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RESUMO

INTRODUCAO: A restricdo do crescimento intrauterino (RCIU) é conhecida como uma
condigdo na qual o feto ndo consegue desenvolver todo o seu potencial de crescimento
intrinseco. Criangas com RCIU em idade escolar tém prejuizos no aprendizado, memoria,
atencdo e cognicdo em geral, e maior predisposi¢do a transtornos psicoldgicos como Transtorno
de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH), quando comparados com criangas nao
restritas. OBJETIVO: este estudo busca encontrar modificagdes neurobioldgicas encefélicas,
em ratos Wistar adolescentes, que possam explicar os efeitos, em parametros comportamentais,
de neuroplasticidade e meméria, da RCIU por reducédo da pressao de perfusdo uterina (RPPU).
METODOS: ratas Wistar prenhes de 75 dias de idade foram submetidas & RPPU no dia
gestacional 14, periodo que corresponde ao inicio da fase de rapido crescimento, diferenciacao
e maturacdo em ratos, por meio da colocacdo de um clipe na artéria aorta abdominal
descendente antes da bifurcacdo para as artérias iliacas e um clipe em cada artéria ovariana. O
grupo Sham foi submetido a laparotomia exploratéria sem a RPPU e o grupo controle ndo foi
submetido a nenhum procedimento cirurgico. Ratos Wistar de 30 dias, provenientes de maes
submetidas a RPPU, Sham ou Controles, foram submetidos ao Teste de Campo Aberto, para
avaliacdo da atividade locomotora e exploratoria, e no 32° dia pds-natal (DPN) foram
submetidos ao teste de Reconhecimento do Novo Objeto para avaliar a memoria de longo prazo.
Os encéfalos da prole foram coletados no 34° DPN e conservados para analise. A Téecnica de
imunoistoquimica foi realizada para mensurar a expressdo de marcadores celulares neurais:
NeuN (neurdnios maduros) GFAP (astrdcito) no cortex pré-frontal e estriado da prole. RESUL-
TADOS: a RPPU causou diminui¢do no peso ao nascimento no grupo RCIU e Sham, porém
ndo houve diferenca no peso entre os grupos no 30° DPN. A RPPU aumentou

significativamente a duracédo da
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gestacdo no grupo RCIU em um dia. Os animais restritos apresentaram aumento na atividade
exploratoria no teste de campo aberto. RCIU e Sham apresentaram déficit de memoria no teste
de reconhecimento do novo objeto. Associado a essas alteragdes comportamentais, a RCIU
levou a 0 aumento significativo na expressédo de NeuN no CPF e de GFAP no estriado no 34°
DPN. CONCLUSAO: a RPPU produz alteracdes na gravidez causando maior duracio da ges-
tacdo e RCIU na prole, conduzindo a modificac6es comportamentais e de memaria, assim como
a nivel encefélico celular, promovendo novas perspectivas sobre as consequéncias do modelo
em ratos de RCIU-RPPU. S&o necessarios mais estudos para desvendar se essas modificacGes

continuam presente na vida adulta dos ratos.

Palavras-chave: Restricdo de crescimento intrauterino, Baixo peso ao nascimento, Pequeno
para idade gestacional, Déficit cognitivo, Hiperatividade, Memoria, Comportamento,

Astrocitos, Imunoistoquimica
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Intrauterine growth restriction (IUGR) is known as a condition where the
fetus cannot develop its intrinsic growth potential. IUGR Children in early scholar age have
impaired learning abilities, memory, attention and cognitive deficit in general; also, they are in
higher risk of psychological disorders as Attention Deficit and Hyperactivity Disorder (ADHD)
when compared with non-IUGR children. OBJECTIVE: The study aims to find neurobiologi-
cal brain modifications, in adolescent Wistar rats, that could clarify these memory and behav-
ioral impairments in a rat animal model of IUGR by Reduced Uterine Perfusion Pressure
(RUPP). METHODS: 75 days-old pregnant Wistar rats were underwent to RUPP procedure
on 14th gestational day, period where the fast growing, differentiation and maturation phase
begins in rats, by putting one clip at the abdominal descendent aorta before iliac bifurcation and
one clip in each ovarian artery. The Sham group underwent exploratory laparotomy procedure
without the RUPP and the control group was not exposed to any surgical procedure. 30 days
old Wistar rats from RUPP, Sham, and Control mothers were exposed to the Open Field Test
to assess the locomotor and exploratory activity and, at 32th postnatal day (PND), to the Novel
Object Recognition test to assess the long-term memory. Offspring brains were collected at
34th PND and preserved for analysis. Immunohistochemistry technique was performed to
measure the expression of neural cells markers: NeuN (mature neurons) and GFAP (astrocytes)
in prefrontal cortex and striatum on the offspring. RESULTS: RUPP caused a decreased birth
weight in JUGR and Sham group, however there was no difference between birth weight at
30th PND. RUPP significantly increased gestation in 1 day in IUGR rats. IUGR animals had

greater exploratory, locomotor activity in the Open Field test. IUGR



and Sham showed memory deficit in the Novel Object Recognition test. Associated to those
behavioral modifications, the RUPP leaded to a significant increase in expression of NeuN and
GFAP marker in prefrontal cortex and striatum at PND34. CONCLUSIONS: The RUPP dis-
turbs pregnancy increasing gestation length and inducing IUGR in the offspring; which leads
to behavioral and memory modifications, also, in a brain cellular level, promoting new insight
about the IJUGR-RUPP rat model consequences. Further analysis are needed to find whether

this changes are still present in adult life.

Key-words: Intrauterine growth restriction, Low birth weight, Small for gestational age, Cog-

nitive deficit, Hyperactivity, Memory, Behavior, Astrocytes, Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

1.1 Restricdo do crescimento intrauterino

A restricdo do crescimento intrauterino (RCIU) é conhecida como uma condicdo onde
o feto ndo consegue desenvolver todo o seu potencial de crescimento intrinseco (CAMPBELL
et al, 2012). O termo RCIU e pequeno para idade gestacional (P1G) estdo relacionados, mas
n&o sdo sindnimos. E importante diferenciar entre um neonato pequeno e um neonato restrito.
A RCIU consiste em uma reducdo patoldgica do crescimento fetal causando um padrdo de
crescimento inesperado devido a injarias acometidas dentro do Gtero. Essa diminui¢do do
crescimento pode resultar em neonatos PIG, definido como um recém-nascido com um peso de
nascimento abaixo do percentil 10 para idade gestacional, referindo-se ao baixo peso da crianca
e ndo ao padrdo de crescimento (ERGAZ et al, 2005; NETO et al, 2011). De fato Rosenberg
(2008) afirma que criancas com RCIU podem ou ndo ser PIG, e crian¢as que sdo PIG podem
ndo ter sido afetadas pelos processos restritivos do crescimento que causam RCIU. Conforme
exposto acima, o diagndéstico de RCIU requer o acompanhamento longitudinal do crescimento
ao longo da gestacdo, o que é frequentemente invidvel devido a impossibilidade, dentro do
sistema publico de saude, de fazer um acompanhamento de cada gestante. Também, por causa
das limitaces econdmicas familiares que dificultam a consulta com especialista s durante a
gestacdo. Logo, clinicamente, com frequéncia PIG é assumido como sinénimo de RCIU

(Rosenberg, 2008).

O ndmero de criancgas apresentando baixo peso ao nascimento continua em crescimento
apesar da melhora nos cuidados pré-natais. Por exemplo, nos Estados Unidos, passou de 7,8%
em 2002, a 7,9% em 2003 e, aproximadamente, de 250.000 criangas que nascem por ano, cerca

de 40.000 criangas que nascem a termo pesam menos que 2.500 g. (ERGAZ et al, 2005). Em



geral considera-se que a prevaléncia mundial da RCIU é entre 7 a 15% dos partos; ja no Brasil

considera-se de 10 a 15% (NETO et al, 2011).

Os processos patofisiologicos que acontecem a nivel celular e molecular na RCIU séo
ainda desconhecidos. O crescimento do feto é afetado pelos nutrientes e oxigénio que recebe
da mée, cujo tamanho corporal, composi¢do e metabolismo séo influenciados pela genética e o
ambiente (FANG, 2005). Os mecanismos responsaveis pelo crescimento fetal incluem uma
regulacdo critica de proliferacdo celular, organizacdo e diferenciacdo do embrido, junto com
uma sincronizacdo do crescimento dos diferentes sistemas de 6rgdos. Esses processos
dependem de fatores maternos, fetais e placentarios (ERGAZ et al, 2005; MEDEIROS e
GOUVEIA, 2005). Mudancas nesses fatores e interferéncias externas, como as condigdes
socioeconémicas, 0s cuidados pré-natais, 0 uso de medicamentos, de drogas e as infeccBes
podem interferir diretamente no crescimento fetal (DU PLESSIS, 2012). Uma redugdo na
entrega de substratos que sdo necessarios para o funcionamento normal celular, e uma alteracao
de mediadores moleculares que regulam o crescimento e a diferenciacdo celular podem ser
mecanismos importantes. Com um decréscimo minimo no substrato energético do feto, a
formacgé@o de glicogénio, gordura e o crescimento muscular sdo limitados (FANG, 2005;

ROSENBERG, 2008).

Entre as etiologias da RCIU, destacam-se a diminuicdo do fluxo sanguineo
uteroplacentario por um longo periodo de tempo, que pode levar a uma maior morbidade e
mortalidade nas criancas (TASHIMA et al, 2001; NETO et al,2011; DU PLESSIS, 2012).
Enquanto nos paises em desenvolvimento, a principal causa esta relacionada com a baixa
qualidade nutricional durante a gestagdo, nos paises desenvolvidos, problemas na perfuséo
uteroplacentaria e a incompeténcia do colo uterino sdo mais frequentes. As insuficiéncias

vasculares levam a reducdo no transporte de nutrientes placentarios, causando restricdo do



crescimento e podendo levar a prematuridade. (HENRIKSEN e CLAUSEN, 2002;

HUIZINGA, 2004; NETO et al, 2011; LONGO et al, 2013).

