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RESUMO

LesBes cerebrais, principalmente nas regides edesivem aspectos cognitivos e comportamentaispb8ervadas no modelo experimental de
doencas neurodegenerativas associadas a hipomecirsdral cronica (modelo 4VO-ACI). Tanto o conganto o hipocampo — regides envolvidas
neste processo - recebem pouca vascularizacBingd em perda neuronal e consequentemente emasemetrograda. No entanto, ndo ha relatos
de que esta lesdo ocorra igualmente em ambos oisféeos. Objetiva-se assim verificar se a neuredegagdo encontrada ocorre de forma
igualitaria no cortex parietal e retrosplenial erds hemisférios cerebrais de animais submetigsteanodelo. Para tanto, ratos Wistar de meia idade
foram submetidos ao modelo 4-VO/ACI com intervaitre as oclusdes de 4 dias e cronicidade das mefs38 dias. Apos este periodo, laminas
histolégicas da regido hipocampal foram confecdesae a contagem dos neurdnios intactos realixéetifica-se que a neurodegeneracéo foi
homogénea quando comparado intra-grupo, fato esteligeciona ao mecanismo de homogeneidade da leséo
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BILATERAL COMPARISON OF MEASUREMENT OF NEURONAL PAR IETAL AND RETROSPLENIAL CORTEX OF
RATS AGED UNDERGOING CHRONIC CEREBRAL HYPOPERFUSION

ABSTRACT

Brain lesions , especially in regions involved iognitive and behavioral aspects are observed irefperimental model of neurodegenerative
diseases associated with chronic cerebral hypagierfy 4VO - ACI model) . Both the cortex and thppocampus - regions involved in this process
- receive little vascularization , reflecting nenab emperda and consequently in retrograde amnégigavever , there are no reports that this injury
occurs equally in both hemispheres. The objectwe icheck that neurodegeneration is found eqiraiberietalretrosplenial cortex and between the
cerebral hemispheres of animals subjected to tbidein For this purpose, Wistar rats were subjettiadiddle age 4-VO/ACI model with occlusion
in the range of 4 days and chronicity of the safe&ys. After this period , histological slides ei@repared from the hippocampal region and the
count of intact neurons held . It appears that

neurodegeneration was homogeneous when comparad group , a fact that drives the homogeneitthefinjury mechanism .
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1 INTRODUCAO

O termo deméncia refere-se a uma disfuncao cer@tmalcal e subcortical) crdnica e progressiva eraulta
num complexo declinio cognitivo (RITCHIE E LOVESTEGR2002; Vicente, 2008). Via de regra, os quadres d
deméncia estdo associados a idade avancada, sendmesaléncia dobrada a cada 5 anos a partirslaads de idade,
afetando aproximadamente 40% dos idosos entre99taaos (HANSSONET AL., 2006; VICENT, 2008).

A diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral (FSC) oearo envelhecimento normal, podendo esta levana u
declinio das funcdes cognitivas, porém, sem caiaateum estado de deméncia. O conceito de hipagp&of cerebral
infere que a guantidade de sangue que supre ore&akduzida a um ponto minimamente critico, &mpdo qual as
necessidades metabolicas do tecido cerebral debeaser atendidas, quando entdo se instala umaeriesgética em
termos do suprimento de glicose e oxigénio (DE LGRRE, 2000). Uma vez atingido esse limiar de redaghiFSC
em algumas regides do cérebro (ex., hipocampo texcéntorinal), particularmente no idoso, surgenpogieiros
sinais de disfung6es cognitivas, caracterizadogjp@lmente por amnésia (DE LA TORRE, 2009).

Desde que se estabeleceu uma provéavel relagdo &nitf€C e déficits cognitivos, modelos animais foram
desenvolvidos na tentativa de se investigar algspgctos daquele fenébmeno. O desenvolvimento delawdnimais
para doencas neurodegenerativas associadas aciéscifi vascular cerebral crénica é uma questadmricupte e
clinicamente relevante, uma vez que a HCC é umasegméncia final (“end point”) em diversas doencas
cardiovasculares e metabdlicas, incluindo paraddiaza, doenca coronariana, infarto do miocarderopaclerose das
ACI, hipertensao, diabetes, entre outras (ROHERET2R03).

