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RESUMO

A hipdxia-isquemia neonatal (HI) gera dano ao tecido nervoso com consequente
alteracdes cognitivas e motoras que podem perdurar durante toda a vida. O folato,
um nutriente essencial obtido através da dieta, tem sido relacionado com a
prevencdo de eventos isquémicos e danos oxidativos. O objetivo deste estudo é
caracterizar a morte celular no Corno de Amon (regidao CA1) do hipocampo dorsal
ipsilateral de ratos submetidos a HI neonatal e verificar possiveis efeitos do
tratamento agudo com &cido folico (AF). Ratas wistar fémeas foram submetidas ao
procedimento de HI no 7° dia pds-natal (DPN), o qual consiste na oclusao
permanente da artéria cardtida comum direita com posterior exposicdo a ambiente
hipéxico por 90 minutos. Os animais foram divididos em 3 grupos (n=3/grupo): 1)
controle tratado com solugcdo salina 0,9% - veiculo (CTV); 2) hipoxia-isquemia
veiculo (HIV); 3) HIAF. Uma dose intra peritonial de AF 0,011uM foi administrada 24
horas antes, imediatamente antes e 12 horas apds a HIl. Os animais foram
profundamente anestesiados e perfundidos 24 horas apds a HIl e foi realizada a
preparacao histologica para analise em microscopio eletrdnico. Nos animais Hl
tratados com salina foi verificada uma grande degeneracéo celular, em graus
variados, com predominancia de caracteristicas de morte celular por necrose.
Também foi verificada a existéncia de um “continuum apoptose-necrose”, ou seja,
um mesmo neurdnio apresentava tanto caracteristicas apoptéticas quanto
necréticas. Nos animais HI tratados com acido félico também foram encontradas
células degeneradas em diversos niveis, porém foi visivel a maior quantidade de
células integras quando comparado com o grupo HIV. Com isso, é possivel concluir
que agudamente, apos a HI neonatal, ocorre predominio de necrose e que o
tratamento com acido félico mostrou-se benéfico na diminuicdo da degeneracéo
celular na regido CA1 do hipocampo, ipsilateral a oclusao arterial.

Palavras-chave: Hipdxia-isquemia neonatal, acido félico, morte neuronal, apoptose,
necrose, hipocampo, microscopia eletronica.



1 INTRODUCAO
1.1 Hipdxia-lsquemia Neonatal

A hipoxia-isquemia neonatal (HI) € o principal fator de risco de uma variedade
de sérias desordens neuroldgicas em humanos como deficiéncias motoras e de
aprendizado, paralisia cerebral, epilepsia, sendo também causa de morte (Hossain,
2008; Pereira et al., 2008). De acordo com dados do Departamento de Informatica
do Sistema Unico de Satde (2007), a incidéncia é de 4,05% de hipdxia intra-uterinas
e asfixia ao nascer, sendo considerada relativamente alta ao comparar com paises
desenvolvidos, onde ha 2 acometimentos para cada 1000 nascidos vivos (Hossain,
2008). Essa menor incidéncia deve-se, principalmente, a melhores condi¢cdes de
assisténcia pré-natal e peri-parto disponiveis. Dos neonatos afetados, 15-20% ira
morrer no periodo poés-natal e, em torno de 25% ter4d seqlelas graves e
permanentes (Nakajima et al., 2000).

Dois principais fatores contribuem para a HIl neonatal: a perda da auto-
regulacdo do fluxo sangiineo cerebral, com separacao/ruptura placentaria e/ou
estrangulamento umbilical e complica¢gGes durante o nascimento (Gill & Perez-Polo,
2008). E proposto que o dano ao tecido cerebral é causado por varios eventos
patofisiologicos interligados como a faléncia energética, excitotoxicidade, disfuncao
mitocondrial, inflamacéo, ativacdo de caspases e estresse oxidativo (McLean &
Ferriero, 2004; Pereira et al., 2008). Somando-se a isto, sabe-se ainda que o
cérebro imaturo é particularmente vulneravel ao dano oxidativo devido as suas
limitadas capacidades antioxidantes (Carloni et al., 2007).

Um dos primeiros mecanismos causadores de dano na HI neonatal provém
da excitotoxicidade glutametérgica e a faléncia energética. A remog¢ao do glutamato
da fenda sinaptica é realizada por transportadores presentes, principalmente, nos
astrocitos que necessitam da maquinaria energética da ceélula para seu bom
funcionamento (Figura 1). Os astrocitos convertem o glutamato em glutamina que €,
entdo, devolvida aos neurdnios para que novamente seja convertida em glutamato,

podendo ser reutilizado na transmissao sinéptica (Siegel, 2006).
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Figura 1. Funcionamento da sinapse glutamatérgica. Fonte: McLean & Ferriero, 2004.

Durante a isquemia, ocorre uma privagao de glicose para o sistema nervoso
central (SNC), o que gerara uma faléncia energética ao tecido devido a falta de
adenosina trifosfato (ATP). A falha na funcdo da Na’, K'-ATPase causa
despolarizacdo dos neurbnios que leva a um aumento intracelular de soédio e agua,
causando edema citotoxico e/ou lise celular seguida de reacdo inflamatoria com
liberacdo de citocinas. A despolarizacdo neuronal também causa uma maior
liberacdo de glutamato (Distefano & Pratico, 2010). Como os transportadores de
glutamato que realizam a sua recaptacao sao dependentes de energia, eles sofreréo
uma disfuncdo com diminuicdo da sua atividade apdés a isquemia. Com isso,
ocorrera um aumento da concentracdo do neurotransmissor na fenda sinaptica que
poderd ser prejudicial ao superestimular seus receptores poés-sinapticos,
principalmente o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (McLean & Ferriero, 2004).

Durante o desenvolvimento, sabe-se que os receptores NMDA, responsaveis
pelo influxo de fons sédio (Na*) e fons célcio (Ca®") estdo superexpressos quando
comparado com adultos e, segundo McLean & Ferriero (2004), as subunidades que

0os compdem nos neonatos permitem um influxo de Ca?* mais prolongado e



pronunciado. Com o aumento da concentragéo de glutamato, esses receptores sao
altamente estimulados o que gera uma série de danos a célula. (McLean & Ferriero,
2004; Siegel, 2006). O aumento excessivo de Ca®* no meio intracelular ativa varias
enzimas endocelulares como proteases e fosfolipases. As proteases irdo degradar
os neurofilamentos, determinando a ruptura do citoesqueleto com desintegracéo do
corpo celular. As fosfolipases irdo hidrolisar os fosfolipidios, danificando as
membranas das células e liberando acido araquidbnico, levando a producdo de
prostaglandinas vasodilatadoras que dardo inicio a fase de reperfusdo. Durante
esses processos também poderd ocorrer liberagdo de enzimas degrativas que
poderdo ser toxicas as células vizinhas, aumentando a morte e a perda do tecido
cerebral (McLean & Ferriero, 2004; Distefano & Pratico, 2010).

