Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
Programa de Pés-Graduagdo em Neurociéncias

Caracterizacdo da morte celular em neurdnios da regiao CA1
do hipocampo de ratos submetidos a isquemia global
transitoria e reperfusao

Dissertacao de Mestrado

ALINE DE SOUZA PAGNUSSAT

Porto Alegre
2005



ALINE DE SOUZA PAGNUSSAT

Caracterizacdo da morte celular em neurdnios da regiao CA1
do hipocampo de ratos submetidos a isquemia global
transitoria e reperfusao

Dissertacao de Mestrado

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Ciéncias Bioldgicas,
com énfase em Neurociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
como requisito parcial para a obtencao do grau de Mestre

Orientadores:
Prof. Dr2 Matilde Achaval Elena
Prof. Dr. Carlos Alexandre Netto

Porto Alegre, marco de 2005.



il

DEDICATORIA

A minha mae Vilma de Souza Pagnussat.



v

AGRADECIMENTOS

A professora Matilde Achaval Elena e ao professor Carlos Alexandre Netto

pela orientacédo e confianca;

A professora Maria Cristina Faccioni Heuser e as técnicas Cristiane e

Moema pela amizade e pelo auxilio com a microscopia eletrénica.

Aos colegas do Laboratério de Histofisiologia Comparada Claudia Forti,
Giordano, Erica, Flavia, Simone, Alinezinha, Jocemar, Paula Rigon, Juliana
e Gulnther pela transmissdao do conhecimento sobre as técnicas de
laboratério, pelo auxilio “bracal” quando necessario e, sobretudo, pelos

momentos de “lazer”.

A Claudia Puperi e Maria Izabel Ugalde Marques da Rocha, pela amizade,

companheirismo, e muitas outras coisas que as palavras ndo expressam.
A minha familia.

Ao meu pai Hermes, que sempre me incentiva em tudo o que facgo, pelo

carinho.
A minha irma Vanessa pela amizade e pelo apoio em todas as ocasides.

Ao Eduardo por ter permanecido sempre ao meu lado, mesmo nos
momentos mais dificeis, por acreditar sempre em mim, incentivar-me e

fazer-me cada dia mais feliz.

A UFRGS por oportunizar a realizagdo deste trabalho e & CAPES pela
bolsa concedida durante o periodo.



“Jamais deves buscar a coisa em si, a qual depende tao-somente dos espelhos.
A coisa em si, nunca: a coisa em ti.

Um pintor, por exemplo, ndo pinta uma arvore: ele pinta-se uma arvore.

E um grande poeta - espécie de rei Midas a sua maneira - um grande poeta, bem

que ele poderia dizer:

- Tudo o que eu toco se transforma em mim.”

Mario Quintana

“... Os ganhos ou os danos dependem da perspectiva e possibilidades de quem
vai tecendo a sua histéria. O mundo em si ndo tem sentido sem o0 nosso olhar que

Ihe atribui identidade, sem 0 nosso pensamento que Ihe confere alguma ordem...

... que 0 minimo que a gente faca seja, a cada momento, o melhor que afinal se

conseguiu fazer.”

Lya Luft



Vi
RESUMO

Caracterizacao da morte celular em neurénios da regiao CA1 do hipocampo
de ratos submetidos a isquemia global transitéria e reperfusao

Pagnussat, A.S.; Faccioni-Heuser, M.C.; Netto, C. A.; Achaval, M. Ciéncias
Morfolégicas, ICBS, UFRGS, RS.

A caracterizagdo da morte neuronal apds injuria neuronal aguda € um
assunto muito discutido e que esta sob constante investigacado. O presente estudo
tem por objetivo caracterizar a morte celular na camada de células piramidais da
regiao CA1 do hipocampo ap6s 10 minutos de isquemia e periodos precoces de
reperfusdo, utilizando a microscopia eletrénica da transmissdao. O modelo animal
empregado para produzir a isquemia prosencefalica foi o de oclusdo dos 4 vasos
com modificacoes (Netto et al, 1993). Apds 3, 6, 12 e 24 h de reperfusdo, os
animais eram anestesiados e perfundidos transcardiacamente. Os encéfalos eram
removidos e seccionados. Os cortes contendo o hipocampo eram desidratados,
incluidos em resina, seccionados, observados no microscépio eletrbnico de
transmissdo e eletromicrografados. As células piramidais da regiao CA1 do
hipocampo de todos os grupos submetidos a isquemia apresentavam alteracdes
morfolégicas. Em tempos precoces de reperfusdo as alteracbes eram menos
expressivas quando comparadas a maiores tempos de reperfusdo, e envolviam
sinais de necrose apoptoética e necrose oncotica. Com 12 h de reperfusdo, as
células apresentavam uma aparente recuperacao. Decorridas 24 h do insulto
isquémico, o dano neuronal era mais severo e incluia sinais de necrose oncotica,
assim como, corpos apoptoticos, os quais caracterizam a morte celular por
necrose apoptdtica. E possivel que as células no periodo pés-isquemia passem
por um processo conhecido como um continnum entre a apoptose e a necrose, ou,
um processo denominado parapoptose. A aparente recuperacado ocorrida com 12
h de reperfusdo pode dever-se a influéncia das células gliais, em especial das
células astrocitarias. Dessa forma, o presente estudo fornece evidéncias que a
morte celular apds evento isquémico global transitério, em ratos Wistar adultos

envolve caracteristicas de necrose apoptoética e necrose oncotica.
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1 Introducao

1.1 Isquemia prosencefalica

Uma das discussbes mais cruciais dentro da neurologia refere-se a
compreensao dos eventos celulares e moleculares envolvidos na morte neuronal
apos eventos lesivos agudos, como a hipdxia, a isquemia, as crises
epileptogénicas, a hipoglicemia, entre outros (ROY & SAPOLSKI, 1999).

O encéfalo é um dos 6rgaos mais sensiveis a reducao do fluxo sangulineo,
pois possui alta demanda metabdlica e auséncia de reservas energéticas
substanciais. Dessa forma, é necessario um fluxo constante de sangue para
fornecer as quantidades adequadas de oxigénio e glicose aos neurdnios. Em vista
disso, o bloqueio do fluxo sangliineo, denominado de isquemia, e a reducéo do
conteudo de oxigénio no sangue, ou hipdxia, provocam importantes alteracoes
teciduais, que podem culminar com a morte celular (ZEMKE et al, 2004; Taylor et
al, 1996; Schmidt — Kastner & Freund, 1991).

Com base no tempo de duragédo da obstrucdo vascular, a isquemia pode
ser classificada em transitoria ou perene. Na isquemia perene, ndo ha retorno do
fluxo sangliineo aos vasos inicialmente obstruidos, ao contrario do que ocorre na
isquemia transitéria, na qual ha retorno do fluxo ao leito vascular. Esse fenbmeno
€ denominado de reperfusdo. Quanto a topografia, a isquemia pode ser
classificada em global, focal ou multifocal. Na isquemia global, todo o encéfalo é
privado do aporte sanglineo, ao contrario do que ocorre na isquemia focal ou
multifocal, quando uma ou mais regides sdo afetadas (GINSBERG, 1997;
HUNTER et al, 1995; GINSBERG & BUSTO, 1989).

Em humanos, as alteragdes de fluxo sangliineo sdo agrupadas no termo
Acidente Vascular Cerebral (AVC). Estas podem ter origem a partir da isquemia ou

a partir da ruptura de um vaso encefalico com extravasamento de sangue no



tecido circundante, condicdo essa denominada hemorragia. As principais causas
naturais de isquemia em humanos sédo a trombose, o0 embolismo e o decréscimo

sistémico da perfusdo sanguinea por faléncia cardiaca (ZEMKE, 2004).

1.2 Modelos Animais

Nao é possivel instituir um modelo animal que mimetize fielmente as
consequéncias neuropatolégicas do AVC. Isso se deve ao fato de existir diversos
agentes causadores dessa patologia em humanos. Provavelmente o modelo mais
simples e amplamente utilizado é o de oclusédo bilateral das artérias carétidas,
precedido ou ndo da obstrucdo permanente das artérias vertebrais (MCBEAN &
KELLY, 1998).

O procedimento de oclusao transitéria das artérias carétidas resulta em
isquemia global transitéria. Quando a oclusédo carotidea é precedida pela
obstrucao irreversivel das artérias vertebrais obtém-se a “isquemia por oclusédo
dos quatro vasos” (NETTO et al, 1993; PULSINELLI et al, 1979).

1.3 Hipocampo e Formacao hipocampal

O hipocampo é a regiao mais utilizada para o estudo das alteracdes
morfo-fisiolégicas decorrentes da isquemia. Tal prevaléncia se deve ao fato dessa
estrutura possuir um arranjo neuronal relativamente simples quando comparado a
outras regides encefélicas. Além disso, apresenta alta sensibilidade ao estresse
isquémico, mantendo, dentro de cada regidao, uma determinada homogeneidade
de alteracoes (BRODAL, 1984).

O hipocampo estende-se ao longo do assoalho do corno temporal dos
ventriculos laterais. E dividido em areas chamadas CA1, CA2 e CA3. As iniciais C
e A mailsculas referem-se a abreviatura de Corno de Ammon (LORENTE DE NO,



1934). Além disso, pode-se dividir o hipocampo em quatro camadas: Estratos
Oriens, Piramidal, Radial e Lacunoso - Molecular. No estrato piramidal localizam-
se 0s somas neuronais das células piramidais. No Estrato Oriens encontram-se 0s
dendritos basais e no Radial os dendritos apicais dessas mesmas células.
Ramificagdes dos dendritos apicais estdo dispostos no Estrato Lacunoso
Molecular (PAXINOS, 2004; BRODAL, 1984) (Fig. 1).

Fig. 1. Corno de Ammon de um coelho de 1 més. L: Estrato Lacunoso; O: Estrato Oriens; P:
Camada de células Piramidais; R: Estrato Radiatum; S: Substancia Branca. Fotografado do
original (12.5 x 15 cm). Tinta sobre papel. 1935. Instituto S. R. y Cajal — CSIC — Madri. Espanha.
Ramén y Cajal, S. (1852-1934).

O hipocampo, juntamente com o giro denteado e os cértices transicionais
associativos (cortex entorrinal e subicular), constitui a formacao hipocampal. A

justificativa para que essas estruturas sejam consideradas como uma unidade



morfofuncional é que, todas fazem parte do sistema limbico e estdo
interconectadas por um sistema de fibras que forma a “via tri-singptica”
(PAXINOS, 2004).

Os feixes eferentes, provenientes dos neurdnios piramidais, deixam o
hipocampo via férnix. Algumas aferéncias penetram no hipocampo através dos
feixes perforantes medial e lateral, provindos das regides medial e lateral do cortex
entorrinal respectivamente. Essa via é chamada de via perforante ou via
temporodenteada e, quantitativamente, é considerada a mais importante. Outras
vias, provenientes do coértex entorrinal, penetram na camada molecular do giro
denteado, onde fazem sinapse com os dendritos das células granulares. Os
axonios das células granulares, situados na camada granular do giro denteado,
projetam-se para a regidao hilar e para a regido CA3 do hipocampo. Essas
projecoes sao chamadas de fibras musgosas. A comunicagdo das camadas CA3 e
CA1 do hipocampo, por sua vez, da-se através dos colaterais de Schaffer, que
correspondem a maior via de entrada de impulsos em CA1. Essas conexoes, de
natureza predominantemente excitatéria, sdo chamadas conjuntamente de “via tri-

singptica” (PAXINOS, 2004) (Figs. 2 e 3).

Fig. 2. Esquema da estrutura e conexdes do hipocampo. CA: abreviatura de Corno de Ammon;
GD: Giro Denteado (adaptado de Ramén y Cajal, 2003).



