sexos.



23

Figura 6 - Fotografia ilustrando a cirurgia realizada em ratas gravidas (E18) com o clampeamento das artérias
uterinas (setas). Modelo de hipdxia-isquemia desenvolvido por Robinson e colaboradores (2005).
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3.2.Processamento histolégico

Ratos nas idades de P9, P23, e P90 foram anestesiados com éter ou
pentobarbital (adultos) e perfundidos por via intracardiaca com solugdo salina
0,9%, paraformaldeido 4% em tampé&o fostato 0,1M e paraformaldeido com
sacarose a 10%, nessa ordem. Apds serem retirados da caixa craniana o0s
encéfalos permaneceram em paraformaldeido com sacarose a 10% por
aproximadamente 1 hora e foram posteriormente armazenados em solugdo de
tampéo fosfato com sacarose a 20% durante a noite a 4°C. Processada a
crioprotecao, foi feita a inclusdo em OCT para a criotomia: o congelamento rapido
do bloco foi obtido por imersao em nitrogénio liquido. Os cortes, com espessura de
25um, em plano coronal, foram obtidos em criotomo e montados em laminas
cobertas com gelatina-alumen de cromo 2%. As laminas foram mantidas a —20 °C,
enquanto aguardavam o processamento imunohistoquimico. Para a histoquimica
da NADPH cortes com 40um de espessura, para os animais de 9 e 23 dias, ou
60um, para os animais com 90 dias, foram recolhidos em 1mL de tampé&o Tris, pH
7,4, e mantidos sob refrigeracdo a 4°C até o inicio da reagdo. As regides de
interesse foram coletadas segundo as coordenadas obtidas do Atlas estereotaxico
(Paxinos & Watson, 1998). Para a analise do cerebelo, recolhemos cortes
parassagitais na regido do vermis, a partir da linha média até aproximadamente
1mm, e para o cortex motor, recolhemos cortes coronais entre a posigao Bregma

-0,26 mm até Bregma -0,40 mm.
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3.3.Imunohistoquimica

Foi utilizado o anticorpo anti-CNPase (Sigma, monoclonal 1gG, 1:100) para
identificacdo dos oligodendrécitos e mielina. A revelacao foi feita com anticorpo
anti-lgG de camundongo biotinilado (Santa Cruz, 1:100), posteriormente ligado a
extravidina conjugada ao fluorégeno CY3 (Zymed, 1:400), ou com extravidina
conjugada a peroxidase e revelada com diaminobenzina (DAB). As laminas foram
mantidas em metanol a -20°C por 30 minutos, para a facilitagdo do acesso dos
anticorpos a mielina, depois lavadas 3 vezes em PBS (salina tamponada com
fosfato: KCI 2,7mM; KH.PO, 1,47mM; NaCl 136mM e Na,HPO, 8mM; pH 7,4) por
5 minutos, e depois 3 vezes em PBS + Triton 0,3% por 5 minutos. Apds as
lavagens os cortes foram incubados em soro normal de cabra (NGS) a 10% em
PBS por duas horas. Apos a incubacdo em NGS, as |laminas foram incubadas com
anticorpo primario anti-CNPase durante a noite, a 4°C em geladeira. No dia
seguinte, as laminas foram lavadas 3 vezes com PBS por 5 minutos e 3 vezes
com PBS + triton 0,3% por 5 minutos, e entdo incubadas com o anticorpo
secundario anti-mouse conjugado a biotina 1:100, diluido em PBS, por 1 hora.
Apods esse periodo, as laminas foram incubadas com estreptavidina conjugada
com peroxidase, por 30 minutos 1:150 em PBS. Seguiram-se trés lavagens em
tampao fosfato por 5 minutos, e posterior incubagao por 15 minutos com 3,3’ -
diaminobenzedinatetrahidrocloreto (DAB), e incubagdo com DAB e H;O, por 5 a
15 minutos. As laminas foram entdo lavadas 3 vezes com tampao fosfato e 3
vezes com agua destilada por 5 minutos. Apds secagem durante a noite as
laminas foram sucessivamente imersas por periodos de trés minutos em alcool a
70%, 80%, 90%, 95% e por cinco minutos em alcool absoluto, e imersas em xilol
por 10 minutos para desidratagdao. Para posterior analise em microscépio optico,
as laminas foram montadas com Entellan® (MERCK) como meio de montagem.

Para as reacdes de imunofluorescéncia, apds a incubagado com o anticorpo
secundario, as laminas foram incubadas por 30 minutos com estravidina
conjugada a Cy3, 1:400, em PBS. Seguiram-se 3 lavagens com PBS e montagem

com n-propil galacto.
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3.4.Procedimento histoquimico

Os cérebros foram aparados para serem cortados em plano parassagital
impregnados em meio de inclusdo (OCT). Os blocos foram congelados em
nitrogénio liquido e cortados a 40 ym de espessura (P9 e P23) ou 60 um de
espessura (P90), em um criostato Slee a -20°C. Os cortes foram recolhidos em
placas de 24 pogos com 1 mL de tampao Tris-HCI 0,05M, pH 7,4, foram lavados 2
vezes com o mesmo tampao. Estes cortes foram reagidos pela reacdo da Di-
hidronicotinamida adenina dinucleotideo fosfato diaforase (NADPH-d) direta,
utilizando um protocolo modificado do de Vincent e Kimura (1992). O tempo de
reacao foi de 60 a 90 minutos em estufa a 37°C. A solucdo de reacao utilizada
continha 100 ul de Triton X-100 diluidos 12 mL de tampao Tris-HCI 0,05M pH 7 4,
10mg de NADPH, 5 mg de azul de tetrazol (NBT) diluido em 100 ul de dimetil-
sulfoxido (DMSO). Apds a marcagao os cortes foram lavados 2 vezes em tampao
Tris-HCI 0,05M pH 7,4, montados em laminas gelatinizadas, deixados para
secagem durante a noite. As laminas foram sucessivamente imersas por periodos
de trés minutos em alcool a 70%, 80%, 90%, 95% e por cinco minutos em alcool
absoluto, e imersas em xilol por 10 minutos para desidratacdo. Para posterior
analise em microscépio Optico, as laminas foram montadas com Entellan®
(MERCK) como meio de montagem.