A reproducdo de condicbes que se assemelhem a HC&mhumano foi alcancada mediante a oclusdo
permanente das ACC em ratos, o que representagvyaiovente, o primeiro modelo relatado na litergtwra
classicamente referido como modelo 2-VO (EKLOF ESSIO, 1972). Este modelo tem sido muito utilizadoagse
estudar as alteragdes neuropatoldgicas, bioquiraicasnportamentais provocadas pela HCC e suaslsamgak com
0 que se observa na clinica (DE JONG ET AL., 1998RKAS E LUITEN, 2001; FARKAS ET AL., 2007). A
despeito das diferengas interespécies, a utilidkde modelos animais para se estudar a fisiopatoldgi doenca
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cerebral isquémica é real, pelo menos em partey dasimilaridade da topografia vascular cerebrakotada entre o
homem e o rato. A Figura 1 denota essa similaridade

Figura 1: Anatomia do Circulo de Willis no humai) € no rato (B). ACA = artéria cerebral anteria€GOA = artéria
comunicante anterior, ACM = artéria cerebral médi@) = artéria carétida interna, ACP = artéria &ead posterior,
ACOP = artéria comunicante posterior, ACS = artéeigbelar superior, AB = artéria basilar, ACAPrtéda cerebelar
antero-posterior, AV = artéria vertebral, AEP =éag espinhal posterior As principais diferencasesn homem e o

rato encontram-se evidenciadas (retdngulo). Maaiifica partir de Farkas e Luiten (2001).
A ®

Com base nessas limitagdes dos modelos 2-VO/ACE)/ACI e 4-VO/ACC em virtude de lesdes oculares (o
que impossibilita testes de memoria) e ndo repialidade de resutados e inspirado nos trabalhoBldschke e cols.,
foi proposta a possibilidade de desenvolver um ioode HCC que fosse capaz de provocar tanto afiesac
neuropatoldgicas quanto deficiéncias cognitivaggmo sem a influéncia de alteracdes visuais. Desstegos nasceu o
modelo 4-VO/ACI permanente de trés estagios, gidafeeomo modelo 4-VO/ACI (NETO ET AL., 2005; BARFO
ET AL., 2009). Pereira et al. (2012) produziu nesiedelo, através de intervalo entre as oclus6e@)(lte 4 dias e
cronicidade de 30 dias e a utilizacao de ratos &la idade, neurodegeneracao cortical e hipocamgéfigt cognitivo
(aprendizagem e memdria) consistentes para o0 sudesmodelo; ambos, neurodegeneracdo e defici@ogaitiva
serdo 0s principais parametros a serem usadosspanaedir os efeitos cerebroprotetores de drogas, wem que
(FERREIRA ET AL., 2011).

A natureza progressiva de 4-VO/ACI (isto &, AACI—ACI) pode exercer um efeito de pré-condicionamento
isquémico, de modo que uma fase anterior de oclpede minimizar ou mesmo neutralizar os efeitoprdaima fase,

e assim por diante. Se este raciocinio for cor@imé-condicionamento poderia fornecer ao céral@canismos que
permitam uma auto-regulacdo mais eficiente do F$@tiwar processos de neuroprotec¢éo celular, impedassim, o
desenvolvimento de sequelas estruturais (neurodesgio) e funcionais (amnésia). Tem sido obsertadbém que o
efeito neuroprotetor e de plasticidade ofereciddo pgeré-condicionamento isquémico parece ser anulpelo
envelhecimento (HE ET AL., 1997).

Quando verifica-se a neurodegeneracdo gerada peltelon 4-VO/ACI no cortex parietal e retrosplenial,
guestiona-se se a mesma ocorre dentro de uma hoeidgde nos hemisférios corticais, o que leva getiob deste,
comparando-se entre os hemisférios nas regibeadtgutas, a existéncia de tal diferenca.

2 METODOLOGIA

Ap0s aprovacdo pelo Comité de Etica em Experiméotagnimal da UEM (protocolo n° 042/2007), foram
utilizados 40 ratos da linhagem Wistar machos ebfea 15 meses de idade, sendo 10 deles desigaadgsipo
controle (operados, mas sem nenhuma oclusdo de)va3® demais foram submetidos ao procedimento ACZO
(grupo 4-VO/ACI, ver item 2.3 para procedimentaigyico). Todos os animais foram provenientes ddéBio Central
da UEM e alojados em Biotério Setorial da FAG. @isnais foram mantidos em ambiente com temperanmgaada
(22 £ 1°C), ciclo claro/escuro de 12 horas (luzsndiam as 07:00), exaustor para renovacao da@@meangestdo de
racéo e aguad libitum.