Fig. 3. Esquema da estrutura e conexdes do hipocampo. CA: abreviatura de Corno de Ammon;
Str.or.: estrato oriens; Str.pyr.: estrato piramidal; Str.rad.: estrato radiato; Str.mol.: estrato molecular;
Str.gr: estrato granular (adaptado de Lorente de N6, 1934).

1.4Vulnerabilidade Seletiva e Morte Neuronal Tardia

A isquemia global transitéria, induzida em ratos por oclusdo dos 4 vasos,
ocasiona morte celular diferenciada tanto em humanos quanto em modelos
animais. A injuria neural é diretamente proporcional a duragcdo e ao grau de
hipoperfusado (BRIONES et al, 2004; NITATORI, 1995).

As regidoes mais sensiveis sdo a CA1, a CA3 e a CA4 do hipocampo, o
nucleo caudato, o cerebelo e as camadas 3, 5 e 6 do neocortex (ZENG e XU,
2000).



Privando o encéfalo de oxigénio e glicose durante 15 minutos, ocorre dano
substancial na regido CA1 do hipocampo e prejuizo celular minimo nas demais
regides encefalicas (RAMI, 2003; NETTO et al, 1993).

Mesmo dentro do hipocampo, ha certa heterogeneidade de alteracoes,
sendo que, dentre as regides da formacao hipocampal, as regides CA1 e CA3 séo
particularmente mais sensiveis do que o giro denteado quando submetido ao
mesmo estresse isquémico. Além disso, existe ainda uma vulnerabilidade distinta
entre as regides antero-ventral da camada CA1 do hipocampo, sem explicacéo
plausivel (BRIONES et al, 2004; RAMI, 2003; SHELDON et al, 2001; NITATORI et
al, 1995).

Os conceitos de “morte neuronal tardia” e “vulnerabilidade seletiva” sédo
fundamentais para compreender que algumas células podem permanecer viaveis
apos o insulto isquémico. Isso significa que nem todas as células sofrem danos
imediatamente ap6s o0 evento, ao contrario, podem morrer no decorrer de alguns
dias (SHELDON et al, 2001; NITATORI et al, 1995).

Por meio de andlises bioquimicas e fisiolégicas, verificou-se que os
neurdnios piramidais da regido CA1 do hipocampo de ratos Wistar permanecem
viaveis até 24 horas ap6s um evento isquémico breve. O auge do dano celular
ocorre entre 2 a 4 dias, restando apenas 5,8% dos neurénios integros no decorrer
de 3 semanas apos terem sido privados de oxigénio e glicose (NITATORI et al,
1995).

A recomendacao do Comité da Sociedade de Patologistas Toxicoldgicos,
referente a nomenclatura da morte celular, € do termo “necrose” para descrever
caracteristicas evidentes em seccoes histolégicas, mas que ndao facam mencgao ao
mecanismo de morte celular. Quando a referéncia for a respeito do padrao de
degeneracao celular, os termos mais bem aplicados sdo os de “apoptose” - para
morte celular programada, e “oncose” - para morte celular onde sejam exibidos
sinais de necrose (LEVIN et al, 1999).

Dentre os critérios morfoldégicos para classificar o processo de morte
celular como necrose apoptoética estdo a condensacao da cromatina e a retracéao



celular, seguida pela heterofagocitose. Alguns autores observam essas alteracdes
3 a 4 dias ap6s a interrupcdo do fluxo sangilineo. Isso sugere que a morte
neuronal tardia € por necrose apoptética, e ndo por necrose oncotica (NITATORI
et al, 1995).

Em culturas de células granulares do cerebelo expostas ao glutamato
observou-se, inicialmente, morte por necrose oncoética, fenbmeno que seria
responsavel pelo dano celular imediato. Posteriormente, nessas mesmas culturas,
identificou-se morte por necrose apoptética, a qual estaria envolvida no dano
celular tardio. Esse padrao € atribuido a faléncia precoce e posterior recuperacao
do potencial de membrana mitocondrial (SHELDON et al, 2001).

1.5 Fisiopatologia da Isquemia

No tecido nervoso submetido a isquemia sdo observadas alteracées
neurais e nao-neurais. Essas modificacbes incluem a reatividade glial, a
reestruturacao dendritica, a sinaptogénese reativa, a acentuacao da neurogénese
e 0 aumento de fatores neurotréficos, especialmente, o fator de crescimento
neural (NGF). E possivel que essas mudangas adaptativas sejam apropriadas
para promover uma condi¢do altamente permissiva para a plasticidade sinptica
pos-lesao (BRIONES et al, 2004).

Em 1969, comecgou-se a utilizar o termo “excitotoxidade” para indicar a
neurodegeneracao mediada por aminoacidos excitatérios (OLNEY, 1969). Desde
entdo, tem-se investigado o papel do glutamato em uma série de injurias do
sistema nervoso central (SNC). Hoje, sabe-se que a excitotoxidade contribui para
a lesdo neuronal em diversas neuropatologias, incluindo a isquemia, a epilepsia, o
traumatismo cranio-encefalico e as doencas neurodegenerativas, como a
esclerose lateral amiotréfica (ELA), o Mal de Parkinson e a Doenca de Alzheimer
(ARUNDINE & TYMIANSKI, 2003; MATUTE et al, 2002).



1.5.1 Papel do Ca*? no dano celular pés-isquemia

O mediador chave do dano excitotéxico € o fon Ca*?, um importante
sinalizador celular. Esse ion, em condicbes fisiologicas, esta envolvido com
diversos processos celulares, incluindo a atividade sinaptica, a exocitose, a
excitabilidade da membrana e o crescimento e a diferenciacdo celulares
(ARUNDINE & TYMIANSKI, 2003).

Em condicdes normais, a célula disponibiliza de uma vasta gama de
mecanismos homeostaticos, 0s quais objetivam a manutencao das concentracdes
intracelulares de Ca*? suficientemente baixas a fim de evitar danos celulares. O
Ca*? sinalizador, por sua vez, permanece temporalmente e espacialmente
localizado,  permitindo que  mdultiplas vias sinalizadoras  ocorram
independentemente na mesma célula. Esse controle é dependente de uma
interagdo complexa entre influxo e efluxo desse ion, tamponamento e manutengéo
das reservas intracelulares de Ca*?* (ARUNDINE & TYMIANSKI, 2003).

O disturbio inicial na homeostase do Ca*?, apés isquemia transitéria, pode
causar excitotoxidade via mecanismos disparados por sobrecarga intracelular
desse ion. De fato, estudos in vitro e in vivo tém demostrado que bloqueadores
dos canais de Ca*™ e antagonistas dos receptores para glutamato previnem a
morte neuronal por excitotoxidade (NITATORI, 1995).

1.5.2 Excitotoxidade Glutamatérgica

Durante a isquemia e a reperfusdo, ocorre um aumento na liberacao de
aminoacidos excitatorios, principalmente o glutamato. O aumento na liberacao
glutamatérgica é combinado com o0 prejuizo na recaptacdo desse
neurotransmissor. Esse fato é consequéncia da faléncia elétrica da célula e é

freqientemente chamado de excitotoxidade glutamatérgica (ZEMKE et al, 2004).



O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do SNC de
mamiferos. Em condicdes fisiolégicas, encontra-se em concentragées milimolares
no meio extracelular. Quando liberado no terminal sinaptico, desempenha papéis
variados de acordo com a ativacdo de receptores especificos, que podem ser
ionotrépicos ou metabotrépicos. Os receptores ionotropicos, que incluem os
subtipos NMDA, AMPA e cainato, estdo ligados a canais ibnicos. A ativacao
desses receptores permite o fluxo ibnico através da membrana a favor dos
gradientes de concentragdo, K* para o meio extracelular e Na*? e Ca*® para o meio
intracelular. Os receptores metabotrdpicos estao ligados a proteinas G e exercem
seus efeitos de forma mais abrangente e duradoura (ZEMKE et al, 2004;
ARUNDINE & TYMIANSKI, 2003; MATUTE et al, 2002; ANDERSON &
SWANSON, 2000).

A ativacado dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e o excesso na
liberacdo do neurotransmissor glutamato sdo os principais responsaveis pelo
aumento da concentracdo intracelular de Ca*® e dano celular subseqiente.
Entretanto, sabe-se que a ativacdo de outros subtipos de receptores, como o
AMPA e o cainato, também est4 envolvida com o aumento do influxo de Ca*?,
sendo capaz de desencadear a morte neuronal (MATUTE et al, 2002).

O excessivo aumento da concentracdo de Ca*? intracelular ativa cascatas
sinalizadoras de forma inapropriada. Processos, que se encontram dormentes, ou
que operam em niveis muito baixos, sdo superativados, causando um desarranjo
metabdlico e, eventualmente, morte celular. Essa superativagcdo ocorre sobre
proteases, lipases, fosfolipases e endonucleases, lesando estruturas celulares e
induzindo a formacao de radicais livres de oxigénio (ARUNDINE & TYMIANSKI,
2003).

Com base nas modificacdes, as quais envolvem o glutamato e o Ca*?,
inicialmente, tentou-se reduzir o dano celular excitotéxico através do uso de
antagonistas de receptores glutamatérgicos. Entretanto, ficou claro que o blogueio
desses receptores ndo é a melhor alternativa, pois influencia o funcionamento

normal do encéfalo e pode produzir efeitos adversos. As pesquisas recentes visam
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ndo somente a prevencdo da sobrecarga de Ca*?, mas também a sinalizacdo
intracelular e a regulacao de vias disparadas pela superativacdo dos receptores de
glutamato (ARUNDINE & TYMIANSKI, 2003).

Existe mais um fator relevante quando se observam os danos ocasionados
pelo excesso de transmissao excitatoria pés-lesdo. Apds a transmissao sinaptica,
h& a necessidade de remover o excesso de glutamato da fenda sindptica. Isso se
deve ao fato dos niveis extracelulares desse aminoacido terem que ser mantidos
muitos baixos, a fim de evitar-se o dano celular. Envolvidos nesse processo, estao
os transportadores de glutamato, presentes em neurbnios e em células gliais
(ANDERSON & SWANSON, 2000; MATUTE et al, 2002; TAPIERO et al, 2002).

Pelo menos 5 subtipos de transportadores foram clonados até o momento.
Destes, o transportador de glutamato | (GLT-I), que esta localizado quase que
exclusivamente em células astrocitarias, € o mais expresso e, consequentemente,
o principal responsavel pela recaptacdo de glutamato na fenda sinaptica
(ANDERSON & SWANSON, 2000; MATUTE et al, 2002; TAPIERO et al, 2002).

Visto que, 0 mecanismo de recaptacao via transportadores de glutamato é
realizado de forma dependente de energia, em situagdes onde ha reducao de
ATP, ha também prejuizo no funcionamento desses transportadores. Isso resulta
em uma “funcdo reversa” dos transportadores, o que culmina com o efluxo de
glutamato e consequiente elevacdo de seus niveis extracelulares. Dessa forma,
supbe-se que exista uma intima relacdo entre dano celular excitotéxico e o
disturbio dos mecanismos de recaptacdo de glutamato na fenda sinaptica pés-
lesdo isquémica (ANDERSON & SWANSON, 2000; ROSSI et al, 2000).

Além dos neurdnios, as células gliais também morrem em decorréncia da
excitotoxidade. Nessa situagdo, as células gliais mais afetadas sdo os
oligodendrdcitos. Entretanto, existem evidéncias de que a ativagdo sustentada de
receptores glutamatérgicos ionotropicos também pode lesar astrdcitos e células da
microglia. Todavia, diferentemente dos neurdnios, em células gliais, sdo os
receptores AMPA e cainato os principais responsaveis pelo processo de
excitotoxidade glutamatérgica (MATUTE et al, 2002).