Para a coloragdo com hematoxilina, as laminas foram sucessivamente
imersas em alcool 100%, 95%, 90%, 80%, 70% e agua destilada por 1 minuto,
imersas em hematoxilina por 3 minutos, e lavadas e agua corrente. Apos a
coloracao, as laminas foram sucessivamente imersas por periodos de um minuto
em alcool a agua destilada, alcool a 70%, 80%, 90%, 95% e 100% por um minuto,
e imersas em xilol por 3 minutos para clarificagdo. Para posterior analise em
microscopio oOptico, as laminas foram montadas com Entellan® (MERCK) como

meio de montagem.
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3.5.Anadlise das laminas e aquisigao de imagens

A analise foi feita com o auxilio de um microscopio 6ptico Olympus BX40,
acoplado a camera de video digital. As imagens foram adquiridas com o programa
“Digital Camera Acquire” (Optronics) acoplado a uma camera de video digital
(Sony DXC 151A). Ap6s a aquisicao, as imagens foram trabalhadas no programa

Programa Adobe Photoshop.
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4 — Resultados

4.1.Imunohistoquimica

4.1.a - Identificacdo da CNPase no cértex motor

Apods a cirurgia, as fémeas gravidas foram mantidas em caixas separadas,
com agua e alimento ad libitum, e o parto ocorreu sem intervengcdo dos
pesquisadores. Poucos dias apdés o parto, o local da incisdo ja se encontra
totalmente cicatrizado. Poucos casos de aborto total da ninhada aconteceram. Na
maioria das vezes, do total de fetos observados durante a cirurgia,
aproximadamente 70% sobreviveram pelos dois primeiros dias. As maes se
apresentam bastante agitadas neste periodo, por isso, manipulamos a mae e a
ninhada apenas apods o segundo dia pos-parto.

De mais de 100 animais avaliados, tanto do grupo HI quanto do grupo
Sham, apenas dois animais que sobreviveram apds os dois primeiros dias
apresentavam hemiplegia nos membros inferiores. Estes animais ndo foram
utilizados neste estudo. Todos os animais estudados n&o apresentaram alteragdes
comportamentais grosseiras, ndo sendo possivel identificar o grupo a que
pertenciam apenas visualmente.

Nossos resultados demonstram que nos animais do grupo NM e Sham em
P9, a imunohistoquimica para a CNPase revela corpos de oligodendrécitos
imunorreativos na regiao do cingulum e no cértex sobrejacente (Figura 7A - setas).
Nos animais experimentais da mesma idade ha um menor numero de corpos
imunorreativos na regido do cingulum (Figura 7B- setas) e auséncia de corpos
CNPase+ no cortex sobrejacente. Nesta idade, fibras embainhadas por
prolongamentos CNPase+ nao foram observadas em nenhum dos grupos no
cortex sobrejacente.

Observamos nos animais do grupo NM e Sham, aos 23 dias, grande

numero de corpos de oligodendrocitos imunorreativos no cortex motor e cortex
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cingulado (Figura 7C — setas), enquanto nos animais do grupo HI ha um menor
numero de corpos celulares imunorreativos nestas regides (Figura 7D — setas). Na
regidao do cingulum (cg), observamos um menor numero de corpos celulares
CNPase+ quando comparados aos animais com 9 dias dos mesmos grupos,
enquanto ainda observamos muitos corpos celulares CNPase+ no cingulum (cg)
nos animais HI, sugerindo um atraso na distribuicdo da CNPase durante o
desenvolvimento dessas células. Feixes de fibras embainhadas na regidao do
cingulum (cg), nesta idade, foram observados em ambos os grupos, sendo que
nos animais HI ha uma diminuigdo da imunorreatividade a CNPase nestas fibras,
quando comparado aos grupos NM e Sham. Grande numero de fibras CNPase+
foram observadas no cértex motor dos animais NM e Sham (Figura 7C — cabecas
de seta), enquanto poucas fibras CNPase+ foram observadas no cértex motor dos
animais HI (Figura 7D — cabegas de seta).

Nos animais dos grupos NM e Sham, aos 90 dias de vida, foram
observados grande numero de fibras CNPase+ na regido do coértex motor e
cingulado (Figura 7E — cabecas de seta), enquanto nos animais HI estas fibras
estdo em menor numero (Figura 7F — cabecgas de seta). Na regido do cingulum
observamos feixes de fibras embainhadas nos trés grupos, sendo que os animais

do grupo HI continuaram apresentando menor imunorreatividade a CNPase.
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Figura 7: Imunorreatividade 3 CHFase diminuida na jungdo da substinda branca com a substinca
cinzenta. A e B animais aos 9 dias (FAY;, C e [ animais aos 23 dias (F23); E & F animais aos 90 dias
(P20, A C e E animais do grupe Sham, mostrades aqui também como representativoe do grupo Mh que
apresenta resultados similares; B, ' & F animais do grupe Hl. Cg = cingulum. Aes 9 dias, obsenvar o
grande ndmero de corpos celulares imunorreativos no cingulum, cotex moter & cngulado dos animais
Sham (& — setas), & o pequeno nimere de copos celulares no dngulum nos animais HI (B — setas) &
auséncia nos corices sobrejacentes. Em C observar o grande ndmers de corpos celulares
imunorre ativas no corex motor e cingulade (setas), & o pequano ndmer na regido do cngulum,
enquanto nos animais HI (D - setas) existern poucos oligodendrécitos CHP ase+ na regido corical, mas
na regido do cngulum ndmera aparentemente maior de corpos de oligodendracitos CHP ase+ que nos
animais Mhd & Sham. Em C e [ cabecgas de setaz apontam fibras CHFase+ que se apresentam em
menar ndmera no animal HL. Em E e F observar o grande ndmemn de fibras CHF ase+ no chrtex motor
nos animais Sham & o pequeno ndmero nos animais HI (zabegas de seta). Obsemar ainda a menar
imunorre atividade na regido do cingulum nos animais HI aos 232 (D) & 90 dias (F) comparados com o
Sham (C & E). Barra de calibragﬁl:-:ZlIl HiImi.
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3.1.b — Identificagao da CNPase no cerebelo