A RCIU pode ser diferenciada em “simétrica” ou “assimétrica”. Criangas com RCIU
simétrica sdo menores de forma proporcional em comprimento, peso e tamanho da cabeca, para
idade gestacional, sendo resultante de um insulto que geralmente ocorre precocemente durante
a gestacdo. As causas de RCIU simétrica incluem condigdes genéticas, sindromes de nanismo,
infeccbes virais congénitas, erros no metabolismo e exposi¢do intrauterina a drogas
(ROSENBERG, 2008). Nas criancas com RCIU assimétrica, 0 comprimento e peso do corpo
estdo diminuidos para a idade gestacional, mas had uma preservacdo do tamanho da cabeca e,
portanto, a circunferéncia da mesma é apropriada para a idade gestacional (ERGAZ et al, 2005).
Geralmente sdo de apresentacdo tardia durante a gestagéo e estdo mais relacionadas com uma
funcdo uteroplacentéria deficitaria, pré-eclampsia, hipertensdo crénica e diabetes, ou
deficiéncias nutricionais (ROSENBERG, 2008; MORSING e MARSAL, 2013). Esse
fendmeno é conhecido como um mecanismo de preservacdo do encéfalo, no qual o fluxo
sanguineo é redistribuido dentro do organismo para assegurar a integridade do sistema nervoso
central, modificando assim o aporte do tronco e dos membros do feto que passa a ser

direcionado ao encéfalo (FANG, 2005).

A morbidade em fetos com restricdo de crescimento perinatal é cinco vezes maior em
relacdo a criangas com crescimento fetal adequado, devido a maior frequéncia de complicagdes
neonatais (GARITE et al, 2004). Entre as principais complicacGes estdo a hipdxia, aspiracdo
de mecdnio, hipoglicemia, hipocalcemia, policitemia, hipotermia, hemorragia pulmonar e
intravascular, sepse e enterocolite necroética (GARITE et al, 2004; DAMODARAM et al. 2011;
NETO et al, 2011). Outro fator que pode representar um importante mecanismo para 0
desenvolvimento de doencas neuroldgicas, e que estd frequentemente associado a RCIU, é a

neuroinflamac&o por sepse em estagios precoces do desenvolvimento (BURD et al, 2012; TIEN



et al, 2013). A sepse neonatal se mantém como uma complicacdo séria especialmente entre
criancas prematuras com peso muito baixo ao nascimento. Sepse causada por E. Coli tem
aumentado nos ultimos anos, representando 24,5% dos casos (CAMACHO-GONZALEZ et al,
2013). Criangas prematuras com peso muito baixo ao nascer estdo em risco de infeccdo
principalmente pelo fato de ficarem hospitalizadas mais tempo, o que envolve procedimentos
invasivos, além disso, 0s neonatos, especialmente os prematuros, sdo relativamente imuno-
comprometidos devido a imaturidade do sistema imune, assim como a passagem diminuida de
anticorpos maternos pela placenta. As células neonatais ttm uma menor capacidade para
produzir citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral a. (TNF-a do inglés Tumor
Necrosis Factor) e interleucina-6 (IL-6). (CHALLIS et al, 2009; CAMACHO-GONZALEZ et

al, 2013)

Criancas nascidas prematuramente em associacdo a RCIU apresentam retardo no
crescimento corporal e alteragfes no neurodesenvolvimento, assim como um maior risco de
apresentar déficit cognitivo, dificuldade para alcancar maiores niveis académicos e dificuldades
na regulacdo das emocgdes e do comportamento quando comparadas com criangas sem RCIU
(LEITNER et al, 2007; CLARK e WOODWARD, 2008; MORSING et al, 2011; FISCHI-
GOMEZ et al, 2014). O déficit cognitivo ¢ associado principalmente a dificuldades em tarefas
de memodria - especialmente em testes de reconhecimento de objetos e memoria espacial-,
habilidades de aprendizagem, funcbes viso-motoras, deficit de atencdo e hiperatividade
(LEITNER et al, 2007; DELOBEL-AYQUB, et al. 2009). O menor numero de titulos
académicos ndo é atribuido somente as habilidades (coeficiente intelectual), mas também aos

déficits especificos no aprendizado (LEITNER et al, 2007)

No entanto, 0 ambiente também interfere nos déficits comportamentais; onde e como a
crianca desenvolve-se tem um papel importante no aparecimento de déficits cognitivos, sendo

que criancas com RCIU sdo mais vulneraveis a ambientes sociais adversos. Alem disso, quando



o nivel de escolaridade da mae é baixo, ha ainda maior prejuizo das habilidades de linguagem,

memoria e aprendizado em criancas nascidas com RCIU (KALLANKARI et al, 2014).

Estudos de neuroimagem, realizados em humanos, tem encontrado que no sistema
nervoso central, esses déficits associam-se com volume reduzido da substancia branca cortical,
diminuicdo no volume do hipocampo e um padréo alterado de giros do encéfalo (PADILLA et
al, 2014). A maior diferenca estrutural entre uma crianca com RCIU e uma PIG é a distribuicdo
da substancia branca e cinzenta, assim como a complexidade cortical no encéfalo, sendo
desorganizada em criancas com RCIU (FISCHI-GOMEZ et al, 2014; PADILLA et al, 2014).
Também se sabe que ha um significativo atraso na mielinizacdo em criangas com RCIU

assimétrica in utero (RAMENGHI et al, 2011)

Além de alteracdes neurocognitivas, neurocomportamentais e maior risco para doencas
psiquiatricas, a RCIU pode predispor ao desenvolvimento de uma série de outras doencas
crbnicas na vida adulta como, por exemplo, obesidade, doencas cardiovasculares, diabetes
mellitus tipo 2, aterosclerose, hipertensdo e sindrome metabdlica (HUIZINGA et al, 2004;
HALES and BAKER, 1992; RICHEDWARDS, STAMPFER et al, 1997; RAVELLI, VAN

DER MEULEN et al, 1999; PORTELLA e SILVEIRA, 2014).

1.1.2 Modelos animais de restricdo de crescimento intrauterino

Estudos pré-clinicos tém sido conduzidos para investigar os efeitos da RCIU em
diferentes espécies animais, como roedores, primatas e pequenos ungulados, assim como tem
se utilizado diferentes metodologias para tal fim. Esses modelos séo essenciais para estudarmos
estratégias de tratamento e de prevencgdo dessa e de outras condi¢des patoldgicas. Em roedores,
a etapa gestacional compreende trés periodos importantes: 1) periodo precoce, que corresponde
ao periodo de pré-implantacéo, implantagéo e fase embrionéria da vida (dias 0 a 7); 2) periodo

intermediario que corresponde ao periodo de organogénese (8° a 14° dias); e 3) periodo que



corresponde a fase de rapido crescimento, diferenciacdo e maturacdo (15° a 22° dias)

(BELLINGER e LANGLEY-EVANS, 2005).

Em ovelhas, é de uso comum o modelo de insuficiéncia placentaria induzida por
temperatura ambiente, onde se expdem ovelhas prenhes a condigcdes hipertérmicas por
aproximadamente 55 dias (37° a 99° dias pos-coito) ou 80 dias (40° a 120° dia p06s-coito)
resultando em uma restricdo do crescimento tanto do feto quanto da placenta (BARRY et al,
2008). Em ratos, os modelos de restricdo do crescimento variam bastante: desde a administracao
de tromboxano sintético A2 via intraperitoneal (i.p) na dose de 20 ng/h a partir do 13° dia de
gestacdo (HAYAKAWA, 2006), a exposicao das ratas prenhes a ambientes hipdxicos (12% O5)
do 15°até o0 21° dia de gestacdo (RUEDA-CLAUSEN et al, 2009), restricdo nutricional proteica
(leve - 9% ou severa - 5% do aporte de proteina) ou caldrica (severa- 70%, moderada - 50%,
leve - 30% do aporte caldrico) durante a gravidez (VUGUIN, 2007; ZOHDI et al, 2015),
exposicao a estressores e drogas, como o alcool e tabaco, durante a gravidez (VUGUIN, 2007)
até a reducdo do aporte sanguineo por meio da ligacdo ou colocacdo de clipes das artérias

uterinas em diferentes periodos da gestacdo (ALEXANDER et al, 2001; LI et al, 2012).

Em ratos, os protocolos mais utilizados que reproduzem a RCIU por reducdo de fluxo
sanguineo do Utero geralmente sdo realizados no 14°, 17° ou 19° dias de gestacdo. A ligacdo das
artérias uterinas no 17° dia gestacional coincide com o periodo de rapido crescimento fetal em
ratos, 0 que pode ser comparado ao terceiro trimestre gestacional em humanos (HUIZINGA,
2004; BELLINGER e LANGLEY-EVANS, 2005). A hipoperfusdo uteroplacentaria por
ligacdo das artérias uterinas no 17° dia da gestacdo em ratas produz uma significativa redugéo

do peso nos filhotes até o dia pds-natal 80 (P80) (HUIZINGA, 2004).



1.1.3 Neuroplasticidade na RCIU

A RCIU gera modificacOes importantes na estrutura celular e molecular do sistema
nervoso central associadas a alteragdes no comportamento e no desempenho cognitivo. Foram
estudadas algumas alteracBes nas células do sistema nervoso causadas pela restricdo do
crescimento intrauterino. Por exemplo, a reducdo do fluxo uteroplacentario por meio da ligacéo
unilateral da artéria uterina na metade da gestacdo, foi capaz de causar lesbes na substancia
branca encefélica e diminui¢cdo da mielinizacdo, especialmente no corpo caloso e no bulbo,
comparados aos neonatos sem RCIU em roedores (TOLCOS et al, 2011, DELCOUR et al,
2012). Ratos com RCIU mostraram atraso significativo na diferenciacdo de oligodendrdcitos e
mielinizacdo, assim como diminuicdo no numero de oligodendrdcitos imaturos na regido CAl
do hipocampo (SCHOBER et al, 2009). Tal reducéo pode afetar negativamente a fungdo normal
do hipocampo ao longo prazo, pois neurbnios desta regido sdo responsaveis por enviar a
principal informacdo de saida do hipocampo ao cOrtex para o processamento de informacéo

(SCHOBER et al, 2009; FUNG et al, 2012).