11

Outros autores acreditam que o grau de neurotoxicidade mediado pela
ativagdo dos canais de glutamato, e conseqiiente influxo de Ca*?, poderia ndo ser
relevante. O processo mais bem caracterizado de influxo de Ca*® se da via
operacdo reversa dos trocadores de Na'/Ca*? da membrana plasmatica. Esse
mecanismo, que ocorre com 0 aumento na concentragao intracelular de Na* e
consequente despolarizacdo da membrana, esta presente apds os danos hipdxico
e isquémico (YU & CHOI, 1997).

Existem outras vias de entrada de Ca*?, cujos mecanismos e relacdo com
a neurodegeneracdao nao estdo completamente elucidados. Um exemplo é o
receptor nicotinico para acetilcolina, que contém a subunidade «-7. Esses
receptores apresentam permeabilidade maior ao Ca™ do que os receptores
glutamatérgicos NMDA. Altos niveis de RNAm para esse receptor foram
encontrados no hipocampo e no coOrtex cerebral, duas das regides mais
susceptiveis aos efeitos lesivos da isquemia (SEGUELA et al, 1993).

Assim como o glutamato, o ATP extracelular tem se mostrado atuante na
transmissao excitatéria rapida tanto no SNC, quanto no sistema nervoso periférico
(SNP). Os neurbnios expressam receptores especificos para o ATP (receptores
P2X), que sado estruturalmente distintos do receptor nicotinico e dos subtipos de
receptores glutamatérgicos. O receptor P2X também é permeavel ao fon Ca*™, e
sua ativacao promove um rapido aumento intracelular desse ion. Além disso, 0
ATP também esta implicado na modulagdo da liberacdo pré-sinaptica de
neurotransmissores (SALTER & HICKS, 1994; ARUNDINE & TYMIANSKI, 2003).

Embora seja evidente que ha um declinio nos niveis de ATP extracelular
apoés a hipdxia e a isquemia, o produto da hidrélise do ATP, ou ADP, promoveria o
prejuizo metabdlico, uma vez que também pode se ligar aos receptores P2X. Esse
seria 0 mecanismo dominante de ativacdo dos receptores de ATP P2X em
periodos de andxia (ARUNDINE & TYMIANSKI, 2003).

A deficiéncia de O, durante a isquemia ocasiona a producdo de
substancias téxicas a célula. Somando-se a isso, as mitocéndrias, que sao

incapazes de realizar a fosforilacdo oxidativa em condicdes de baixa concentracao
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de O,, alteram o mecanismo metabdlico de lactato, levando ao acumulo de acido
latico em quantidades téxicas (BLONGREN et al, 2003; ZEMKE et al, 2004).

Os radicais livres, ou espécies reativas de oxigénio (ROS), sdo atomos ou
moléculas que contém no orbital externo um elétron nao pareado. Sao produzidos
sob condicées de baixo limiar de O,, e podem reagir com lipideos e proteinas,
afetando sua estrutura molecular. Isso provoca lesdo em organelas e
desintegracdo da membrana plasmatica. Com o rompimento da membrana
plasmatica, a funcado de controle do fluxo ibnico fica altamente prejudicada, e o
ciclo de acimulo de Ca*? se reinicia (BLOMGREN et al, 2003; ZEMKE et al, 2004).

Ha mudltiplas vias pelas quais os radicais livres sao produzidos no
encéfalo. A mitocondria parece ser o local de producdo e também o alvo dos
radicais livres (BLOMGREN et al, 2003).

1.5.3 Alteragdes Mitocondriais

O tipo de morte celular excitotéxica depende da intensidade e duragcéao da
exposicao ao agente agressor. O padrao de dano celular mantém intima relacéao
com a fisiologia mitocondrial, podendo envolver caracteristicas distintas de
necrose apoptotica e necrose oncética. A mitocondria acumula grande parte do
Ca*® que entra na célula. Dessa forma, a disfungéo mitocondrial esta diretamente
relacionada aos altos indices citosélicos desse ion, os quais ocorrem apds o
evento isquémico (MATUTE et al, 2002; OUYANG & GIFFARD, 2004).

Durante o periodo de auséncia de O,, ocorre colapso do potencial de
membrana mitocondrial. Esse potencial é fundamental para o processo de
recaptacdo de Ca*? citosélico pela mitocondria (BLOMGREN et al, 2003).

A despolarizagdo mitocondrial, que ocorre apds a isquemia, aumenta a
producdo de radicais livres e ocasiona a liberagcdo de fatores pré-apoptoticos
(HANSSON et al, 2003; ZEMKE et al, 2004).
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Com a desintegracdo mitocondrial ocorre, na membrana interna, a
abertura do chamado “poro de transicao mitocondrial”. Esse poro desencadeia um
intenso edema na mitocéndria e, posteriormente, provoca a ruptura da membrana
externa mitocondrial. O “poro de transicdo mitocondrial” forma-se devido ao
acumulo de Ca*™ nessa organela, ou em decorréncia do estresse oxidativo.
Nessas circunstancias, a mitocdndria desenvolve uma permeabilidade a moléculas
com massa molecular superior a 1500 Da. Sendo assim, moléculas, que em
condigdes normais permanecem confinadas a mitocdéndria, como o citocromo c,
sdo liberadas no citoplasma, onde podem inativar inibidores de caspases e
disparar a necrose apoptoética (MATUTE et al, 2002; BLOMGREN et al, 2003;
HANSSON et al, 2003; ZEMKE et al, 2004).

As caspases sao proteinas com caracteristicas estruturais tipicas,
envolvidas na homeostase, no reparo e na morte celular. Todas as caspases sao
sintetizadas a partir de pré-enzimas latentes, as quais podem ser clivadas e
ativadas por outras caspases, seguindo um padrdo de cascata. A caspase 3
parece ser a mais abundante das caspases reconhecidas no encéfalo, e todas as
vias que envolvem outros tipos de caspase culminam em sua ativagao
(BLOMGREN et al, 20083).

Além disso, parece haver uma relacéao entre a quantidade de citocromo ¢
liberado pela mitocondria e a faléncia energética. Dessa forma, dependendo do
nivel de liberacédo de citocromo ¢, a quantidade de ATP pode ser insuficiente para
a célula completar o processo de necrose apoptoética, podendo, entdo, morrer por
necrose oncotica (MATUTE et al, 2002).

O citocromo ¢, liberado pela mitocondria, interage com o fator ativador de
apoptose 1 (APAF-1) para formar um apoptossoma heptamérico, que leva a
ativacao da pré-caspase 9, a qual, por sua vez, ativa a pré-caspase 3. Como a
caspase 3 é a maior efetora de caspases no encéfalo, ela permanece fortemente
inibida no sistema nervoso central adulto em condigcdes fisiolégicas (BLOMGREN
et al, 2003).
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A alteracdo da permeabilidade da membrana externa mitocondrial é
diretamente controlada por uma familia de proteinas chamada Bcl-2. As proteinas
Bcl-2 regulam as modificacbes mitocondriais durante ambos 0s processos,
necrose oncotica e necrose apoptotica. A familia das Bcl-2 esta divida em dois
grupos: o anti-apoptético, que inclui a Bcl-2 e a Bcl-x,, e o pré-apoptético, que
inclui a Bax e a Bid. Modificagcdes pdés-traducionais podem transformar membros
da familia anti-apoptética em formas pro-apoptéticas. A Bcl-2 e a Bcl-x. estdo
localizadas junto a membrana externa mitocondrial. A Bax esta localizada
predominantemente no citosol de células saudaveis e é translocada até a
mitocéndria apds a ocorréncia de um estimulo apoptético (BLOMGREN et al,
2003; OUYANG & GIFFARD, 2004).

Dessa forma, pode-se afirmar que, por influenciar a formacao do “poro
transicional” na membrana mitocondrial, as proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 podem
regular a liberacao de fatores apoptéticos da mitocédndria, a producao de radicais
livres, a homeostase do calcio, bem como a funcéo respiratéria (OUYANG &
GIFFARD, 2004). A interacao entre os membros da familia das proteinas Bcl-2 e

sua influéncia na mitocéndria pode ser visualizada na figura 4.
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Fig. 4. Mecanismos moleculares da morte
celular programada: a familia das proteinas
Bcl-2 anti-apoptéticas e as kinases anti-
apoptéticas AKT e ERK protegem a
integridade  mitocondrial em  condi¢des
normais, por inibirem os membros pré-
apoptoticos da familia das proteinas Bcl-2.
Quando a célula desenvolve o mecanismo
de apoptose, alguns membros Bcl-2 pro-
apoptoéticos (iBid, Dp-5, Bim, Bax, Bak e
Bad) podem antagonizar as proteinas Bcl-2
anti-apoptoéticas e induzir o dano
mitocondrial. Com isso, ocorre liberacao do
citocromo ¢ da mitocbndria, que, por sua
vez, induz a formagdo de apoptosoma
através do recrutamento da caspase-9 e
Apaf-1. A caspase-9 ativa e cliva a caspase-
3, que, por sua vez, cliva uma variedade de
substratos, incluindo ICAD e em seguida o
CAD, envolvidos na fragmentacdo do DNA.
O aumento da permeabilidade mitocondrial
pode também liberar outros fatores, como o
AIF e Endo G, que facilitam a fragmentacao
do DNA, e o Smac/DIABLO, que induz a
ativacdo de caspases. CAD: ADNase
ativada por caspase; ICAD: inibidor da CAD
(adaptado de Yuan et al, 2003).

metabdlicas no soma neuronal

também modificacoes

imediatamente apdés a isquemia. Essas alteragdes incluem o aumento no
suprimento de O, e na fragdo de extracdo de O, nas regibes acometidas. Da
mesma forma, o transporte de glicose e a glicolise aumentam nessas mesmas
regidbes, o que pode permitir que mitocondria sustente niveis metabdlicos
relativamente baixos durante algum periodo. Algumas dessas respostas,
entretanto, podem ter efeitos maléficos. O tecido lesado estimula uma resposta
inflamatéria, resultando em aumento do fluxo sangtineo local e liberacdo de
citoquinas. Embora a intensificacdo do suprimento de sangue ajude na distribuicao
de O e glicose, ela pode também difundir o Ca*?, e assim, aumentar a lesdo. Da

mesma forma, os leucécitos atraidos para a area acometida liberam mais
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citoquinas, cujos niveis podem acumular-se a ponto de tornarem-se todxicas,
intensificando o dano neural (ZEMKE et al, 2004).

1.6 Tolerancia ou Pré-condicionamento Isquémico

O processo de tolerancia, ou pré-condicionamento isquémico, ocorre tanto
em células neurais quanto em ndo-neurais. Esse processo foi inicialmente
identificado em células musculares estriadas cardiacas. Baseia-se no principio de
que um agente potencialmente lesivo ao tecido, quando administrado em niveis
insuficientes para causar dano permanente, estimula respostas protetoras, as
quais reduzem o dano causado por eventos isquémicos posteriores (ZEMKE et al,
2004).

Sabe-se que ha dois valores que delimitam o perfil de dano celular pos-
isquémico, que estdo diretamente relacionados com a intensidade do insulto. A
reducado até o primeiro valor limite resulta em faléncia elétrica. A reducéo até o
segundo ocasiona alteracbes metabdlicas e prejuizo no funcionamento das
bombas ibnicas. As células que atingem esse segundo estagio estao destinadas a
morrer, ao contrario daquelas que permanecem entre os dois valores. Essas
células podem manter um certo nivel de atividade metabdlica ainda por algumas
horas, e, se o fluxo sangiineo for restaurado dentro de um periodo razoavel,
podem recuperar-se sem dano aparente. Os neurdnios, que permanecem entre
os dois valores limite, constituem o que € conhecido como penumbra isquémica, e
sdo os mais beneficiados quando se realiza o pré-condicionamento isquémico
(ZEMKE et al, 2004).