Avaliamos o padrao de expressdo e a localizagdo dos corpos de
oligodendrocitos e fibras CNPase+ no cerebelo em desenvolvimento. Nao
observamos corpos de oligodendrocitos nem fibras CNPase+ na camada
molecular em nenhum animal, de nenhum grupo, em nenhuma idade. As figuras
8A (Sham) e B (HI) mostram cortes parassagitais da folha 1 do cerebelo aos 9
dias, observados em menor aumento, na altura da linha média, e em C (Sham) e
D (HI) figuras dos mesmos campos em maior aumento. Esta folha é uma das
primeiras a ser mielinizada, uma vez que o desenvolvimento do cerebelo ocorre
em sentido antero-posterior, como mostrado por Reynolds e Wilkin em 1998.
Podemos observar a distribuicdo da CNPase principalmente na substancia branca
(SB) e a presencga de fibras embainhadas por prolongamentos CNPase+ (cabegas
de seta em A) se aproximando do limite da camada de células de Purkinje (CP),
nos animais do grupo Sham mostradas melhor na figura de maior aumento (C,
setas apontam corpos celulares e cabegas de seta apontam fibras CNPase+). Nos
animais do grupo experimental também observamos fibras e corpos celulares
imunorreativos, mas estes se localizam em regides mais proximas a substancia
branca (Figura 8D), como se ainda ndo houvessem atingido toda a extensao das
fibras a serem embainhadas nesta idade, sugerindo um atraso na mielinizagao

nesta regiao.



Figura 2: Distril:-ui-;ﬁ-:l da CNPasze nos compos celulares & prolongamentos de aligodendrd citos
na falha 1 cerebelar em animais P2, & e C (Sham);, B & [ (HI). CP = camada de células de
Pumtkinje; C& = camada granular, SB = substincda branca; WSk = wéu supra medular.
Obsenrar que nos animaiz Sham encontramaos corpos celulares (setas) e fibras (cabegas de
seta) CHFPase+ mais proximas da CF, enquante nos animaiz Hl ambos se concentram ainda
priximos 3 substinca branca. Observar também a presenga de perfis CHPase+ no WEM.
Barra de calibragdo: A e BZ00pm, Ce D 50 pm.
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Aos 23 dias, observamos fibras imunorreativas para CNPase em toda a
camada granular (CG) da folha 1, tanto nos animais do grupo Sham (Figura 9A)
quanto no grupo experimental (Figura 9B). Nos animais do grupo HI as fibras
CNPase+ aparecem mais bem definidas do que no grupo Sham. Na substancia
branca, observamos diminui¢do da imunorreatividade a CNPase nos animais Hl,

quando comparado ao grupo Sham, (Figura 9C e D — SB).



Figura & Alteragﬁn:- da imunorreatividade & CHPase nos animais Hl comparados aos do
qrupa Sham, em animais P23, A e C (S5ham); B & D (HI). Ch = camada malecular; 0 =
camada granular. Obsenre 3 prezenga de fibras @ corpoz de oligodendrocitoz CHP aze+ nos
animaiz Sham (&) e HI (B, ocupando toda a extensdo da CG; alem disso as fibras CHP aze+
na substincia dnzenta do grupoe Hl e apresentam maiz bem definidas (cabegas de seta).
Em C observamos uma intensa marcagdo para CHFase na substincia branca (38)
enquanto nos animais HI observamos a imunorre atividade diminuida nesta regido (D). Bama
de calibragdo: A e B200pm, Ce D S0 pm.
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Aos 90 dias, a substéncia branca dos animais Sham n&o apresenta uma
marcagao intensa para a CNPase (Figura 10A), enquanto nos animais HI esta
marcacgao ainda é intensa (Figura 10B). Nos animais Sham observamos ao longo
de toda a CG grande numero de fibras CNPase+ (Figura 10C — cabecas de seta)
e poucos corpos celulares de oligodendrocitos imunorreativos (setas), enquanto
nos animais experimentais observamos grande numero de corpos celulares
(Figura 10D — setas) e aparente redugao no numero de fibras (cabecas de seta),
sendo que estas apresentam uma maior imunorreatividade em comparagao aos

animais do grupo Sham.



