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A HIPOXIA-ISQUEMIA NEONATAL EM CORTEX DE RATOS

Autor: Victor Camera Pimentel
Orientadora: Maria Beatriz Moretto
Data e Local de defesa: Santa Maria, 14 de julho de 2009.

A leséo hipdxico-isquémica (HI) neonatal € a complicacdo imediata a asfixia grave e
pode causar dano cerebral. A HI pode apresentar-se em diferentes estagios e manifestacfes
clinicas contribuindo assim intensamente na morbidade e mortalidade neonatal. A
neuropatologia do insulto HI neonatal & multi-fatorial e complexa. O dano cerebral hipoxico-
isquémico inicia durante o insulto e estende-se no periodo de recuperacdo apos a reperfuséo,
portanto € um processo evolutivo. A adenosina deaminase (ADA) é uma aminohidrolase que
participa ativamente do metabolismo das purinas catalisando irreversivelmente a adenosina e
2’desoxiadenosina em inosina e 2’desoxinosina, respectivamente. Os objetivos deste estudo
foram avaliar em ratos submetidos a HI neonatal a atividade da ADA no cortex destes animais
em diferentes tempos pos-insulto. Também foram avaliados em cortex os efeitos dos niveis de
espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). A analise histoldgica foi avaliada através
da hematoxilina eosina (HE) e proteina glial fibrilar &cida (GFAP) no cOrtex destes animais.
A atividade da ADA aumentou significativamente 8 dias apds o insulto no hemisfério
esquerdo no cortex. Neste periodo os niveis de TBARS mostraram-se significativamente
aumentados no coértex destes animais. A HE revelou presenca de area isquémica no cortex
cerebral 8 dias apo6s a HI. Também evidenciou uma moderada infiltragdo linfocitaria no cortex
neste periodo. Houve proliferacdo e aumento na expressdo da GFAP na periferia da area
isquémica, resultando em astrocitose no cortex dos animais submetidos a HI. Conclui-se que
houve uma ativagdo do sistema imune em decorréncia do processo inflamatorio causado pelo
insulto HI que pode estar correlacionada com a astrocitose e a infiltragdo linfocitaria
observada no cortex cerebral dos animais que sofreram o insulto 8 dias ap6s a HI neonatal.

Palavras-chave: hipdxia isquemia, adenosina deaminase, cortex, peroxidagdo lipidica,
GFAP.
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Neonatal hypoxic-ischemic injury (HI) is the direct complication to severe choking and
may cause brain damage. HI may be found in different stages and clinical manifestations
contributing to neonatal morbidity and mortality. The neuropathology of neonatal HI insult is
multi-factorial and complex. Hypoxic-ischemic brain damage begins during the insult and
extends during the recovery period after reperfusion, thus, it is an evolutionary process.
Adenosine deaminase (ADA) is an aminohidrolase actively involved in the metabolism of
purines catalyzing irreversibly adenosine and 2'desoxiadenosine into inosine and
2'desoxinosine, respectively. The objectives of this study were to evaluate the activity of
ADA in the cortex of rats subjected to neonatal HI at different post-insult time points. Effects
of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) levels were also assessed in cortex. The
histological analysis was evaluated using hematoxylin eosin (HE) and glial fibrillary acidic
protein (GFAP) in the cortex of these animals. The ADA activity was significantly increased
8 days after the insult in the left hemisphere in the cortex. In this period, TBARS levels were
significantly increased in the cortex of these animals. HE revealed the presence of ischemic
area in the cerebral cortex 8 days after HI. A moderate lymphocytic infiltration was also
evidenced in the cortex during this period. A proliferation and an increase in the expression of
GFAP in the periphery of the ischemic area was observed, resulting in astrocytosis in the
cortex of these animals. In conclusion, an activation of the immune system was observed due
to the inflammatory process caused by the HI insult that may be correlated with astrocytosis
and lymphocytic infiltration observed in the cerebral cortex of animals that suffered insult 8
days after neonatal HI.

Keywords: hypoxic ischemia, adenosine deaminase, cortex, lipid peroxidation, GFAP.
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APRESENTACAO

Esta dissertagdo foi escrita sob a forma de artigo submetido a publicacdo. As secbes
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdao dos Resultados e Referéncias Bibliograficas,
encontram-se no proprio manuscrito e representam na integra este estudo.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSAO, dispostos ap6s 0 manuscrito, contém
interpretacdes e comentarios gerais referentes ao presente estudo e relacionados ao manuscrito
deste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS sio relacionadas as citacdes que aparecem
nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO desta dissertacao.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica para a
qual foi submetido:

Manuscrito — International Journal of Developmental Neuroscience
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1. INTRODUCAO

A hipdxia-isquemia neonatal & um fator de risco importante de uma variedade de
disturbios neurologicos em humanos, como, dificuldades motoras e de aprendizagem,
paralisia cerebral, epilepsia e convulsGes, podendo até mesmo ocasionar a morte destes
individuos. Além disso, estes podem apresentar ao longo da vida déficits cognitivos, motores
e sensoriais, para 0s quais atualmente ndo existe uma teraputica promissora (HOSSAIN,
2008).

O principal mecanismo atribuido & neuropatologia da HI neonatal é a reducao do fluxo
sanguineo cerebral (PERLMAN, 2006). Eventos toxicos interligados, tais como, a faléncia
energética, a despolarizagdo da membrana, a liberagcdo de amino&cidos excitatorios, o
acumulo de radicais livres e a apoptose ocorrem simultaneamente e contribuem para a
disfuncédo celular e a morte neuronal apds o insulto hipoxico-isquémico (HOSSAIN, 2005).
Durante a HI ocorre um aumento na degradacdo de ATP, consequentemente um aumento nos
niveis de adenosina, sendo que esta desempenha um papel importante na neuromudalagéo e
neuroprotecao apos injuria HI.

A adenosina deaminase (ADA, EC 3.5.4.4) participa ativamente no metabolismo das
purinas que possui como produto final a formag&o de &cido urico. E distribuida em todo o
organismo e tem sido estudada extensivamente no SNC, sendo a principal enzima responsavel
pela degradacdo de adenosina no SNC (LATINI & PEDATA, 2001). A ADA € uma enzima
predominantemente citosoélica, que contribui na manutencao rigorosa dos niveis de adenosina,
evitando assim as a¢Oes citotoxicas da adenosina e especialmente desoxiadenosina no cérebro
(EELLES & SPECTOR, 1983) e tecidos periféricos (FOX & KELLEY, 1978). A ADA
também pode ser encontrada associada a superficie externa de células do SNC, e a sua
atividade no SNC é mais proeminente na glia, tendo sido também encontrada em
sinaptossomas e vesiculas sinapticas (RATHBONE et al., 1999).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade da ADA em cortex de ratos
submetidos a HI neonatal. Além disso, avaliar o estresse oxidativo (TBARS) nestas estruturas.
Adicionalmente foram analisadas as possiveis alteragdes histoldgicas através da HE e GFAP

no cortex destes animais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Conforme vimos nas paginas anteriores a HI afeta gravemente o SNC. Diversos estudos tém
sido realizados com o objetivo de investigar estes mecanismos e intervir farmacologicamente
para evitar seus efeitos. Considerando o papel neuromodulador da adenosina no SNC, é

importante avaliar sua regulacdo. Desta forma o objetivo geral deste estudo foi:

e Avaliar a atividade da adenosina deaminase em cOrtex cerebral de ratos submetidos a

hipdxia-isquemia neonatal em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade da adenosina deaminase em cortex cerebral em diferentes tempos

apos a hipoxia-isquemia neonatal em ratos.

e Determinar o indicador de estresse oxidativo (Substancias Reativas ao Acido

Tiobarbitdrico - TBARS) no coOrtex destes animais.

e Auvaliar histologicamente o cortex dos animais submetidos a HI neonatal.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Hipodxia-isquemia

A hipdxia corresponde a reducdo de oxigénio completa ou parcial em um ou mais
tecidos corporais, incluindo a circulagdo sanguinea (hipoxemia). A isquemia é a reducdo ou
cessacdo do fluxo sangliineo que leva a hipotensdo sistémica, parada cardiaca ou doenga
vascular oclusiva. Ja o termo asfixia refere-se ao estado no qual a troca gasosa placentaria e
pulmonar € interrompida, levando a progressiva hipoxemia, associada a acidose metabdlica e
respiratoria (JOHNSTON et al., 2000).