17

1.7 Caracterizacdo da morte neuronal apds isquemia prosencefalica

O processo de morte celular pode ser classificado como “necrose
apoptotica” ou “necrose oncética”, com base em critérios morfoldgicos e
bioquimicos (BLOMGREN et al, 2003).

Sabe-se que ocorre lesdo neuronal irreversivel em algumas regides
encefélicas apés 10 minutos de isquemia, porém, ainda permanece indefinido o
perfil da degeneragdo neural ap6s esse periodo (RAMI, 2003; NITATORI et al,
1995; ROY & SAPOLSKY, 1999).

A morte neuronal induzida pela isquemia é um processo dependente de
energia, portanto, ativo. Resulta da ativagdo de cascatas e eventos bioquimicos
prejudiciais, que incluem: a irregularidade da homeostase do calcio, a qual leva ao
aumento da excitotoxidade; a disfuncao do reticulo endoplasmatico rugoso e da
mitocéndria; a elevacdo do estresse oxidativo, a qual causa detrimento ao DNA; a
alteracdo na expressdao génica pro-apoptética; e a ativacdo de caspases e
endonucleases, as quais conduzem a degradacdo final do genoma (HOU &
MACMANUS, 2002). Estudos recentes indicam que a morte celular nesses casos
envolveria um processo de suicidio celular ativo e programado, conhecido como

necrose apoptotica (RAMI, 2003).

Entretanto, sob o ponto de vista morfolégico, dois tipos de morte celular ja
foram descritos, a necrose apoptética e a necrose oncética (BRIONES et al, 2004;
RUAN et al, 2003).

O padrao de morte celular hipocampal ap6s o insulto hipéxico-isquémico é
avaliado principalmente através de alteragdes morfoldgicas visualizadas aos niveis
Optico e eletrdnico, e parece estar diretamente relacionada com a qualidade e
duracao do estimulo agressor. Além disso, outros fatores como a idade do animal,
condi¢des nutricionais e modelo experimental empregado parecem influenciar as
caracteristicas do dano celular (RUAN et al, 2003; SHELDON et al, 2001).
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1.7.1 Morte celular programada ou Necrose Apoptética

A necrose apoptética, ou morte celular programada, € um processo de
morte celular que requer energia, e no qual a célula em questdao participa
ativamente. Esta presente nos processos fisiolégicos normais, mas também pode
ser vista em processos neurodegenerativos, como na doenca de Parkinson e no
Mal de Alzheimer. Durante o desenvolvimento embriol6gico, a morte celular
programada é de fundamental importancia para a eliminagao do excedente celular.
Seria impossivel as células remanescentes permanecerem dentro da normalidade
se houvesse envolvimento de processo inflamatério extensivo durante essa fase
(BLOMGREN et al, 2003; RUAN et al, 2003; HOU & MACMANUS, 2002; ROY &
SAPOLSKY, 1999).

A manutencao da integridade mitocondrial € uma das caracteristicas mais
relevantes para definir o padrdo de morte celular como sendo de necrose
apoptoética. A funcao mitocondrial inalterada deve-se a necessidade da célula
desempenhar diversos processos ativos. Dentre esses processos destacam-se a
protedlise do citoesqueleto, a modificagcdo da morfologia celular, a condensacao e
a fragmentacédo do DNA e a alteracédo da superficie antigénica. Da mesma forma,
a ativacao da caspase — 9, envolvida na cascata apoptética, realiza-se de forma
dependente de ATP (ROY & SAPOLSKI, 1999).

Os eventos, inicialmente observados na morte celular programada,
envolvem a translocacédo da proteina pré-apoptética Bax, o colapso do potencial
de membrana mitocondrial, a formacao do poro de permeabilidade transicional e a
liberacdo do citocromo c. Posteriormente, ocorre intensa agregacao de cromatina
nuclear, desintegracao nucleolar, reducdo no tamanho do nucleo e clivagem
internucleosomal do DNA. No citoplasma, observa-se condensacéao e formacéao de
vacuolos translicidos, mas com manutencao da integridade das organelas. Em
estagios finais, verifica-se a formagao de corpos apoptéticos, que sao rapidamente
eliminados por células fagocitarias, sem sinal evidente de processo inflamatério. A

mitocbndria permanece intacta, ja que é fundamental para desenvolvimento do
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processo apoptético, que requer energia (RAMI, 2003; RUAN et al, 2003; ROY &
SAPOLSKY, 1999; MARTIN et al, 1998; KERR et al, 1995).

O mecanismo de morte celular envolve muitas proteinas diretamente, que
interagem de forma complexa com as organelas celulares. Alguns dos efetores
mais importantes da necrose apoptotica estdo descritos a seguir:

- Caspases: estdo envolvidas em varias vias da morte celular
programada descrita na literatura. Elas sdo uma familia de proteases cisteina.
Muitas delas estdo implicadas na iniciacao e efetuacao do processo apoptético.
Até agora, pelo menos 14 membros dessa familia foram identificados, mas
somente um subgrupo foi parcialmente ou completamente caracterizado. Como
muitas outras enzimas, as caspases sao sintetizadas na célula como precursores

inativos.

- AIF: O fator indutor de apoptose (AlF) é uma proteina de 57KDa que
reside principalmente entre as membranas mitocondriais interna e externa. Com a
perda da integridade da membrana da mitocondria, o AlIF é liberado e induz a
condensacao nuclear e fragmentacdo do DNA em larga escala, ocasionando a
morte celular sem a participacdo de caspases. Consequentemente, o AIF é um
elemento chave para a compreensdao da necrose apoptoética independente de

caspases, a qual pode ocorrer na célula.

- Bcl: sdo proteinas importantes na regulacéo do processo apoptético.
Até o momento, 20 diferentes tipos de Bcl foram identificadas em mamiferos.
Dentre elas, membros, como Bcl-2, Bel-XL, McL-1 e Bcl-W, exibem caracteristicas
antiapoptoticas, enquanto outras, como a Bax, Bak, Bok, Bcl_XS, Bad, Bid, sdo de
natureza pro-apoptotica. As Bcl podem formar canais ibnicos ou poros, 0os quais

tém impacto direto na permeabilidade da membrana mitocondrial. Aumentos na
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permeabilidade da membrana externa da mitocéndria podem levar a liberagao de
proteinas mitocondriais apoptéticas, tais como o citocromo ¢, Smac/DIABLO e AlF.

- p53: a proteina p53 € um dos fatores de transcricdo mais versateis
na célula. A capacidade da p53 em disparar apoptose reside em sua habilidade de
regular um grupo de alvos génicos que estdo intimamente envolvidos com a
apoptose. Por exemplo, a p53 ativada aumenta a expressdo de Bcl-2 pré-
apoptoéticas, Bax e Bak. A Bax pode deslocar-se para a mitocondria e alterar a
permeabilidade da membrana mitocondrial, resultando em necrose apoptoética.
Além disso, a p53 também pode aumentar a expressao de Apaf-1, o qual facilita a

ativacao da caspase 9 na presenca do citocromo ¢ (LIOU et al, 2003).

Diversos outros agentes relevantes estdo envolvidos no complexo
mecanismo de morte celular programada. Dentre eles estdo o TNF (fator de
necrose tumoral) e o TRADD (dominio catalitico associado ao receptor TNF); o
Ligante Fas (FaslL/Fas) (antigeno Fas-L - proteina de superficie que pode
estimular o processo de apoptose quando unido ao seu ligante Fas presente na
superficie da célula alvo) (LIOU et al, 2003).

Alguns autores defendem a hipdtese de que a apoptose poderia ser
benéfica ao tecido nervoso lesado. Isso ocorreria com a finalidade de evitar-se a
ruptura do corpo celular, e possibilitar que os resquicios celulares fossem
inteiramente englobados por macréfagos ou células ativas da microglia. Por ndo
haver evidéncia de processo inflamatério na morte celular programada, poder-se-
ia evitar que as citocinas e seus efeitos secundarios afetassem as células
neuronais ainda integras (ROY & SAPOLSKY, 1999).

Determinados fatores, que envolvem tempo de exposicdo ao agente
estressor e viabilidade energética celular, podem aumentar as possibilidades da
célula morrer de forma apoptética. Quanto maior a quantidade de energia
disponivel, mais jovem for o neurbnio, menor for a liberacdo de agentes

excitotoxicos ou menor for a duragdo da exposicao ao agente lesivo, maiores as
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chances da célula desenvolver o processo de morte programada (ROY &
SAPOLSKY, 1999).

1.7.2 Morte celular por Necrose Oncética

O processo de necrose oncética envolve o rompimento da estrutura da
membrana com consequlente prejuizo da integridade funcional, rapido influxo de
Ca*® e agua, e posterior desintegracao celular. A necrose oncética ndo é induzida
por um estimulo celular intrinseco ‘per se”, como acontece na morte celular
programada. Para desencadear um mecanismo necrético, ha necessidade de uma
perturbacado abrupta do ambiente celular, e alteracdo das condicdes fisiol6gicas
normais (MARTIN et al, 1998).

Na morte celular por necrose oncética, as primeiras alteracées visiveis sdo
a modificacao do volume celular e da funcdo mitocondrial. Logo apés, observa-se
a desintegracdo da membrana citoplasmatica e o extravasamento do conteldo
citoplasmatico. Ao contrario da necrose apoptotica, a necrose oncética segue-se
sempre a um processo patoldgico, e esta associada a inflamacao do tecido
adjacente (RAMI, 2003; RUAN et al, 2003; KERR et al, 1995).

Na morte celular necrética sdo observadas modificacoes ultraestruturais
tanto nucleares quanto citoplasmaticas. Observa-se, primeiramente, condensacao
da cromatina nuclear, edema e degeneracao das organelas, perda da integridade
das membranas, e eventual dissolugcdo celular. A picnose nuclear, com
condensacao de cromatina em grumos irregulares, contrasta com a formacéo de
pequenos agregados de forma e densidade regulares, observados na morte
celular programada. Além disso, na necrose oncética ndo sao formados pequenos
corpos circundados por membrana contendo material nuclear, como é observado

na necrose apoptética. Essas diferencas, referentes a condensacao da cromatina,
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sao muito importantes na determinacao do tipo de degeneracao pelo qual a célula
esta passando (MARTIN et al, 1998).

Durante a progressdao da necrose celular, as organelas comecam a
apresentar danos estruturais. A mitocéndria passa por uma sequiéncia de
alteracbes morfologicas complexas, as quais incluem a contragdo ou a
condensacao de sua membrana interna e a dissipacao dos granulos da matriz, o
edema da membrana interna, a lise das cristas, a formacdo de agregados
floculentos e, entao, a desintegracao. Os ribossomos desprendem-se do reticulo
endoplasmatico rugoso e os polirribossomos se dissociam. Isso resulta em
multiplos ribossomos monoméricos livres no citoplasma, dando aparéncia densa e
granular a matriz citoplasmatica. As cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso e
do aparato de Golgi podem dilatar-se, fragmentar-se ou vesicular-se. A membrana
plasmatica pode passar por um processo denominado blebbing (MARTIN et al,
1998).

Acredita-se que o0s neurdnios necroticos podem disparar a morte celular
programada em outras células, entretanto, a apoptose, incitada dessa maneira,
raramente assemelha-se a forma classica, observada durante o desenvolvimento
ou renovacao fisiolégica de células fora do sistema nervoso (ROY & SAPOLSKI,
1999).