Figura 10: Aumento na imunorre atvidade 3 CHPase nos animais Hl comparados aos do grupo
Sham. A e C(Sham); B & [ (HI). Ch = camada molecular; CG = camada granular. Obsene
em B que oz animaiz Hl ainda aprezentam intenza imunareatividade 3 CHF ase, concentrada
na substincia branca, enquante nos animais Sham a substinda branca ndo apresenta farte
imunarre atividade. Obsenve o= corpos celulares e fibras imunarreativazs ao longo de toda a Cix
tanto nos animais Sham (C — setas) quanto HI (D - setas). Bara de calibragdo: A e B 200pm,
Ce S0 pm.
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A avaliagdo da folha 6 cerebelar é de interesse, pois € uma regido
relacionada com o cértex motor em primatas. A imunohistoquimica para a CNPase
na folha 6 dos animais Sham em P23 revelou uma intensa imunorreatividade na
substancia branca (figura 11A), enquanto nos animais do grupo HI (figura 11B) ha
uma marcante diminuicdo da marcacgao a esta proteina. Grande numero de fibras
CNPase+ foi observado na CG nos animais Sham (Figura 11C — cabecas de
seta), com forte marcagao. Ja nos animais Hl, o numero de fiboras CNPase+ na CG
€ menor que nos Sham e a imunorreatividade esta bastante diminuida (Figura
11D).
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Figura 11: Imunorreatividade 3 CHPase diminuida na falha G dos animais HI comparades aos Sham aos 23
dias. A & C (Sham); B & [ (HI). €& = camada granular; Chi = camada molecular. Observar 3 menor
imunorre atvidade 3 CNPase na substincia branca nos animais HI (B) & nas fibras da ©3 (D) & o menar
nimero de fibras marcadas (0 — cabegas de seta), comparade ao Sham. Barra de calibragdo: A e B 200pm,
Ce D80 pm.
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Aos 90 dias, ndo observamos alteragbes na imunorreatividade a CNPase
na substéncia branca da folha 6 entre os grupos Sham e HI (Figura 12 A e B).
Nos animais Sham a marcagao da CNPase revela segmentos maiores de mielina
na camada granular (Figura 12C — cabecas de seta). O numero de fibras nao

parece estar alterado entre os grupos.



41

Figura 12: Imunarreatividade 3 CHP ase na folha & dos animais Hl comparados aos Sham aos 90 dias. A e C
(Sham);, B & D (HI). C% = camada granular. M3o observamos alteragies na imunorreatividade 8 CHF ase
entre o= grupos. Nos animais Sham observamos maiores segmentos de mielina que nos animais HI (cabegas
de seta em C e D). Bamra de calibragdo: A e B 200pm, C e D 50 pm.
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4.2 .Histoquimica da NADPH-diaforase

Avaliamos a distribuicdo da NADPH-d durante o desenvolvimento do
cerebelo. Na folha 1 cerebelar aos 9 dias, podemos observar a substancia branca
(SB), a camada granular interna (cgi), a camada de células de Purkinje (CP) e a
camada granular externa (cge) em animais do grupo Sham (Figura 13A). No grupo
Sham, a atividade NADPH-d nas células de Purkinje é bastante intensa e
encontrada tanto no corpo celular quanto na arvore dendritica, estando esta
individualizada (Figura 13C — setas brancas). Nos animais do grupo HI n&o foi
observada marcagdo da NADPH-d no corpo celular das células de Purkinje
(Figuras 13D — os asteriscos pretos mostram a presumivel CP), ndo sendo
possivel identifica-las. Observamos, porém, uma marcacado difusa e bastante
intensa na camada molecular, onde podemos identificar nos animais do grupo
Sham a arborizagdo dendritica das células de Purkinje (Figura 13D). A fim de
verificar se as células de Purkinje estavam presentes, fizemos coloragbes com
hematoxilina, onde identificamos estas células morfologicamente (Figuras 13E e F

— setas pretas).



Figura 13: Alteragio do padrie da marcagio da NADFH-d nas células de Putkinje nos animais
Sham (& & C) e nos animais HI (B & D). 5B = substinda branca; oqi = camada granular
interna; cge = camada granular exerna. Observar que nos animais do grupo Sham, tanto no
corpo celularquanto na arvare dendritica, exste atividade NADPH-d (C — setas), enquants nos
animais do grupo Hl o corpo celular @ desprovidoe da atividade da enzima ([ — asterizeos na
presumivel CP). A CM apresenta uma mareagdo intenza e difusa em D na regido equivalente 3
da anrore dendritica das calulazs de Fudinje em C. Em E (sham) e F (HI), a presenga das
células de Pumkinje & confirmada com a -:-:-Ic-ra-;ﬁ-:- de hematoxiling (setas pretas), sendo as
células identificadas pela marfologia caracteristica. Barra de calibra-;af'-:l: AeB200pm, Ce D
100 pm, E & F 50 pm.
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Aos 23 dias, em nenhum dos grupos foi observada marcagéo para NADPH-
d nas células de Purkinje. Os animais dos grupos NM e Sham apresentam a
camada molecular com a marcagao da NADPH-d difusa (Figuras 14 e 15, A e B),
enquanto nos animais HIl essa marcagao € menos intensa (Figuras 14 e 15, C e
D). Os animais dos grupos NM e Sham ndo apresentaram células NADPH-d+ em
nenhuma das folhas 1, 6 e 10. Nos animais HI, nessas mesmas folhas,
observamos células com fraca marcagado para NADPH-d na camada molecular,

sendo a sua maioria proxima a CP (Figura 14F e 15F).
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Figura 12 Padrio da marcagdo HADPH-d na folha 1 cerebelar aos 23 dias. NM(A & D) Sham (B e EX HICC & Fl G =
camada malecular; CP = camada de células de Pukinje. Obsercar a marcagﬁa menos intensa da HADFH-d na
camada molecular dos animais HI em relagio aos animais Mhi & Sham. Observar também a presenca de células
WADFH-d+ (setas) na camada molecalar nos animais Hl, em geral préximas 4 CF. Barna de calibragdo: A, B e C
200pm, [, E e FS0pm.
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Figura 15: Fadrdo da marcagio HADPH-d na folha 10 eerebelar aos 23 dias. MW (A e D) Sham(B e E); HI(C & F). Chd
= camada molecular; CF = camada de células de Pukinje. Obsenvar 8 marcagdo menos intenza da MADFH-d na
camada molecular des animais Hl em relagdo aos animaiz Hhi & Sham. Obserrar também a presenga de oélulas

HADPH-d+ (setas) na camada molecular nos animais HI, em geral préximas 4 CP. Barra de calibran;é’-:-: A BeC
200pm, D, Ee FAOpm.
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Aos 90 dias, ndo observamos diferencas em relagdo ao padrdo de
marcagao na camada molecular das folhas 1 e 6 entre os grupos NM/Sham e HI
(Figura 17). Nao foram observadas células NADPH-d+ na camada molecular nos
animais NM e Sham em nenhuma dessas folhas.