Os animais foram submetidos a oclusdo permanemstéAda e ACIs, sendo anestesiados pela associacdo de
Quetamina (15mg/kg) e Xilazina (1,0mg/kg), admiaidbs por via intramuscular. Apés fixacdo auricdlaranimal na
base de um aparelho esteriotaxico, uma inciséatlatigal medindo 3 cm foi realizada na por¢cédo aabdorsal para
expor o forame alar, localizado na primeira véreatarvical. Os musculos adjacentes foram disse@dqgsonta de um
eletrocautério foi introduzida no forame alar eada delicadamente até que a presenca de hemormagmovasse o
rompimento das AV bilateralmente, a qual foi promate estancada mediante a aplicacdo de uma eogiéttica (3
mA).
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Nessas condicfes, as AVs foram consideradas penteamente ocluidas. A incisdo foi suturada com fio d
algoddo e o animal devolvido ao biotério setoassados 4 da primeira etapa cirdrgica (estagi@R-¥s animais
distribuidos nos seus respectivos grupos experaigerforam novamente anestesiados e submetidos usaocl
permanente da ACI direita, mediante um incisdoitadmal (3 cm) na porgéo ventral do pescoco, conéoas técnicas
de rotina do laboratério. A inciséo cervical fotada e o animal conduzido ao biotério setoriavainente, apos 4
dias a ACI esquerda foi ocluida, completando, assinsequéncia AV»> ACI > ACI (modelo 4-VO/ACI de 3
estagios). Os animais dos grupos controles (“shdondm submetidos aos mesmos procedimentos ciaggmorém,
sem oclusdes. As localizagBes dos pontos de ockstéo representadas na Figura 2.

Figura 2: Representacdo esquematica dos locaigicio§ para a oclusédo permanente dos 4 vasos. Bisag dorsal
do rato demonstrado os forames alares (a) por padsam as artérias vertebrais (v) (ReproduzidoulEnelli &

Brierly, 1979). Em B, desenho mostrando a posicélativa das artérias carétida comum, carétida ratee
pterigopalatina (reproduzido de Ohta et al., 1997).

AS

lA. Pterigopalatina

A. Carotida Interna
A. Carotida Comum

Um dia ap6s o término da cronicidade, os animaenficsubmetidos a anestesia profunda (Tiopentahd@g,
i.p.) e em seguida, sofreram perfusdo transcandi@cte com solucdo salina (0,9%) e solugdo de Bdurante 5
minutos (20 ml/min). Durante o procedimento, asugdés foram mantidas a 1-2°C e a cabega, apos idelzap
mantida em banho de gelo (2-4 °C) durante 3 haes gvitar o aparecimento dos chamados “neurdrigor” (‘dark
neurons’, Cammermeyer, 1961). Os neurdnios negipsrcromaticos, aparecem mesmo no animal conguzdedo o
cérebro, ainda fresco e metabolicamente viavetesalgum tipo de trauma mecénico (por ex., eleya@ssdo de
perfusdo, traumatismo causado pela espatula ndaaéxtracao, etc.). Também podem aparecer quapeéoiEsaoin
situ ndo é adequada e o tecido ndo perfundido é trazadati A presenca de neurdnios negros gera resslidelo
neurodegeneracédo falso-positivos, pois sua moilegcoloracdo muito se assemelham a dos neuréniogias de
morte devido, por exemplo, & isquemia.

Apés extracdo, o diencéfalo de cada animal foidiil em 2 partes e mantido em solucédo fixadora aléarl
inicialmente por 2 horas ou até a sua desidratagéi@lcool. As partes seccionadas do cérebro (pmeinquiasma
Optico) foram emblocadas em parafina para cortaréendtomo rotativo (Olympus, CUT 4055). Para cadeebro,
doze seccdes coronais |fh de espessura) semi-seqiienciaisy{mOaparte) foram obtidas em um nivel esteriotaxico
equivalente a 3,60 - 4,30 mm posterior ao bregmaaifi®s & Watson, 1998). Dispostas em laminas getattlas, as
seccdes foram processadas para desidratacéo,izégfm e subsequentemente coradas pelo métodosde (bliesil
violeta). Para a contagem neuronal, utilizou-seracgdimento relatado por Ferreira et al. (2011) @atescrito a
seguir.

No coértex cerebral, as células piramidais foramtades em duas regides: cortex retroesplenial (CE9riex
parietal (CP), conforme mostrado na Figura 3. Usanda objetiva de 40x (microscépio binocular, OlusBX 41),
uma area no CR e duas areas no CP foram digitazg61 x 270 uf e capturadas através de uma camera de alta
performance (QColor3, Ontario, Canada) acopladan@noscépio. Em cada area digitalizada, neurdnicsnpdais
aparentemente normais foram marcados (clicadosjfone critérios descrito acima para o hipocampaosea
somatorio realizado automaticamente. Para cadaagrpmrtanto, o numero final de neurdnios estimaodCR é dado
pela média dos trés campos (1 area x 1 hemisférosortes) . No CP, o nimero final de neurdnicarpidais é dado
pela média de 06 mensuracdes (2 areas x 1 herosiéB cortes). A Figura 3 ilustra um corte coratalcérebro de
um animal controle (‘sham’) para mostrar a localita das areas de contagem neuronal no cortex gladet
retrosplenial.