1.7.3 Necrose Apoptética versus Necrose Oncética

Diversos métodos ja foram sugeridos na avaliacdo da morte neuronal apos
hipdxia e isquemia. A analise da morfologia ultraestrutural ainda é considerada a
melhor forma de caracterizar a morte celular apés dano isquémico, visto que,
técnicas bioquimicas especificas para reconhecimento da apoptose podem,
muitas vezes, ser também positivas em alguns estagios de necrose (SHELDON et
al, 2001; BICKNELL & CHEN, 1995). Além disso, tem-se sugerido que eventos
determinantes da necrose apoptoética, como a fragmentacdo do DNA, séao

visualizados em alguns neurbnios apés os mesmos terem morrido. Assim,
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desempenhariam um papel secundario no processo de degeneracao celular (ROY
& SAPOLSKY, 1999).

Colboune e colaboradores (1999), reconheceram sinais de necrose no
hipocampo submetido a isquemia, enquanto Zeng & Xu (2000) afirmam que as
caracteristicas ultraestruturais dessa regidao, quando submetida ao evento
isquémico, referem-se a morte celular programada. Ja Ruan (2003), avaliou a
ultraestrutura do estriado, quando submetido a diferentes tempos de isquemia e
reperfusdo, verificando a presenca de caracteristicas de ambos 0s processos,
necrose apoptética e necrose oncética. Esse autor defende ainda a teoria de que
0 processo pelo qual a célula morre depende diretamente da intensidade do fator
agressor, e, seria por necrose apoptotica em isquemias moderadas (10minutos), e

por necrose oncotica no processo isquémico severo (mais de 20 minutos).

A patogénese da isquemia foi também avaliada no SNC de animais
adultos e naqueles ainda em desenvolvimento. Verificou-se que, a microscopia
eletrbnica, 0s neurdnios exibiam tanto caracteristicas apoptdticas quanto
oncoticas. Além disso, 0s animais mais jovens apresentavam maior tendéncia a
exibir caracteristicas tipicas de necrose apoptética, ao contrario dos animais mais
velhos (LIU et al, 2004). Isso indica que existem diferencas significativas entre as
respostas celulares ao insulto isquémico em encéfalos imaturos e em encéfalos
adultos (BLOMGREN et al, 2003).

Estudos recentes sugerem que a morte celular apos hipbxia e isquemia é
diferente da morte celular que ocorre durante o desenvolvimento encefélico, ndo
podendo ser descrita como apoptose classica (OUYANG & GIFFARD, 2004).
Embora diversos estudos demonstrem uma variedade de alteracdes
ultraestruturais compativeis com apoptose, nenhum desses evidencia a apoptose
classica, como descrita em células ndo neurais (SHELDON et al, 2001).

As caracteristicas de morte neuronal pés-isquemia variam muito entre o
modelo empregado e o animal analisado (RUAN et al, 2003). Em gerbilos

submetidos a 5 minutos de isquemia e 72 horas de reperfusao foram observadas,
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em nivel ultraestrutural, caracteristicas de necrose apoptoética, tais como massas

nucleares densas de cromatina e corpos apoptéticos (NITATORI et al, 1995).

Além disso, cada neurdnio pode diferir com relacdo a extensao relativa do
dano oxidativo, a degeneracdo do citoesqueleto, a disfuncao dos microtubulos,
etc. Da mesma forma, o colapso energético pode ser variavel. Isso poderia
explicar a variabilidade de alteracbes morfoldgicas que ocorrem em grupos de
células neuronais submetidas ao mesmo tempo de isquemia e reperfusdo (ROY &
SAPOLSKI, 1999).

Talvez, essas células iniciem o processo de necrose apoptética num
momento em que nao exista quantidade energética suficiente para que o processo
seja finalizado. Esse seria 0 motivo pelo qual as células ndo desenvolvem um
padrao de morte celular compativel com a apoptose classica, que ocorre em
tecidos nao neurais (ROY & SAPOLSKI, 1999).

Deve-se levar em consideragdao também que, dada a distribuicao desigual
da entrada de Ca*? na célula, a degeneragdo dependente desse fon apresenta
certa heterogeneidade dentro do mesmo neur6nio. Similarmente, a ativagdo de
caspases, que levara a liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria, varia, se essa
ocorreu inicialmente em um espinho dendritico distante do soma neuronal ou
préxima a membrana nuclear (ROY & SAPOLSKI, 1999).

Devido a variedade de caracteristicas morfolégicas, que, ora sao
evidéncias de morte celular por apoptose, ora por necrose, muitos autores
reconhecem a possibilidade do neurdnio passar por um processo que seria um
continnum entre a necrose apoptética e necrose oncética, também denominado de
“parapoptose” (HOU & MACMANUS, 2002; SHELDON et al, 2001; ROY &
SAPOLSKI, 1999; MARTIN et al, 1998).

Dependendo da severidade do insulto e da localizagdo anatémica da
regidao acometida, os neurbnios podem exibir sinais de necrose oncoética ou
necrose apoptoética, ou ainda, de ambos. Os mecanismos apoptéticos podem ser
ativados e, dessa forma, contribuirem para o dano celular. No entanto, o resultado
final sera diferente da morfologia apoptética classica (OUYANG & GIFFARD,
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2004). O suposto mecanismo que influencia a decisdao celular por morte
programada ou oncose pode ser visualizada na figura 5.

Em suma, sugerem-se algumas hipbteses na tentativa de elucidar o
mecanismo de morte celular apds eventos nocivos. Em tempos precoces, quando
ainda ha disponibilidade energética e a fungdo mitocondrial permanece intacta, a
célula desenvolveria alteragdes morfo-funcionais compativeis com a necrose
apoptotica. Sabe-se que alguns processos celulares sdo comuns, tanto na
degeneracdao por morte celular programada quanto por necrose. Isso € 0 que
acontece com alguns substratos, que podem ser clivados por caspases
apoptoéticas, ou por protedlises necréticas, por exemplo. Acredita-se que, conforme
a quantidade de ATP decline, o processo apoptédtico vai cedendo lugar ao
processo necrético, e, que, se um mesmo substrato pode ser alvo das duas vias, a
primeira ocorre enquanto a energia é plena, enquanto a segunda quando a
energia é exaurida (ROY & SAPOLSKY, 1999).

Fig 5. Mecanismo pelo qual a célula
controla as vias alternativas de
morte celular por necrose apoptoética
ou necrose oncética: Baixos niveis
de Ca*™ intracelular, liberados das
reservas intracelulares de Ca®
(reticulo endoplasmatico liso) podem
induzir apoptose através da ativacao
localizada de calpaina, a qual, por
sua vez, ativa a caspase 12.

Altos niveis de Ca* intracelular
podem induzir a necrose por extensa
ativacdo de calpainas, as quais,
subsequientemente ativam
catepsinas (adaptado de Yuan et al,
2003).
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2 HIPOTESE DE TRABALHO

A caracterizagdo da morte celular ap6s eventos isquémicos € um assunto

que permanece pouco esclarecido e que esta em constante investigacao.

Embora existam diversas técnicas indicadas para o estudo da morte
celular apés a isquemia, a analise ultra-estrutural continua sendo a melhor dessas.
Isso deve-se ao fato de técnicas bioquimicas especificas para apoptose serem,

muitas vezes, positivas em alguns estagios de necrose.

A incoeréncia entre os resultados obtidos por diversos autores pode, até
certo ponto, resultar da diversidade de modelos experimentais empregados. Além
disso, as condi¢cdes gerais dos animais analisados, as técnicas de avaliacao
utilizadas e, principalmente, a espécie estudada interferem nos resultados obtidos.
Muitos estudos avaliam o padrao de morte neuronal no campo CA1 do hipocampo,
entretanto, muito poucos utilizam ratos Wistar para essa analise. Além disso,
maior énfase é dada a tempos maiores de reperfusdo, uma vez que a literatura

afirma que a morte neuronal ocorre 24 h apds o evento isquémico.

Com base nisso, e sabendo que a regido CA1 do hipocampo figura entre
as mais sensiveis a reducao do fluxo sanglineo, estudar-se-a a ultra-estrutura das
células piramidais do hipocampo, quando submetidas a isquemia e tempos
precoces de reperfusao.

E essencial, para que se possa interferir no processo de degeneragéo
celular, ndo somente a definicdo da morte neuronal, como também a identificacéo

das alteragdes iniciais sofridas por essas células.

Tendo como referéncia estudos prévios, que utilizaram a mesma
metodologia, porém com tempos mais prolongados de reperfusdo, acredita-se que
0 padrdao de morte neuronal na regido CA1 do hipocampo submetida a isquemia

global transitéria e tempos precoces de reperfusao seria do tipo necrose oncotica
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e poderia apresentar, em algum momento do processo, sinais de necrose

apoptotica.

3 OBUJETIVO

Utilizando a microscopia eletrdnica de transmissao, caracterizar a morte
celular na camada CA1 do hipocampo apéds isquemia global transitéria (10
minutos) seguida de tempos precoces de reperfusao (3, 6, 12 e 24 horas).

4 MATERIAL E METODOS

4 1 Animais

Foram utilizados neste estudo, 25 ratos machos Wistar, adultos (3 meses),
provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais permaneciam em caixas
de plexiglass medindo 27 x 26 x 31 cm, recoberta por maravalha. Eram mantidos 5
animais por caixa, com racdo Nutripal e agua ad libitum, em ciclo de 12
horas/claro, 12 horas/escuro. Para o manejo dos animais seguiu-se a Lei n.? 6.638
de 08 de maio de 1979, a qual regulamenta o uso de animais para pratica didatica

— cientifica.
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Os animais foram divididos em 5 grupos, sendo que cada grupo continha 5

animais:
10 minutos de isquemia
controle 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas
5 5 5 5 5

O Grupo controle nao sofreu qualquer tipo de intervencdo. Os animais

pertencentes aos demais grupos foram submetidos a 10 minutos de isquemia

global transitéria por oclusdo dos quatro vasos, e perfundidos com 3, 6, 12 e 24

horas de reperfusao.

4.3 Procedimentos Cirlrgicos

4.3.1 Isquemia por oclusédo dos quatro vasos

Antes da realizagcdo da isquemia propriamente dita, os animais eram

submetidos a duas intervengbes cirdrgicas. A primeira delas objetivava a

obstrucdo do fluxo sanglineo pelas artérias vertebrais, e, a segunda, visava a

preparacao das artérias carétidas para a isquemia global transitéria. Esses dois

procedimentos guardavam 24h da oclusao transitéria das carétidas para obtencao

da isquemia prosencefalica.
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O método utilizado para induzir a isquemia global transitéria foi o de
oclusdo dos quatro vasos, com modificacbes (NETTO et al, 1993). Esse método
foi desenvolvido para o uso em ratos Wistar por Pulsinelli e Brierley (1979) e
causa reducgao, para menos de 3%, do fluxo sanglineo encefalico (PULSINELLI et
al, 1982).

No primeiro dia, os animais eram anestesiados com halotano 2-4%
(Cristélia) e posicionados em posigao ventral no aparelho estereotéaxico. Fazia-se
uma incisdo, pelo dorso, na linha média cervical a fim de ter acesso ao forame
alar, na primeira vértebra cervical. Nesse local, era introduzida uma agulha de
eletrocautério, e obtinha-se a eletrocoagulacao das artérias vertebrais, obstruindo,
dessa forma, o fluxo por esses vasos. ApGs esse procedimento, era realizada uma
segunda incisdo, desta vez, na linha média cervical ventral, com isolamento das
carotidas e envolvimento das mesmas com um fio acoplado a um botao, ambos de
silicone. A utilizagdo do cordao acoplado ao botao de silicone permitia a oclusdo
transitoria do vaso quando esse tracionado (Fig. 6).

No segundo dia, era realizada a oclusdo das carétidas, sem uso prévio de
anestésicos. Para esse procedimento, o fio e o botdo de silicone transpassavam
um cone plastico e ficavam presos em sua extremidade de maior didametro por 10

minutos, obstruindo, dessa forma, o fluxo sanglineo pelas artérias carétidas.