No entanto, outro estudo demonstrou que apesar do atraso na maduracdo de
oligodendrdcitos e mielinizacdo in utero, essas modificacdes foram restauradas oito semanas
apoés o nascimento, sugerindo que a RCIU retarda transitoriamente a maturacdo de
oligodendrdcitos e a mieliniza¢do no desenvolvimento (TOLCOS et al, 2011). Porém, apesar
da aparente recuperacdo, deficiéncias comportamentais foram encontradas em ratas fémeas
com oito semanas de idade, sugerindo assim que os defeitos que acontecem cedo na

mielinizagdo tém efeitos permanentes (REID et al, 2013).

Tambem, a RCIU por ligacdo bilateral completa das artérias uterinas no 17° dia
gestacional conseguiu produzir uma perda neuronal no cértex parietal e perda da estrutura
estratificada do cortex encefalico em ratos machos e fémeas (TASHIMA et al,2001). Utilizando

0 mesmo modelo no 19° dia gestacional, Fung e colaboradores (2012) encontraram uma



diminuicdo no nimero de neurdnios no hipocampo ao nascimento. Em machos houve uma
diminuicdo de neurdnios em CAl e CA3 enquanto nas fémeas houve diminuicdo no giro
denteado (GD), estruturas diretamente associadas com a memdria espacial. Também tem se
encontrado menor contagem de células neuronais no cortex entorrinal e cortex somatossensorial
primario (S1), assim como diminuicdo de interneurdnios GABAérgicos em S1 com aumento
dos mesmos no cortex pré-frontal, além disso, aumento da presenca de Caspase 3 em neur6nios

apoptéticos em S1 (DELCOUR et al, 2012).

Em um modelo de RCIU com restri¢do proteica desde o 1° dia de gestacdo até o parto,
houve um aumento de células apoptoticas no encéfalo. Esse aumento de células apoptoticas
podera levar a um prognostico desfavoravel na manifestacdo de doencas e transtornos
neuroldgicos a longo prazo em criangas com restricdo de crescimento. Nesse mesmo estudo, a
suplementacdo do aminoacido Taurina a partir do 12° de gestacdo reduziu consideravelmente o
namero de células apoptoticas, aumento a expressao de fatores neurotréficos derivados das
células gliais e diminuiu a expressao de Caspase 3 em amostras de tecido nervoso (LIU et al,

2013).

Outro tipo celular importante em processos patolégicos dentro do SNC sdo o0s astrocitos.
Considerando suas amplas fungdes de homeostase e sua presenca tanto na substancia branca
como nha cinzenta, os astrdcitos estdo também envolvidos em processos patoldgicos. Eles
respondem a injarias por meio da ativacdo de complexos bioquimicos e mudancas
morfologicas. Esse processo € conhecido como “astrogliose reativa” e, posteriormente pode
conduzir a proliferagéo celular e formacdo de cicatriz (LANCIOTTI et al, 2013). Ha evidencias
que alteragdes na funcionalidade destas células tém um papel importante em doencas
neurodegenerativas, doencas inflamatorias desmielinizantes, infec¢des, doencas metabolicas,
intoxicacg0es, leucodistrofias, epilepsia, enxaqueca e esquizofrenia (DE KEYSER et al, 2008).

Delcour e colaboradores (2012) encontraram uma astrogliose persistente na substancia branca



do cortex cingulado, cortex S1, cortex entorrinal e complexo hipocampal, em ratos de 60 dias
de idade provenientes de maes submetidas a ligacao unilateral no 17° dia gestacional. Esses
achados sdo similares aos reportados por Fung e colaboradores (2012) num modelo de ligacao
bilateral no 19° dia gestacional. Os machos da prole apresentaram quantidades aumentadas de

astrocitos em CA1 e CA3 no hipocampo quando comparados com animais controles.

No presente estudo, ratos de 30 dias de idade foram submetidos a dois testes de
comportamento: Campo aberto e Reconhecimento do novo objeto. No campo aberto, expde-se
0 rato a um novo ambiente, estimulando o comportamento exploratério natural - perante a

novidade - do animal. Além disso, pode-se avaliar também a atividade motora.

Um recente estudo realizado em humanos, demonstra que o processamento na detec¢édo
de estimulos novos e familiares, e consequentemente a formacdo de memorias futuras, precisa
da conectividade de regi6es como o hipotdlamo, a substancia nigra, a area tegmental ventral, 0
estriado e o globo palido (KAFKAS e MONTALDI, 2015). O estriado tem sido implicado
também no controle motor sensitivo e nos comportamentos exploratdrios induzidos por
novidade (GRAYBIEL, 1995; LEUSSIS e BOLIVAR, 2006). Estudos em animais tém
associado deficiéncias na plasticidade sinaptica cortico-estriatal com dificuldades para
habituacdo comportamental ao campo aberto (SERGEEVA et al, 2005), menor exploracéo,
déficit no aprendizado espacial e na memdria de objetos (SCHULZ et al, 2004; DERE et al,

2008).

Na memoria de reconhecimento precisa-se um julgamento acerca da ocorréncia prévia
de um determinado estimulo. Esse julgamento pode ser feito baseado na familiaridade com
objetos individuais, usando informacéo recente, ou integrando informacdes de associagao entre
0 objeto e o local (BARKER et al, 2007). Em outras palavras o reconhecimento de objetos € a

habilidade de discriminar a familiaridade de objetos previamente conhecidos (AKIRAV e
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MAROUN, 2006). Estudos em animais tém sugerido amplamente a integragédo principalmente
do cortex entorrinal, cortex orbito-frontal - uma regido do cértex pre-frontal-, cortex pré-frontal
ventromedial e a divisdo magnocelular do nucleo talamico dorso medial no processamento da
memoria de objetos, incluindo o reconhecimento de objetos e a recompensa associada a objetos
(MEUNIER, BACHEVALIER e MISHKIN, 1997; XIANG e BROWN, 2004; AKIRAV e

MAROUN, 2006).

Em humanos, outro tipo de aprendizado como o aprendizado espacial por reforco esta
associado a habilidades importantes como atencdo, recompensa e processamento executivo
(JARBO e VERSTYNEN, 2015). Essas funcbes dependem da integridade das vias
corticoestriatais encarregadas da integracdo dessas informacdes. Estudos com ressonancia
magnética funcional tém associado a conectividade entre o cortex orbito-frontal, cortex pré-
frontal dorso-lateal e parietal posterior dentro do estriado neste tipo de aprendizado.
Demonstrando uma arquitetura convergente das projecdes que integram a recompensa, O

controle executivo e a atencdo espacial na regido do estriado (JARBO e VERSTYNEN, 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

A prevaléncia de RCIU na nossa populacdo é alta (10-15%) e ha um aumento da
sobrevivéncia de criancas com restricdo do crescimento intrauterino, gracas aos avancgos nos
cuidados neonatais nas ultimas décadas. A relacdo entre RCIU e criancas com problemas
cognitivos, déficit de aprendizado, alteragdes comportamentais, emocionais e transtornos
psicoldgicos é evidente, porém ainda ndo esta totalmente esclarecida. Estudar essa relacéo entre
restricdo de crescimento intrauterino e déficit cognitivo em modelos animais pode nos ajudar a

esclarecer alguns aspectos dessa associagéo.

Além disso, ha grande necessidade de maior entendimento dos mecanismos biolégicos
encefalicos consequentes a RCIU, e das possiveis modificagBes estruturais, no sistema nervoso
central que interagem para determinar os desfechos comportamentais e no desempenho

cognitivo de criangas nascidas como tal condicao.

Uma das contribuic¢des cientificas advindas desse estudo € o estabelecimento de modelo
animal factivel e acessivel, para assim, estudarmos como a reducdo do fluxo sanguineo na
unidade feto-placenta e a combinacdo de eventos durante e apos a gestacdo interferem com o
desenvolvimento dos filhotes. Os estudos realizados em modelos animais, como o aqui
proposto, certamente permitirdo que se consolidem e avancem os conhecimentos sobre as bases
biologicas de alteragbes comportamentais induzidas por interferéncias durante a gestacéo.
Espera-se que esse conhecimento também viabilize maior respaldo para que se invista em
diagndstico, prevencdo, bem como tratamento dos disturbios relacionados a reducdo do

crescimento fetal.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da restricdo de crescimento intrauterino, por reducdo da pressao de
fluxo uterino, sobre pardmetros comportamentais, de memoria e neuroplasticidade em ratos

Wistar.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da RCIU por RUPP sobre a atividade motora e exploratéria dos filhotes

utilizando o teste do campo aberto.

- Avaliar o efeito da RCIU por RUPP sobre a memoria de longo prazo dos filhotes

utilizando o teste de reconhecimento do novo objeto.

- Avaliar o efeito da RCIU por RUPP sobre a expressdo de marcadores para neurénio

(NeuN) e astrécito (GFAP) no cortex pré-frontal e estriado dos filhotes.
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4. METODO E RESULTADOS

4.1 Artigo: Intrauterine growth restriction-induced hyperactivity and memory impair-
ment are associated to prefrontal cortex and striatal neuroadaptations in adolescent
rats.