Para a quantificacdo, os valores individuais foteansformados em percentual. Para tanto, o valaliarae
cada grupo controle, respectivamente, como quangdalé00%. A identificacdo dos grupos nao foi redaldurante o
processo de contagem neuronal.

Figura 3: Microfotografia em pequeno aumento (dgebx) para mostrar o cortex cerebral logo aciomale o nimero

de neurbnios piramidais aparentemente normaissfiinado. Também pode-se observar a regido hipodaenpaas
subregides (CAL, CA2, CA3 e CA4) (modif. de Pereiral., 2012).
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Primeiramente, os dados foram examinados quant@rauspios de distribuicdo normal (“D’AGOSTINHO E
PEARSON OMNIBUS TEST”, ou o TESTE DE SHAPIRO-WILK® homogeneidade de variancia, isto é,
homocedasticidade (TESTE DE LAVENE). Se os dados oiedecem aos preceitos de distribuicdo normal e
homocedasticidade, estatisticas nao-paramétricasesdmendadas para quantificar os resultados. @tagdo aos
dados histoldgicos, nem a distribuicdo normal ndroraocedasticidade foram encontrados entre os griyste caso,

a andlise de variancia ndo-paramétrica de Kruslalid\seguida pelo tespost-hoc de Dunn foi utilizada. Em todos os
testes estatisticos utilizados, a significAnciaftabelecida quando un¥®,05 foi alcancado.

3 RESULTADOS

A figura 4 mostra a magnitude de neurodegeneragdorgo dos subcampos do cortex parietal e reoggl
em virtude do IEO de 4 dias e cronicidade de 36.diarificam-se diferencas significativas nas corapdes entre os
grupos 4-VO/ACI e sham, mas quando comparam-s&gintpos, ou seja 0 mesmo grupo com relacéo aosiéeins,
tal diferenca ndo é verificada. Esta significArmmprova-se nos resultados obtidos por Pereird @04&2), porém
indica homogeneidade da lesdo ao ndo se detefdrerdias bilaterais.

Figura 4: Efeito do 4-VO/ACI permanente de 3 estdgobre o nimero de neurdnios piramidais no cquraeietal e
retrosplenial o com IEO de 4 dias e cronicidad8@dias. Em cada rato, a média das células hipcearfgp obtida de
3 mensurag@es (1 hemisférios x 3 secgdes coromaisimparadas entre o hemisfério direito e esquédda valor
individual foi transformado em percentagem em @ago grupo sham (100%). * p<0.05 e *** p < 0.0@kgpCP vs.
shans e # p < 0,05 para CRPshans.
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4 DISCUSSAO

E importante observar que a lesdo (neurodegendragéical ocorre em ratos de meia idade, mas néica¢os
jovens, como publicado por Ferreira et al. (20Ekte dano cerebral mais extenso, envolvendo oittirbipocampo-
cortex em ratos de meia-idade pode explicar, pedao® parcialmente, por que estes ratos, mas née jatens
apresentam comprometimento cognitivo apés 4-VO/Afha discussdo mais detalhada sobre o papel dustes
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hipocampal-cortex, principalmente o papel do copefrontal na mediagdo da memdria de trabalhdéampode ser
encontrada no estudo de Ferreira et al. (2011).

O circuito cortex-hipocampo esta intimamente cagi®inado as memdarias de curto e longo prazo (IZQDE&
ET AL., 1998a), e diferentes areas corticais ateen eferentes interagem com o hipocampo parsaregaquisicdo e
0 armazenamento de nova informacédo (IZQUIERDO ET, A298b).

Soares (2012) relata que apds a lesdo isquémieacqeacidade limitada do Sistema Nervoso Cerfifdl)) de
se regenerar, os déficits funcionais geralmente isé@pacitantes e permanentes. A incapacidade geneeacao
decorre, dentre outros fatores, do acumulo de pgbtanos de sulfato de condroitina (PGSC) no laizalesdo. No
entanto, esta leséo pode ser homogénea ou naoaaas éncefalicos abrangidos pela isquemia. Evidéredicam que
0 ATP e a adenosina desempenham um importante papelecanismos de plasticidade sinptica e na {@onda
memoria (IZQUIERDO ET AL., 1998a), indicando queleficiéncia no FSC proporcionou sequelas nesteteauler
forma homogénea, repercutindo em lesdes bilataraisrmes.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a neurodegeneracao ocasionada pelelod-VO/ACI com intervalo de 4 dias e cronicidatk
30 dias reflete-se em lesdo homogénea e uniforrmeodNestudos devem ser seguidos, estudando-seinfiudmcias
externas podem repercutir em uma possivel alter@ggiogénica.
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