A formacdo excessiva de radicais livres (RL) ap6s a hipdxia-isquemia
neonatal causa estresse oxidativo as células, sendo que o encéfalo dos neonatos é
muito mais suscetivel a esse dano devido ha uma maior concentracdo de lipidios
polinsaturados (facilmente oxidaveis), ferro livre e defesas antioxidantes imaturas.
Apesar de haver certa producdo de RL durante a isquemia, é durante a fase de
reperfusdo (quando ha a reintroducdo de oxigénio) que ha um aumento excessivo e
danoso dessas espécies (McLean & Ferriero, 2004; Siegel, 2006). Na figura abaixo

podemos visualizar algumas das fontes formadoras de radicais livres durante a

hipoxia-isquemia neonatal.
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Figura 2. Fontes formadoras de radicais livres durante a hipéxia-isquemia neonatal. Fonte: Siegel,

2006.
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Esses radicais levam a peroxidacao de lipideos de membrana e disfuncéo de
canais ibnicos. Ao mesmo tempo, ocorre dano as jun¢des de oclusdo que causam
ruptura na integridade da barreira hematoencefalica, levando a um edema
intersticial-vasogénico que piora o dano cerebral (Distefano & Pratico, 2010). Os
radicais livres também ativam as células endoteliais, induzindo a liberacdo de
adesinas e quimiocinas, gerando um acumulo de neutréfilos e plaquetas nas
artérias, alterando o fluxo sangtiineo cerebral e causando um segundo processo de
necrose isquémica. Os radicais livres também levam a ativacdo do sistema
enzimatico de caspases, resultando na liberacdo do citocromo c, devido ao dano
oxidativo mitocondrial, e inducdo de genes pro-apoptoéticos (Distefano & Pratico,
2010). Ainda, o 6xido nitrico, um dos radicais livres produzidos durante a Hl, pode
modificar os receptores NMDA de glutamato, facilitando a entrada de calcio e
aumentando a excitotoxicidade (McLean & Ferriero, 2004). Podemos ver um

resumo dos mecanismos envolvendo a hipdxia-isquemia neonatal na figura abaixo.
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Figura 3. Mecanismos envolvidos na hipoxia-isquemia neonatal. Fonte: Siegel, 2006.
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Resultados de estudos morfolégicos, histoquimicos e moleculares indicam
gue mecanismos apoptéticos e necroticos levam a morte neuronal apos a hipdxia-
isquemia encefélica em diferentes modelos animais de neonatos (Nakajima et al.,
2000).

1.2 Apoptose

O termo “morte celular propagada” surgiu em 1964 para designar um tipo de
morte celular que ocorre de forma nao acidental. Porém, foi apenas em 1972 que
surgiu o termo “apoptose” para indicar esse mesmo tipo de morte celular (Kerr et al.,
1972). A apoptose ocorre em diversas situacbes, como na organogénese e
hematopoiese normal e patoldgica, na reposicao fisiologica de certos tecidos
maduros, na atrofia de 6rgéos, na resposta inflamatoéria e na eliminagdo de células
ap0s dano por agentes toxicos (Grivicich et al., 2007).

A apoptose é caracterizada por uma seqiéncia de eventos dependentes de
energia regulada por meio da qual uma célula se autodestréi. Ocorre retracdo da
célula, condensacdo da cromatina e fragmentacdo do nucleo. A membrana celular
forma bolhas (extrusbes) e a célula se quebra em vesiculas circundadas por
membranas (corpos apoptoéticos), contendo quantidades variadas de citoplasma,
organelas e fragmentos de acido desoxirribonucléico (DNA) (figura 5). A
fosfatidilserina, um lipidio da camada interna da membrana celular, € exposta na
camada externa como um marcador da apoptose para que macréfagos e outras
células fagociticas reconhecam esse sinal e engolfem os corpos apoptoticos sem
causar inflamacéo do tecido (Robbins, 2008; Marks, 2009).

As caracteristicas bioquimicas da apoptose abrangem:

e Degradacdo de proteinas por caspases que pertencem a uma familia de
proteases. Essas também podem ativar as DNAses que degradam o DNA
nuclear;

e Clivagem internucleossomal do DNA em fragmentos mdltiplos de 200 pares
de bases;

e Alteracdes da membrana plasmatica, como a exposi¢cao da fosfatidilserina na
camada externa (Robbin, 1995; Elmore, 2007).

O processo de apoptose pode ser dividido em 3 fases: (1) fase de iniciagéo,
que pode ocorrer devido a sinais externos por meio de receptores de morte (como o

fator de necrose tumoral — TNF) e/ou por diminuicdo de hormdnios do crescimento,
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ou por eventos intracelulares que afetam a integridade da mitocondria (ex.: falta de
oxigénio, radiacdo) e quando o DNA é lesado de forma irreparavel; (2) fase de
integracdo de sinal, quando o0s sinais apoptéticos sdo balanceados com os
antiapoptoticos por diversas rotas, como por membros da familia de proteinas Bcl-2;
(3) fase de execucdo, realizadas pelas proteinas proteoliticas denominadas
caspases (Marks, 2009).

1.2.1 Fase de Iniciagéo

Via Extrinseca (morte iniciada por receptor):

Os receptores de morte sdo membros da familia de receptores do fator de
necrose tumoral (TNF), como os receptores TNF do tipo 1 e Fas, que contém um
dominio de morte citoplasmatico envolvida nas interagBes proteina-proteina. A
reacao cruzada com seu ligante faz com que esses receptores se unam para formar
um local de ligacéo para uma proteina adaptadora que, por sua vez, aproxima varias
moléculas caspase-8 inativas . A atividade enzimética de baixo nivel dessas pro-
caspases cliva uma delas, ativando-a. Essa caspase ativa, por sua vez, cliva e ativa
outra pro-caspase, desencadeando rapidamente uma cascata de ativacdo de
caspases (Elmore, 2007; Robbins, 2008). A caspase-8 também cliva uma proteina,
Bid, em uma forma que ativa a rota de integridade mitocondrial para apoptose
(Marks, 2009).

Via Intrinseca (mitocondrial):

Em diversos eventos lesivos a permeabilidade mitocondrial aumenta e sao
liberadas moléculas pré-apoptéticas no citoplasma, sem a participacdo de
receptores de morte. Todos esses tratamentos ou altera¢des levam a liberacdo de
citocromo ¢ pela mitocéndria, que € um componente protéico necessario na cadeia
transportadora de elétrons, estando frouxamente ligado ao lado externo da
membrana interna da mitocondria. A partir da sua liberacdo inicia-se a apoptose.
Quando no citosol, o citocromo ¢ se liga a Apaf (fator ativador da protease pro-
apoptética), formando um complexo que se liga a caspase 9 (caspase iniciadora).
Esse novo complexo ativo é chamado de apoptossomo, que é responsavel pela
ativacdo de caspases de execucdo por quebra de zimogénio (Elmore, 2007;
Robbins, 2008; Marks, 2009).
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1.2.2 Fase de Integracao de Sinal

Mais de 20 proteinas da familia da proteina Bcl-2 tém a funcdo de regular a
apoptose. As proteinas antiapoptéticas (ex.. Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-wL) tentam
antagonizar os sinais de morte inserindo-se na membrana mitocondrial externa para
diminuir a liberacdo de citocromo c ou ligando-se a Apaf citoplasmatica para que ela
nao forme o apoptossomo. Existem 2 tipos de proteinas pré-apoptéticas: 0s
membros formadores de canais i6nicos e os membros BH3-Unico. As primeiras
(ex.:Bax) sdo muito similares aos membros antiapoptoticos, exceto por ndo conterem
dominio de ligacdo com Apaf. Porém, possuem outros dominios estruturais e
guando dimerizam com as BH3-Unicas na membrana externa da mitocdndria formam
um canal ibnico que permite a passagem do citocromo c. As Ultimas (ex.:Bim e Bid)
possuem apenas um dominio estrutural que permite que se liguem a outros
membros da familia Bcl-2 e ndo contém dominios para ligacdo com a membrana ou
a formacdo de canais iGnicos. Sua ligagdo ativa os membros pro-apoptoticos e
inativa os antiapoptéticos Quando as células s&o privadas dos sinais de
sobrevivéncia ou expostas a estresse, elas perdem a Bcl-2 e/ou Bcl-x da membrana
mitocondrial e sdo substituidas por membros pro-apoptoticos da familia, como Bak,
Bax e Bim. Quando os niveis de Bcl-2/Bcl-x diminuem, a permeabilidade da
membrana mitocondrial aumenta e varias proteinas que podem ativar caspases
extravasam. A esséncia dessa via estd no equilibrio entre as moléculas pro-
apoptoticas e protetoras que regulam a permeabilidade mitocondrial (Robbins, 2008;
Marks, 2009).