Em ratos jovens, a obstrucdo de apenas uma carotida ndo resulta em isquemia cerebral
focal ou em neuropatologias detectaveis. No entanto, quando a exposi¢do a hipdxia é
acompanhada pela ligagdo da carétida com duracdo superior a um limiar (60 a 90 min, 8%
0,), o fluxo cerebral diminui e a lesdo cerebral evolui (GROW & BARKS, 2002). Um dos
modelos mais utilizados de HI, é o modelo de Levine, adaptado para animais de 7 dias de
idade por Rice et al., que é caracterizado por hipoxemia associada a obstrucdo da artéria
carotida (LEVINE, 1960; RICE et al., 1981) (Figura 1). A hipoxia-isquemia (HI) neonatal é
considerada um importante fator de risco de uma grande variedade de desordens neuroldgicas
em humanos, até mesmo morte (HOSSAIN, 2008; CHAO et al., 2006), contribuindo
intensamente na morbidade e mortalidade neonatal (SIVEIRA & PROCIANOQY, 2003).
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A) Ocluséc da artéria carotida comum esquerda

Anestesia
inalatéria

B) Exposicdo a ambiente hipdxico (8%) por 1 h e 30 min

Medidor Oz

8%

Banho-maria

%8 ONHSF

Figura 1 - Etapas da indugdo da lesdo hipoxico-isquémica

3.2 Encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal

A encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal € a complicacdo imediata a asfixia grave
e pode causar variados graus de dano cerebral. A asfixia perinatal ainda ocorre em cerca de
dois a cinco recém-nascidos para cada 1.000 nascidos vivos (VOLPE, 1992; VANNUCCI,
2000; SILVEIRA & PROCIANOQY, 2005). Durante a ultima década, a asfixia perinatal foi
causa de morte em 23% dos Obitos neonatais no Brasil, de acordo com a Organizagédo
Mundial da Saude. A oferta insuficiente de oxigénio e / ou mé circulacdo sanguinea causam
danos cerebrais atraves da ativagdo de varios agentes citotoxicos, induzindo lesdo e morte
neuronal (CHOI & ROTHMAN, 1990; MARTIN et al.,1998; JOHNSTON, 2001), sendo que,
20-50% dos recém-nascidos asfixiados com encefalopatia hipoxico-isquémica morrem no
periodo neonatal, e até 25% dos que sobrevivem a esta injuria acabam desenvolvendo
alteracbes neuropsicologicas permanentes, incluindo retardo mental, paralisia cerebral,

epilepsia ou incapacidade de aprendizagem.
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No entanto, os mecanismos que levam aos danos neuronais/dbito desencadeados pela
HI e as consequéncias patoldgicas subjacentes aos diferentes distlrbios neuroldgicos
permanecem mal compreendidos, devido a etiologia envolvida na lesdo hipoxico-isquémica
ser multi-fatorial e complexa. A origem desse padrédo de distribuicdo de lesdo relaciona-se ao
fato do SNC reagir a agressoes patolégicas de acordo com sua etapa de desenvolvimento, e

com as caracteristicas peculiares a cada etapa (VOLPE, 2001).

3.3 Mecanismos fisiopatologicos na HI

3.3.1 Metabolismo energético

Em condigdes fisioldgicas normais, o balango energético cerebral € mantido atraves da
fosforilacdo oxidativa e producdo de trifosfato de adenosina (ATP). A injuria hipdxico-
isquemica gera um desequilibrio na demanda energética metabdlica e celular que resulta em
interrupcdo dos processos celulares (MARRO, 2002) (Figura 2).

A deplecdo das reservas energéticas que acompanha a HI resulta em despolarizacdo
neuronal e glial, e liberacdo de aminoacidos excitatorios (AAE) para o espaco extracelular
(DIRNAGL et al., 1999). Ocorre uma alteragdo do metabolismo aerobio para 0 metabolismo
anaerobio resultando em répida deplegéo das reservas de fosfatos de alta energia - incluindo o
trifosfato de adenosina (ATP) - acumulacdo de acido latico e incapacidade de manter as
funcdes celulares. A sintese de ATP é dependente das reacdes de oxi-reducdo que acontecem
a nivel mitocondrial. A falta de aporte de oxigénio causa uma diminui¢do na sintese do ATP
celular. O gradiente iénico de Na*, K* e Ca®* através da membrana celular ja ndo pode ser
regulada pela Na'/K*-ATPase que deixa de funcionar devido a falta de energia, ocorrendo
assim a despolarizacdo das membranas, resultando em liberacdo de neurotransmissores
excitatorios, especialmente o glutamato (SHALAK & PERLMAN, 2006).

As taxas do metabolismo energético cerebral sdo baixas no cérebro imaturo e dizem
respeito, principalmente ao nivel de maturagdo neuronal e atividade sinédptica durante este
periodo (NEHLIG & PEREIRA DE VASCONCELOS, 1993). Apos a HI as concentracdes de
glicose no cérebro logo diminuem para niveis de dificil deteccdo, apesar dos niveis

plasmaticos se encontrarem quase normais, a fase da insuficiéncia energética é observada
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apos 90 minutos de HI (YAGER et al., 1992). Imediatamente apds o retorno a normoxia, 0s

niveis de glicose no tecido cerebral normalmente duplicam (VANNUCCI, 1992).
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Figura 2 - Mecanismos bioquimicos da injaria cerebral hipéxico-isquémica. Trifosfato de adenosina (ATP); N-
metil-D-aspartato (NMDA); Oxido Nitrico Sintase (NOS) (Adaptado de SHALAK & PERLMAN, 2006).

A transmissdo de impulsos elétricos e reacGes neuronais exigem uma fonte continua
de energia que € produzida pela glicolise. A via mais importante é a glicélise aerébica na qual
a glicose é convertida a piruvato. Na cadeia respiratéria a energia liberada em cada
transferéncia de elétrons é incorporada em moléculas de ATP, sintetizado a partir do
precursor difosfato de adenosina (ADP) e fosfato de alta energia. Considerando que, durante
hipoxemia moderada, o feto é incapaz de manter o metabolismo cerebral e niveis adequados
de ATP através da aceleracdo da glicolise anaerdbia, uma aguda reducdo da oferta de oxigénio
ao feto leva a ruptura do metabolismo energético no cortex cerebral dentro de poucos
minutos. Além disso, a perda do potencial de membrana leva a um influxo macigo de célcio,
levando a danos celulares principalmente atraves da ativagdo de proteases, lipases e
endonucleases. Alguns dos mecanismos celulares ativados pelo influxo de célcio que ocorrem

durante a isquemia sdo: alteracdo do ciclo do acido araquidénico, afetando a sintese de
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prostaglandinas, distirbios da expressdo génica e sintese protéica, aumento da producdo de
radicais livres e obstrucdo do sistema de transporte axonal (BERGER & GARNIER, 1999).

3.3.2 Excitotoxicidade

O termo excitotoxicidade se refere a morte celular devido a estimulagdo excessiva dos
receptores glutamatérgicos (CHOI e ROTHMAN, 1990; BARKS & SILVERSTEIN, 1992;
McLEAN & FERRIERO, 2004). A despolarizacdo da membrana celular resulta em liberacdo
de neurotransmissores excitatorios, o principal deles, o glutamato, que terd sua resposta
mediada por seus receptores de membrana especificos: N-metil-D-aspartato (NMDA) e alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico (AMPA) e kainato (KA), resultando em
influxo de célcio, ocasionando a ativacdo de vias intracelulares citotoxicas (MICHAELIS,
1998; MAHURA, 2003).

A excitotoxicidade glutamatérgica estd envolvida em alteracfes neuroldgicas agudas
como hipoxia, isquemia, traumatismo craniano e epilepsia (MELDRUM, 2000) e em doengas
neurodegenerativas cronicas como Alzheimer, Parkinson, Huntington (LIPTON &
ROSENBERG, 1994; DELIVORIA-PAPADOPOULUS & MISHRA, 1998; SHALAK e
PERLMAN, 2006).

3.3.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi definido em 1991 como “um distarbio do equilibrio proé-
oxidante/oxidante em favor do pro-oxidante, levando ao dano potencial” (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

A producdo de oxidantes faz parte do metabolismo normal das células aerobicas.
Desse modo, qualquer estimulo que leve a producdo excessiva de radicais livres e/ou a
deplecéo de antioxidantes conduz a uma alteracédo significativa do balanco entre a produgéo e
remocéo de radicais livres (DROGE, 2002).

Um radical livre é definido como qualquer &tomo, grupo de atomos ou molécula com

um elétron ndo-pareado ocupando uma Orbita externa. Existem, entretanto, compostos
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igualmente reativos quanto os radicais livres que ndo possuem elétron ndo-pareado na ultima
camada e, portanto, ndo podem ser classificados como radicais livres. Essas substancias sdo
classificadas de maneira mais ampla como espécies reativas de oxigénio (EROs) ou espécies
reativas de nitrogénio (ERNSs). Nas células aerobicas, os radicais livres sdo produzidos dentro
do citoplasma e mitocéndria. Em condigdes fisioldgicas as espécies reativas de oxigenio sao
destruidas rapidamente pelos antioxidantes enddgenos e seqliestradores de radicais livres. O
desbalanco entre a producdo de EROS/ERNs e sua remocdo pelos sistemas de defesa

antioxidante é denominado estresse oxidativo (Figura 3).
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Figura 3 - Balango entre producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e os diferentes tipos de
sequestradores de radicais livres (Adaptado de DROGE, 2002).