Cristian Figueroa, Francele Valente Piazza, Ethiane Segabinazi, Otavio Américo Augustin, Pa-

tricia Pelufo Silveira, Simone Marcuzzo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Intrauterine growth restriction (IUGR) is a condition where the fetus cannot
develop its intrinsic growth potential. Children born with [JUGR have impaired learning abili-
ties, memory, attention and cognitive deficit in early scholar age; also, they have a higher risk
for psychological disorders such as Attention Deficit and Hyperactivity Disorder (ADHD)
when compared with non-lUGR children. OBJECTIVE: The study aims to find neurobiologi-
cal brain modifications that could underlie these memory and behavioral impairments in a rat
animal model of IUGR by Reduced Uterine Perfusion Pressure (RUPP). METHODS: Pregnant
Wistar rats were underwent to RUPP procedure on 14th gestational day, sham surgery or were
left undisturbed generating three offspring groups: IUGR, Sham, and Control. The Novel Ob-
ject Recognition (NOR) and the Open Field tests measured, respectively long-term object
recognition memory, locomotor as also exploratory activity after the 30th postnatal day (PND).
Immunohistochemistry procedures were conducted to measure the expression of neural cells
markers: NeuN (neurons) and GFAP (astrocytes) in prefrontal cortex and striatum. RESULTS:
IUGR and Sham offspring had decreased birth weight compared to controls; however, both
groups showed catch up growth at PND30. RUPP procedure increased gestation length in IJUGR
rats in 1 day. IUGR animals had higher exploratory, locomotor activity at PND30 and memory
impairment at PND32. Immunohistochemistry at PND34 revealed a significant increased ex-
pression of NeuN in prefrontal cortex in both IUGR and sham groups. However, increased
GFAP marker in striatum was found specifically in the IUGR group. CONCLUSIONS: The
RUPP disturbs pregnancy causing higher gestation length and IUGR in offspring, leading to
behavioral and memory changes, as well as modifications at cellular brain level. Further studies

are needed to find whether these changes are still present in adult life.

Key words: Intrauterine Growth Restriction, Small for gestational age, low birth weigh, Hyper-

activity, Memory impairment, Behavior, Astrocytes, Immunohistochemistry.
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INTRODUCTION

Intrauterine growth restriction (IUGR) could be defined as a condition in which the fetus cannot
reach its intrinsic growth potential (Campbell et al, 2012). Despite the fact that there is a rela-
tionship between the concepts of IUGR and small for gestational age (SGA), they are not syn-
onyms. IUGR is the result of pathological reduction of the growth rate due to injuries in utero;
this condition could lead to SGA newborns, defined as birth weight below the 10" percentile

of that predicted by their gestational age.(Ergaz et al, 2005; Neto et al, 2011).

IUGR prevalence babies is increasing in spite of the growing medical and pre-natal care
efforts. In the United States, from 250.000 babies born per year, 40.000 babies that born at term
weighing less than 2.500 g. (Ergaz et al, 2005). In general, the worldwide prevalence of IUGR

Is between 7% and 15% of the pregnancies (Neto et al, 2011).

In developing countries, the main cause of IUGR is the poor nutritional quality during
pregnancy, while in developed countries it is often associated with maternal uterine and circu-
latory issues. Vascular insufficiency leads to impaired nutrient delivery to the placenta and fe-
tus, causing IUGR and possibly prematurity (Henriksen & Clausen, 2002; Huizinga, 2004; Neto

et al, 2011; Longo et al, 2013).

Besides being associates with impaired body growth and neural development, IUGR
also is related to poor cognitive skills in scholars, especially with deficits in spatial memory,
learning, executive and attention, as well as hyperactivity and low academic achievement in
general compared to their non-restricted peers (Leitner et al, 2007; Delobel-Ayoub et al. 2009;
Fischi-Gomez et al, 2014). It is relevant to highlight that the environment has an important role
in establishing the behavioral and cognitive deficits, as IUGR children are more vulnerable to
social adverse environments (Kallankari et al, 2014). These deficits are associated with reduced

cortical white and grey matter volumes, reduced hippocampal volume and an altered pattern of
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brain gyrification (Padilla et al, 2014). In addition, it is known that the myelination process is

delayed in IUGR children (Ramenghi et al, 2011).

The IUGR brain’s structural modifications can have long-term consequences and pre-
dispose these children to several diseases in adult life (Huizinga et al, 2004). In addition to
neurocognitive and psychiatric conditions, IUGR individuals have increased predisposition to
develop obesity, cardiovascular disease, type Il diabetes, arteriosclerosis, hypertension, and
metabolic syndrome (Hales and Baker, 1992; RichEdwards, Stampfer et al, 1997; Ravelli, Van

der Meulen et al, 1999; Portella and Silveira, 2014).

There are several animal models to study IUGR. The main models uses food restriction
and reduction of blood flow to the uterus during pregnancy (Tashima et al, 2001; Delcour et al,
2012; Liu et al, 2013) Other models based on exposure to stress, tobacco and alcohol are also
used (Vuguin, 2007). These studies have found several structural and cellular modifications on
the central nervous system (CNS). Including white matter injury, especially in the corpus cal-
losum and internal capsule (Delcour et al, 2012), impaired myelination, decreased number of
olygodendrocites on the hippocampal CA1 region (Schober et al, 2009; Tolcos et al, 2011),
neuronal loss in the parietal, entorhinal and somatosensory cortices and hippocampus (Tashima
et al, 2001; Delcour et al, 2012; Fung et al, 2012). In addition, increased brain apoptotic cells
(Liu et al, 2013) associated with increased number of activated astrocytes in white matter in
cortex and hippocampus (Delcour et al, 2012; Fung et al, 2012). Behavioral outcomes associ-
ated to these changes are described as hyperactivity, as well as impaired memory and learning
(Tashima et al, 2001; Delcour et al, 2012). However, these results were described separately
and using different IUGR models. None of these studies related directly the behavioral out-

comes with neural plasticity modifications.
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This study used a protocol of reducing uterine perfusion pressure (RUPP) at gestational
day 14 (G14) in Wistar rats. Our hypotheses were that rats subjected to this protocol would 1)
induce IUGR that would be reflected in lower birth weight in comparison to sham and control
groups 2) impair memory and affect locomotion and 3) these behavioral changes would be
associated with altered neuronal and glial density in key areas related to attention and motor
control such as the PFC and striatum. The striatum is implicated on the motor sensitive control
and exploratory behavior induced by novelty (Graybiel, 1995; Leussis and Bolivar, 2006). The
PFC and other cortical areas have been suggested for the processing of memory object, recog-
nition of novelty and familiarity and spatial learning (Meunier, Bachevalier e Mishkin, 1997;

Xiang e Brown, 2004; Akirav e Maroun, 2006).

MATERIAL & METHODS

Animals

The study was performed in the Animal Research Unit of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Pregnant Wistar rats were randomly selected and housed individually in Plex-
iglas (65 x 25 x 15 cm) cages with sawdust-covered floors. Animals were kept in a controlled
environment (lights on from 07:00 h to 19:00h, temperature at 22 + 2° C, cage cleaning twice
a week, food and water ad libitum). Proestrous rats were housed with one male overnight, and
day 1 of pregnancy was defined when observing sperm through a vaginal smear. RUPP proce-
dure was done on G14 as described previously (Granger et al, 2006) and below. Rats were
classified in three groups: IUGR: complete RUPP procedure (n=11); Sham: surgery without
RUPP procedure (n=10) and control: no surgical procedure at all (n=11). Rats had natural par-
turition. Birth was considered post-natal day (PND) 0, only males were selected for the study,
females were euthanized by anesthesia overdose. The number of pups were culled to 8 per dam.

Pups’ weight was measured every 2 days until PND30. Dams and pups after weaning (PND
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21) had free access to food (Rodent chow, Nutrilab, Colombo, Brazil) and water. All the exper-
imental procedures were performed in accordance with national and international ethics guide-
lines and were approved by the Animal Research Ethics Committee of the Hospital de Clinicas

de Porto Alegre (GPPG/HCPA, project number 13-0417).
RUPP procedure

A modified technique of the previously described model by Granger and others was
used. A small-wide Horizon™ Titanium Ligating Clips (Ref 001201 Weck®) with a modified
Horizon™ applier (Ref 137082 Weck®) was used to reduce the flux of blood to the uterus.
Briefly, under Isoflurane anesthesia, the abdominal cavity was approached by a midline inci-
sion; carefully the lower abdominal aorta was exposed and one clip (0.203mm interdiameter)
was placed above the iliac bifurcation. (Alexander et al, 2003; LaMarca et al, 2005; Granger et

al, 2006).

This procedure had shown an adaptive increased of blood flow from the ovarian arteries
to the uterus. Consequently, a ligation clip (0.100 mm interdiameter) was placed on both right

and left uterine branches of the ovarian arteries (Granger et al, 2006).
Open Field Test

To assess the spontaneous motor activity and exploratory behaviors (rearing and groom-
ing) animals were exposed to the Open Field test consisting in a 40X40X40 cm Plexiglas arena.
On 30™ (habituation) and 31% PND (test), rats were placed inside the apparatus always looking
at the same side and located in the same square. Both sessions were recorded with a high quality
camera per 5 minutes (Tashima et al, 2001). The number of line crossings in the first minute,
total number of line crossing, number of rearing and grooming in each session were evaluated

on 15 - 20 animals per group.
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Novel Object Recognition (NOR) test

On 32" PND, NOR test was used to assess the long-term memory and cognition func-
tion. 15 to 20 rats per group were exposed to a 40X40X40 cm Plexiglas arena with two identical
objects in size, color and texture (A - A) for 5 minutes. On 33 PND, the rats were re-exposed
to the arena with a new different object in size, color and texture (A - B) for another 5 min
(Antunes and Biala, 2012). Time exploring object A and B during the both sessions were rec-
orded. To prevent object preference bias the object A and B were switched from rat to rat, and
the floor and walls of the apparatus and objects were thoroughly cleaned with a 70% ethanol
solution after each session (Jorgensen et al, 2015). The objects were made of metal and glass,
and had no natural significance for the rats and had never been associated with a reinforcer
(Delcour et al, 2015). Both behavioral tests were performed at the same time of the day (from
09:00h to 11:00h) by the same researcher in the same laboratory conditions. Videos were ana-
lyzed by two blinded researchers using the X-Plo-Rat 2005 1.1.0® freeware, developed by Fer-
nando Cardenas and Silvio Morato from the Laboratory of Exploratory Behavior, Department
of Psychology and Education FFCLRP, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, S&o Paulo,
Brazil. The exploration parameters were previously defined as sniffing, licking and touching
the object while facing it (Revsin et al. 2009; Piazza et al. 2011). The preference for exploring
the object B was quantified as a percentage, as follows: Time exploring the relocated B / Total

time exploring both objects X 100.