1.2.3 Fase de Execucéo

As caspases proteoliticas que medeiam a fase de iniciacdo sédo altamente
conservadas entre as espécies. No termo caspase, o0 “c” refere-se a uma enzima
gue possui uma cisteina em seu sitio ativo e “aspase” refere-se a habilidade dessa
enzima de clivar os residuos de acido aspartico. Existem na forma de pro-enzimas
inativas e devem sofrer uma clivagem para serem ativadas, sendo que os locais de
clivagem podem ser tanto hidrolisados por outras caspases quanto
autocataliticamente. S&o divididas em dois grupos: as iniciadoras e as efetoras. As
primeiras clivam especificamente outras caspases, sendo ativadas pelas vias
intrinseca e extrinseca da fase de iniciagdo e incluem a caspase-8 e a caspase-9. As

caspases de execucdo sdo responsaveis pela clivagem de outras proteinas
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envolvidas na integridade celular e incluem a caspase-6 e a caspase-3, entre outras.
Depois que uma caspase iniciadora é ativada, o programa de morte enzimatica é
iniciado pela ativacdo rapida e sequencial das outras caspases. Quando as
caspases de execucdo sao ativadas, elas quebram as proteinas-quinases
envolvidas na adeséao celular, as laminas que formam a camada interna do envelope
nuclear, a actina e outras proteinas necessarias para a estrutura celular e as
enzimas de reparo de DNA. Também clivam uma proteina inibidora da
endonuclease CAD (DNase ativada por caspase) e com a destruicdo do envelope
nuclear, as endonucleases adicionais (dependentes de Ca®" e Mg?") também se
tornam ativadas. A caspase-3, em especial, ativa uma DNAse citoplasmatica que
resulta na clivagem internucleossémica caracteristica do DNA (Elmore, 2007,
Robbins, 2008; Marks, 2009). Na figura 4 podemos observar um resumo das vias

apoptéticas e suas diferentes fases.
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Figura 4. Representacao esquematica das diferentes vias apopt6ticas. Fonte: Hengartner, 2000
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linfécitos. 2B:
apoptose em fase inicial com
cromatina condensada e periférica,
membrana plasmaética irregular, seta
representa um fragmento do ndcleo e
a cebeca da seta indica,
possivelmente um corpo apoptético.
2C: célula formando bolhas que serdo
0S corpos apoptoéticos. 2D: no centro
um macréfago com corpos
apoptoéticos intracitoplasmaticos, a
cabeca da seta indica um linfécito em
| estagio avancado de apoptose com
| fragmentacédo nuclear. Fonte: Elmore,
2007.

1.3 Necrose

O processo necrotico ocorre quando ha uma perturbacdo abrupta do
ambiente celular (Pagnussat, 2007) de forma passiva e cadtica, ndao sendo
especifica nem dirigida. Envolve a perda da integridade estrutural e funcional da
membrana plasmatica e enzimas associadas (ex.: Na', K'-ATPase) com réapido
aumento dos niveis intracelulares de fons, como o Ca?* e o Na*, e &gua, dano
mitocondrial e colapso energético que culminardo na desintegracdo celular
(Pagnussat, 2007; Northington et al., 2011).

As células necréticas sdo mais eosinofilicas que as células normais pela
coloracdo de hematoxilina e eosina, possuem uma aparéncia “vitrea” causada pela
perda dos granulos de glicogénio (Robbins, 2008). H4 um aumento no volume
celular e as membranas celulares sdo fragmentadas (figura 6), permitindo o
extravasamento do contetdo citoplasmatico que é seguido pela inflamagéo do tecido
adjacente. O nucleo sofre uma seérie de alteragbes como a picnose (intensa
condensacao da cromatina), a coriorrexe (fragmentacdo do nucleo) e a caridlise
(nucleo dissolvido). Na mitocédndria pode ocorrer a contracdo ou a condensacédo da
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membrana interna, lise das cristas e desintegracdo. H& um aumento dos ribossomos
livres no citoplasma (aparéncia densa e granular) devido a dissociagdo dos
polirribossomos e o desprendimento dos ribossomos do reticulo endoplasmatico
rugoso. Este, por sua vez, pode sofrer dilatacdo, fragmentacdo ou vesiculacdo de
suas cisternas, bem como as cisternas do aparato de Golgi. Pode ocorrer o
processo de blebbing na membrana plasmatica, que sdo como dilatacdes em forma
de bolhas (Pagnussat, 2007; Robbins, 2008).

Figura 6. neurbnio  cortical
apresentando os primeiros sinais de
necrose: aumento do volume
citoplasmatico, ruptura das
organelas, formacdo de vacuolos
(asteriscos) e deterioracdo da
membrana (seta). Fonte: Wei et al.,
2004.

As principais diferengas morfologicas entre a morte celular programada e a
necrose podem ser observadas na figura 7. A tabela 1 lista essas diferencas.

Apopiose Retragio Corpos
celular apoplaticos
) &
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Figura 7. Diferencas entre apoptose e necrose. Fonte: Grivicich, 2007.
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Tabela 1. Comparacéo entre apoptose e necrose. Fonte: Elmore, 2007.

Apoptosis MNecrosis

Single cells or small clusters of cells Often contiguous cells

Cell shrinkage and convolution Cell swelling

Pyknosis and karyorrhexis Karyaolysis, pyknosis, and karyorrhexis
Intact cell membrane Disrupted cell membrane

Cytoplasm retained in apoptotic bodies Cytoplasm released

No inflammation Inflammation usually present

1.4  Morte Neuronal na Hip6xia-lsquemia

Sabe-se que a maturidade do encéfalo, os subtipos de receptores de
glutamato e o modelo aplicado influenciam o modo e a velocidade da morte celular
(Sheldon et al.,, 2001; Northington et al., 2011). Muitos autores afirmam que
inicialmente ocorre uma morte celular por necrose na regido central da isquemia e
gue ha uma morte tardia por apoptose na regido de penumbra (Nakajima et al.,
2000; Sheldon et al., 2001; Northington et al., 2001; Yuan et al., 2003; Ferrer &
Planas, 2003; Hossain, 2008). Em seu estudo, Ferrer (2003) classifica a regido de
penumbra como a area hipo-perfundida envolta da regido isquémica, onde a
circulacao sangilinea € muito baixa para manter a atividade elétrica, mas € suficiente
para preservar 0s canais idnicos. Essas células estariam sujeitas a diversos fatores
deletérios produzidos pelas células vizinhas que gerariam excitotoxicidade. Nesse
trabalho foi verificado que as vias extrinsecas e intrinsecas da apoptose ocorrem
concomitantemente na regido de penumbra.

Estudos utilizando Microscopia Eletrénica descrevem, normalmente células
que apresentam tanto caracteristicas quanto necroticas quanto apoptéticas que
foram classificadas com um “continuum apoptose-necrose” ou “parapoptose”
(Sheldon et al., 2001; Liu et al., 2004). Esse processo pode ocorrer devido a faléncia
energeética inicial da hipoxia-isquemia que levaria a uma morte por necrose, porém
com a recuperacao energética a célula poderia iniciar um processo de apoptose (Liu
et al., 2004). Outros autores classificam essas células como necrose “secundaria”,
pois acreditam que as células necroticas podem induzir a morte por apoptose nas
células vizinhas, o que explicaria 0 mecanismo de morte neuronal tardia (Sheldon et
al., 2001). A perda das conectividades e a diminuicdo de fatores tréficos explicariam,
também, a morte neuronal tardia, principalmente em regides distantes do foco
isquémico e teriam caracteristicas apoptoéticas e/ou a forma hibrida de apoptose-
necrose (Northington et al.,, 2001; Liu et al., 2004). Liu e colaboradores (2004)

descreveram as células com caracteristicas do tipo quimérico de morte neuronal
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(“parapoptose”) encontradas em seu estudo: citoplasma e nucleo retraidos,
organelas altamente vacuolizadas, embora algumas mitocondrias ainda estivessem
reconheciveis no citoplasma e cromatina condensada em grumos irregulares. Esse
“continuum” é caracteristico na isquemia em neonatos, ndo sendo tdo encontrado
em adultos. Nakajima e colaboradores (2000) apontam que a excitotoxicidade
glutamatérgica pode ser uma das grandes causas desse fenétipo de morte neuronal.
Também demonstram em seu estudo a coexisténcia de apoptose e necrose,
mostrando que uma ndo excluiria a outra e que possivelmente ha uma sinalizacao
comum no microambiente extracelular para ativar esses dois tipos de morte celular.