Somente foram mantidos, neste estudo, aqueles animais que mantiveram
a temperatura em torno de 37°C (Letica, Espanha) e aqueles que apresentavam
perda do reflexo de endireitamento dentro de 2 minutos ap6s a oclusao total dos
vasos, com manutencdo da respiracao espontanea, batimentos cardiacos e

reflexo cérneo-palpebral.

4 4 Perfusao Transcardiaca

Depois de transcorridos os tempos de reperfusédo descritos na tabela 1, os
animais eram anestesiados com tiopental sédico (Cristalia) intra-peritonial (0,1 ml
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por 100 g de peso corporal). Depois de anestesiados, eram realizadas a
toracotomia e a exposicdo do coracdo. Injetava-se 1000 Ul de heparina sbédica
(Cristélia) no ventriculo esquerdo, fazia-se uma incisdo nesse mesmo ventriculo,
pelo qual era inserida uma cénula ligada a uma bomba de perfusdao (Control
Company). Apdés uma segunda incisdo, desta vez, no atrio direito, perfundia-se,
inicialmente, solucdo salina (150 ml), para lavagem da arvore vascular e,
posteriormente, solucdo fixadora (100 ml) de glutaraldeido 2,5% (Sigma),
parafolmaldeido 2% diluido em tampéao fosfato 0,1M pH 7,4, para fixacdo do
material (Fig. 7).

Ap6s esse procedimento, os encéfalos eram retirados por meio da
abertura da calota craniana, e pos-fixados na mesma solucao fixadora usada para
a perfusao por mais 4 horas a temperatura ambiente.



31

Fig. 6. llustracao do procedimento cirdrgico utilizado para reproducao da isquemia global transitéria
por oclusdo dos quatro vasos em ratos (elaborado por ARTENI, 1998).
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Fig. 7. Procedimento de perfusao por via intracardiaca (elaborado por HERMEL, 2002).

4.5 Preparacgao Histolégica para Microscopia Eletrdnica

Apés transcorrido o tempo de pés-fixacdo, faziam-se cortes coronais de
100 um de espessura em vibratomo (Leica), com a finalidade de obter a regido
posterior da regiao CA1 do hipocampo. Depois de selecionada a éarea de
interesse, esses cortes permaneciam pelo menos por 1 hora na mesma solucao
fixadora. Cada corte era colocado em um Eppendorf e recebia o tratamento que se
segue (RODRIGO et al, 1996):

- 12 lavagem em tampao fosfato salino a 0,1M pH7, 3 - 30 minutos;
- 22 lavagem em tampao fosfato salino a 0,1M pH7, 3 - 30 minutos;
- 32 lavagem em tampao fosfato salino a 0,1M pH 7, 3 - 30 minutos;

- Tetréxido de Osmio (Sigma)1% diluido em tampéo fosfato - 1 hora;
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-12 lavagem em tampao fosfato salino a 0,1M pH 7, 3 - 15 minutos;
- 22 lavagem em tampao fosfato salino a 0,1M pH7, 3 - 15 minutos;
- 32 lavagem em tampao fosfato salino a 0,1M pH7, 3 - 15 minutos;
-12 troca de alcool 50% - 5 minutos;

- 22 troca de alcool 50% - 5 minutos;

-12 troca de alcool 70% - 10 minutos;

- 22 troca de alcool 70% - 10 minutos;

- 12 troca de alcool 96% - 20 minutos;

- 2% troca de alcool 96% - 20 minutos;

-12 troca de alcool 100% - 20 minutos;

- 22 troca de alcool 100% - 20 minutos;

- Oxido de propileno (Electron Microscopy Sciences) por 5 minutos;

- Araldite (Durcupan ACM-Fluka) diluida 1:1 em éxido de propileno - 10

minutos;

- Araldite (Durcupan ACM-Fluka) 100% - 24 horas em vacuo.

Os cortes eram, entdo, colocados em laminas, cobertos por resina
Durcupan 100% e laminulas de acrilico a fim de que se evitassem enrugamentos.
Permaneciam por 24 horas a 60°C. Transcorridas as 24 horas, as laminulas eram
retiradas e as laminas permaneciam por mais 24 horas a 60°C para a completa

polimerizacao da resina.

ApOs esse processo, iniciava-se a sele¢do da area de interesse (Fig. 8).
Os cortes eram observados sob microscépio éptico, reconhecia-se a regido, e com
a ajuda de um estereoscoépio (Wild) e material cortante obtinha-se a regiao a ser
estudada. Essa pequena area selecionada era, entao, fixada por meio de resina
Durcupan 100% em blocos confeccionados previamente, também feitos de resina
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Durcupan 100%. Esses blocos permaneciam por mais 24 horas em estufa a 60°C
até a completa polimerizagédo da resina (RODRIGO et al, 1996).

Depois de prontos, os blocos eram trimados manualmente, a fim de retirar
0 excesso de resina, que permanecia em torno do material. Eram, entéao,
realizados cortes semifinos de 800 um no ultramicrétomo (RMC — MT 6000 — XL)
do Centro de Microscopia Eletrénica — CME, UFRGS.

Os cortes semifinos obtidos eram colocados em laminas de vidro e
corados com azul de toluidina. Isso permitia a visualizacdo das células piramidais
da regiao CA1 do hipocampo, e que fosse realizada uma segunda trimagem, desta
vez, para que apenas essas células fossem selecionadas para os cortes ultrafinos.

Os cortes ultrafinos, de 80 nm, eram feitos no mesmo ultramicr6tomo,
colocados em telas (SB100), contrastados em acetato de uranila (MERCK), por 40
minutos, e citrato de chumbo, por 20 minutos (REYNOLDS, 1963). ApGs 24 horas
as telas estavam prontas para a analise no microscépio eletronico de transmissao
(MET).

Durante a analise no microscoépio eletrénico de transmissdo do CME —
UFRGS (JEOL JEM EXII) eram feitas as eletromicrografias. Apds a revelacao das
mesmas, os filmes eram escaneados (Agfa Duoscan 3.03) no CME — UFRGS,
ajustando-se brilho e contraste.

Fig. 8. Selegéo da area de interesse — CA1 do hipocampo (Adaptado de Paxinus, 1994)
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ABSTRACT

The characterization of neuronal death after acute brain injury is the subject of
ongoing investigation and debate. The aim of the present study was to
characterize cellular death in the CA1 hippocampus field pyramidal cells after mild
ischemia followed by short reperfusion periods using the electron microscopy.
Forebrain ischemia was induced using the four-vessel occlusive method. After 3, 6,
12 and 24 h of reperfusion, the animals were anaesthetized and fixed. Brain slices
were dehydrated, embedded, sectioned and examined under a transmission
electron microscopy. The CA1 pyramidal cells of all groups presented alterations
after the ischemic insult. In earlier reperfusion periods slight alterations could be
visualized, including signs of apoptotic necrosis and oncotic necrosis. With 12 h of
reperfusion, there was apparent recovery. At 24 h after ischemia, the neuronal
damage was more severe. Necrotic-like neurons were found together with some
apoptotic bodies, characterizing apoptotic death. It is possible that ischemic
neurons undergo by a process know as a continnum between apoptosis and
necrosis, or, a parapoptosis process. The apparent recuperation that occurred with
12 hours of reperfusion may be due to the influence of glial cell. The present report
provides evidence that cellular death after ischemic insult involves characteristics

of both apoptotic necrosis and oncotic necrosis.

Keywords
Ischemia, neuronal death, apoptosis, necrosis, hippocampus, electron microscopy.
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INTRODUCTION
In neurology, one of the most discussed themes is the determination and

comprehension of the cellular and molecular events involved in neuronal death
after acute brain injury, such as that resulting from hypoxia, ischemia, epilepsy and
hypoglycemia. Human blood flow alterations are grouped in the expression stroke,
whose natural causes include thrombosis, embolism and systemic decrease of
blood perfusion due to heart failure (Zemke, 2004; Roy & Sapolski, 1999; Mcbean
& Kelly, 1998).

Transient global forebrain ischemia causes neuronal death both in humans
and rodents. Among the more sensitive encephalic areas are the CA1, CA3 and
CAA4 fields of the hippocampus, caudate nucleus, striatum, cerebellum and layers
3, 5 and 6 of the cerebral cortex. A heterogeneous pattern of alterations exists in
the hippocampus, and among regions of the hippocampal formation, the CA1 and
CAS fields are more sensitive than the dentate gyrus when submitted to the same
ischemic insult. Nevertheless, in experimental animals, including neonatal mice,
rats and gerbils, the CA1 pyramidal neurons undergo cell death several days after
brief forebrain ischemia, a phenomenon known as delayed neuronal death
(Briones et al, 2004; Rami, 2003; Lee et al, 2002; Sheldon et al, 2001; Zeng & Xu,
2000; Nitatori et al, 1995).

An increase in excitatory amino acid release, mainly glutamate, associated
with impairment of its uptake occurs during the course of ischemia and reperfusion.
This is a consequence of cellular electrical collapse and is known as excitotoxicity.
The excessive synaptic release of glutamate can lead to disturbance in Ca*?

homeostasis and trigger neuronal death in several neuropathologies. However, the
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degenerate neural pattern that occurs after ischemic events remains undefined and
continues under constant investigation (Zemke et al, 2004; Arundine & Tymianski,
2003; Blomgren et al, 2003; Rami, 2003; Matute et al, 2002; Anderson & Swanson,
2000; Rossi et al, 2000; Roy & Sapolsky, 1999; Nitatori et al, 1995).

Excitotoxic cell death is closely related to mitochondrial physiology and can
involve features either apoptosis or necrosis. The pattern of neuronal hippocampal
death subsequent to ischemia can be evaluated by means of morphologic
modifications visualized at optical and electronic microscopic levels and appears to
be intimately related to the quality and duration of the aggressor stimuli, animal
age, nutritional conditions and animal experiment model employed (Ouyang &
Giffard, 2004; Zemke et al, 2004; Blomgren et al, 2003; Hansson et al, 2003; Ruan
et al, 2003; Matute et al, 2002; Sheldon et al, 2001; Bicknell & Chen, 1995).

Apoptosis is present in the physiological process, but can also be found in
neuropathologic processes. This form of cell death needs energy and requires the
active participation of the cell. In apoptosis there is a decrease in nuclear size,
intense nuclear chromatin aggregation, nucleolus disintegration and cytoplasmic
condensation with the formation of vacuoles, but organelle integrity is maintained.
In the final stages apoptotic bodies are formed, which are then quickly eliminated
by phagocyte cells (Blomgren et al, 2003; Rami, 2003; Ruan et al, 2003; Hou &
Macmanus, 2002; Roy & Sapolsky, 1999; Martin et al, 1998; Kerr et al, 1995).

In cellular necrosis there is modification in cellular volume, disruption of the
plasma membrane and alteration in mitochondrial physiology. In contrast to

apoptosis, necrosis always occurs in the pathologic process and is associated with
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adjacent tissue inflammation (Kerr et al, 1995; Martin et al, 1998; Rami, 2003;
Ruan et al, 2003).

The pathological alterations to the pyramidal cells to the CA1 hippocampal
field found in adult male rats submitted to 10 and 20 minutes of ischemia and 2, 4
and 10 days of reperfusion showed different degrees of tissular modification, and
permitted the classification of the degenerative process into three stages: initial,
intermediate and final, which corresponded to slight, moderate and severe cellular
modifications, respectively. The prevalence in one of these stages was related with
the reperfusion times and with the duration of the ischemia (Winkelmann, 2002).