Na folha 10 cerebelar observamos uma marcagao mais intensa da NADPH-
d na camada molecular nos animais do grupo HI. Células NADPH-d+ também
foram observadas na camada molecular da folha 10 (Figura 17F — setas; comparar
com figura 16F), indicando uma alteracado da atividade NADPH-d que se mantém

na idade adulta.
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Figura 16: Padrao damarcagio NADPH-d na folha 1 cerebelar aos 90 dias. MM (A e D), Sham (B
e E); HI {C e F). CM = camada molecular; CP = camada de células de FPurkinie. Qbservar a
marcagdo menas intensa da MADPH-d na camada molecular dos animais HI em relagio aos
animais kM e Sham. Barra de calibragdo: A, B e C 200pm, D, E e F 50pm.
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Figura 17: Padrdo da marcagdo MADPH-d na folha 10 cercbelar aos 23 dias. N (4 e D); Sham (B = E); HI (C & F).
Chl = camada molecular; CP = camada de células de Purkinje. Observar a marca-;ﬁ-: menos intensza da HADFH-d na
camada molecular dos animais HI em relagio aos animais Mhi & Sham. Observar também a presenga de células
HADFH-d+ (setas) na camada molecular nos animais HI, em geral pridimas 8 CP. Bama de calibragdo: A, B e C
200pm, O, Ee FS0pm.
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Como o ON tem sido relacionado a alteragdes no desenvolvimento da
oligodendroglia em modelos de lesdo (Merril et al, 1997), avaliamos o padrdo da
marcacdo da NADPH-d na substancia branca ao longo do desenvolvimento. As
figuras 18 A, B e C mostram a substancia branca cerebelar dos animais NM,
Sham e HI, respectivamente, na altura da linha média aos 9 dias. Os animais NM
apresentaram marcacao fraca e restrita a um pequeno numero de corpos celulares
(Figura 18D - seta). Os animais Sham apresentaram numero maior de células
marcadas que os animais NM, com marcagao mais intensa, mas ainda restrita ao
corpo celular (Figura 18E - setas). Os animais do grupo HI apresentaram um
numero aparentemente maior de corpos celulares marcados que os animais NM e

Sham, com marcagao mais intensa (Figura 18F - setas).
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Figura 12: Padrio da marca-;,ﬁl:- NADPH-d na folha substincia branca aos 9 dias. NM (& e DY Sham (B e E3; HI(C =
F). Obserwvar que a marcagﬁl:- da HADPH-d & restrita aos corpos celulares em todos o= animais (setas). Nos animais
HI a marcan;af-:- & maiz intensa que nos animais Sham. Barra de calibran;ﬁ-:-:ﬁ, B e C100pm, D, E e FS0Opm.
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Aos 23 dias os animais NM apresentaram padrao de marcagcédo da NADPH-
d na substéncia branca semelhante ao observado em P9 (Figuras 19 A e D). Os
animais Sham apresentaram o mesmo padrdo de marcagdo que os animais NM,
com poucas células marcadas, e quando havia marcagao esta era fraca (Figuras
19 B e E). Os animais HI apresentaram grande numero de células marcadas, com
marcagao bastante intensa no corpo celular e prolongamentos, quando
comparado aos animais NM e Sham (Figuras 19 C e F).

Aos 90 dias ndo observamos células NADPH-d+ na substancia branca de

nenhum animal, de nenhum grupo.



Figura 19: Padric da rnarca-;af'-:- NADPH-d na folha substincia branca aos 22 dias. NM (& e DY Sham (B  E; HI(C
e F1. Observar o menor nimero de células marcadas na substancia branca nos animais MM & SH comparade com o=
animaiz HI. Obzarvartambém a rnarcan;ﬁ-:- menas intensza da HWADPH-d na substincia branca dos animais M e SH

[=etas), = a intensa marcagﬁa daz célulaz nos animaiz HI (setas), tanto nos corpos celulams quanto nos
prolongamentos. Barra de calibragdo: A, B & C 100pm, O, E & F S0pm.
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5.Discussao

Nossos resultados demonstraram que uma leséao hipdxica-isquémica pre-
natal é capaz de perturbar o desenvolvimento de células da linhagem
oligodendroglial no cortex motor e cerebelo, assim como alterar o padrdo de
distribuicdo da NADPH-d no cerebelo ao longo do desenvolvimento.

Robinson e colaboradores, em 2005, observaram diminuicdo da
imunorreatividade a proteina basica de mielina (MBP) no coértex motor de ratos
adultos que foram submetidos ao mesmo modelo de hipdxia-isquemia. A MBP é
uma proteina importante para o processo de compactagdo da mielina, sendo
encontrada em oligodendrocitos maduros e na mielina compacta. Nossos
resultados nos animais adultos do grupo HI se assemelham aos observados por
Robinson, visto que a identificagdo da CNPase revela um menor numero de fibras
no cortex motor nos animais adultos do grupo HI, indicando que o modelo
apresenta resultados semelhantes com outro marcador de oligodendroglia. A
CNPase é uma proteina expressa desde precursores de oligodendrécitos até
células maduras mielinizantes, sendo entdo uma boa ferramenta para avaliar
alteracdes na linhagem oligodendroglial.