Nakajima e colaboradores (2000) concordam com o0s demais autores
descrevendo que no centro da lesdo ocorre necrose, porém acreditam (de acordo
com seus resultados) que também ha apoptose na area isquémica sé que devido a
sua meia-vida menor ela é subestimada. Como a apoptose segue por varios dias no
cortex, estriado e regido CA1l do hipocampo, ela pode servir como busca de
estratégias neuroprotetoras devido a sua maior “janela terapéutica” quando
comparada com a necrose (Nakajima et al., 2000; Hossain, 2008).

Estratégias tanto farmacolégicas quanto ndo farmacolégicas tém sido
propostas para reduzir os danos causados pela HI. No primeiro grupo encontra-se,
dentre outros, o acido ascorbico (Miura et al.,, 2009) e no segundo grupo o

enriguecimento ambiental (Pereira et al., 2007).

1.5 Acido Fdlico

O folato € uma vitamina hidrossolivel do complexo B, recebendo essa
nomenclatura quando em sua forma natural e denominado acido félico quando se
tratar da forma sintética. Entre as suas fung¢des, encontram-se: sintese de DNA,
RNA transportador (tRNA) e aminoacidos (Féliz, 2002; Oliveira, 2008). Foi
encontrado pela primeira vez em alimentos com fungos, sendo relacionado com a
cura de anemia megaloblastica. E um nutriente essencial da dieta ndo sintetizado
pelos humanos, por isso deve ser adquirido através da dieta com o consumo de,
principalmente, vegetais de folhas verdes, frutas citricas, carne de figado e rim. O
cozimento dos alimentos pode reduzir em até 30% a quantidade de folato
encontrada, sendo termo-sensivel e pouco resistente ao contato com luz e oxigénio
(Féliz, 2002; Ferreira, 2005).
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O forma natural € composta por um anel pteridinico, PABA (acido para amino
benzéico) e uma cauda com 1 a 6 moléculas de acido glutamico. Quanto maior for a
quantidade de acido glutamico na cauda, menor € a disponibilidade do nutriente,
pois tem que ser hidrolizado a monoglutamato para ser transportado (Féliz, 2002;
Blom & Smulders, 2011) . A forma sintética € monoglutamica, possuindo melhor
absorcdo que o folato. Ao ser absorvido é reduzido a tetrahidrofolato (THF) que é o
composto ativo encontrado no soro e nos tecidos (Féliz, 2002). Envolvido na
biossintese de DNA (guanina, adenina e timina), essencial na divisdo celular e na
metilacdo (metabolismo de um carbono), fornecendo grupos metil para
metiltranferases celulares (Féliz, 2002). Também protege contra substancias de
acao teratogénica, ajuda a producdo normal de hemacias e a maturacdo de
magaloblastos em normoblastos (Ferreira, 2005).

A absorcdo do folato se da, principalmente no primeiro terco do intestino
delgado por processo ativo saturavel, dependente de pH e sédio. Nao ha um grande
reserva desse nutriente no organismo, sendo esta de 5 a 10mg, metade encontrada
no figado na forma de poliglutamato. A excrecao, tanto das formas metabolicamente
ativas quanto as inativas, se da pelas vias urinarias e biliares (Ferreira, 2005). O
transporte do folato através das membranas se da por 3 diferentes sistemas:
carregador de folato reduzido, endocitose por receptores de folato e exportacéo
celular ativa (Hyland, 2010).

A deficiéncia de folato é fortemente relacionada com defeitos na formacéo do
tubo neural, por isso a RDA (Recommended Dietary Allowances) determina a
ingestdo de 400ug/dia antes da gestacao e até o 3° més. O mecanismo de como o
acido folico inibe os defeitos na formacao do tubo neural ainda é desconnhecido. A
prevencdo pode ser feita através da dieta, suplementacdo com polivitaminicos e
fortificacdo de alimentos (Ferreira, 2005; Oliveira, 2008). Em 1998, o FDA (Food and
Drug Administration) determinou o enriquecimento de cereais e todas as farinhas
com 140ug de acido folico/ 100g de farinha de trigo. Somente em 2002, através da
resolucdo RDC 344, que o governo brasileiro obrigou todos os fabricantes de farinha
de trigo e milho a adicionarem ferro e acido félico numa concentracdo minima de
150ug de &cido félico por 100g de farinha. Os rétulos dos produtos devem conter a
expressao: enriquecido, fortificado ou rico em acido folico (Ferreira, 2005).

A deficiéncia de folato também ja foi correlacionada com o desenvolvimento

de aterosclerose e doenca vascular cerebral e cardiaca (Barp, 2007), prevencdo de
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eventos isquémicos (Assaneli et al., 2004), doenca de Alzheimer (Mattson & Shea,
2003) e danos oxidativos causados pela homocisteinemia (Matté et al., 2007).

Até o momento, ndo ha dados publicados relacionando os possiveis efeitos
do tratamento com acido félico na hipOxia-isquemia neonatal. Em estudos
preliminares do nosso grupo, observamos melhora ha memaria aversiva associada a
reversdo da inibicdo da enzima Na’, K'-ATPase no cértex e estriado de ratos

submetidos a HI neonatal.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo é averiguar os efeitos do tratamento com acido félico
na caracterizacdo da morte celular em animais submetidos a hipdxia-isquemia

neonatal.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar e avaliar, por microscopia eletrbnica, a presenca ou nao de
apoptose e necrose nos neurdnios da regido CAl do hipocampo, ipsilateral a
oclusédo arterial, de ratos, vinte e quatro horas apdés do procedimento de hipdxia-
isquemia neonatal, comparando-os com 0s animais controles.

Verificar os possiveis efeitos do acido félico na morte celular desses animais.
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RESUMO

A hipdxia-isquemia neonatal (HI) gera dano ao tecido nervoso com consequente
alteracdes cognitivas e motoras que podem perdurar durante toda a vida. O folato,
um nutriente essencial obtido através da dieta, tem sido relacionado com a
prevencdo de eventos isquémicos e danos oxidativos. O objetivo deste estudo é
caracterizar a morte celular no Corno de Amon (regidao CA1) do hipocampo dorsal
ipsilateral de ratos submetidos & HI neonatal e verificar possiveis efeitos do
tratamento agudo com &cido folico (AF). Ratas wistar fémeas foram submetidas ao
procedimento de HI no 7° dia pds-natal (DPN), o qual consiste na oclusao
permanente da artéria cardtida comum direita com posterior exposicdo a ambiente
hipéxico por 90 minutos. Os animais foram divididos em 3 grupos (n=3/grupo): 1)
controle tratado com solugdo salina 0,9% - veiculo (CTV); 2) hipoxia-isquemia
veiculo (HIV); 3) HIAF. Uma dose intra peritonial de AF 0,011uM foi administrada 24
horas antes, imediatamente antes e 12 horas apds a HI. Os animais foram
profundamente anestesiados e perfundidos 24 horas apds a HI e foi realizada a
preparacdo histologica para analise em microscopio eletronico. Nos animais HI
tratados com salina foi verificada uma grande degeneracéo celular, em graus
variados, com predominancia de caracteristicas de morte celular por necrose.
Também foi verificada a existéncia de um “continuum apoptose-necrose”, ou seja,
um mesmo neurdnio apresentava tanto caracteristicas apoptéticas quanto
necréticas. Nos animais HI tratados com acido félico também foram encontradas
células degeneradas em diversos niveis, porém foi visivel a maior quantidade de
células integras quando comparado com o grupo HIV. Com isso, é possivel concluir
que agudamente, apos a HI neonatal, ocorre predominio de necrose e que o
tratamento com acido félico mostrou-se benéfico na diminuicdo da degeneracéo
celular na regido CA1 do hipocampo, ipsilateral a oclusao arterial.