Histological procedures

On 34" PND the animals were deeply anesthetized with sodium thiopental (50 mg/kg,
i.p.; Cristalia, Brazil), injected with 1000 U heparin (Cristélia, Brazil) and euthanized by trans-
cardiac perfusion using 200 mL of saline solution, followed by 200 mL of a solution containing

4% paraformaldehyde (Reagen, Brazil) diluted in 0.1 M phosphate buffer (PB; pH 7.4) using a
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peristaltic pump (Milan, Brazil, 30 mL/min). The brains were dissected, post-fixed in the same
fixative solution at room temperature for 4 h and cryoprotected by immersion in 15% and 30%
sucrose solution (Synth, Brazil) in PBS at 4°C until they sank. The brains were then quickly
frozen in isopentane (Merck, Germany), cooled in liquid nitrogen and kept in a freezer (=70

°C) for further analyses.

Coronal sections (40 um thick) of the prefrontal cortex and striatum (5.20 to 4.70, +1.60
to -0.40 mm posterior to the bregma, respectively, Paxinos and Watson, 1998) were obtained
using a cryostat (CM1850, Leica, Germany) at —20 °C. Slices were serially collected on gelatin-

coated slides and processed for different immunostainings (described below).

Immunohistochemistry (IHC) procedures: NeuN PFC, GFAP striatum

Sections were fixed in ice-cold acetone (10 min) at room temperature and then washed
in ice-cold phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4. Antigen retrieval was performed by heating
sections in 0.01 M sodium citrate buffer (pH 6.0) in a thermostatic bath at 92 °C for 20 min.
Sections were washed in PBS and the endogen peroxidase was inactivated with 3% hydrogen
peroxide (Synth, Brazil) dissolved in PBS for 30 min. The tissues were washed in PBS and after
in PBS containing 0.1% Triton X-100 (PBS-Tx), and pre-incubated with 1% bovine serum al-
bumin (BSA; Sigma Aldrich, USA) in PBS-Tx for 30 min. Then, samples were separately in-
cubated with monoclonal mouse anti-NeuN antibody (1:1000; Millipore, Brazil) to detect ma-
ture neurons in the PFC; primary polyclonal rabbit anti-GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein)
antibody to detect astrocytes (1:1000; Dako, UK) in the striatum for 48h at 4°C. After washing
in PBS-TXx, sections were incubated with the secondary antibody anti-mouse or anti-rabbit IgG
conjugated with peroxidase (1:500, Sigma Aldrich, USA) at room temperature for 2 h. The
immunohistochemical reaction was revealed using a solution of 0.06% 3,3-diaminobenzidine

(DAB; Sigma Aldrich, USA) and 10% hydrogen peroxide for 5 min. Finally, the sections were



22

rinsed in PBS, dehydrated in ethanol, cleared with xylene and covered with synthetic Canada
balsam (Chemical Reaction, Brazil) and coverslips. Negative control sections were prepared
omitting the primary antibody. In order to minimize differences in the staining and background,
all histological procedures were performed at the same time and using the same solutions (Xa-

vier et al, 2005).
Optical densitometry (OD)

To measure the intensity of the immunoreactions it was used a semi-quantitative densi-
tometry analysis. Digitalized images of the PFC and striatum, were obtained with a Nikon
Optiphot-2 microscope (100 and 200 X, Tokyo, Japan) coupled to a Micrometric camera (Accu
Scope, Commack, NY, USA). Using the software Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics,
USA), the images were converted to an 8-bit gray scale (0-255 gray levels) and the OD was
obtained from mean of 3 squares, an AOI (Area of interest) measuring 4976.83 and 518684.7
um? overlaid in the striatum and PFC, respectively. All of the lighting conditions and magnifi-
cations were held constant. From each animal, 10-24 images were analyzed (5-12 sections per
animal, both left and right sides), 7-8 animals per group. The background correction and the

optical density were calculated as described for Xavier and others, 2005

Statistical analysis

The data were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) to compare the
difference between the groups. When there were statistically significant F values (p<0.05), the
Tukey post hoc test was used. Statistical analysis was performed using the Statistica 6.0 Soft-
ware package (StatSoft, Inc., USA). All data are represented by mean + standard error of mean

(S.E.M). Size of the sample was calculated based on previous published data.
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RESULTS

Firstly, we studied the effect of bilateral reduced uterine perfusion pressure procedure
on the fetal growth. One-way ANOVA revealed an effect of the RUPP procedure on birth
weight (F (2, 98) = 35.56; p<0.05). Despite there is no statistical difference in birth weight
between IUGR and Sham groups, Tukey pos hoc test revealed significant difference of both
groups when compared to Control group (p<0.001). Groups showed no difference in body
weight at PND30 (F (2, 51) = 2.605, p>0.05) (Table.1). Also, RUPP had effect on the duration
of pregnancy (F (2, 25) = 6.2, p<0.05) (Fig. 1) being longer in IUGR groups (23 days) than in

Sham (22.4 days) and Control group (22 days).

Open-field Test

One way ANOVA revealed significant main effect of the group on the number of cross-
ings during first minute (F (2, 54) = 6.95, p<0.01), total number of crossings (F (2, 52) = 7.57,
p<0.001), frequency of grooming (F (2, 59) =5, 21, p<0.01) but not in rearing behavior (F (2,
50) = 1.17, p>0.05). The Tukey post hoc test showed that IUGR rats had a higher rate of
locomotion in the first minute (p<0.01) and total number of crossing in 5 minutes (p<0.001)
than sham and control groups; there was no difference between Sham and Control groups. The
frequency of grooming was higher in JUGR group (p<0.05) but there were no significant dif-

ferences between groups in the frequency of rearing (p>0.05) (Table 2).

Novel Object Recognition Test

In the sample trial, the time percentages for exploration of both objects were similar in
all groups (IUGR: 45.69; Sham: 41.97; Control: 58.84; p>0.05). One-way ANOVA of novel-
object preference index showed significant differences between the groups (F (2, 53) =18.20,

p<0.001). Tukey post hoc test revealed a significant decrease in the percentage of preference
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for exploring the novel object in the IUGR and the Sham groups in comparison to controls

(p<0.05) (Fig. 2).

Expression of NeuN + neurons and GFAP + astrocytes

Analysis of neuronal immunoreactivity in the prefrontal cortex showed significant main
effects of the group (F (2, 13) = 11.16; p<0.05). The Tukey post hoc test revealed a significant

increase in the OD of neurons in IUGR and Sham groups when compared to Controls (p<0.05)

(Fig.3).

Additionally, analysis of GFAP+ astrocytes immunoreactivity in the striatum showed
significant main effect of the group (F (2, 17) = 3.75; p<0.05). The Tukey post hoc showed a
significant increase in the OD of GFAP in the IUGR compared to Sham and Control groups

(p<0.05) (Fig. 4)

DISCUSSION

In the present study, we found that RUPP procedure was able to reduce birth weight in
IUGR group when compared to controls but not in comparison to Sham. However, no differ-
ences were found in body weight at PND30 between the experimental groups. Even thought
RUPP increased the length of gestation, birth weight in these groups was lower than controls.
IUGR and Sham group showed long-term memory deficit in the Novel Object Recognition test
at PND32 and increased neuronal optical density in prefrontal cortex when compared with the
control group. Notably, rats exposed to the RUPP procedure had specific behavioral findings
such as increased locomotor activity and exploratory behavior in the open field test and in-
creased astrocyte optical density in striatum at PND34, demonstrating that the procedure was

successful in inducing IUGR and its long-term consequences.
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Our results show that blood flow reduction to the uterus at G14 was able to reduce the
weight of neonates rats at birth as previously described (Tashima et al, 2001; Campbell et al,
2012), however, the same effect was seen in the Sham group. To our knowledge, this is the first
study that uses both sham and intact animals as Controls. Laparotomy is a moderate to severe
stressor in rats (Muguin et al, 2007), therefore we attribute the low birth weight of the Sham
group to the surgical procedure itself. Several models of IUGR are produced by exposing the
pregnant rat to different stressors, such as loud noise, exposure to predators, heat chamber at
40°C or maternal restraint (Muguin et al, 2007). The increased of circulating glucocorticoids as
a physiological response to activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis after
acute stressors is well described (Fleshner et al, 1995). Additionally, It is known that IUGR
babies have elevated levels of cortisol compared to normal babies (Goland et al, 1993), and this
leads to a higher production of glucocorticoids by the placenta, specially in uteroplacental in-
sufficiency, seen in preeclampsia (Goland et al, 1995). Finally, several studies have demon-
strated that the prenatal exposition to glucocorticoids produces low birth weight both in animals
and humans (Reinish et al, 1978; French et al, 1999; Seckl, 2004), being a possible explanation

for the reduced birth weight seen in both IUGR and Sham groups in this study.

It is known that the disruption of maternal cytokine balance due to the exposure to a
surgical procedure is associated with adverse pregnancy outcomes, such as miscarriage, abor-
tion, preeclampsia, preterm labor and IUGR (Orsi e Tribe, 2008; Challis et al, 2009). Reduced
availability of oxygen, resulting from reduced tissue perfusion, triggers a cellular response me-
diated by the transcription factor hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF-1a) leading to the in-
crease of proinflammatory cytokines, a state well characterized in preeclampsia and hyperten-
sion (Challis et al, 2009). Therefore, this could explain the low birth weight in both IUGR and

sham groups. In addition, the surgically induced placental ischemia in rats that undergo RUPP
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procedure leads to elevated levels of circulating TNF-a, IL-6 and IL-7 (LaMarca et al, 2005),

and these could be associated to the specific findings that we described in the IUGR group.