Nossos resultados também acrescentam informagdes relevantes para a
compreensao dos efeitos de HI sobre o desenvolvimento da oligodendroglia e
mielinizagdo. Aos 9 dias, observamos células CNPase+ na regido do cingulum nos
animais do grupo NM e Sham, enquanto nos animais experimentais estas células
nao foram observadas nesta regido. Os progenitores de oligodendrdcitos surgem e
proliferam na ZSV e migram radialmente para o cértex sobrejacente através da
substancia branca. Estes eventos requerem um grande numero de fatores, como
fatores troficos (Vartanian et al., 1999), moléculas na matriz extracelular que
funcionem como guia (Echelard et al.,, 1993; Roelink et al., 1994), interacbes
célula-célula (Raff et al, 1990), entre outros. Diversos estudos mostraram que
existem, tanto em animais quanto em humanos que sofreram hipdxia-isquemia,
zonas de infarto, caracterizadas por grande numero de células mortas e o

conteudo citoplasmatico dessas células, além das células do sistema imune
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responsaveis pela limpeza local (para revisdo ver Dwyer et al, 2008). Nesse
sentido, todas essas novas variaveis podem alterar ou mesmo impedir a migragao
dos progenitores para seus locais de destino. A diminuigdo da imunorreatividade a
CNPase observada no cingulum em animais HI aos 9 dias pode ser consequiéncia
de um menor numero de células nesta regido. Além das possiveis alteragdes com
relagdo a migragdo dos progenitores de oligodendrécitos, a morte celular em
decorréncia da lesdao pode contribuir para um menor numero de células.
Progenitores de oligodendroécitos sao especialmente vulneraveis a eventos de Hl
(Back et al., 2002a,b; Jelinski et al., 1999; Liu et al., 2002; Skoff et al., 2001),
provavelmente por ndo possuirem ainda um repertorio enzimatico capaz de lidar
com o aumento de radicais livres.

Usando o mesmo modelo, Robinson mostrou maior nUmero de células da
microglia em animais jovens, mas ndo em adultos na ZSV. Estas células
constituem o sistema imune no SNC (Barron, 1995 para revisdo), e produzem
oxido nitrico em grande quantidade (Brosnan et al, 1997), sendo que este gas é
um importante formador de radicais livres, como o peroxinitrito. Em varios modelos
de HI foram relatados aumento no nivel da citocinas pro-inflamatorias (Robinson et
al, 2005; Baud et al, 1999; Dammann & Leviton, 1997; Nelson e col., 2003),
radicais livres (Volpe, 2001 e 2003), necrose (Martin et al, 2000; Ishimaru et al,
1999) e apoptose (Nakajima et al, 2000; Pulera et al, 1998). Todos esses eventos
combinados podem diminuir consideravelmente a populagdo de progenitores em
proliferacdo e migragdo, com danos muitas vezes irreversiveis no
desenvolvimento das diferentes linhagens celulares que compdem o sistema
nervoso, especialmente a oligodendroglia, ja que por volta de E18 ha um grande
numero de progenitores sendo formados na ZSV (Kinney & Back, 1998; Back et
al., 2001). O menor numero de células progenitoras em proliferagdo e migragéo
pode explicar o menor numero de células na substancia branca dos animais
jovens e adultos neste modelo de HI.

Os animais dos grupos NM e Sham, aos 23 dias, apresentaram menor
numero de corpos de oligodendrécitos no cingulum que aos 9 dias. Este resultado

era esperado. A CNPase ¢é localizada no corpo celular durante uma fase transitoria
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do desenvolvimento dos oligodendrécitos, onde sédo observadas poucas ou
nenhuma fibra mielinizada (Barradas et al, 1998). A medida que os
prolongamentos vao sendo emitidos, a CNPase é redistribuida para estes, nao se
localizando mais no corpo celular. Nestes animais, a diferenciacdo dos
oligodendrdcitos, com a emissao de inumeros prolongamentos, faz com que um
menor numero de corpos celulares sejam imunorreativos, mas também que haja
uma intensa imunorreatividade nas fibras na regidao do cingulum. Nos animais HlI
encontramos maior numero de corpos celulares imunorreativos e menor
imunorreatividade nas fibras do cingulum que nos animais NM e Sham. Este
resultado mostra um atraso na diferenciacdo da linhagem oligodendroglial, com
reducao na distribuicdo da CNPase para os prolongamentos e retengdo no corpo
celular.

Nos animais NM e Sham grande numero de corpos de oligodendrécitos
CNPase+ foram observados nos cortices motor e cingulado, enquanto ainda ha
um numero pequeno de oligodendrdcitos imunorreativos nesta regiao nos animais
do grupo HI. Essa alteracdo pode ser decorrente de um atraso na migracdo dos
progenitores oriundos da ZSV, que ainda ndo atingiram a regido cortical, ou
mesmo da redugdo na proliferagdo dos progenitores. O cortex motor nos animais
NM e Sham apresenta grande numero de fibras imunorreativas, e estas sao
poucas nos animais HI. A diferenciacdo das células da linhagem oligodendroglial
parece estar atrasada também no cortex motor, assim como no cingulum nos
animais experimentais.

Aos 90 dias de vida, a menor imunorreatividade a CNPase no cortex motor
e substancia branca permanece nos animais HI comparados aos animais NM e
Sham. O menor numero de fibras CNPase+ no cértex motor no animal HI indica
que um dano permanente ocorreu nesta regido. Oligodendrécitos precursores
continuam existindo da ZSV na idade adulta (Wolswijk & Noble, 1989; Wolswijk et
al., 1991, Rivera et al, 2008), mas estes aparentemente nao sdo capazes de
compensar as perdas sofridas ao longo do desenvolvimento, seja por apoptose,

necrose ou por problemas na migragcdo dos progenitores até as regides alvo.
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Esses resultados mostram um dano permanente no processo de mielinizagdo de
uma regiao encefalica importante relacionada ao comportamento motor.