Palavras-chave: Hipoxia-isquemia neonatal, acido félico, morte neuronal, apoptose,

necrose, hipocampo, microscopia eletrénica.
INTRODUCAO

A hipoxia-isquemia neonatal (HI) € o principal fator de risco de uma variedade
de sérias desordens neuroldégicas em humanos como deficiéncias motoras e de
aprendizado, paralisia cerebral, epilepsia, sendo também causa de morte (Hossain,
2008; Pereira et al., 2008). De acordo com dados do Departamento de Informatica
do Sistema Unico de Salde (2007), a incidéncia € de 4,05% de hipdxia intra-uterinas
e asfixia ao nascer. Dos neonatos afetados, 15-20% ira morrer no periodo pés-natal
e, em torno de 25% tera sequelas graves e permanentes (Nakajima et al., 2000).

Dois principais fatores contribuem para a HIl neonatal: a perda da auto-
regulacdo do fluxo sanglineo cerebral, com separacao/ruptura placentaria e/ou
estrangulamento umbilical e complicagGes durante o nascimento (Gill & Perez-Polo,
2008). E proposto que o dano ao tecido cerebral é causado por varios eventos
patofisiologicos interligados como a faléncia energética, excitotoxicidade, disfuncao

mitocondrial, inflamacéo, ativacdo de caspases e estresse oxidativo (McLean &
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Ferriero, 2004; Pereira et al., 2008). Somando-se a isto, sabe-se ainda que o
cérebro imaturo é particularmente vulneravel ao dano oxidativo devido as suas
limitadas capacidades antioxidantes (Carloni et al., 2007).

A apoptose ocorre em diversas situacbes, como nha organogénese e
hematopoiese normal e patoldgica, na reposicao fisiologica de certos tecidos
maduros, na atrofia de 6rgéos, na resposta inflamatoéria e na eliminagdo de células
ap0Os dano por agentes toxicos (Grivicich et al., 2007). Este tipo de morte celular é
caracterizada por uma sequéncia de eventos dependentes de energia regulada por
meio da qual uma célula se autodestréi. Ocorre retracdo da célula, condensacédo da
cromatina e fragmentacdo do nucleo. A membrana celular forma bolhas (extrusdes)
e a célula se quebra em vesiculas circundadas por membranas (corpos apoptoticos),
contendo quantidades variadas de citoplasma, organelas e fragmentos de DNA. A
fosfatidilserina, um lipidio da camada interna da membrana celular, € exposta na
camada externa como um marcador da apoptose para que macréfagos e outras
células fagociticas reconhecam esse sinal e engolfem o0s corpos apoptoticos sem
causar inflamacéo do tecido (Robbins, 2008; Marks, 2009).

O processo necrotico ocorre quando ha uma perturbacdo abrupta do
ambiente celular (Pagnussat, 2007) de forma passiva e cadtica, ndo sendo
especifica nem dirigida. Envolve a perda da integridade estrutural e funcional da
membrana plasmatica e enzimas associadas (ex.: Na', K'-ATPase) com rapido
aumento dos niveis intracelulares de fons, como o Ca®" e o Na*, e agua, dano
mitocondrial e colapso energético que culminardo na desintegracdo celular
(Pagnussat, 2007; Northington et al., 2011).

Estudos utilizando Microscopia Eletronica descrevem, normalmente ceélulas
que apresentam tanto caracteristicas necroticas quanto apoptoéticas que foram
classificadas com um “continuum apoptose-necrose” ou “parapoptose” (Sheldon et
al., 2001; Liu et al., 2004). Esse processo pode ocorrer devido a faléncia energética
inicial da hipdxia-isquemia que levaria a uma morte por necrose, porém com a
recuperacao energética a célula poderia iniciar um processo de apoptose (Liu et al.,
2004).

O folato é uma vitamina hidrossoltvel do complexo B, sendo considerado um
nutriente essencial da dieta ndo sintetizado pelos humanos, por isso deve ser
adquirido através da dieta com o consumo de, principalmente, vegetais de folhas

verdes, frutas citricas, carne de figado e rim (Féliz, 2002; Ferreira, 2005). Entre as
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suas funcgbes, encontram-se: sintese de DNA, tRNA e aminoacidos (Féliz, 2002;
Oliveira, 2008). A deficiéncia de folato é fortemente relacionada com defeitos na
formacdo do tubo neural, por isso a RDA (Recommended Dietary Allowances)
(Ferreira, 2005; Oliveira, 2008). A deficiéncia de folato também ja foi correlacionada
com o desenvolvimento de aterosclerose e doenca vascular cerebral e cardiaca
(Barp, 2007), prevencao de eventos isquémicos (Assaneli et al., 2004), doenca de
Alzheimer (Mattson & Shea, 2003) e danos oxidativos causados pela
homocisteinemia (Matté et al., 2007).

Até o momento, ndo ha dados publicados relacionando os possiveis efeitos
do tratamento com acido félico na hip6xia-isquemia neonatal. Por isso, 0 objetivo do
estudo € averiguar os efeitos do tratamento com acido félico na caracterizacéo da
morte celular em animais submetidos a hipoxia-isquemia neonatal.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas ratas Wistar fémeas provenientes do Biotério Central do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS, mantidas em ambiente
climatizado (22 + 1°C) com ciclo claro / escuro de 12 horas e ragdo e agua ad
libitum. Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais com n=3 por grupo:
1) Controle; 2) HI tratado com salina (HIV) e 3) HI tratado com &cido folico (HIAF).

Para o calculo de tamanho de amostra, tomou-se como base um estudo que
envolveu analise por microscopia eletronica do encéfalo de animais isquémicos
(Pagnussat et al., 2007). Foram utilizados 3 animais por grupo, sendo que o célculo

foi realizado por meio da ferramenta:
http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/amostra.html.

Todos os procedimentos deste estudo estdo de acordo com o Instituto
Nacional de Saude de Normas e Cuidados com o0s animais de Laboratorio e foram

aprovados no Comité de Etica para uso de Animais da UFRGS (nimero 17401).

Hipoxia-lsquemia

Foi utilizado o modelo experimental para ratos neonatos de Levine (1960),
modificado por Rice e colaboradores (1981) que consiste na reprodu¢édo de um dano

unilateral através da associacdo da oclusdo permanente da cardtida comum direita
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com posterior exposicdo a uma atmosfera hipoxica. Aos sete dias de vida pos-natal
(DPN), os animais foram anestesiados com halotano 2-4% para que fosse realizada
uma incisdo na linha média da face anterior da regido cervical, permitindo que a
carotida comum direita fosse identificada, isolada de estruturas adjacentes e ocluida.
Apés periodo de recuperagdo, os animais foram colocados em uma camara (1500
ml) em banho-maria a 37°C, em grupos de cinco, para exposicdo a atmosfera
hipoxica (8% de oxigénio e 92% de nitrogénio, com fluxo de 5I/min) durante 90
minutos. Os animais controles também foram submetidos a inciséo cirargica, porém
ndo houve oclusdo da artéria carétida comum direita e tampouco exposicdo ao

ambiente hipoxico.

Tratamento Agudo com Acido Félico

A solucéo de acido fdlico utilizada foi disolvida em soro fisiolégico e preparada
na concentracdo 0,011uM/g de peso corporal (10ul/g de peso corporal) com o pH
ajustado para 7,4 com NaOH. A solucgéao foi injetada por via intraperitoneal 24 horas
antes, imediatamente antes e 12 horas apds do procedimento de hipdxia-isquemia
(LALONDE et al., 1993 adaptado por MATTE et al., 2007).

Microscopia Eletrénica

Vinte e quatro horas apds o procedimento de hipdxia-isquemia, 0s animais
foram profundamente anestesiados com ketamina e xilazina e submetidos a
perfusdo transcardiaca através do ventriculo esquerdo com 50 ml de solucdo salina
seguido por 75 ml de solugéo fixadora composta por 2,5% de glutaraldeido e 2% de
paraformaldeido em 0,1M de tampao fosfato com pH 7,4. Os encéfalos foram
removidos e imersos overnight na mesma solugéo fixadora.