O estresse oxidativo € uma condicdo celular ou fisiologica onde ocorre elevada
concentracdo de EROS/ERNS, que causam danos moleculares as estruturas celulares (Figura
4), com consequente alteragdo funcional e prejuizo das fungdes vitais, em diversos tecidos e
orgéos, tais como cérebro (HALLIWELL, 1994; KEYNES & GARTHWAITE, 2004), figado,
musculo, tecidos adiposo (BARJA DE QUIROGA, 1992; GOLDFARB, 1993) e vascular
(DUARTE et al., 1993; FENSTER et al., 2002). No entanto o efeito deletério do estresse
oxidativo pode variar consideravelmente de um ser vivo para o outro, de acordo com a idade,
0 estado fisiologico e a dieta (NIESS et al., 1999).
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Figura 4 - Dano oxidativo a macromoléculas bioldgicas.

H& duas caracteristicas principais do cérebro imaturo que o torna especialmente
sensivel ao dano oxidativo em relacdo ao cérebro de um adulto: baixas concentracGes de
antioxidantes e uma alta concentracdo de ferro livre. Entre as enzimas antioxidantes
enddgenas cerebrais podemos citar a superoxido dismutase (SOD), que existe como Cu, Zn-
SOD (SOD1) no citoplasma e Mn-SOD (SOD2), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) (CHAN, 1996; VANNUCCI & HAGBERG, 2004).

3.3.4 Mecanismos da morte neuronal

A necrose e a apoptose sdo duas formas distintas de morte celular (KURE et al., 1991;
HERON et al.,, 1993; LINNIK et al., 1993). Durante a HI, a excitotoxicidade, estresse
oxidativo, e a inflamacéo contribuem para acelerar a morte celular por meio da apoptose ou
necrose, dependendo da regido do cérebro que é afetada e a gravidade do insulto (MARTIN et
al., 1998; FERRIERO, 2004).

A necrose é um processo passivo caracterizado pelo inchaco celular de suas organelas
(edema), com extravasamento do contetdo intracelular para o espaco extracelular. O resultado
deste processo é geralmente uma reacao inflamatoria, que leva a infiltracdo celular local, dano

vascular, edema, leséo ao tecido adjacente, e eventualmente, fibrose (Figura 5).
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Figura 5 - Necrose celular desencadeado pela hipdxia e/ou isquemia.

A apoptose primeiramente caracterizada por Kerr et al (KERR et al., 1972), é a morte
celular definida por mudangas morfoldgicas nuclear e celular, resultado da ativagdo de
cascatas de sinalizacdo (EDINGER & THOMPSON, 2004). A apoptose ¢ a manifestacdo
morfolégica da morte celular programada, utilizada em situagdes fisioldgicas, como no
processo de maturagdo do SNC, no qual neurdnios que ndo desenvolveram sinapses relevantes
séo descartados (BLASCHKE et al., 1996; KEANE et al., 2001; DE ANDRADE et al., 2009).
A apoptose € um processo dependente de ATP que possui origem de duas principais vias, a
extrinsica (mediada por receptores) e a intrinsica (mitocondrial) (BENDER et al., 2005;
STEFANIS, 2005; GILL & PEREZ-POLO, 2008).

A apoptose é caracterizada pela retratibilidade celular, compactacdo de organelas,
condensacdo da cromatina, aparecimento de corpos apoptoticos e fragmentacdo do acido
desoxirribonucléico (DNA)(Picnose). Portanto, a apoptose pode ocorrer nas formas mais
leves de dano isquémico, enquanto a necrose predomina nas formas mais intensas
(ANKARCRONA et al., 1995). Estudos sugerem que a apoptose possui um papel
proeminente na evolucdo da injuria HI cerebral no neonato, podendo ser mais importante que

a necrose apés a HI (HU et al., 2000).
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3.4 Processo inflamatorio

A inflamagdo é um evento complexo que leva a liberacdo de fatores sollveis e
ativacdo celular a nivel tecidual, podendo ser deflagrada por fatores endégenos como necrose
tecidual, ou como resposta a estimulos lesivos: traumas, infecgdes, isquemia e injuria auto-
imune (BENJAMINI, et al.; 2002). Normalmente, o processo inflamatorio inicia-se com o
reconhecimento do agente agressor e direciona-se como uma complexa série de eventos, para
uma tentativa de reconstituir o tecido danificado, ou seja, culminando na sua resolucéo (ALI
et al., 1997). No entanto, se a destruicdo do agente agressor e 0 processo de reparo ndo
ocorrem de maneira eficiente e sincronizada, a resposta inflamatoria pode levar a uma leséo
tecidual persistente induzida pelo acimulo de leucdcitos, colageno entre outras substancias
que podem ser prejudiciais ao organismo (NATHAN, 2002).

O cérebro apresenta imunidade adaptativa em resposta a injuria. Mediadores
inflamatdrios liberados pela microglia durante uma resposta imune inata influenciam
fortemente neurénios e sua capacidade de processar as informages, tornando a inflamacao
um dos fartores mais importantes na patogénese da HI cerebral (GROW & BARKS, 2002;
SUN et al., 2005). A cascata inflamatéria deflagrada pela HI no SNC consiste de grande
afluxo de leucocitos no local da injdria. Participam também desta cascata as células da
microglia, sendo que a ativacdo destas ocorre mais rapidamente em recem-nascidos do que
em adultos, além da ativacdo de moléculas especificas de adeséo intercelular. As interleucinas
sdo proteinas que tém uma célula priméria de producdo, entre as quais linfécitos, mondcitos e
macrofagos, porém também sdo produzidas por outras ceélulas, como fibroblastos, células da
microglia, astrocitos e celulas do musculo liso. As interleucinas ndo sdo estocadas nas suas
células produtoras e, portanto, sempre que necessario, sdo sintetizadas e secretadas em
resposta a um estimulo. Uma vez liberadas, tém uma vida-média curta, limitada a atividade
biologica que possuem, entre estas atividades, uma das principais é a comunicagao entre as
celulas (CECCON, 2003). No entanto, outro fator que pode contribuir para a neuroinflamagéo
é a infiltracdo de células da linhagem imune como fagdcitos mononucleares derivados da
circulacdo periférica, linfécitos T, células naturais Kkiller (células NK) e leucocitos
polimorfonucleares (PMN) (SCHROETER et al., 1994; JANDER et al., 1995; EMERICH et
al., 2002).
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3.4.1 Sistema imune e neuroinflamagéo

A resposta imune celular ap6s a injuria tecidual ¢ mediada por polimorfonucleares
(PMN), linfécitos e mondcitos/macréfagos e as células NK. Os PMN representam cerca de
50-60% dos leucacitos circulantes e sdo as principais células na resposta primaria ao trauma
tecidual (PETTY & LO, 2002; ARUMUGAM et al., 2005; LENZ et al., 2007; HARRY &
KRAFT, 2008).

Estudos da injuria do SNC tem focado principalmente nos neurénios. No entanto, as
céelulas da glia, que constituem a maior parte do volume cerebral, também possuem um papel
ativo no SNC em condi¢Ges normais e patoldgicas. Fazem parte da glia as celulas da
microglia, que sdo as primeiras a responder a injdria ao SNC, tornando-se plenamente
fagocitarias quando ativadas devido a morte neuronal (KOCHANEK & HALLENBECK,
1992) (Figura 6).

A microglia quando ativada libera diversas moléculas inflamatorias, particularmente
citocinas (HANISCH, 2002). A contribui¢do dos astrdcitos é mais complexa, estas células
possuem um papel fisioldgico chave no suporte neuronal, ja os oligodendrdcitos, o tercerio
tipo celular, sdo importantes para mielinizacdo, e como fonte de moléculas inflamatorias
especificas (BAUMANN & PHAM-DINH, 2001; DU & DREYFUS, 2002; ALLAN &
ROTHWELL, 2003).
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Figure 6 - Células envolvidas na acédo e libertagdo de citocinas na neurodegeneracdo. Muitos tipos de células
podem liberar e responder as citocinas (circulos cinza) e produzir efeitos diretos ou indiretos sobre os neurénios,
contribuindo ou limitando a morte celular neuronal em resposta a diferentes insultos (ALLAN & ROTHWELL,
2003).