Os neurdnios do coértex motor se conectam a diversas estruturas
encefalicas, como o cerebelo e a medula (Eccles et al, 1967, Bloedel, 1992),
coordenando os diversos movimentos que um individuo realiza. Alteragbes nos
neurdnios corticais, seja por menor numero devido a morte neuronal ou alteragdes
na mielinizagdo, mostradas neste e em outros estudos, que acarretem dificuldades
de conexdo com as areas eferentes ao cortex motor podem modular
negativamente o desenvolvimento dessas areas por diminuigdo das conexdes
aferentes. O cerebelo, como um centro coordenador da funcdo motora em todos
os mamiferos, torna-se entao objeto de interesse. A avaliagdo da oligodendroglia
no cerebelo revelou alteragdes importantes ao longo do desenvolvimento.

Oligodendrocitos no cerebelo surgem a partir de precursores do véu supra-
medular e da regido adjacente ao IV ventriculo (Reynolds & Wilkin, 1988) e
migram para o cerebelo pelo VSM, e posteriormente pela substancia branca em
desenvolvimento. Apos atingir as folhas cerebelares, e migrar para as regioes
mais distais, ocupando toda a folha, se diferenciam em oligodendrécitos imaturos
e posteriormente em oligodendrocitos maduros mielinizantes, emitindo
prolongamentos em dire¢cao aos axonios a serem mielinizados. Nossos resultados
mostraram que corpos e prolongamentos de oligodendrdcitos, assim como
segmentos de mielina sdo encontrados, nos animais NM e Sham aos 9 dias de
vida, ja muito proximos do limite entre a camada granular e a camada de células
de Purkinje na folha 1. Ja nos animais HI os corpos e prolongamentos também
foram observados, porém muito mais proximos a substancia branca, por onde os
oligodendrdcitos chegam ao cerebelo, indicando um atraso na migragéo deste tipo
celular e consequente diferenciagao.

Aos 23 dias observamos diminuicdo da imunorreatividade a CNPase na
substancia branca da folha 1 nos animais HI, e uma marcagcao mais intensa nos
segmentos de mielina na substancia cinzenta. Isto sugere que ha uma menor
quantidade de fibras embainhadas por prolongamentos CNPase+ na substancia

branca dos animais Hl e que os segmentos de mielina na substancia cinzenta
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podem ndo apresentar a compactacido normal, ou mesmo serem mais finos que o
normal, permitindo um maior acesso do anticorpo a proteina. A diminuicido de
imunorreatividade na substancia branca pode ser devido a menor expressao da
proteina ou menor numero de oligodendrdcitos nesta regido, seja por morte dos
precursores e/ou problemas durante a migragao destes ao seu destino final (como
ja discutido acima para o cértex motor).

Aos 90 dias, a marcacao mais intensa na substancia branca dos animais Hl
sugere um atraso na distribuicdo desta proteina durante a mielinizagdo, mantendo
a imunorreatividade por mais tempo. Nesta idade a mielina ja esta compactada, e
a CNPase é localizada apenas nas regides de mielina ndo-compacta, as
chamadas algas paranodais, algas interna e externa (Barradas et al, 2000).

Diversos estudos tem mostrado que o ON esta relacionado a aumento de
morte celular, principalmente da linhagem oligodendroglial, através da formacéao
de radicais livres (Merril et al, 1997). As células desta linhagem, especialmente os
progenitores, sao vulneraveis a aumento de radicais livires (Hemdan & Almazan,
2007; Juurlink et al, 1998). Decidimos, entdo, avaliar a distribuicdo da NADPH-d
na substancia branca cerebelar. Observamos maior numero de células na
substancia branca nos animais HI que nos animais Sham, e estes também
apresentaram maior numero de células que os animais NM. Este aumento de
células marcadas nos animais Sham em comparagdo com o NM pode ser devido a
manipulagdo materna com liberagdo de mediadores inflamatérios e consequente
microgliose e/ou astrogliose (Hutton et al, 2008, para revisao ver Jonakait, 2007).
Alguns estudos mostram danos no desenvolvimento neural dos fetos pela
inflamacao materna (Dammann & Leviton, 1997; Yoon et al, 1997). Nos animais Hl
a marcacgao mais intensa € um indicativo de que a causa desse aumento € devido
a propria lesdo a que foram submetidos, e ndo apenas a manipulacdo. O ON que
estas células produzem nos animais HI pode ser responsavel por algumas das
alteracbes observadas nas células da linhagem oligodendroglial neste e em outros
estudos (Blomgren & Hagberg, 2006; Brazel et al, 2004; Bolafios & Almeida, 1999)

Aos 23 dias tanto os animais NM quanto os Sham apresentaram poucas

células NADPH-d+ na substancia branca, e com a marcacao bastante fraca. A
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diminuicdo da marcacdo NADPH-d nos animais Sham provavelmente se deve a
diminuicdo no numero de células ativadas, porque apenas a manipulacdo e a
cirurgia ndo sao suficientes para a sustentagdo dessa ativagdo. Ja os animais HI
continuaram apresentando marcacao NADPH-d intensa na substancia branca,
com grande numero de corpos celulares e de prolongamentos marcados. A
morfologia das células marcadas nesta idade se assemelha a de astrécitos
reativos. Assim a lesdo causada pelo ON liberado neste periodo critico do
desenvolvimento pode acarretar aumento de morte celular de outras células,
principalmente de oligodendrocitos, e mesmo alterar processos de migragéo
celular, que ainda ocorrem nesta idade (Reynolds & Wilkin, 1988).