Foram realizados cortes coronais (1000 um) pré-selecionando a area de
interesse com a utilizagcdo de vibratomo (Leica, Germany) que foram pos-fixados
com a mesma solucédo fixadora por pelo menos 1 hora. Os cortes foram lavados em
solucéo de fosfato e pos-fixados com 1% de tetroxido de ésmio (Sigma, USA) por 1
hora a temperatura ambiente. O material foi desidratado em gradientes ascendentes
de alcool e 6xido de propileno (Electron Microscopy Sciences, USA), embebido em
araldite (Durcupan ACM, Fluka, Switzerland) e mantido em vacuo por 24 horas.
Posteriormente, o material foi colocado em l|aminas de vidro com resina e

polimerizado por 48 horas a 60°C. Apoés, foram retirados das laminas e colocados
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em blocos de resina e, novamente, polimerizados por 48 horas a 60°C. Os cortes
semifinos (1 pum) foram obtidos através do ultramicrotomo (M T 6000-XL, RMC,
Tucson, USA) e corados com azul de toluidina para a identificagcdo dos neurbnios
piramidais da regido CA1l do hipocampo. A partir disso, os blocos foram trimados e
foram realizados os cortes ultrafinos (100 nm) com o mesmo ultramicrotomo. Estes
foram contrastados com uranila e chumbo e analisados com microscopio eletrénico
de transmissao (JEM 1200 EXIl, Japan, CME-UFRGS).

RESULTADOS

Através da microscopia eletrénica, foi possivel observar a ultraestrutura dos
corpos dos neurbnios piramidais da regiao CA1l do hipocampo dorsal, segundo
Paxinos (2004), de animais submetidos a hipdxia-isquemia neonatal e tratados com

acido fadlico.
Grupo Controle

No grupo controle, os neurdnios piramidais apresentaram caracteristicas
dentro da sua normalidade. O nucleo apresentava-se com forma circular ou oval
(Fig. 1A) com a membrana nuclear com caracteristica trilaminar bem definida e
intacta. O nucleo apresentou-se eucromatico com nucléolo facilmente identificado,
principalmente, proximo a membrana nuclear interna (Fig. 1B). O citoplasma estava
bem organizado com as organelas integras, sendo preenchido em boa parte pelos
corpusculos de Nissl, facilmente identificados até nos menores aumentos (Fig. 1B).
Esses corpusculos foram visualizados pela sua caracteristica basica, que inclui a
presenca de tubulos e vesiculas achatadas com ribossomos aderidos a sua
membrana, conferindo-lhe aspecto granular, que se conectam com a membrana
nuclear. Tal achado indica uma alta taxa metabdlica da célula, especialmente a
incorporacdo de aminoacidos e sintese de proteinas. As mitocondrias eram
caracteristicas (Fig. 1C), apresentando suas cristas e a matriz eletrondensa aos
elétrons, sendo que também sua quantidade varia de acordo com a atividade
fisiol6égica da célula. Foi possivel identificar ainda o complexo de Golgi formado por
um conjunto de sacuolos achatados e empilhados regularmente com vesiculas
brotando de suas extremidades (Fig. 1C). Todas as células possuiam membrana

plasmatica integra, com o aspecto trilaminar tipico (Fig. 1C).
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Grupo Hipoxia-isquemia tratado com salina

No hipocampo dos animais submetidos a hipdxia-isquemia neonatal e
tratados com salina, foram visualizadas diversas alteragdes nas células piramidais
compativeis com a degeneracao, esperada para esse grupo. As células possuiam
nacleos de formatos variados, alguns angulados e outros com reentrancias (Fig. 3B).
Foram encontradas células com a membrana nuclear descontinua (Fig. 2B) e em
algumas ela encontrava-se totalmente desintegrada (Fig. 2C), permitindo o
extravasamento do material genético sobre o conteudo citoplasmatico. Outros
achados referentes a caracteristica dos nucleos foram: membrana nuclear com
dilata¢cdes ou com aspecto ondulado (Fig. 3C), nacleo heterocromético (Fig. 3B) ou
com grandes espacos vazios (Fig. 2D) e a presenca de varios grumos de cromatina
visualizados préximos a membrana nuclear interna (Fig. 3B).

Quanto a organizacdo do citoplasma, o RER dificilmente era identificado,
podendo ser visualizado apenas fragmentos das vesiculas nos maiores aumentos
(Fig. 2A) e quando integro apresentava-se dilatado (Fig. 3D). Somando-se a esses
achados, os ribossomos encontravam-se livres, dando um aspecto granular ao
citoplasma (Fig. 2C). Em algumas células as mitocéndrias estavam aparentemente
dilatadas com dificil identificacdo das cristas (Fig. 2D). Quando era possivel
visualizar o complexo de Golgi nas células, ele estava normalmente integro e
algumas vezes apresentava-se dilatado (Fig. 3D). Considerando-se as
caracteristicas da membrana plasmatica, esta se encontrava freqientemente
descontinua (Fig. 2B) e em alguns casos era dificilmente identificada (Fig. 3C).
Consequente a isso, o citoplasma era, aparentemente, extravasado, perdendo sua
estrutura tipica. Em alguns casos, o nucleo era cercado por um vazio, sem que
nenhuma organela pudesse ser identificada a sua volta, indicando um estagio
avancado de degeneracao (Fig. 3A). Muitos neuritos foram encontrados (Fig. 2B) e
as células apresentaram diversos graus de vacuolizagdo tanto no nucleo (Fig. 2A)
guanto no citoplasma (Fig. 3A).

Apenas algumas células analisadas encontravam-se totalmente integras sem
qualquer alteracdo, apresentado a estrutura e caracteristicas tipicas das células

piramidais desta regiao (Fig. 3D).
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Grupo hipoxia-isquemia tratado com acido félico

Os neurbnios do hipocampo dos animais do grupo hipdxia-isquemia tratado
com 4cido fdlico apresentaram variadas alteracdes ultraestruturais, indicando
degeneracédo, porém uma boa quantidade de células encontrava-se integra. As
células apresentaram o nucleo no formato tipico das células piramidais (Fig. 5D).
Algumas apresentaram nucleo com algumas angulacdes e reentrancias (Fig. 42). A
membrana nuclear encontrou-se intacta na maioria das células, porém dilatada e/ou
ondulada em varias (Fig. 4C). Ainda assim, em poucas células ela apresentou-se
rompida (Fig. 5B) ou mesmo dissolvida (Fig. 5C). A cromatina condensava-se em
grumos préximos a membrana nuclear interna (Fig. 4A). Também foram visualizados
muitos nucleos heterocromaticos (Fig. 5A) e outros com espacgos vazios (Fig. 5B),
porém a maioria encontrava-se no padrao do grupo controle (Fig. 5D).

No citoplasma, o corpusculo de Nissl, quando presente, encontrava-se
dilatado, mas com os ribossomos ainda aderidos as suas vesiculas (Fig. 4D), porém
em alguns neurdnios o citoplasma estava desorganizado com muitos ribossomos
livres (Fig. 4C). As mitocondrias eram facilmente identificaveis, porém algumas se
encontravam dilatadas com suas cristas dificilmente identificaveis (Fig. 4B). O
complexo de Golgi ndo era freqientemente visualizado, mas quando identificado,
apresentava-se integro (Fig. 4D). A membrana plasmatica estava intacta na maioria
das células, mas em algumas aparecia rompida (Fig. 5B) e em outras, poucas, até
mesmo dissolvida (Fig. 5C).

Foram identificados muitos neuritos (Fig 5 A). Houve vacuolizacdo no
citoplasma em algumas células (Fig. 5C). Boa parte dos neurbnios analisados

apresentaram sua ultraestrutura integra (Fig. 5D).

DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar os possiveis efeitos do tratamento
agudo com acido fdlico sobre a morte neuronal na regido CA1 do hipocampo de
animais submetidos a hipoxia-isquemia neonatal. Nossos resultados mostraram a
presenca de alteracOes ultraestruturais, em variados graus de degeneracdo, nas
células piramidais dos animais dos grupos hipoOxia-isquemia, tanto tratados com

salina quanto tratados com acido félico.
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No grupo controle foi possivel observar as caracteristicas tipicas das células
piramidais da regido estudada, como ja descrito por Bear e colaboradores (2008). O
ndcleo eucromatico com formato circular a ovalado, o citoplasma bem organizado,
composto, principalmente, pela substancia de Nissl, as membranas nitidas e
integras.