3.5 Neuroglia

Tanto no SNC quanto no sistema nervoso periférico, 0s neurénios relacionam-se com
células coletivamente denominadas neuroglia, glia ou gliocitos. O termo neuroglia foi
introduzido por Rudolf Virchow, que as retratou como células pequenas de forma
arredondada que enchiam o espago extracelular e faziam parte do tecido conjuntivo. Embora o
termo neuroglia sobreviva, o0 nosso conhecimento sobre a diversidade e as propriedades das
celulas neurogliais e, em particular os astrécitos, tem mudado drasticamente (WANG &
BORDEY, 2008).
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Primeiramente, a neuroglia foi reconhecida como elementos celulares distintos, com
fungdes de sustentacdo, protecdo, isolamento e nutri¢cdo neuronal. As células da glia cumprem
um papel importante nos processos de degeneracdo e regeneracdo (WANG & BORDEY,
2008). As células da neuroglia sdo subdivididas em classes distintas: astrocitos,
oligodendrécitos, e mais recentemente, células NG2 (células precursoras dos
oligodendrocitos). Essas sdo as células mais frequentes do tecido nervoso, podendo a
proporgdo entre neurdnios e células gliais variar de 1:10 a 1:50 (MACHADO, 2003). Os
astrécitos e os oligodendrdcitos sédo coletivamente denominados como macréglia e os
microglidcitos como micrdglia (KARASEK et al., 2004). Hoje, o termo glia é comumente
utilizado para se referir a neuroglia, células de Schwann e microglia. Ocasionalmente, células
ependimais sdo incluidas neste termo (WANG & BORDEY, 2008).

3.5.1 Astrocitos

Os astrécitos representam as maiores células gliais, sendo caracterizados por inimeros
prolongamentos, restando pequena massa citoplasmatica ao redor do nucleo esférico ou
ovoide, central e vesiculoso, sendo estes primeiramente visualizados por Otto Deiters em
1865 (KARASEK et al., 2004). Nos mamiferos, a gliogénese, que corresponde a geracdo de
astrécitos e oligodendrocitos, comeca tardiamente no periodo embrionario e continua durante

0 periodo neonatal e pés-natal (Figura 7).
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Figura 7 - Diagrama demonstrando a sequéncia do desenvolvimeto neuronal e glial. A geracdo de diferentes
células neuronais e gliais ocorrem em periodos distintos. Nos roedores, a neurogénese apresenta-se acentuada no
14° dia da fase embrionaria (E14), astrocitogénese no 2° dia pos-natal (P2) e a oligodendrocitogénese no 14° dia
pos-natal. A geracdo de interneurdnios inicia durante a fase embrionaria e continua durante o periodo pds-natal
(LIU & RAO, 2004; CARMEN et al., 2007).

Os astrocitos possuem funcdes importantes na manutencdo da homeostase neuronal.
Estas funcBes incluem suporte metabolico aos neurénios (JONES, 2009), homeostase i6nica
(METEA et al., 2007) e recaptacdo de neurotransmissores excitatorios (pricipalmente
glutamato) (ALVAREZ-DIAZ et al., 2007), sinaptogénese, angiogénese e manutencio da
BHE (RIDET et al., 1997; WANG & BORDEY, 2008). Funcionalmente, 0s astrocitos atuam
na manutencdo do espaco extracelular, fornecendo substrato para os neurénios. No entanto,
evidéncias recentes mostram que 0s astrécitos podem contribuir ativamente na atividade e
plasticidade sindptica (RODRIGUEZ et al., 2009).

Durante insultos agudos e cronicos ocorre uma reacdo glial especifica, conhecida
como astrogliose reativa, representada por uma complexa remodelagem morfofuncional dos
astrocitos (PEKNY & NILSSON, 2005). A astrogliose reativa é uma reacdo defensiva do

cérebro que tem por objetivo: isolar a area lesionada do restante do tecido do SNC, reconstruir
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a BHE, facilitar a regenaracdo axonal ao redor da regido lesionada (PEKNY et al., 1999;
BUTT et al, 2005; PEKNY et al., 2007). Os astrdcitos ao redor da lesdo sofrem proliferacéo e
hipertrofia com a finalidade de substituir a arquitetura tecidual existente, dando origem héa
uma cicatriz glial permanente conhecida como processo cicatricial (astrogliose anisomorfica).
Nos astrocitos mais distantes da lesdo, as mudangas reativas sao muito mais leves, embora as
celulas astrogliais modifiqguem sua aparéncia e sofram multiplas altera¢cBes bioquimicas e
imunologicas, ndo ocorre distor¢cdo da arquitetura normal do tecido do SNC, mas sim
permitem a sinaptogénese (astrogliose isomarfica, ou seja, preservacdo da morfologia).

Nos mamiferos, os astrécitos podem expressar trés tipos de proteinas: nestina,
vimentina e GFAP (Proteina Glial Fibrilar Acida). A nestina e a vimentina so as principais
proteinas encontradas em astrocitos imaturos, enquanto que a vimentina, juntamente com a
GFAP séo expressas em astrocitos maduros. Os astrocitos ativados na gliose reativa, por sua
vez, expressam nestina, vimentina e GFAP (ELIASSON et al., 1999). Os astrécitos sdo
geralmente identificados pela presenca destes filamentos intermediarios (fibras gliais), que
sd0 mais proeminentes nos astrocitos presentes na substancia branca cerebral do que na
cinzenta (PRIVAT e RATABOUL, 2007). Dentre estes a GFAP pode ser considerada uma
das principais proteinas, a qual pode ser identificada através de métodos imunoistoquimicos
(HOLLEY et al., 2003).

3.6 Sistema purinérgico

O sistema purinérgico é caracterizado por ser uma via de sinalizagcdo importante em
diversos tecidos, desencadeando multiplos efeitos celulares. E considerado um sistema
primitivo envolvido em muitos mecanismos neuronais € ndo neuronais € em eventos de curta
e longa duracdo, incluindo resposta imune, inflamacdo, dor, agregacdo plaquetéria,
vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacdo e morte celular (BURNSTOCK, 2004).

A adenosina é um importante componente do sistema purinérgico sendo encontrada
em todos os tecidos. Ela atua modulando diversos processos fisiologicos, incluindo a
neuromodulacdo da transmissdo sinéptica e neuroprotecdo em mamiferos (RICHARDSON et
al., 1987; RALEVIC & BURSTOCK, 1998; ROMANOWSKA, 2007). A adenosina, apos ser
formada apartir da degradacdo do ATP intracelular, é liberada para o espaco extracelular onde

ird desempenhar suas diversas acdes no SNC aravés da ligacdo em receptores especificos
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(ZIMMERMANN 2000; CUNHA, 2001; CASTILLO et al., 2008). Estudos mostram que a
ativacdo de receptores de adenosina em células do sistema imune suprime a produgdo de
mediadores pro-inflamatorios, incluindo TNF-a. (BOUMA et al., 1994; HASKO et al., 1996;
SAJJADI et al., 1996) e promove a inducdo de interleucina-10 (MILLS et al., 2008). A
adenosina produzida durante a hipdxia, isquemia, ou em processos inflamatérios reduz a lesdo
tecidual e promove a sua reparacdo através de diversos mecanismos mediados por receptores
de adenosina (CASTILLO et al., 2008), sendo o principal deles o receptor de adenosina Al,
que no SNC é altamente expresso na microglia/macréfagos e neurénios (JOHNSTON et al.,
2001; TSUTSUI et al, 2004).

A remocédo da adenosina extracelular ocorre em parte pela sua recaptagdo através de
transportadores bidirecionais, e em parte por sua degradacdo a inosina pela ADA. Contudo,
sob condicdes de estresse metabolico, os niveis de adenosina saturam a adenosina kinase e o
excesso de adenosina € metabolizada a inosina pela ADA (OLSSON & PEARSON, 1990;
FREDHOLM, 2007), gerando como produto final do metabolismo das purinas o acido Urico.

O é&cido urico € um produto normal do metabolismo das purinas (Figura 8) sendo
excretado através dos rins. A producdo elevada de &cido Urico pode ocorrer durante a Hl,
seguida pela reperfusdo. Na presenca de hipoOxia, a adenosina liberada durante o aumento na
degradacdo de ATP, leva a formagdo de hipoxantina e em seguida xantina, assim se o
oxigénio for reintroduzido aos tecidos durante a reperfusdo o acido Urico sera formado (WU
& WU, 2008). Além disso, o aumento na producdo de acido urico também tem sido
evidenciado em algumas doencas inflamatorias, provavelmente devido ao aumento da

apoptose e necrose das células envolvidas (SATO et al., 2003).
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3.7 Adenosina Deaminase

A adenosina deaminase (ADA, Adenosina aminohidrolase EC 3.5.4.4, Figura 9) é uma

enzima que participa do catabolismo das purinas, encontrada no citosol e na membrana

celular. E responséavel por promover a desaminacéo hidrolitica da adenosina em inosina. Além

deste nucleosideo, a 2’-desoxiadenosina e outro substrato clivado pela ADA, sendo
convertido a 2’-desoxinosina (SHANJUKUMAR & SHARMA, 2000) (Figura 10). Altos

niveis desta enzima sdo encontrados no sistema linfoide (linfonodos, baco e timo), podendo

também ser encontrada, mas em menor quantidade, nos eritrocitos (CRISTALLI et al., 2001;

SABOURY et al., 2003). A ADA possui um importante papel bioldégico no metabolismo dos

nucleotideos puricos, sendo essencial para a proliferacdo e diferenciacdo de células linfoides,

particularmente células T, e maturagdo de mondcitos (BOTA et al., 2001), possuindo assim
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uma funcdo importante no sistema imune em processos inflamatorios (ANTONIOLI et al.,
2008). No cérebro a ADA ocorre principalmente no citosol, podendo ser encontrada também
em neuronios e sinaptossomas (FRANCO et al., 1998).