A recent study of the CA1 field of rat hippocampus submitted to ischemic
insult (10 or 20 min) and 2, 4 and 10 days of reperfusion did not reveal any cellular
characteristics of apoptotic necrosis (Winkelmann et al, submitted). On the other
hand, ischemic cell death is also characterized by a long delay between the
ischemic insult and the manifestation of the major cell damage (Lipton, 1999).
Additionally, physiological and biochemical analyses have demonstrated CA1
pyramidal neurons from gerbils to be normal 24 h after forebrain ischemia (Nitatori
et al, 1995). Vessel occlusion in gerbils is the most studied model because the
operation is simpler than in the rat. However, there are many differences between
the two species, both in terms of metabolic and genetic alterations during and after
ischemia, and the abilities of agents to protect against damage. Thus, the process
of cell death may be different and the results from one species cannot necessarily
be generalized (Lipton, 1999).

Transient global ischemia is a severe and acute insult, but the mechanism of

post-ischemic neuronal death remains unclear (Ruan et al, 2003). Therefore, the
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aim of present study was to characterize the cellular death of pyramidal cells from
the CA1 field of hippocampus after 10 minutes of transitory global ischemia
followed by short reperfusion periods, by the use of electron microscopy. Based on
previous studies, we hypothesize that neuronal death in early reperfusion times

would be a predominantly oncotic necrosis process.

MATERIAL AND METHODS

Animals
For this study we used 25 adult male Wistar rats weighing between 280 and

320 g from the UFRGS Animal House (ICBS, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul). The animals were kept under a constant 12:12 h light-dark cycle at a room
temperature of 22+1°C and maintained with food and water ad libitum. All efforts
were made to minimize animal suffering and to reduce the number of the animals
needed. The Brazilian Laws and the National Institute of Health Guide for Animal

Care and Use of Laboratory Animals were strictly followed.

Experimental groups
The animals were divided into 5 groups, each with 5 animals. Twenty

animals received 10 min of ischemia, and were divided in to four groups receiving
3, 6, 12 and 24 h of reperfusion respectively, and a control group consisting of

intact animals.
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Ischemic surgical technique
Transient forebrain ischemia was produced using the 4-vessel occlusive

method, with minor modifications. Briefly, animals were anaesthetized with
halothane (Cristalia, Brazil) mixed with breathing air and an occluding device (a
loop of silicone tubing) was loosely placed around each carotid artery to allow
subsequent occlusion of these vessels with minimal mechanical disturbance. The
animals were then placed on a stereotaxic frame and the vertebral arteries were
eletrocoagulated (Netto et al 1993; Pulsinelli et al 1979). One day after surgery, the
occlusion of both common carotid arteries for 10 minutes produced forebrain
ischemia. Animals that did not loose the righting reflex or that convulsed during the
ischemic insult were not used in the experiments. In all the experiments, the
temperature was maintained at 37°C during the ischemic insult, using a
homeothermic blanket with digital display and feedback regulated maintenance of
body temperature (Letica, Spain). The control group was composed of naive,

untouched animals.

Electron microscopy
After either 3, 6, 12 and 24 h of reperfusion, the animals were re-

anaesthetized with 0.1 ml/100 g of sodium thiopental (Cristalia, Brazil) and injected
with 1000 Ul heparin (Cristalia, Brazil). Thereafter, they were transcardially
perfused through the left ventricle, using a peristaltic pump (Control Company,
Brazil; 20 ml/min) with 200 ml of saline solution followed by 100 ml of fixative

solution composed of 2.5% glutaraldehyde (Sigma, USA) and 2%
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paraformaldehyde (Reagen, Brazil) in 0.1 M phosphate buffer (PB) pH 7.4 at room
temperature. Then the brain was removed and immersed overnight in the same
fixative solution.

Coronal sections (100 um) of the brain were obtained using a vibratome
(Leica, Germany) and postfixed in the same fixative solution for at least 1 h. Then
the sections were washed in phosphate solution and postfixed in 1% osmium
tetroxide (Sigma, USA) for 1 h at room temperature. The material was dehydrated
in ascending graded series of alcohol and propylene oxide (Electron Microscopy
Sciences, USA), embedded in araldite (Durcupan ACM, Fluka, Switzerland) and
maintained in a vacuum for 24 h. Following which, they were put onto slices with
resin and polymerized for 48 h at 60°C. Areas containing the CA1 field of the
dorsal hippocampus were selected (Fig. 1) and removed from the slices, employing
a stereomicroscope (Wild, Switzerland). The selected CA1 field sections was glued
on a resin block and newly polymerized for 48 h at 60°C. Semithin sections (1 um)
were obtained using an ultramicrotome (M T 6000-XL, RMC, Tucson, USA) and
stained with 1% toluidine blue diluted in 1% sodium tetraborate to identify the CA1
pyramidal neurons (Rodrigo et al, 1996). Then ultrathin sections (80 nm) were
obtained with the same ultramicrotome and stained with 2% lead citrate (Merck,
Germany) and 1% uranyl acetate (Merck, Germany) (Reynolds, 1963), and
examined using a transmission electron microscope (JEM 1200 EXII, Japan, CME-

UFRGS).
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RESULTS

Electron microscopic observation

The CAT1 field pyramidal cells from rat hippocampus submitted to ischemia
exhibited intracellular alterations consistent with a degenerative process, and the
ultrastructural features of these alterations varied in intensity according to the

reperfusion period.

Control Group

In the control group, the pyramidal neurons had a pale round or oval nucleus
surrounded by cytoplasm with mitochondria, Golgi complex (GC), smooth
endoplasmic reticulum (SER), rough endoplasmic reticulum (RER), free ribosomes
and polysomes, lysosomes, neurotubules and neurofilaments. Blood capillaries
were surrounded by thin astrocytic end feet and showed endothelial cells with
euchromatic nuclei, tight junctions between the adjacent plasma membranes and

no transendothelial vesicles.

10 minutes of ischemia followed by 3 h of reperfusion

In comparison with the control animals, the rats submitted to global
transitory ischemia followed by 3 h of reperfusion showed slight ultrastructural
alterations. The majority of neurons exhibited a pale round or oval nuclei and intact
nucleolus, sometimes, were localized in eccentric positions. Plasma and nuclear
membranes remained intact, as did the neurofilaments and mitochondria, which

maintained their normal appearance, with recognizable cristae. However, many
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empty spaces inside the large electron lucent nuclei were found. Initial cytoplasmic
vacuolization was also detected. While the majority of neurons had slightly dilated
RER and GC, some cells displayed more significant edema in their organelles.
Sometimes polysomes were disassociated, displaying desegregated ribosomes,
giving the cytoplasm a dark aspect. Pleomorphic lysosomes with a dense content
were evident when compared with control animals and some electron dense
neurons appeared among clear cells. These cells displayed dilated RER, however,
ribosomes persisted against the cisternae. In addition, neurons with electron lucid
cytoplasm also exhibited some chromatin clumps, scanty organelles, mitochondria
and altered SER.

The oligodendrocytes had a normal dense aspect. Nuclei were irregularly
shaped and RER were more dilated than in normal conditions, however ribosomes
persisted. Several astrocytes showed nuclei with irregular shapes, pale and
edematous cytoplasm, relatively sparse organelles, some pleomorphic lysosomes
and glycogen granules. Bundles of intermediate filaments were distributed
throughout the perikaryon, but within the processes the distribution was looser than
that found in the control animals. Some astrocytic end feet that surround the blood
capillaries were swollen, showing electron lucid cytoplasm with some vacuoles,
glycogen granules and disassociated intermediate filaments. The capillary lumen

was also modified, showing a reduced diameter due to folding of the vessel walls.

10 minutes of ischemia followed by 6 h of reperfusion
In animals submitted to 10 min of ischemic insult followed by 6 h

reperfusion, the neuronal changes were more evident than in the 3 h reperfusion
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group. Several neurons exhibited wrinkled nuclei, with angular shapes and the
persistence of nuclear vacuoles. Chromatin clumps appeared against the inner
aspect of the nuclear membrane and dispersed into the karyoplasm. While the
nuclear membrane was usually intact, at times it was arranged in deep folds that
extended across almost all the nuclear diameter. Though, the nucleoli frequently
appeared normal, they sometimes displayed shape modifications and had a more
electron lucid appearance, with predominance of the pars fibrosa. Numerous
cytoplasmatic vacuoles, containing cellular debris were identified. RER cisternae
lacked ribosomes, were dilated and several were in the process of forming
vacuoles. There was an increase in the levels of free ribosomes located throughout
the cytoplasmatic matrix. Some polysomes were disassociated, the GC was
fragmented and mitochondria were swollen and presented structural disorder with
a vacuolated aspect and scanty cristae. However, the inner and outer membranes
of some mitochondria appeared to be intact and the cristae displayed a normal
aspect. Frequently, the plasma membrane remained intact.

Some neurons in the intermediate stage of degenerative process, exhibited
increased heterochromatin initiating a nuclear pyknosis and very pale and
edematous cytoplasm with portions of RER and GC with a fragmented aspect.
While small Nissl bodies persisted in the cytoplasm of these neurons. Mitochondria
were of different sizes, with dilated spaces in the mitochondrial matrix and no
identifiable cristae.

The blood capillaries were surrounded by astrocytic end feet with expressive

edema and loose intermediate filaments with a fuzzy aspect. The endothelial cells



46

showed several transendotelial vesicles, numerous microfolds on the luminal side

and intact basal lamina and tight junctions.

10 minutes of ischemia followed by 12 h of reperfusion

In animals submitted to 10 minutes of ischemia and 12 h reperfusion,
neurons were observed in different stages of degeneration. Numerous neurons
retained their normal aspect with little modification. This can suggest cells had
undergone recuperation, once they displayed more severe alterations with 3 and 6
h reperfusion. These neurons had large and round nuclei, clear karyoplasm, intact
nucleolus and slight organelle modification. Nevertheless, other cells exhibited
nuclei with irregular shapes, numerous nuclear indentations, more numerous
bundles of nuclear filaments and chromatin clumps against the double nuclear
envelope, persisting the nuclear vacuolization. The nucleolus was, at times, more
electron lucid, with predominance of the pars fibrosa and localized in eccentric
position, and in some cases, the nuclear membranes were disrupted. Some
mitochondria had identifiable cristae, outer and inner membranes. Other numerous
edematous mitochondria had an electron dense aspect and exhibited a loss of
matrix structure. RER and GC, which presented greater dilation of their cisternae
originating into cytoplasmatic vacuoles. Some ribosomes remained against the
RER cisternae. Filaments, microtubules, pleomorphic lysosomes, as well as the
polysomes were apparently intact. The plasma membrane still remained intact in
the majority of neurons. While, in neurons in more advanced stages of
degeneration, the plasma membrane was not visible. In such cases, the vacuoles

in the neuronal cytoplasm and neuropilar region showed membrane agglomeration
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or myelin-like figures. An increase of empty spaces with cellular debris was also
identified.

The astrocytes showed increased ultrastructural alterations. Microglial cells
and oligodendrocytes exhibited no significant ultrastructural modifications.

In some blood capillaries the luminal space and the basal lamina were
preserved, but were surrounded by edematous astrocytic end feet in which

glycogen granules and transendotelial vesicles were absent.

10 minutes of ischemia followed by 24 h of reperfusion

Animals submitted to 10 min of ischemia and 24 h of reperfusion displayed
more severe signs of the degenerative process. Few neurons retained their
ultrastructure intact.

In some cases, neurons in the initial stage of degeneration exhibited large
euchromatic nuclei, in others, nuclei with small accumulations of chromatin. More
numerous bundles nuclear filaments were observed and the GC were dilated,
though they kept their parallel arrangement. There was some dilation of the RER,
but the ribosomes remained up against their cisternae. The plasma and nuclear
membranes in these neurons were continuous, without structural alterations.