Observando-se o efeito da hipdxia-isquemia no hipocampo ipsilateral a
oclusdo arterial, os principais achados foram: algumas caracteristicas encontradas
tipicas da morte por apoptose, como a condensacao da cromatina e a formacéo de
vacuolos, com a manutencédo da integridade da membrana plasmatica. No entanto,
em maior proporcao identificou-se a presenca das caracteristicas da morte celular
por necrose: fragmentacdo das membranas celulares, permitindo o extravasamento
dos conteudos citoplasmatico e nuclear, alteragcdes nucleares como a picnose,
alteracdes na estrutura das mitocondrias (dilatagbes e perda da integridade das
cristas), aumento dos ribossomos livres (aspecto granular do citoplasma) que se
desprendem do RER por este sofrer alteracbes como dilatacdo e fragmentacéo,
presenca de vacuolos na célula.

Esta predominéncia de caracteristicas necroticas pode ser explicada pelo fato
de que, provavelmente no periodo de 24 horas apds o insulto a necrose ainda seja
mais favorecida pela faléncia energética que ocorre nas células. Ferrer e Planas
(2003) demonstraram em seu trabalho que a necrose predomina sobre a morte
celular programada apés a isquemia permanente quando comparado com isquemia
e reperfusdo, o que também poderia explicar o nosso achado.

No grupo hip6xia-isquemia tratado com salina também foram identificados
variados graus de degeneracédo entre as células de um mesmo animal, resultado
que corrobora os achados de outros trabalhos, como o de Pagnussat e
colaboradores (2007), que utilizaram o modelo de isquemia global transitéria, e
observaram uma heterogeneidade nos estagios de degeneracdo de células no
mesmo animal e que essas caracteristicas degenerativas aumentam com 0 tempo
de reperfuséo.

A heterogeneidade de alteracdes néo foi apenas entre as células do mesmo
animal, mas dentro de uma mesma célula. Diversos trabalhos ja demonstraram a
existéncia de um “continuum” entre apoptose e necrose apds a hipoxia-isquemia
neonatal (Nakajima et al., 2000; Sheldon et al., 2001; Northington et al., 2001; Liu et
al., 2004; Gill & Perez-Polo, 2008; Hossain et al., 2008) que ocorre quando a célula
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apresenta, simultaneamente, caracteristicas de ambos os tipos de morte. Muito se
tem discutido a respeito do que levaria a esse “novo” padrdao de morte celular e
acredita-se que isso se deve ao fato de no momento inicial do insulto hipoxico-
isquémico a célula inicie um processo de morte por necrose devido a faléncia
energética instaurada. Acredita-se, porém, que apés um determinado periodo de
tempo a célula apresente uma certa recuperacdo, podendo iniciar o processo de
morte celular programada, pois haveria energia para isso. Com isso, algumas
células poderiam trocar seu padrdo de morte celular e durante um periodo
apresentar caracteristicas de ambos os tipos (Sheldon et al., 2001; Northington,
2001). Esse padrédo de primeiro haver a preferéncia pela necrose e apds ocorrer
uma predominancia de apoptose foi chamada de “necrose secundaria” por Sheldon
e colaboradores (2001) que acreditam que as células necréticas podem induzir a
apoptose em outras células, o que poderia explicar a predominancia de necrose no
periodo de 24 horas em nossos resultados (Northington et al., 2011).

A morte celular programada, porém, pode ser subestimada como acredita
Nakajima e colaboradores (2000), pois em seu trabalho eles detectaram a caspase-3
ativa por um longo periodo de tempo no hemisfério ipsilateral a lesdo, mostrando um
padrdo temporal e regional correspondente com a apoptose. Diversos outros
estudos também abordam o fato de haver um dano progressivo no tecido nervoso
dos animais afetados devido a apoptose que pode se estender por dias apds a
ocorréncia do insulto (McLean & Ferriero, 2004; Hossain, 2008). Ainda, Nakajima e
colaboradores (2000) sugeriram em seu estudo que o controle das vias apoptoticas
pode ser uma importante ferramenta de neuroprotecdo da HIl neonatal devido a sua
maior “janela terapéutica’. A presenca tardia da apoptose também pode explicar o
nosso achado de predominancia de necrose num periodo de, apenas, 24 horas apés
a hipdéxia-isquemia neonatal.

A suscetibilidade do encéfalo do neonato ao evento hipdxico-isquémico é
justificada pelo maior dano oxidativo, pois possui uma maior concentracao de lipidios
polinsaturados (facilmente oxidaveis), ferro livre e defesas antioxidantes imaturas
(McLean & Ferriero, 2004; Siegel, 2006; Gill & Perez-Polo, 2008). Em um estudo
recente, Weis e colaboradores (2011) observaram as alteragbes bioquimicas que
ocorrem logo apods a HI neonatal e demonstraram que ha diminuicdo na atividade da
Na®, K'-ATPase e aumento nos niveis de producio de malondialdeido (MDA), que

indicam lipoperoxidacdo, e oxidacdo de dihidrodiclorofluoresceina (DCFH), que
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indica a producéo de espécies reativas de oxigénio. Blomgren & Hagberg (2006)
estudaram as diferencas entre as respostas de um encéfalo adulto e de um neonato
apos a HI e verificaram que o0s recém-nascidos apresentaram diminuicdo na
atividade das principais enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase e a
catalase, além de um aumento bastante significativo na ativacdo de caspase,
translocacdo do citocromo ¢ com a formagdo do apoptossomo e translocagcéo do
AlF, indicando um maior dano causado pela apoptose nesses animais.

Essa grande degeneracao celular apresentada nos animais do grupo hipoxia-
isquemia neonatal pode justificar os diversos danos cognitivos ja demonstrados em
véarios estudos. Arteni e colaboradores (2003) estudaram as diferencas cognitivas
apresentadas entre animais adultos previamente submetidos a HI neonatal, porém
um grupo com oclusédo da carétida comum direita e outro com oclusédo da carétida
comum esquerda. Foi verificado dano na memdéria aversiva e de referéncia de
ambos 0S grupos, porém apenas o grupo com dano no hemisfério direito apresentou
déficit na memoria de trabalho. Pereira e colaboradores (2007, 2008) verificaram em
seu estudo déficits tanto na memoria espacial quanto na de reconhecimento de
animais adolescentes e adultos submetidos previamente a HI neonatal.

Neste estudo abordamos também o efeito do tratamento com &cido fdlico
sobre a morte celular na HI. Nas células piramidais dos animais do grupo hipoxia-
isquemia tratado com acido félico também foram encontrados diversos niveis de
degeneracédo, apresentando rompimento das membranas celulares e perda da
integridade das organelas, porém é visivel a presenca de uma maior quantidade de
células intactas comparando-se com 0s animais do grupo hipoxia-isquemia tratado
com salina. O tratamento com acido folico ja foi correlacionado com a prevencéao de
eventos isquémicos (Assaneli et al., 2004) e danos oxidativos causados pela
homocisteinemia (Matté et al., 2007). Ainda ndo é conhecido o mecanismo de acao
do acido félico como antioxidante, mas Jia e colaboradores (2008) estudaram a
suplementacdo com &acido félico em um modelo de células expostas a alta
concentracdo de glicose e verificaram uma diminuicdo da morte celular programada,
dados esses que corroboram com os achados do presente estudo.

Em um estudo preliminar do nosso grupo (dados ainda n&do publicados) que
analisou os efeitos do tratamento cronico com acido folico em parametros cognitivos
e bioguimicos de animais submetidos a HI neonatal, foi possivel verificar uma

melhora na memoria aversiva e a diminui¢do da inibicdo da enzima Na*, K*-ATPase
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no coértex e estriado desses animais. Talvez esses dados possam também ser
explicados pelos achados nesse presente estudo, pois uma diminuigdo do dano ao
tecido cerebral, no caso hipocampo, causaria menos déficits cognitivos. A enzima
Na®, K'-ATPase é um elemento-chave na cascata molecular da HI neonatal, se é
possivel reverter sua inibicdo os demais danos que culminariam na morte celular

poderiam também ser evitados e/ou prevenidos.