It is known that the exposure to isoflurane in the prenatal period does not affect litter
size, viability, and weight compared to control animals (Kong et al, 2011), discarding the effect

of the inhalant anesthetics on these outcomes.

At PND30, the groups did not differ significantly in body weight. This could be ex-
plained by the catch-up growth: a condition seen in both humans and animals, first described
in growth-restricted children that underwent a period of illness or starvation after the cause of
the retardation was removed (Prader et al, 1963). Catch-up growth is defined as a grow velocity
above the statistical limits of normality for age during a defined period of time with the final

goal of optimizing the organism for survival (William et al, 1974; Wit et al, 2002).

The Wistar rat natural gestational duration in normal conditions is 21-22 days (Cagen
et al, 1999). Our study described an increased length of gestation in the IUGR mothers (23
days) compared to the Sham and Control group. It is suggested that exposition to stress and
inflammation during gestation could be associated with shorter gestation length in humans
(Wadhwa et al, 1998; Glynn et al, 2001) and animals (Paris et al, 2011). On the contrary, a
study performing energetic challenges in musk shrews at different phases of pregnancy found
that an acute reduction of 40% - 50% of food restriction at the pre-implantation phase caused
an increased gestation length, suggesting that energetic and metabolic challenges experienced
early in pregnancy delays the time of implantation (Kauffman et al, 2010). Our RUPP model is
performed after the implantation phase, what lead us to suggest the existence of a compensatory

mechanism of delaying the delivery to increase fetal growth. A similar finding is described in
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a model of prenatal exposure to ethanol from gestational days 6 to 10 (Bond, 1982). We high-
light that despite the longer gestational length, IUGR group had lower birth weight when com-

pared to control animals.

We also found higher locomotor activity assessed by the total number of crossing and
the first minute of exposure to the OF apparatus in the IUGR group. It is been reported increased
locomotor activity in rats at PND40 (Delcour et al, 2012), PND187 (Wattez et al, 2014), and
also, in mice at four months of life (Dexter et al, 2014). However, decreased locomotor activity
at PND49 have been reported in rats (Tashima et al, 2001). This contradictory results may
depend on the age of testing, the duration of the protocol and parameters used for the evaluation

of the locomotor activity in the Open Field.

Other early life injury model such as an hypoxic event have been studied in non IUGR
rats. A long-term hypoxic post-natal and intermittent antenatal hypoxia model caused hyperac-
tivity on PND35 (Gramatté and Schmidt, 1986) and PND19 in male rats (Herman et al, 1999).
IUGR-induced RUPP could also be considered an hypoxic-ischemic event in early life due to
reduction of the blood flow to the uterus (LaMarca et al, 2005) supporting the locomotor activ-

ity outcomes seen in IUGR rats.

Besides the horizontal locomotion, rat’s behavioral response to novelty is also charac-
terized by vertical activation (rearing behavior), considered to reflect not only the exploratory
activity, but also emotionally (Thiel et al, 1999). According to previous studies (Delcour et al,
2012) we did not find statistical significant difference between groups on the frequency of rear-
ing. However, there is a slight tendency on IUGR rats to show more rearing behavior when
compared to control animals. We hypothesize that IUGR may be more sensitive and react

different to novelty and novel environments than control rats.
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We also showed an increased frequency of grooming in the JUGR group. It has been
suggested that this behavior works as a deactivating mechanism of self-directedness after ex-
tremely arousing conditions (Van Erp et al, 1994). Grooming is elicited after the administration
of adrenocorticotropic hormone (ACTH), electrical stimulation in the paraventricular nucleus
of the hypothalamus (Van Erp et al, 1991), intracerebroventricular or subcutaneous injections
of oxytocin (Drago et al,1985), stress, conflict situations, novel environment, frustration and
anxiety (Katz, 1979; Nunes et al, 2012)., suggesting that these pathways could be differentially
modulated in IUGR rats. Our results suggest that IUGR rats presents higher anxiety induced by

novelty, however, further specific tests are needed to confirm this hypothesis.

Our study also showed a memory deficit in a NOR test at PD33 in both IUGR and Sham
groups. A similar model of IUGR founded short-term and long-term memory deficit in object-
recognition task (Delcour et al, 2012), similar memory and attention impairment was founded
in IUGR rabbits at PND70, equivalent to pre-adolescence human age, associated to long-term
structural changes in grey matter areas in cortical and hippocampal regions (llla et al, 2013).
Performance on the NOR test depends on the hippocampal, medial temporal lobe, anterior cin-
gulate cortex and prefrontal cortex integrity (Aggleton et al, 2010; Hammond et al, 2004; Pres-
ton & Eichenbaum, 2013; Weible et al, 2009); our results suggest that such structures could be
altered, in a structural and molecular level, in IUGR and Sham groups, as described previously

(Cintra et al, 1997; Black et al, 2004).

It is interesting to note that exposure to high concentrations of isoflurane (3%) on G14,
for 1 to 4 hours, lead to impaired acquisition of spatial working memory and learning in adult
offspring (Li et al, 2007, Palanisamy et al, 2011; Kong et al, 2011). It is suggested that isoflu-
rane exposure diminishes the number of synapses and synaptophysin expression in the dentate
gyrus and CA1 area, increasing apoptosis in the hippocampus (Kong et al, 2011; Xiong et al,

2014). We suggest that even thought our study used Isoflurane (2% per 30 minutes) in the
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surgical procedures, during a critical period of gestation, nor the time or the concentration was

high enough to cause significant memory impairment in both IUGR and Sham group.

Surprisingly, the IUGR and Sham group had an increased neuronal optical density in
prefrontal cortex, being greater in the IUGR group. To our knowledge, this is the first study to
report increased neuronal optical density in PFC of IUGR rats at PND34. Similar results in
striatum as well as frontal, temporal and parietal cortices are found after 30 and 60 days after a
transient middle cerebral artery occlusion (MCAO) followed by reperfusion, (Jiang et al, 2001).
Proliferation and neurogenesis, measured by Bromodeoxyuridine (BrdU), is described to hap-
pen in the forebrain sub ventricular zone (SVZ) in the striatum and cortex adjacent to infarcts
10 and 20 days after stroke (Parent et al, 2002). We suggest that the surgical procedure pro-
motes neurogenesis and cell proliferation on the offspring, possibly as a compensatory mecha-
nism to overcome the injury. The PFC is involved in higher-order social, emotional, communi-
cation, and cognitive development, but increased cellularity not necessarily is linked to better
cognitive performance. For example, a MRI study found that children with autism have an av-
erage 67% increase in prefrontal neurons than typically developing children (Courchesne et al,
2011). On the other hand, on study in IUGR rabbits (Batalle et al, 2014) demonstrated that the
IUGR brain shows a decreased network infrastructure and different network reorganization ,
maybe as a compensatory mechanism, that could support evidence to behavioral and develop-

mental changes described in this study.

Finally, we showed increased astrocytes’ immunoreactivity in the IUGR offspring stri-
atum compared to Sham and control groups at PND34; this finding is comparable to the striatal
glial activation found after RUPP + interventricular lipopolysaccharide (LPS) injection at
PND?5 in rats (Campbell et al, 2012). The activation of glial cells results in complex downstream

events, as they have both protective and destructive roles through the production of trophic and
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toxic mediators (Campbell et al, 2012). In humans, astrogliosis is seen in several neurodegen-
erative disorders such as Alzheimer’s disease (Nagele et al, 2004), inflammatory demyelinating
diseases, human immunodeficiency virus-associated dementia, acute traumatic brain injury,
and prion-associated spongiform encephalopathy (Eng and Ghirnikar, 1994). IUGR animals are
described as having increased GFAP immunoreactivity in the corpus callous at postnatal day
14, associated with white matter injury (Reid et al, 2013). It is interesting to note that brain
striatal activity has an important role in locomotor behavior, and these behavior/neurohistolog-
ical findings were specific to the IUGR (not sham) group in our study. Brain striatal lesion
resulting from kainic acid injection leads to the same behavioral outcome of increased basal
locomotor activity (Kafetzopoulos 1986) as described here; therefore we propose that the stri-
atal astrogliosis that we reported in the IUGR group likely underlies the behavioral differences

found in the Open Field in this group.

In conclusion, exposure to the RUPP procedure at G14 was able to produce IUGR in
Wistar rats, with typical alterations in behavioral outcomes due to structural modifications in
the developing brain of the animals. Since it is known that the reduction of blood flow to the
uterus causes placental insufficiency, this event induces related abnormalities and predisposes
to disturbances in the same way that hypoxic-ischemic injuries does, such as memory deficit
and hyperactivity. Further histological and molecular analysis of the model is needed to cor-

roborate the correlation with these behavioral changes.
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Tables
Group PNDO PND30 n
Control 7.41+0.05 127.62+3.23 42
Sham 6.64+0.08* 128.05+2.0 33
IUGR 6.77+0.08* 130.02+3.11 26

Table 1.Weight in grams (g). * IUGR and Sham showed low birth weight in comparison with
Control group (p<0.001). One-way ANOVA + Tukey post hoc test. Mean £S.E.M of absolute

values. PNDO=Birth.