Na substancia cinzenta das folhas cerebelares, observamos que aos 9 dias
de vida as células de Purkinje dos animais HI ndo apresentam atividade NADPH-d
no corpo celular, diferentemente dos animais Sham, que a apresentam tanto no
corpo celular quanto na arvore dendritica em desenvolvimento, estando esta
individualizada. Nos animais HI a arvore dendritica estava fortemente marcada,
mas nao individualizada. O padrdao de marcacdao da NADPH-d nas células de
Purkinje foi alterado pela lesdo, possivelmente de modo indireto, através da
modificagdo do microambiente, como o aumento de citocinas e a producido de
radicais livres, que ja foram mostrados estarem alterados nesse modelo. Nossa
hipétese é que exista uma alteracdo na distribuicdo da NOS, demonstrada pelas
alteracbes observadas no padrdo de marcacdo da NADPH-d. O aumento de
citocinas pré-inflamatoérias ocasionado pelo insulto hipdxico-isquémico pode levar
a morte celular na camada granular externa, e estas células mortas podem causar
inflamacao, levando a excitotoxicidade. Esta excitotoxicidade pode hiper-estimular
a NOS na arvore dendritica, distribuindo a enzima para o local de maior atividade.
Pisu e colaboradores, em 2003, mostraram que as células de Purkinje de animais
P10 diminuem a expressao da NOS e a atividade NADPH-d em decorréncia de
uma unica injecao de cisplatina. Ja outros estudos mostram aumento da atividade
NADPH-d em decorréncia de lesbes quimicas, térmicas e mecanicas (Saxon &
Beitz, 1994 e 1996, Yan & Garey, 1997). Esses trabalhos mostram que as células

de Purkinje ndo apresentam um padrao de marcagdo da NADPH-d em resposta a
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lesdes. Normalmente, as células de Purkinje deixam de apresentar atividade
NADPH-d por volta do fim da segunda semana de vida em roedores (Yan et al,
1993). Nao sabemos se 0 que ocorre nesses animais € um atraso ou antecipagao
da atividade NADPH-d. Torna-se necessaria a avaliagao de idades anteriores e
posteriores ao 9° dia de vida para a confirmacao desses resultados.

Aos 23 dias encontramos células NADPH-d+ localizadas na camada
molecular das folhas 1, 6 e 10 do cerebelo dos animais HI, e nenhuma célula
NADPH-d+ nessa regidao nos animais NM e Sham. Morfologicamente nao
conseguimos identificar a natureza dessas células, mas pela localizagdo pode se
tratar de células em cesto. Outra hipotese é que sejam células granulares, que por
razoes desconhecidas interromperam o processo de migragcdo da camada
granular externa para a camada granular interna. Durante o desenvolvimento, as
células da camada granular externa migram radialmente para o interior do
cerebelo para formar a camada granular. Muitas dessas células, no animal
controle, sdo NADPH-d+. Isto sugere um papel importante do NO na migragao
celular, que termina por volta da terceira semana de vida pds-natal, quando a
camada granular externa deixa de existir (Altman & Bayer, 1997). O NO liberado
tanto pelas células em migragdo quanto pelos neurdnios de Purkinje pode sinalizar
para as células da camada granular externa pelo periodo de tempo em que a
migracao deve acontecer. O NO que permanece sendo liberado por estas células,
pelo menos até os 90 dias de vida, pode alterar o funcionamento normal do
cerebelo, influenciando a comunicacao entre as fibras paralelas e as células de
Purkinje. Estas possiveis alteragdes na comunicagdo podem incluir maior ou
menor facilidade para atingir a potencializacao de longo prazo (LTP), fenébmeno de
ocorréncia entre células de Purkinje e as fibras paralelas, e € utilizado para
explicar mecanismos de aprendizagem do cerebelo, e em que o NO tem um papel
fundamental.

Em conjunto nossos resultados mostram que a HI pré-natal afeta o
desenvolvimento da oligodendroglia tanto no cortex motor quanto no cerebelo,
além da distribuicdo da NADPH-d no cerebelo. Algumas destas alteragbes séo

similares as observadas em criancas que sofreram eventos de HI. Nossos
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resultados também sdo similares aos de Robinson, de 2005, utilizando o mesmo
modelo. Portanto, a padronizacdo de um modelo reproduzivel, e que mimetiza os
efeitos da hipdxia-isquemia pré-natal, ajuda na elucidagdo dos mecanismos
celulares subjacentes as diferentes lesbes observadas e é de grande utilidade,
pois permite testar diversas estratégias terapéuticas, no intuito de evitar ou

reverter os danos observados ao longo do desenvolvimento.



62

6.Conclusoes

= A diferenciagao da oligodendroglia esta atrasada tanto no cingulum quanto
no cortex motor, de acordo com a distribuicdo de CNPase nos corpos celulares
de oligodendracitos e a menor quantidade de fibras imunorreativas.

= A diferenciagdo da oligodendroglia esta atrasada no cerebelo nos animais
HI. A menor imunorreatividade na substéncia branca e menor numero de fibras
imunorreativas na substancia cinzenta aos 23 e 90 dias de vida s&o indicativos
deste atraso. As alteragdes observadas em relagdo a oligodendroglia tanto no
cerebelo quanto no cortex motor possivelmente sdo decorrentes de uma maior
morte celular dos progenitores e/ou problemas relacionados a migracao destes
para seus destinos finais.

= A HI pré-natal altera o numero de corpos celulares NAPDH-d+ e a
intensidade da marcacao da NADPH-d na substancia branca. Este resultado
pode ser devido a um aumento da microgliose e/ou astrogliose causados pela
lesao.

= A HI pré-natal altera o padréo de distribuicdo da NADPH-d nas células de
Purkinje nos animais HI aos 9 dias. Estas alteragdes podem estar relacionadas
a um aumento de morte celular na camada granular externa ocasionado pela
lesdo, o que pode hiper-estimular a NOS e distribui-la para a arvore dendritica.
= A HI pré-natal altera a distribuigdo de células NADPH-d+ na camada
molecular do cerebelo nos animais HI ao longo do desenvolvimento. A

presenca dessas células sugere uma alteragdo na migragao celular.
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Perspectivas

= Avaliar a natureza das células NADPH-d+ encontradas na camada
molecular e na substancia branca.

= Avaliar se a migragao celular esta alterada em decorréncia lesao por HI pré
natal, utilizando marcadores celulares especificos para as diferentes linhagens

celulares.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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