CONCLUSAO

Nossos achados apresentam um dano celular compativel com degeneracao
tanto por necrose quanto por apoptose consequente a HI. Ainda, o tratamento com
acido folico parece resultar numa diminuicdo da degeneracdo neuronal. No entanto,
considerando que nossos resultados ainda sdo preliminares, mais estudos sé&o
necessarios para que possamos realmente afirmar que o tratamento com &acido
félico diminui a degeneracéo celular na regidao CA1 do hipocampo dorsal de animais
submetidos a hipoxia-isquemia neonatal. Considerando que a suplementagdo com
acido fdlico ja é utilizada no primeiro trimestre da gravidez pelas gestantes para
prevenir mas formacdes do tubo neural no feto, sua utilizacdo continua poderia
prevenir um possivel evento hipoxico-isquémico ou, pelo menos, reduzir seus

efeitos.
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LEGENDAS DAS IMAGENS

Figura 1. Imagens de neurbnios da regido CA1l do hipocampo de animais controle.
A: Neurénios piramidais com nucleos eucromaticos: nucleo (N), membrana nuclear
(MN) e reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Barra = 5um. B: Neurdnio em maior
aumento, permitindo a visualizacdo do aspecto trilaminar da membrana nuclear (MN)
e plasmatica (MP), nucléolo (n) proximo a membrana nuclear interna, reticulo

endoplasmatico rugoso com muitos ribossomos aderidos a sua membrana (RER),
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mitocondria e suas cristas (M). C: Detalhe dos limites precisos entre as células
piramidais através da membrana plasmatica (MP), nucleo (N), nucléolo (n),
mitocondrias (M), reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e complexo de Golgi (G).

Scale bar: A: 5 um, B: 1 um, C: 1 um

Figura 2. Imagens de neurdnios piramidais da regido CA1 do hipocampo de animais
submetidos a hipdxia-isquemia neonatal tratados com salina. A: Neurdnio piramidal
com nucléolo excéntrico (n), nacleo (N) com a presenca de vacuolos, membrana
nuclear (MN) e plasmaticas (MP) aparentemente integras, fragmentos do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) com poucos ribossomos aderidos, mitocéndrias
integras (M). B: Detalhe do neurénio em A mostrando rompimento (setas) nas
membranas nuclear (MN) e plasmatica (MP), diminuicdo do conteddo nuclear (N) e
mitocondrias integras. C: Detalhe de uma célula piramidal com sua membrana
nuclear (MN) dissolvida (seta) e mistura do conteido nuclear com o citoplasmatico
(N), muitos ribossomos livres no citoplasma. D: Neurbnio piramidal com a membrana
nuclear (MN) rompida (seta), nucleo (N) com pouco conteudo devido ao
extravasamento, reticulo endoplasmatico rugoso dilatado (RER), mitocéndrias

integras (M). Scale bar: A: 1 um, B: 1 um, C: 1 um, D: 1 pm.

Figura 3. Imagens de neurbnios piramidais de animais submetidos a hipoxia-
isquemia e tratados com salina. A: Neurbnio com nucleo heterocromético (N),
membrana nuclear dilatada (MN), vacuolos citoplasmaticos (V), mitocéndrias
integras (M), mas com poucas organelas e sem estrutura no citoplasma. B: Imagens
de neurbnios com formatos nucleares diversos (N), inclusive com reentrancias e
angulagbes, mitocbndria integra (M) e vacuolo citoplasmatico (V). C: Ndcleos
heterocromaticos (N), membrana nuclear (MN) dilatada (seta). D: Célula piramidal
integra, com membrana nuclear (MN) e plasmatica (MP) bem delimitadas, nucleo
eucromatico (N) e reticulo endoplasmatico rugoso integro, porém ums pouco
dilatado (RER). Scale bar: A: 1 ym, B: 2 um, C: 1 um, D: 1 pm.

Figura 4. Imagens de neurdnios piramidais da regido CA1 do hipocampo de animais
submetidos a hipoxia-isquemia neonatal e tratados com acido fdlico. A: Neurdnio
com nucleo heterocromatico (N), membrana nuclear dilatada (MN) e plasmatica (MP)
integras, reticulo endoplasmatico rugoso dilatado (RER) e mitocondria integras (M).

B: Neurdnio com nucleo eucromatico (N), membrana nuclear (MN) e plasmatica (MP)
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integras, reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e algumas mitocéndrias dilatadas
(M). C: Neurbnio com nucleo eucromatico (N), mas com grumos de cromatina
proximos a membrana nuclear (MN), reticulo endoplasmatico rugoso bastante
dilatado (RER), mitocéndria (M) e muitos ribossomos livres no citoplasma (R). D:
Detalhe do neurénio em C, mostrando o reticulo endoplasmatico rugoso dilatado
(RER), complexo de Golgi (G) e mitocondrias (M). Scale bar: A: 2 um, B: 1 um, C: 1
pm, D: 1 um.

Figura 5. Imagens de neurdnios piramidais da regido CA1 do hipocampo de animais
submetidos a hipoxia-isquemia neonatal e tratados com acido fdlico. A: Neurdnio
com nucleo heterocromatico (N), membrana nuclear (MN) e plasmética (MP), porém
com citoplasma bastante degenerado. B: Célula com nucleo eucroméatico (N) e
nucléolo excéntrico (n), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), mitocéndrias (M),
membrana nuclear (MN) e plasmatica (MP) rompidas (setas). C: Neurdnio com
nacleo heterocromatico (N), membrana nuclear (MN) rompida, auséncia de
membrana plasméatica entre as células, mitocéndrias integras (M) e vacuolos
citoplasmaticos (V). D: Imagens de neurdnios com nucleos eucromaticos (N) com

citoplasmas bem conservados. Scale bar: A: 2 ym, B: 1 ym, C: 1 pm, D: 5 pm.
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Figura 2. Grupo Hipodxia-lsquemia Tratado com Salina



Figura 3. Grupo Hipoxia-lsquemia Tratado com Salina
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Figura 5. Grupo Hipdxia-Isquemia Tratado com Acido Folico



4 CONCLUSOES

-Foi possivel observar um predominio de caracteristicas necroticas vinte e
quatro horas apos o insulto hipdxia-isquemia no grupo hipdxia-isquemia tratado com
salina tratado.

-Foram identificados alguns neurdnios que apresentaram tanto caracteristicas
apoptéticas quanto necréticas no grupo hipdéxia-isquemia tratado com salina

-Nos neurdnios piramidais dos animais tratados com acido félico também
foram observadas caracteristicas de morte tanto por apoptose quanto por necrose,
porém foi verificada uma maior quantidade de células integras que nos animais Hl
tratados com salina.

-Nossos resultados ainda sao preliminares, mas indicam que o tratamento
com acido félico pode sim influenciar na degeneracéo celular, em especial na regiao

CA1 do hipocampo, de animais submetidos a hipoxia-isquemia neonatal.



5 PERSPECTIVAS

Por esse estudo ser preliminar e ainda nao haver trabalhos relacionando o
acido félico com a hipdxia-isquemia neonatal, ainda ha muito que ser estudado,
portanto as perspectivas desse trabalho séo:

-Inicialmente, concluir esse estudo, aumentando o nimero de animais por
grupo e também avaliar o hemisfério contralateral da leséo.

-Também seria importante repetir esse trabalho para outros tempos apos a Hl
neonatal, para verificar uma possivel mudanca no padrdo de morte celular e
observar se o efeito do tratamento com acido folico permanece.

-Avaliar quais as caspases ativas em diferentes tempos.

- Realizar testes bioquimicos que pudessem verificar um possivel efeito do

acido folico como antioxidante também seriam importantes.
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