Group Crossings (1) Total crossings Rearings Groomings
Control 48.11+1.73 150.125+5.90 49.96+2.37 1.80+0.12
Sham 48.57+1.36 158.90+3.86  50.54+2.9 1.89+0.17
IUGR 54.39+0.70* 174.67+3.45* 55.08+1.77 2.47+0.18*

Table 2. Open-Field test. Mean+S.E.M Number of first minute crossing, total crossings, fre-
quency of rearing and grooming behavior at PND32. One-way ANOVA + Tukey post hoc test.
* JUGR showed increased locomotor activity and (p<0.01) and grooming behavior (p<0.05)

compared to Sham and Control groups. n=15-22 per group.
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Figure 1. Length of gestation (days). *IUGR (n=11) and Sham (n=10) presented increased
length of gestation period compared to Controls (n=7) (p<0.05). One-way ANOVA + Tukey

post hoc test. Data expressed as Mean+S.E.M.
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Figure 2. Percentage of preference for the novel object during test trial in the NOR Test at
PND33. *IUGR (n=17) and Sham (n=19) groups showed less exploration of the novel object
in comparison to Control group (n=20) (p<0.05). One-way ANOVA + Tukey post hoc test.

Data expressed as MeanzS.E.M.
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Figure 3. Effect of IUGR on NeuN in prefrontal cortex (PFC). (A) Optical Density (OD)
measurement of NeuN Immunoreactivity in PFC at PND34. (B) Digital images of representa-
tive coronal sections of the PFC stained for NeuN. *IUGR (n=5) and Sham (n=5) showed
increased immunoreactivity in PFC compared to control group (n=6)(p<0.05). One-way

ANOVA + Tukey post hoc test. Data expressed as Mean+S.E.M.
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Figure 4. Effect of IUGR on GFAP in striatum. (A) Optical Density (OD) measurement of
GFAP immunoreactivity in striatum at PND34. (B) Digital images of representative coronal
sections of the striatum stained for GFAP. *IUGR (n=7) showed increased immunoreactivity
in striatum compare to Sham (n=6) and Control (n=7) groups (p<0.05). One-way ANOVA +

Tukey post hoc test. Data expressed as Mean+S.E.M.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a reducdo da pressdo de percussao

uterina € capaz de induzir restricdo de crescimento intrauterino em ratos Wistar e tem efeitos
sobre 0 comportamento, a memoria e parametros de neuroplasticidade na adolescéncia.
A RPPU foi capaz de reduzir o peso ao nascimento no grupo RCIU quando comparado ao
grupo controle, mas ndo em comparagao com o grupo Sham. No entanto, ndo foram encontradas
diferencas no peso corporal no P30 entre os grupos experimentais. Embora os grupos RCIU e
Sham apresentaram um aumento na duragdo da gestacdo, 0 peso ao nascimento nestes grupos
foi menor do que os controles, ambos apresentaram déficit de memdria de longo prazo no teste
de reconhecimento do novo objeto no P32 e aumento da densidade Optica neuronal no cértex
pré-frontal, quando comparado com o grupo controle. Apesar de ndo haver diferenca entre
RCIU e Sham nesses parametros, o procedimento de RPPU causou efeitos comportamentais
especificos tais como hiperatividade no teste de campo aberto e incremento na densidade dptica
de astrécitos no estriado no P34, demonstrando que o procedimento foi bem sucedido na
inducdo de RCIU e suas consequéncias a longo prazo.

Os nossos resultados mostram que a reducdo do fluxo sanguineo para o Utero no G14
foi capaz de reduzir o peso de ratos recém-nascidos como anteriormente descrito (TASHIMA
etal, 2001; CAMPBELL et al, 2012), no entanto, o mesmo efeito foi observado no grupo Sham.
Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que usa tanto Sham e animais intactos como
controles. A laparotomia € um estressor moderado a grave em ratos (VUGUIN et al, 2007),
portanto, sugere-se que 0 baixo peso ao nascimento do grupo Sham deve-se ao procedimento
cirargico em si. Varios modelos de RCIU séo produzidos pela exposi¢do da rata gravida a
diferentes fatores de estresse, como barulho alto, a exposicéo a predadores, cdmara de calor a
40 °C ou restricdo materna (VUGUIN et al, 2007). Por outro lado, a exposicdo ao isoflurano

no periodo pré-natal ndo afeta o tamanho de ninhada, a viabilidade e peso em comparag¢do com
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os animais de controle (KONG et al, 2011), descartando-se o efeito dos anestésicos inalantes
sobre estes resultados.

Apesar de ndo termos medido marcadores inflamatorios nas maes ou nos filhos, sabe-
se que a ruptura do equilibrio das citocinas maternas devido a exposi¢cdo a um procedimento
cirurgico esta associado a resultados adversos na gravidez, tais como aborto espontaneo, pre-
eclampsia, trabalho de parto prematuro e RCIU (ORSI e TRIBE, 2008; CHALLIS et al, 2009).
A disponibilidade reduzida de oxigénio, resultante da reduzida perfusdo dos tecidos,
desencadeia uma resposta celular mediada pelo fator de transcri¢do induzido por hipdxia 1 alfa
(HIF-1a) que conduz ao aumento de citocinas pro-inflamatérias, um estado bem caracterizado
na pré-eclampsia e hipertensao (CHALLIS et al, 2009). Portanto, isso poderia explicar o baixo
peso ao nascimento dos grupos RCIU e Sham. Além disso, a isquemia placentaria induzida
cirurgicamente em ratos que sofrem RPPU conduz a niveis elevados de TNF-a, IL-6 e IL-7
(LAMARCA et al, 2005), e estes podem estar associados com 0s achados especificos que
encontramos no grupo RCIU.

No P30, os grupos ndo diferiram significativamente no peso corporal. Isto pode ser
explicado pelo crescimento catch-up: uma condicdo observada em ambos humanos e animais.
Esse fenémeno foi descrito pela primeira vez em criangas com restri¢cao de crescimento causado
por um periodo de doenca ou de fome, mas que depois foi resolvido (RADER et al, 1963). O
crescimento catch-up é definido como uma velocidade de crescimento acima dos limites
estatisticos de normalidade para a idade, durante um periodo de tempo definido, com o objetivo
final de otimizar o organismo para a sobrevivéncia (WILLIAM et al, 1974; WIT et al, 2002).

Outro achado interessante do estudo foi a duracdo gestacional. Em ratos Wistar em
condi¢des normais, a gestacdo tem duracao de 21-22 dias (CAGEN et al, 1999). Nosso estudo
mostrou um aumento do tempo de gestacdo nas médes RCIU (23 dias) quando comparadas com

as maes Sham e Controle. Um estudo de restricdo energética em musaranhos em diferentes
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fases da gravidez encontrou que uma reducdo aguda de 40% - 50% de restricdo alimentar na
fase de pré-implantacdo, causou um aumento da duracdo da gestacdo, 0 que sugere que 0S
desafios energéticos e metabolicos experimentados no inicio da gravidez causa atrasos na
implantacdo do embrido (KAUFFMAN et al, 2010). No entanto, o nosso modelo é realizado
apos a fase de implantacdo, o que nos leva a sugerir a existéncia de um mecanismo de
compensacao para atrasar o parto, e assim aumentar o crescimento fetal. Achados semelhantes
foram descritos em um modelo de exposicédo pré-natal ao etanol do 6° ao 10° dia de gestacdo
(BOND, 1982). Ressalta-se que, apesar de uma maior duracdo da gestacédo, o grupo RCIU teve
peso menor ao nascimento quando comparado ao grupo controle.

Os resultados também mostraram uma maior atividade locomotora no grupo RCIU,
avaliada pelo numero total de cruzamentos e cruzamentos no primeiro minuto quando expostos
ao campo aberto. Os resultados na literatura sao controversos. Tashima e colaboradores (2001)
encontraram uma diminuicdo na atividade locomotora aos 49 dias de idade, em ratos machos,
usando um modelo de RCIU por hipoxia-isquémia pré-natal. Em contraste, um estudo
utilizando um modelo hipdxico precoce de longo prazo em ratos causou hiperatividade no P35,
no mesmo teste (GRAMATTE e SCHMIDT, 1986). Outro estudo utilizando hipdxia pré-natal
intermitente em ratos relatou um aumento da atividade locomotora no P19 em machos
(HERMAN et al, 1999). A RCIU induzida por RPPU também poderia ser considerado um
evento hipoxico-isquémico no inicio da vida devido a reducdo do fluxo sanguineo no Utero
(LAMARCA et al, 2005), e portanto, isso poderia explicar a auséncia de diferencas na atividade
locomotora do grupo Sham com o grupo Controle. Aléem da locomogéo horizontal, a resposta
comportamental do rato a novidade também ¢é caracterizada por ativacdo vertical
(comportamento de rearing), considera-se que reflete ndo apenas a atividade exploratdria, mas
também emocional do rato (THIEL et al, 1999). Nosso estudo ndo encontrou diferenca

significativa entre os grupos na frequéncia de rearings.



53

NoOs também encontramos um aumento da frequéncia de grooming (autocuidado) no
grupo RCIU. Tem sido sugerido que este comportamento funciona como um mecanismo de
desativacdo de auto-direcionamento ap6s condicBes extremamente excitantes. O grooming €
induzido apos a administracdo do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), estimulacéo elétrica
no nucleo paraventricular do hipotdlamo (VAN ERP, 1991), injecéo intracerebroventricular ou
subcutaneas de ocitocina (DRAGO et al, 1985), estresse, situacBes de conflito, novos
ambientes, frustracdo e ansiedade (KATZ, 1979; NUNES et al, 2012), o que sugere que estas
vias podem ser moduladas de forma diferente em ratos com RCIU. Nossos resultados sugerem
que ratos com RCIU apresentam maior ansiedade induzida por novidade, no entanto, testes
mais especificos sdo necessarios para confirmar esta hipétese.

Aceita-se que a novidade, como ambientes ou objetos desconhecidos, produz dois
comportamentos conflitantes em ratos: aproximagdo e esquiva. O comportamento de
aproximacdo ou "exploracdo”, reflete a tendéncia de um animal para explorar novos estimulos
ou ambientes, enquanto a esquiva - comportamento relacionado com ansiedade - é associado
como forma do animal refletir o medo perante a novidade (DULAWA et al, 1999). Com base
nas diferencas na atividade locomotora e comportamento de autocuidado descrito em nosso
estudo, poderiamos sugerir que ratos com RCIU sdo mais sensiveis a novidade e novos
ambientes.