A ADA tem sido objeto de consideravel interesse devido ao seu papel na manutencao
dos niveis de adenosina, intra e extracelular. Além de sua localizacdo intracelular cléssica, a
ADA também esta presente como uma ecto-enzima (Ecto-ADA) na superficie de muitos tipos

celulares incluindo linfécitos e neurénios (FRANCO et al., 1997).

Adenosine
deaminase

Figura 9 - Estrutura tridimensional da ADA. As imagens sdo formadas apartir de dados reportados por Wilson
et. al. (1991). A imagem a direita apresenta o sitio ativo no centro da estrutura, e as cadeias laterais polares e ndo

polares estdo representadas em rosa e amarelo respectivamente (FRANCO et al., 1998).
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Figura 10 - Reagdes catalizadas pela ADA, tendo como substrato a adenosina (Ado) e a 2’-desoxiadenosina (d-
Ado)(FRANCO et al., 1998).

3.7.1 Isoformas da ADA

Em humanos a ADA existe na forma de duas isoenzimas classificadas como: ADA; e
ADA,. Estudos recentes reportam que as isoformas da ADA apresentam caracteristicas
cinéticas distintas, que faz com que ambas desempenhem funcdes diferentes no organismo
(SHAROYAN et al., 2006).

A ADA; é uma proteina mondmera com uma massa molecular de aproximadamente
40 kDa. A localizagdo da ADA; é principalmente citosdlica, sendo encontrada em todo o
organismo e também na superficie de macrofagos, linfdcitos B e em alguns linfdcitos T. Esta
pode estar combinada com uma glicoproteina dimérica ndo especifica de aproximadamente
200 kDa, designada proteina combinante (cp) (TSUBOI et al., 1995).

O complexo ADA-proteina combinante constitui uma ecto-ADA, a qual é responsavel
pelo controle dos niveis de adenosina extracelular (SAURA et al., 1996; FRANCO et al.,
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1997). Evidéncias demonstram que esta proteina de ligacdo é uma glicoproteina
multifuncional do tipo II, conhecida como CD26 ou Dipeptidil Peptidase IV (DPPIV), a qual
pode ser encontrada na forma soltvel ou integrada & membrana. Além de ser uma proteina de
ligagdo da ADAL, a CD26 possui atividade peptidasica e funciona como uma molécula de
adesdo a matriz extracelular, podendo influenciar processos de sinalizacdo -celular
(GORRELL, 2005). O sitio de ligacdo com a CD26 depende de alguns residuos de
aminoacidos carregados presentes na ADAL1, como Arg-142, Glu-139 e Asp-143.
(DESROSIERS et al., 2007).

Estudos envolvendo a sinalizagdo mediada pela adenosina no SNC demonstram que
além da interacdo com CD26, a ADAL pode atuar como uma ecto-enzima ancorada aos
receptores de adenosina Al e AZ2b, mediando o0s processos de sinalizacdo deste
neuromodulador (CIRUELA et al., 1996; ROMANOWSKLA et al., 2007).

Diferente da ADAL, a ADA2 apresenta diferencas, tanto estruturais quanto cinéticas.
Sua massa molecular é de aproximadamente 100 kDa e representa uma menor parte da
atividade da ADA em tecidos, sendo abundante no plasma (IWAKI-EGAWA et al., 2004),
entretanto, a fonte celular e a funcdo da ADA2 plasmaética ainda ndo estdo completamente
esclarecidas (KOBAYASHI et al., 1993). Dados recentes tém sugerido que ela pode ser
secretada por monacitos ativados em processos inflamatérios (IWAKI-EGAWA et al., 2006).

Defeitos genéticos no metabolismo das purinas em humanos resultam em sérias
desordens metabolicas (BLACKBURN et al., 1998). A deficiéncia ADA no sistema imune
esta diretamente relacionada com a Sindrome da Imunodeficiéncia Combinada Severa
(SIDSC) e a auséncia de linfécitos T e B funcionais em individuos afetados (PACHECO et
al., 2005). Tal deficiéncia tem sido atribuida a anormalidades do metabolismo intracelular das
purinas e subsequiente acumulacao de metabdlitos toxicos (SANTISTEBAN et al., 1993).

A deficiéncia genética da ADA em humanos resulta primariamente em grave
linfopenia e imunodeficiéncia, que pode levar o individuo afetado a morte nos primeiros anos
de vida. A base metabdlica da imunodeficiéncia esta relacionada com a sensibilidade dos
linfécitos ao acimulo de substratos da ADA, adenosina e 2’-desoxiadenosina. Investigagdes
usando camundongos deficientes em ADA suportam a hipotese que as células T e B sdo
sensiveis ao aumento nas concentracOes de 2’-desoxiadenosina, que causa morte celular
através de mecanismos que envolvem o acumulo de desoxiadenosina trifosfato (d-ATP) e
indugdo a apoptose. O aumento d-ATP resulta na inibicdo da ribonucleotideo redutase e
superproducdo de outros desoxiribonucleotideos, assim, a replicagio do DNA ¢

comprometida (Figura 11). Além de defeitos no sistema imune, os portadores exibem
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fendtipos em outros sistemas fisioldgicos incluindo o sistema renal, neural, esquelético, e
pulmonar (COHEN et al., 1978; BLACKBURN & KELLEMS, 2005).

DNA

d-Adenosine T » d-ATPT
dCydK

aDa L

d-Inosine

Figura 11 - Deficiéncia da adenosine deaminase. A ADA ¢é expressa em todo o organismo. Nas células normais
o0 turnover do DNA é mediado pela ADA catalisando a desaminacdo de 2’-desoxiadenosina em 2’-desoxinosina.
Nas células deficientes de ADA, ocorre um acimulo de desoxiadenosina, a qual é convertida pela desoxicitidina
kinase (dCydK) para desoxiadenosina trifosfato (d-ATP). Esse dois metabolitos possuem um profundo efeito
sobre o desenvolvimento dos linfocitos- por meio de efeitos sobre a sintese de DNA, prejudicando a divisao

celular levando a célula a apoptose (QASIM et al., 2004).
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4. METODOS E RESULTADOS

Os métodos e resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de manuscrito, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, se encontram no proprio
manuscrito. A apresentacdo estd baseada na versdo aceita para publicacdo na revista:

International Journal of Developmental Neuroscience.
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Abstract:

Hypoxia ischemia (HI) is a common cause of damage in the fetal and neonatal brain.
Lifelong disabilities such as cerebral palsy, epilepsy, behavioral and learning disorders are
some of the consequences of brain injury acquired in the perinatal periods. Inflammation and
formation of free radicals appear to play key roles in neonatal HI. The aim of this study was to
describe the chronological sequence of adenosine deaminase (ADA) activity, the oxidative
damage changes and astrocyte response using the classic model of neonatal HI. We observed
an increase in the activity of ADA and lipid peroxidation in the cerebral cortex eight days
after neonatal HI. This was accompanied by a GFAP-positive, and the degree of brain damage
was determined histochemically by hematoxylin-eosin (HE). Taking into account the
important anti-inflammatory role of adenosine, ADA may provide an efficient means for
scavenging cell-surrounding adenosine and play an important part in subsequent events of
neonatal HI in association with GFAP reactive gliosis. The present investigation showed that
neonatal HI causes the increase of free radicals and significant damage in the cerebral cortex.
The increase in ADA activity may reflect the activation of the immune system caused by HI

because the morphological analysis exhibited a lymphocytic infiltration.

Key words:

Hypoxia ischemia, adenosine deaminase, cortex, lipid peroxidation,GFAP.
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1. Introduction

Hypoxic-ischemic brain damage in neonates is a major risk factor of a variety of
serious human neurological disorders such as motor and learning disabilities, cerebral palsy,
epilepsy, seizures or even death. These affected individuals can experience substantial and life
long cognitive, sensory and motor disabilities, for which there is still no promising therapy
(Johnston, 1997; Lorenz et al., 1998; Northington et al., 2001 a; Hossain, 2008). Therefore,
further efforts are needed to understand and prevent neonatal cerebral injury.