Nosso estudo também mostrou um déficit de memaria no teste de RO no P32 em ambos
0s grupos, RCIU e Sham. Até onde sabemos, nosso estudo é o primeiro a testar a memoria de
reconhecimento de objeto de longo prazo em ratos com RCIU induzida por RPPU. O
desempenho no teste RO depende da integridade do hipocampo, lobo temporal medial, cortex
cingulado anterior e cortex pré-frontal (AGGLETON et al, 2010; HAMMOND et al, 2004;
PRESTON e EICHENBAUM, 2013; WEIBLE et al, 2009). Nossos resultados sugerem que

essas estruturas podem ser afetadas em ratos do grupo RCIU e Sham. E interessante notar que
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a exposicdo ao isoflurano em G14 (mas ndo no G20; LI et al, 2007) conduzem a aquisicao
prejudicada de memoria de trabalho espacial e aprendizagem na prole em idade adulta
(PALANISAMY et al, 2011; KONG et al, 2011). Sugere-se que a exposicdo ao isoflurano
diminui o nimero de sinapses e a expressdo de sinaptofisina no giro denteado e na area CA1l, e
aumenta a apoptose no hipocampo (KONG et al, 2011; XIONG et al, 2014). A exposicao a
altas concentracdes de isoflurano durante um periodo critico de desenvolvimento poderia
explicar a memoria prejudicada em ambos os grupos, RCIU e Sham, em nosso estudo.

Surpreendentemente, o grupo RCIU e Sham apresentaram um aumento da densidade
oOptica neuronal no cortex pré-frontal, sendo significativamente maior no grupo RCIU. Este é o
primeiro estudo a relatar um aumento da densidade Optica neuronal no CPF de ratos com RCIU
no P34. Resultados semelhantes no estriado, assim como em cortex frontal, temporal e parietal
sdo encontrados 30 e 60 dias apds uma oclusdo transitoria da artéria cerebral média, seguido de
reperfusdo (JIANG et al, 2001). A proliferacao e a neurogénese, marcada por BrdU, é descrita
na zona sub ventricular no prosencéfalo, no corpo estriado e no cdrtex adjacente aos infartos,
10 e 20 dias apos episodio de acidente vascular encefalico (PARENT et al, 2002). Sugerimos
que, em nosso estudo, o procedimento cirtrgico pode ter promovido a neurogénese e a
proliferacdo celular na prole, possivelmente como um mecanismo compensatorio para superar
alesdo. O CPF esté envolvido na comunicacéo e desenvolvimento cognitivo, social, emocional,
mas o aumento da celularidade ndo necessariamente esta ligada a um melhor desempenho
cognitivo. Por exemplo, um estudo de ressonancia magnética constatou que as criangas com
autismo tém um aumento meédio de 67% nos neurdnios pré-frontais comparado com criangas
com desenvolvimento tipico (COURCHESNE et al, 2011).

Finalmente, mostramos um aumento na imunorreatividade dos astrocitos no estriado no
grupo RCIU em comparacdo com o grupo Sham e controle no P34; este achado é comparavel

a ativacao glial estriatal encontrada ap6s RPPU + injecdo interventricular de lipopolissacarideo
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(LPS) no P5 em ratos (CAMPBELL et al, 2012). Os astrdcitos sdo a populagéo de células da
glia mais importante dentro do SNC, comunicam-se com neurdnios para regular a liberacao de
varios fatores neurotroficos, a fim de manter a homeostase do SNC (BRAMACHARI, FUNG
e PAHAN, 2006). A ativacdo de células gliais resulta em eventos complexos, uma vez que tém
ambos papéis de protecdo e destruicdo, por meio da producédo de mediadores toxicos e tréficos
(CAMPBELL et al, 2012). Nos humanos, a astrogliose é vista em varias doencas
neurodegenerativas, tais como a doenca de Alzheimer (NAGELE et al, 2004), doencas
inflamatorias desmielinizantes, a deméncia associada ao virus da imunodeficiéncia humana,
lesdo cerebral traumaética aguda e encefalopatia espongiforme associada a prion. Apds a
ativacdo, os astrocitos secretam diversas substancias neurotdxicas e expressam um maior nivel
de GFAP, que é considerada um marcador para astrogliose (BRAHMACHARI et al, 2006).
Tem sido descrito que animais com RCIU apresentam aumento da imunorreatividade a GFAP
no corpo caloso no P14, associado com lesdo da substancia branca (REID et al, 2013). E
interessante notar que a atividade do estriado no encéfalo tem um papel importante no
comportamento locomotor e estes resultados de comportamento e neuro-histolégicos foram
especificos para o grupo RCIU (ndo vistos no Sham) no nosso estudo. A lesdo encefélica no
estriado resultante da injecdo de &cido cainico conduz ao mesmo resultado comportamental de
um aumento da atividade locomotora basal (KAFETZOPOULQS, 1986) como descrito aqui;
portanto, propomos que a astrogliose no estriado no grupo RCIU provavelmente seja a base das
diferencas comportamentais encontradas no teste de campo aberto neste grupo.

Em concluséo, a exposi¢do ao procedimento de RPPU no G14 foi capaz de produzir
RCIU em ratos Wistar, com alteracdes tipicas em resultados comportamentais devido a
modificagOes estruturais no encéfalo em desenvolvimento dos animais. Uma vez que é sabido
que a reducdo do fluxo de sangue para o Utero provoca a insuficiéncia placentéaria, neste caso

induz anomalias relacionados e predispde a transtornos da mesma maneira que as lesdes
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hipdxicas-isquémicas, tais como déficit de memoria e hiperatividade. Outras analises
histologicas e moleculares do modelo sdo necessarias para confirmar a relacdo dos mecanismos

bioldgicos com as mudancas comportamentais.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nessa dissertacdo nos permitem concluir que:

O modelo de redugéo da presséo de perfuséo uterina (RPPU) no dia gestacional 14 foi

capaz de produzir restri¢do de crescimento intrauterino (RCIU) em ratos Wistar.

Foi evidenciado baixo peso ao nascimento nos grupos submetidos a procedimento
cirargico, que é em si, € um estressor moderado para a mée gestante e que é um dos fatores que
conduz a RCIU. Essa diminuicdo de peso ao nascimento néo foi vista quando os animais foram
avaliados com 30 dias de vida, possivelmente por o crescimento acelerado dos ratos. E
importante ressaltar que unicamente o0 modelo de RPPU foi o capaz de produzir o quadro de
RCIU acompanhado de baixo peso ao nascimento, maior locomogéo total e no primeiro minuto,
no teste de open field, demonstrando atividade exploratoria espontanea e hiperatividade motora

em idade juvenil.

E possivel que ratos com RCIU apresentem maiores niveis de ansiedade a novidade
demonstrado pelo aumento na frequéncia de comportamentos de groomings, no teste de open
field, porém é necessario o uso de outros testes comportamentais especificos pra ansiedade,

como o labirinto em cruz elevado, para determinar o estado emocional dos ratos restritos.

Ratos com RCIU e Sham apresentam déficit de memoria de longo prazo (24 horas de
intervalo) no teste de reconhecimento do novo objeto. Embora a restricdo de crescimento seja,
de fato, um fator predisponente para déficit cognitivo em ratos e humanos, outra possivel

explicacdo pode residir na exposicdo pré-natal ao anestésico inalatorio isoflurano que produz
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déficit de memoria espacial em animais, j& que ndo houve diferenca significativa entre os

animais RCIU e Sham.

Ambos os grupos RCIU e Sham apresentaram aumento na expressdo de neurbnios
(NeuN) em cortex pré-frontal no P34 apds o nascimento, o qual pode ser um mecanismo
adaptativo compensatorio a injuria pré-natal. Porém mais estudos sdo necessarios para
esclarecer a viabilidade e a funcionalidade dessas novas células neuronais e se esse aumento

permanece com o passar do tempo.

Confirmou-se astrogliose por aumento de expressdo de astrocitos (GFAP) no estriado
nos animais com RCIU no P34 ap6s o nascimento. O aumento de astrocitos reativos é comum
em diversas patologias encefalicas que cursam com injuria o dano encefalico, confirmando

assim o efeito da RPPU sobre a integridade encefalica dos ratos.



59

7. PERSPECTIVAS

Futuras andlises imunoistoquimicas serdo realizadas. Serdo analisadas a expressao da
proteina basica da mielina (PBM) no corpo caloso, NeuN (neur6nio), Iba-1 (microglia), e
marcadores de proliferacdo celular (Ki-67) no hipocampo, e 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)

em cortex pré-frontal.

As alteracGes comportamentais e de neuroplasticidade achadas no presente estudo foram
encontradas em machos restritos de 30 dias de idade, futuros estudos sdo necessarios para
determinar se essas modificacGes sdo permanentes na vida adulta, portanto sera realizado um

novo estudo com machos de 60 e 90 dias de idade.

Em humanos existem diferengas de género entre criangcas com restri¢ao de crescimento.
E de nosso interesse estudar o modelo de RPPU e seus efeitos em ratas fémeas de 30, 60 e 90
dias de idade, para tentar identificar possiveis diferencas associadas ao sexo nos testes

comportamentais.

A padronizacdo do modelo de RCIU por RUPP €é de utilidade no estudo do
comportamento dos ratos, quando comparados com outros modelos de RCIU. Futuros estudos
serdo realizados para comparar o comportamento alimentar entre ratos restritos provenientes de
mdes submetidas a restricdo caldrica e maes com alteracdo na circulagdo uteroplacentéria

(RPPU).
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Futuros estudos serdo realizados para determinar o impacto de procedimentos cirurgicos
e exposicdo aos anestésicos inalatorios sobre o sistema nervoso central e as possiveis

consequéncias na vida pds-natal avaliando parametros comportamentais e cognitivos em ratos.
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