Although there are multiple etiologies for neonatal encephalopathy in the newborn
period, hypoxia-ischemia (HI) is largely recognized as the major cause of brain damage and
subsequent neurological disability (Kadhim et al., 2005). The pathophysiology of brain
damage from this injury has been ascribed to various mechanisms and cascades. The cascade
of events after hypoxia-ischemia/reperfusion is initiated by energy depletion, accumulation of
cytosolic calcium and activation of a variety of calcium—mediated deleterious events. Cell
damage is thought to be caused by the post ischemic release of oxygen radicals, inflammatory
reactions and an imbalance between the excitatory and inhibitory neurotransmitter systems
(Berger and Garnier, 2000; Quiniou et al., 2008; Moretto et al., 2005) which lead to extensive
and prolonged cell death (Balduini et al., 2004; Bracci, 2003; Mclean, 2004).

Adenosine, a metabolite of adenosine triphosphate (ATP), is thought to possess a
housekeeping role in the nervous system. During cerebral ischemic and traumatic insult
adenosine is released in large quantities and exerts a neuroprotective influence. Adenosine
deaminase (ADA, adenosine aminohydrolase, EC 3.5.4.4), is a “key” enzyme, to deaminate
adenosine (thus maintaining adequate levels of adenosine available for nucleic acid and ATP
synthesis). ADA is the catalyzing enzyme that converts the irreversible hydrolytic
deamination of adenosine and 2°-deoxyadenosine to inosine and 2°- deoxyinosine,

respectively. The enzyme is widely distributed in vertebrate tissues and plays a critical role in
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a number of physiological systems (Sharoyan et al., 2006; Franco et al., 2007). ADA is
mainly a cytosolic enzyme, thought to maintain a strict control of adenosine levels, preventing
cytotoxic actions of adenosine and deoxyadenosine in peripheral tissues (Fox and Kelley,
1978) and CNS (Eells and Spector, 1983). In fact, adenosine promotes tissue protection and
repair. Adenosine downregulation of inflammatory and immune responses in injured tissues
plays a crucial role in the beneficial effects induced by this nucleoside (Abbracchio and
Ceruti, 2007). Although the main function of ADA is the development of the immune system
in humans, it seems to be associated with the differentiation of epithelial cells and monocytes,
neurotransmission, and maintenance of gestation (Moriwaki et al., 1999).

In recent years, the elucidation of the molecular mechanisms at the basis of these
actions has revealed that the combined insult (HI) produces a damaging depletion of energy
metabolites in the neonatal brain that causes cellular necrosis and an ongoing process of
injury that continues to evolve for days (Palmer et al., 1990; Northington et al., 2001 b).
These events elicit the appearance of inflammatory reactions, a potential source of toxic free
radicals and of expansion of cerebral damage. Inflammatory responses in the cerebral cortex
and activation of astrocytes have been shown in neonatal HI (Benjelloun et al., 1999; Villapol
et al., 2008). Therefore, the purpose of this study was firstly, to assess the importance of
developmental changes of ADA activity.Secondly, to investigate the ADA activity in different
chronological times after HI injury. Thirdly, to evidence the presence of responses caused by
the brain damage identified by immunohistochemical and hematoxylin staining. We follow
this proceding in order to clarify the possible association between the damage and the effects
of this enzyme (ADA). Finally, we measured the lipid peroxidation eight days after neonatal

HI, when the ADA activity was the most evident.
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2. Materials and methods

2.1. Chemicals
Adenosine was obtained from Merck (Darmstadt, Germany). All other chemicals were

of analytical grade and obtained from standard commercial suppliers.

2.2. Animals

Seven-day-old Wistar male rats, weighing 14-16 g were obtained from the Bioterio
Central of the Federal University of Santa Maria. They were fed ad libitum and maintained on
12h light/12h dark cycle, at room temperature. The animals were used according to the
guidelines of the Ethics Committee for Animal Research of the Federal University of Santa
Maria which approved the research project (experimental protocol N°. 23081.007419/2007-

10).

2.3. Hypoxic-ischemic (HI) injury

The association of unilateral occlusion of the common carotid artery with exposure to
a hypoxic atmosphere in order to produce unilateral damage in the rat brain (Moretto et al.,
2008). Animals were anesthetized with halothane. The left common carotid artery was
permanently occluded with surgical silk thread. After a 2-h recovery period, groups of four
pups were placed into a 1500 ml chamber and exposed to an 8% oxygen- 92% nitrogen
atmosphere delivered at 5 I/min for 1.5 h, with the chamber partially immersed in a 37 °C
water bath to maintain a constant thermal environment. The pups were killed by decapitation
according to the protocols cited below, after the HI insult. The brain was removed and the

cortex was used in all experimental assays.
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2.4. Experimental procedure for enzymatic assays:

Wistar rats were euthanized and their brains were promptly removed and the cerebral
cortex of all rats was carefully separated. Both hemispheres (left and right) were used and
processed as described previously by Bellé et al. (2009) with some modifications. In brief,
firstly the tissue was homogenized in 8 volumes of 50 mmol/l phosphate buffer pH 7.0,
centrifuged (30 min, 14.000 g), and then the supernatant fraction was isolated (Mustafa and
Tewari, 1970). All the procedures described above were performed at 0 — 4 C. Cerebral
cortex ADA activities were estimated spectrophotometrically by the method of Giusti (1974),
which is based on the direct measurements of the formation of ammonia, produced when
ADA acts in excess of adenosine. The homogenates of cortex were added to the reaction
mixture containing 50mM sodium phosphate buffer (pH 6.5). The samples were incubated at
37 °C for 1 h and the reaction was started by addition of the substrate (adenosine). The
reaction was stopped by adding the samples on a 106 mM/0.16mM phenol-nitroprusside/mL.
The reaction mixtures were immediately mixed to 125mM/11 mM alkaline-hypochlorite
(sodium hypochlorite) and vortexed. 75 uM ammonium sulphate was used as ammonium
standard.

Protein concentration was measured by the method of Peterson (1977) with bovine
serum albumin used as a standard. The values were expressed as U/mg of protein for ADA.

All experiments were performed in triplicate and the mean was used for calculation.

2.5. Lipid peroxidation

The tissues were homogenized in 8 volumes of 10 mM Tris-HCI buffer solution pH
7.4. The homogenates were centrifuged at 1 000 x g for about 10 min. Thiobarbituric acid
reactive species (TBARS) levels were determined by a modification of the method of Buege

and Aust (1978). In brief, 250 pl of cerebral cortex homogenate were mixed thoroughly with
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500 pl of a stock solution of 10% wi/v trichloroacetic acid and 750 pl of thiobarbituric acid.
The mixture was heated for 15 min in a boiling water bath. After cooling, the red pigment

produced was extracted with 1.5 mL of n-butanol and measured in absorbance at 535 nm.

2.6. Analysis of Morphologic Changes

Pups were sacrificed on postnatal day 15 (eight days after HI). The brain was removed
and their cortex were separated and weighed separately on an electronic micro balance and
were fixed with 10% paraformaldehyde, dehydrated and embedded in paraffin and sections
(5-6 um) for further evaluation. After they were assembled on glass slides and stained with

HE (hematoxylin-eosin) and examined under a light microscope.

2.7. Immunohistochemical staining

Astrocytes were stained with labelled streptavidin biotin (LSAB Kit; Dako;
Carpinteria, CA). Anti-glial fibrillary acidic protein (anti-GFAP, Dako; Carpinteria, CA) was
used for primary antibodies. After reaction with the primary antibody, the tissue specimens
reacted in contact with a secondary antibody, biotin-conjugated goat polyclonal anti-mouse
IgG (H+L). Sections were incubated overnight at 4 °C with the primary antibodies in a humid
chamber. In the following day, sections were incubated for 2h in the corresponding
biotinylated secondary antibodies (Dakopatts, Denmark), followed by washing, and
immersing in the solution containing the conjugated streptavidin horseradish peroxidase
complex for 30 min. The specimens were colored with 3, 3'-diaminobenzidine (DAB) (Sigma;

St. Louis, MO). They were also stained lightly with hematoxylin.

2.8. Data Analysis
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Results were analyzed by one-way and two-way ANOVA for multiple group
comparison. Pos hoc analysis was carried out by Duncan multiple range test. P < 0.05 was

considered significant.

3. Results

3.1. Developmental changes in ADA activities after neonatal HI in the cerebral cortex
We observed a significant difference among all control groups studied. ADA activity
was lower on the 67" postnatal day (60 days after HI) than when they were on the 7"
postnatal (seven days immediately after insult) (1.22 +/- 0.12 for control of left hemisphere
and 13.67 +/- 0.94 U/mg/mg protein, respectively, p < 0.001). ADA activity did not change in

the left and right hemispheres within groups control and sham (Figure 1).

3.2. Effect of HI on the ADA activity in the cerebral cortex of rats

The effect of ADA activity after neonatal HI was observed in different stages of
development. Eight days after neonatal HI, ADA activity increased when compared with the
control (left hemisphere) (9.23 +/- 0.37 vs. 3.29 +/- 0.39 U/mg of protein, respectively, p <

0.001). There was no difference of HI and control among the groups (Figure 2).

3.3 Lipid peroxidation

Cerebral cortex homogenates of the experimental group presented TBARS values that
were significantly higher (12.71 +/- 1.48 vs. 8.13 +/- 0.28, p < 0.05) than the control group.
These levels increased approximately 36% in brain of rats that suffered HI injury compared to

the control group (Figure 3).
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3.4. Comparison of bilateral cerebral hemisphere weight in different stages
The weight left and right hemispheres shown significant difference. The cerebral
cortex of eight and 60 days after HI injury display a decrease of 40%, and 30%, respectively

(Table 1).

3.5. Hystologic analysis

The brains from control rats at eight days after HI showed no morphological changes
(Fig. 4 A). The cerebral cortex of rats that suffered common carotid artery ligation exhibited
ipsilateral hemispheric lesions to the carotid artery occlusions. The microscopic analysis
revealed the presence of extended ischemic area (Fig. 4B) represented by a pale area (loss of
glia) with an intense area of cellular activity (astrocyte activation) surrounding the lesion (Fig.
4E). The analysis also showed neurons with small nuclei, cellular volume loss, condensed
chromatin, disappearance of nucleolus (Fig. 4C) and the multifocal lymphocytic infiltrated

was found in moderate intensity (Fig 4D).

3.6. Immunohistochemistry

Glial fibrillary acidic protein immunohistochemistry showed a reactive gliosis and
astrocytose in the cerebral cortex of left hemisphere that suffered neonatal HI. In the center of
the lesion a pale zone was found indicating death by ischemia. It was also found a great
number of foam macrophages with rose cytoplasm, which was rounded in shape and well
limited, coming originally from microglia or monocytes of blood and indicating the
phagocytosis of necrotic cells. In peripheral areas of the lesion we observed an increase of
astrocytic population typical of astrocytosis and astrogliose, confirming the reaction to the

insult (Fig. 4 E).
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4. Discussion

This study presents the most frequently used neonatal hypoxia—ischemia model, which
consists of a 7-day postnatal rat model combined with a common carotid artery ligation and a
hypoxemia, developed by Rice et al., 1981. There is considerable evidence in the literature
that the progression and extension of cerebral ischemia are related to several mechanisms.
Many of them involve an inflammatory response component and the roles of inflammation in
HI which strongly influence neurons and their ability to process information, making it a
leading factor in the HI pathogenesis. Inflammatory reactions from ischemia are the release of
pro-inflammatory cytokines, increased expression of endothelial adhesion molecules,
activation of microglia and macrophages, and leukocyte infiltration. The synergistic actions
of inflammatory events exacerbate brain injury, leading to deterioration of neurological
outcomes. Thus, from a clinical perspective, suppressing inflammation represents a legitimate
strategy to reduce neonatal HI brain injury (Yin et al., 2007). In line with this, the abnormal
production and/or impaired clearance of reactive oxygen species have been implicated as a
key mechanism to tissue damage and functional deficits in HI brain injury (Lee et al., 2000).
The results indicated pathological changes eight days after neonatal HI in the homeostasis of
free radicals with the increase of lipid peroxidation (Figure 3). In this context, it has already
been reported that concentrations of thiobarbituric acid reactive substances were significantly
higher in different times after HI (Hong et al., 2000, Feng et al., 2004).

This study describes for the first time the ADA activity alterations of brain in
developing rats subjected to HI (Figure 2). During hypoxia, extracellular adenosine levels are
increased to prevent cellular damage. Adenosine is released from the cells after it has been
formed from the degradation of intracellular ATP (Zimmermann, 2000; Cunha, 2001). It has
an inhibitory effect on excitatory synaptic transmission (Rudolphi et al., 1992; Von Lubitz,

1999). In fact, adenosine acts through adenosine Al receptors, decreases glutamate release
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and the NMDA receptor activation (Fredholm, 1997; De Mendonga et al., 2000; Dunwiddie
and Masino, 2001), exhibiting, in so doing, it neuromodulator and neuroprotective role. Thus,
protection against hypoxia and ischemia can be achieved by increasing extracellular levels of
adenosine through inhibition of adenosine degradation or reuptake (Miller et al., 1996; Jiang
et al., 1997; Fredholm et al., 2005; Boison, 2006). Following brain ischemia or trauma,
hypoxia generally increases the intracellular degradation of ATP to adenosine and
consequently the extrusion of nucleoside through the membrane transporters. This results in a
loss of intracellular energy charge and in a rapid and marked elevation of extracellular
adenosine levels (Kobayashi et al., 2000). Consequently, it is possible to suggest that the
changes in concentrations of adenosine and its metabolites, including inosine and
hypoxanthine during ischemia, may influence ADA activity in the brain.

ADA regulates the amount of adenosine available (Ruiz et al., 2000), making it
important to the regulation of adenosine concentration when it is increased by energy
depletion as occurs in ischemic tissue. This way, adenosine plays two major roles. Hence,
adenosine can act on adenosine receptors to control a number of specific physiological
functions and inhibit a glutamate release in nerve cells (Burke and Nadler, 1988). We
observed that ADA increased significantly only eight days after neonatal HI (Figure 2). It
might be possible to say that the intracellular production of adenosine increased during
hypoxia. The enhancement of ADA activity may reflect a tendency to reduce tissue injury,
promoting repair (Thorn and Jarvis, 1996).

Therefore, elevated ADA could contribute to limit excessive infiltration of leukocytes
and subsequent cellular damage. Regarding the role of ADA in inflammation, the possibility
that this enzyme could interact with other cell-surface proteins opens up a new perspective for

the research of immunoregulatory mechanisms of inflammatory processes. Thus, adenosine
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downregulation of inflammatory and immune responses in injured tissues plays a crucial role
in the beneficial effects induced by this nucleoside (Abbracchio and Ceruti, 2007).

Recently, it has been demonstrated that this enzyme binds with the CD26 molecule
expressed in some lymphocyte subsets (Frode and Medeiros, 2001). In addition, histological
analysis shows a multifocal lymphocytic infiltrate (Figure 4 D). These findings indicate the
activation of resident cells, such as lymphocytic, which occurred eight days after HI, as the
enhancement of this cell were observed when ADA activity was increased. Furthermore, there
is a progressive increase in the overall frequency of cerebral lesions with the passing of days
after neonatal HI (Figure 4 B, C).

There is evidence that increased local tissue GFAP immunoreactivity is an extremely
sensitive indicator of neuronal injury (Fukamachi et al., 2001; Sizonenko et al., 2008).
Furthermore, neonatal HI displays an increase in GFAP mRNA expression and GFAP
immunoreactivity in the first 2 weeks after injury (Burtrum and Silverstein, 1994). In fact,
these results showed hypertrophy, proliferation and increased expression of glial fibrillary
acidic protein (GFAP) in the periphery of the lesion (Fig. 4E).

ADA activity is higher in young animals compared with the controls adults (Geiger
and Nagy, 1987). In fact, our data confirm the marked changes in the ADA activity pattern
during the brain development, because in the controls of group immediately after the injury,
when the rats are seven days old, the enzyme activity is higher compared with the control of
adults (60 days after the HI) (Figure 1).

The most significant finding of the present study is the pronounced alterations in the
relative vulnerability of the cerebral cortex and the increase of ADA activity eight days after
HI. In fact, in this group it has also been found the GFAP-positive reactive with astrocytosis,

astrogliosis and lymphocytic infiltration.
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Therefore this study added the following contributions to the comprehension of HI
pathogenesis: i) the significant increase in the ADA activity, ii) increase in the lipid
peroxidation eight days after HI injury and iii) progressive changes in the vulnerability of
cerebral cortex of rats with lymphocytic infiltrate and reactive gliosis. It’s possible that the
responses observed in the eight days could be related to the intrinsic properties of glia and/or
neurons and certainly with the neuromodulator properties of adenosine. Furthermore, we
evidenced developmental changes of ADA activity. By focusing on the the study of
pathological changes we might reveal more insights to our existing knowledge on neonatal
HI. Regarding the fact that adenosine has the ability to promote tissue protection associated
with the role of ADA in inflammatory process; the present findings show a promising route to

be explored.
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Histopathological changes after neonatal hypoxia-ischemia. (A) General view of the cortex of
a fifteen-day-old rat pup showing normal cytoarchitecture (x10). (B) The infarcted zone in
ischemic area in the cerebral cortex eight days after HI (x10, H-E staining, black arrow). (C)
Neurons with necrosis in ischemic area (x40). (D) Moderate lymphocytes infiltration in the
left hemisphere of the cortex (x10, black arrow). (E) Surrounding the lesion, strong
immunoreactivity for astrocytes (GFAP) was observed. The density of GFAP-positive cells
was significantly increased after HI injury (x10, black arrow). The field of view diameter for

each image is 22 mm.



62

5. DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos a atividade da ADA em cortex de ratos submetidos a HI
neonatal. Evidéncias mostram que a progressdo e extensdo da isquemia cerebral estdo
relacionadas com diversos mecanismos, muitos dos quais envolvem componentes da resposta
inflamatdria. Além disso, a produgdo anormal e/ou incapacidade na remoc¢éo das EROs tem
sido implicadas como um mecanismo chave que contribui para o dano tecidual e deficits
funcionais na injuria HI (LEE et al., 2000).

Este estudo descreve pela primeira vez, as alteracGes na atividade da ADA no cérebro
em desenvolvimento em ratos submetidos a HI neonatal. Durante a hipdxia, 0s niveis
extracelulares de adenosina aumentam significativamente, visando prevenir o dano tecidual,
sendo esta liberada das células apos ter sido formada apartir da degradacdo de ATP
(ZIMMERMANN, 2000; CUNHA, 2001). A adenosina atua sobre receptores de adenosina
Al, diminuindo a liberacdo de glutamato e a ativagdo de receptores NMDA (FREDHOLM,
1997; DE MENDONCA et al., 2000; DUNWIDDIE & MASINO, 2001) demonstrando, seu
papel neuroprotetor e neuromodulador. Assim, a protecdo ap6s a HI, devido ao aumento dos
niveis extracelulares de adenosina pode ser alcancada através da inibicdo da degradacdo ou
recaptacdo de adenosina (FREDHOLM, 2007; BOISON, 2006).

A ADA é uma aminohidrolase que pode ser encontrada tanto no espago intra como
extracelular. Esta enzima participa do metabolismo das purinas, desaminando a adenosina a
inosina, contribuindo assim para a manutengdo dos niveis desse nucleosideo (RUIZ et al.,
2000). E uma enzima importante na regulacdo das concentracdes de adenosina, quando a
formacdo desta se encontra aumentada devido a deplecdo energética que ocorre no tecido
isquémico (DUNWIDDIE 1985; PHILLIS et al., 1987, MEGHJI & NEWBY, 1990;
O’FARRELLI, 2001).

A atividade da ADA mostrou-se elevada apenas no hemisfério esquerdo (ipsilateral)
apos 8 dias da HI, no entanto 60 dias apds a HI sua atividade voltou aos valores basais. Isto
nos mostra que a producgdo intracelular de adenosina esta aumentada durante a hipoxia,

reforcando que a atividade da ADA possa refletir a tendéncia para reduzir a injuria tecidual e
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promover reparacdo. Consequentemente, a ADA pode contribuir para limitar a infiltracdo
excessiva de leucocitos e subsequentemente dano celular. Quanto ao papel da ADA na
inflamacdo, a possibilidade de que esta enzima possa interagir com outras proteinas da
superficie celular, cria uma nova perspectiva na procura de mecanismos imunoregulatérios do
processo inflamatério (FRODE & MEDEIROS, 2001). Assim, é possivel que a ADA
influencie nos niveis de adenosina promovendo protecdo tecidual, através da regulacdo da
resposta inflamatoria e imune no tecido injuriado (ABBRACCHIO & CERUTI, 2007).

O processo inflamatorio iniciado durante o insulto HI pode causar necrose tecidual.
Um aspecto crucial na inflamagdo deflagrada pela HI é a ativacdo da microglia. Outros
eventos incluem a liberagdo de citocinas, liberacdo de EROs e ERNSs, aumento da
excitotocicidade e inducdo de moléculas de adesao leucocitaria. As agdes sinérgicas do evento
inflamatdrio exacerbam a injuria cerebral, levando a deterioragdo neurologica (YIN, 2007).
Observamos través da andlise histologica que houve uma moderada infiltragdo linfocitaria
multifocal. Estudos tem demonstrado que a ADA liga-se com a CD26, uma molécula expressa
em alguns subtipos de linfocitos (FRODE & MEDEIROS, 2001). Isto sugere, que a ativacdo
de linfocitos pode estar ocorrendo neste periodo apos a HI (8 dias apds a HI), sendo que neste
mesmo periodo observou-se 0 aumento na atividade da ADA.

Quando os neurbnios sdo perdidos e o tecido cerebral se encontra danificado, ocorre
proliferacdo astrocitaria, os quais participam do processo de reparacdo histoldgica. No
entanto, estes astrdcitos reativos podem produzir radicais livres e mediadores inflamatdrios,
que sdo potencialmente prejudiciais as células do SNC (ALVAREZ-DIAZ et al., 2007).
Evidéncias reforcam que o aumento da imunoreatividade da GFAP tecidual, pode ser
considerada como um indicador extremamente sensivel da injaria neuronal. A injuria no SNC
inicia uma resposta reparativa conhecida por astrogliose, caracterizada por, hipertrofia,
proliferacdo e aumento na expressdo da GFAP na periferia da lesdo, resultando em astrocitose
reativa (SIZONENKO et al., 2008). A astrogliose reativa € um componente chave na resposta
celular da injuria do SNC. Estudos demonstram que animais submetidos a modelos de HI
aguda ou hipoxia cronica apresentam uma prolongada elevacdo da expressdo da GFAP
(ZIMMER et al., 1991).

Durante o metabolismo basal das células aerdbicas existe uma producdo constante de
EROs acompanhada pela sua continua inativagéo, através de antioxidantes, de forma a manter
a integridade estrutural e funcional das biomoléculas. A extenséo e os tipos de danos causados
pelas EROs depende tanto da quantidade como da natureza das mesmas, bem como das

defesas antioxidantes das células (DAVIES, 1991). A producdo de radicais livres durante a
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hipdxia tecidual possui um papel importante na patogénese da injuria tecidual. Além disso,
neonatos sdo particularmente suscetiveis a tal injuria devido a deficiéncia nos sistemas
antioxidantes. O aumento na lipoperoxidacdo de membranas neuronais ricas em acidos graxos
polinsaturados tem sido documentada apds a injuria hipoxico-isquemica, devido ao aumento
na producdo de radicais livres (RICE-EVANS & DIPLOCK, 1993). No entanto, o0s
mecanismos envolvidos na geracdo de radicais livres ndo estdo completamente
compreendidos. A peroxidagdo lipidica tem sido citada como o0 maior mecanismo das EROs
em produzir dano as membranas celulares (ESTERBAUER et al., 1991). Neste estudo
podemos observar que 8 dias apos a injuria HI, os niveis de lipoperoxidacéo tecidual ainda se
mantiveram aumentados no cértex cerebral (ipsilateral).

Os resultados mais importante no presente estudo sdo, a pronunciada alteracdo
histopatologica do cortex e 0 aumento da atividade da ADA 8 dias apos a HI neonatal, sendo
que neste grupo também observamos imunoreatividade para GFAP, com astrocitose,

astrogliose e infiltracdo de linfocitos.



65

6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que:

A atividade da ADA diminui com a idade dos animais estudados;

A atividade da ADA aumentou significativamente no cortex cerebral (hemisfério
ipsilateral a oclusdo da artéria cardtida esquerda) apenas 8 dias ap6s a HI neonatal.
Apo6s 60 dias do insulto HI a atividade da ADA ndo apresentou alteracBes

significativas;

Houve um aumento da peroxidacao lipidica no cortex cerebral (hemisfério ipsilateral

a oclusdo da artéria cardtida esquerda) 8 dias apés a injuria Hl;

O modelo animal de HI neonatal em ratos resultou em visivel area isquémica
multifocal no hemisfério ipsilateral a oclusdo da artéria carétida esquerda, com

presenca de neurdnios necroticos e infiltrado linfocitario;

A analise imunohistoquimica revelou imunoreatividade para GFAP no cortex

cerebral ipsilateral dos animais apds 8 dias do insulto HI.
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7. PERSPECTIVAS

Particularmente, ha o interesse em dar continuidade ao estudo aqui apresentado, buscando
responder questdes ainda ndo avaliadas neste trabalho.
Ainda abordando o modelo de HI neonatal, temos o interesse de avaliar os seguintes

pontos:

Em sinaptossomas de cortex cerebral:

Determinar a atividade das nucleotidases (NTPDase, 5’-nucleotidase), e adenosina
deaminase em sinaptossomas obtidos de cortex de ratos em diferentes tempos apos HI
neonatal.

Em animais submetidos a HI neonatal em diferentes tempos apos o insulto:

1) Verificar ex vivo a atividade das enzimas NTPDase, 5’-nucleotidase e adenosina

deaminase em sinaptossomas de cortex cerebral de ratos submetidos a HI neonatal.

2) Avaliar os pardmetros de estresse oxidativo em soro, plasma e sinaptossomas destes

animais.

3) Analisar parametros bioquimicos no soro destes animais .

4) Analisar as alteragdes histoldgicas no cérebro destes animais nos diferentes tempos

apos a HI.

5) Investigar a acdo do resveratrol sobre os parametros acima citados. (Itens 1,2,3 e 4).
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