Most neurons showed more severe signs of degeneration than 12 h of
reperfusion, displaying more nuclear indentations, shape irregularity, chromatin
clumps and chromatin agglomerations, against the nuclear envelope. The
cytoplasm was often very pale, with edematous and vacuolated aspect and scantly
organelles. Though most nuclear membranes were disrupted, the plasma

membrane remained intact. The vast majority of mitochondria had an altered
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aspect, in which the matrix was darkened and the cristae not visible. The SER, GC
and RER were extremely swollen, and there was a total absence of ribosomes
against the RER cisternae, forming vacuoles throughout the perinuclear cytoplasm.
Disassociated pleomorphic lysosomes and polyribosomes were also identified.

Intense disorganization of the neuropilar region was noted in the analyzed
animals. Organized structures containing cellular debris were observed in the
neuropilar region, some had a dark or electron dense aspect. Besides, the
structures with degenerative aspect, like membrane agglomeration or myelin-like
figures, were more evident than in less time of reperfusion.

In animals submitted to ischemic insult and 24 h reperfusion, some
structures with apoptotic features were found: chromatin aggregated into large
round clumps; preserved RER, with ribosomes against their cisternae and
relatively intact mitochondria. In some cases, the chromatin clumps were round
and surrounded by a membrane, resembling apoptotic bodies.

The astrocytic end feet that surround the blood capillaries were excessively
swollen, with numerous vacuoles in the electron lucid cytoplasm, at times with an
absence of glycogen granules. The vascular wall of the capillaries were folded
capillary displayed a folding of such which resulted in intense reduction of the
luminal side. The basal lamina and the tight junctions were preserved and some

transendotelial vesicles were also visualized.
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DIScUSSION

Ultrastructural alterations were observed in all animals submitted to 10 min
of ischemia and different times of reperfusion. However, these modifications varied
intensity, presenting an increase in degenerative features directly related to
increases in the reperfusion period. Moreover, neurons in different stages of
degeneration were identified in the same analyzed animal, which permitted
classification of the degenerative process into three stages: initial, intermediate and
final. As the three stages of degeneration were found in the neurons of all the
animals, the prevalence of one of these characterized the severity of the lesion
(Winkelmann et al, submitted).

Even so literature asserts that neuronal death in CA1 layer of gerbils

hippocampus submitted to 10 minutes of ischemia just occurs 24 h after the insult,
we could observe structural alterations in early periods, involving, beyond
organelles edema, the nuclear vacuoles formation (Nitatori et al, 1995).

In early periods (3 h) cellular modifications were slight when compared with
longer reperfusion times, and was the prevalence in the initial stage of
degeneration.

In longer reperfusion periods (6 h), the degree of ultrastructural modification
was greater. Initial stages of mitochondrial swelling were observed and nuclear and
plasma membranes remained untouched. In this group several neurons in
intermediate stage of degenerative process were more numerous than in the 3 h
reperfusion group.

However, with 12 h of reperfusion, cells presented an apparent
recuperation. As in the case of shorter reperfusion times, neurons with varied
morphologic alterations were identified, but there was a notable predominance of

apparently intact neurons.
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In the 24 h of reperfusion group neurons in the intermediate and final stages
of degeneration were more prevalent. In some animals, were observed large
chromatin clumps and relatively intact organelles enveloped by plasma membrane.

The glial cells displayed an increase of the ultrastrucutural alterations, in
agree with ischemic insult period followed. In all animals, were identified
modifications of the astrocytic end feet, whose edema reduced the vascular lumen,
and probably harmed the blood perfusion. In global ischemia, there is often marked
hypoperfusion, which is extreme between 6 and 24h after the insult, with blood flow
between 30 and 50% of normal conditions (Lipton, 1999; Kagstrom et al, 1983).

Ours findings show that neuronal death that occurs after slight ischemic
insult includes characteristics typical of both apoptosis and necrosis. However,
features typical of the necrotic process predominate (Roy & Sapolsky, 1999).

There may well be a direct relationship between the duration of the
reperfusion time and the prevalence of the different degenerative characteristics.
With precocious times, the mitochondria appeared normal and the nuclear and
plasma membranes were intact, characteristics that are associated with the
apoptotic process. However, with increase of reperfusion times, features
associated with a process of necrotic cell death were found, such as mitochondrial
swelling, plasma and nuclear membrane disruption and cytoplasmic vacuolization
(Martin et al, 1998).

Several cells exhibited condensed nuclei and clumps of chromatin, features
frequently described as apoptosis. However, when high magnification was used to

view the ultrastructure, it was possible to note that these same cells did not display
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the classic features of apoptosis, as the cytoplasm appeared highly vacuolated and
in a process of dissolution (Sheldon et al, 2001).

Modifications to both nucleolar morphology and arrangement within the
nucleus were observed. These nucleolar features correspond to the apoptotic
process, as precocious desegregation of this structure occurs in programmed
cellular death (Martin, 1998; Wyllie et al, 1980).

Organelle edema was present in early reperfusion times, a typical
characteristic of necrosis (Briones et al, 2004; Martin, 1998). Other signs seen that
conform to the necrosis process included modification of the cellular volume,
disintegration of nuclear membranes, and nuclei with pycnotic appearance (Rami,
2003; Ruan et al, 2003; Kerr et al, 1995).

In cellular necrosis the mitochondria undergo a sequence of complex
morphologic alterations that includes contraction or condensation of the inner
membrane, dissipation of matrical granules, inner membrane swelling,
cristaeolysis, formation of flocculent aggregates, and then disintegration (Martin,
1998).

The mitochondria play a significant role in cellular homeostasis and in
pathological conditions, as not only do they serve as the major energy factory of
living cells, but they can also either trigger or amplify the signals that lead to cell
death (Guimaraes & Linden, 2004). The mitochondrial functional integrity is one of
the most important discriminating characteristics between apoptosis and necrosis,
since the programmed cellular death occurs in an ATP dependent form (Weishaupt
et al, 2003; Roy & Sapolski, 1999). In our research the mitochondria were found to

display results were identified that displayed progressive ultrastructural
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modifications that were possibly due to post-ischemic hypoperfusion. The literature
suggests that post-ischemic hypoperfusion, which occurs between 6 to 24 h after
the insult, does not cause damage; rather, it appears to reflect a reduced metabolic
rate in postischemic tissue. Such a reduction may result in mitochondrial damage
or reductions in ATP utilizing process (Lipton, 1999; Pulsinelli, 1982a).

In cellular necrosis RER and GC cisternae can dilate, fragment and
vesiculate (Martin, 1998). In our results, these organelles were dilated and the
ribosomes separated from the RER cisternae. Moreover, the polyribosomes were
disassociate, giving rise to many free monomeric ribosomes and in a dense or
granular aspect within the cytoplasm matrix. These characteristics result in
impaired protein synthesis.

There may be a “window” lasting for some days after the ischemic insult
that would allow measures to be taken to counteract the degenerative process
(Ordy et al, 1993). The apparent recuperation observed in 12 h reperfusion animals
could be attributed to glial cells, in particular astrocytes and microglia that may play
an important role in the recuperation phase. Astrocytes play a major role in limiting
the growth of ischemic lesions, and antiapoptotic mechanisms are a key element of
astrocyte-mediated neuroprotection after stroke. Astrocytes are a major source of
growth factors that protect neurons against ischemic damage (Kettnmann &
Ransom, 2005; Ruscher et al, 2002; Louw et al, 1998). On the other hand, it has
been demonstrated that excitatory amino acids are released in greater amounts
from astrocytes than neurons following hipoxic-hipoglycemic stimulation. This
suggests that surrounding astrocytes contribute to the excitotoxic death of ischemic

neurons (Louw et al, 1998).
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Some structures, resembling apoptotic bodies were found in animals
following 24 h of ischemic insult. In these cases, RER and mitochondria were
apparently intact, which are indispensable by the apoptotic process (Ruan, 2003).
These findings could mean that soon after ischemia, while ATP remains available,
the cell initiates a process of cellular degeneration similar to apoptosis. However,
with prolonged reperfusion times, impairment of the blood perfusion, mitochondrial
failure and consequent energy collapse, it would be impossible to complete the
process of programmed cellular death. Then, neurons would change the cell death
pattern, and develop a process of degeneration similar to necrosis (Weishaupt et
al, 2003; Yuan et al, 2003).

In fact, electronic microscopy is still considered the best method of
evaluating cellular death, since some specific biochemical techniques for
identifying apoptosis can also show positive in some stages of necrosis (Sheldon
et al, 2001; Bicknell & Chen, 1995). However, there are some limitations to its use.
Apoptotic bodies are quickly removed from the tissue by microglial cells, within 30
to 60 min of the beginning of apoptosis, which would impede the observation of
such cells with electronic microscopy (Lee et al, 2002).

Numerous factors must be considered when analyzing neuronal death such
as encephalic structure and the animal specie studied. Less ischemic periods and
cellular energy viability can increase the possibilities of the cell death due to
apoptosis. Other factors, such as high levels of energy availability, younger
animals, release of lower quantities of excitotoxic agents or minimal duration of
harmful agent exposure can increase the possibility of the cells entering into a

process of programmed death (Roy & Sapolsky, 1999).
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Due to the diversity of the morphologic modifications, which sometimes
indicate  apoptosis, and at other times point to necrosis, many researchers
recognize the possibility that ischemic neurons undergo a process that would be a
continuum between apoptosis and necrosis, referred to as "parapoptosis” (Hou &
Macmanus, 2002; Sheldon et al, 2001; Roy & Sapolski, 1999; Martin et al, 1998).
Some researchers affirm that, in some cases, mixed features of both apoptosis and
necrosis can be seen in the same neurons after brain injury (Liu et al, 2004). Thus,
combined strategies targeting apoptosis as well as necrosis will be necessary to
protect against ischemic damage in brain structures after cerebral ischemic insult
(Wei et al, 2004).

Based on the reported findings, it is possible to assert that neuronal death in
the CA1 field of rat hippocampus submitted to 10 min of ischemia and early
reperfusion times comprise apoptotic and necrotic features. However, based on the
prevalence of the ultrastructural alterations, it is possible to affirm that necrosis is

the major form of cell death in these cases.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Schematic representation of the CA1 field rat hippocampus. The boxed

indicate the area analyzed.

Figure 2. Electron micrographs from CA1 field of control animals. A: Euchromatic
pyramidal neuron, nucleus (N), nucleolus (nu), plasma membrane (open arrow)
and nuclear membrane (arrow). B: CA1 field pyramidal cell, nucleus with nucleolus
(nu), plasma membrane (open arrow). C: Detail of the electron micrograph B,
showing Golgi complex (G), rough endoplasmic reticulum (RER), mitochondria (M),
lysosomes (Ly), free ribosomes (R) and RER that is in continuity continued with
nuclear membrane (arrow). D: Detail of the electron micrograph B, Golgi complex
(G), rough endoplasmic reticulum (RER), mitochondria (M) and plasma membrane
(open arrow). E: Pyramidal cell cytoplasm with its organelles, mitochondria (M).
Neurofilaments (Nf), lysosomes (Ly) and nuclear membrane (arrow) F: Blood
capillary (BV) with preserved lumen, surrounded by astrocytic end feet (EF — open
arrows), showing an euchromatic endothelial nucleus (EC). Scale bar: A, B: 2 um;
C, D, E: 500 nm; F: 1um.

Figure 3. Electron micrographs of CA1 field submitted to 10 minutes of ischemia
followed by 3 h of reperfusion. A: Euchromatic nucleus (N), glial cell — microglia
(GC), blood vessel (BV). B: Detail of the electron micrograph A showing an
electron lucid nucleus (N) with some vacuoles (V), nuclear membrane preserved
(arrow), intact plasma membrane (open arrow). C: Detail of the electron
micrograph A illustrating a blood vessel (BV) with diminished lumen, endothelial
cell (EC), edematous astrocytic end feet (EF) surrounding the capillary (asterisks)
with decreased glycogen granules. D: CA1 pyramidal cell with nucleus (N) with
disperse chromatin and intranuclear vacuoles (V), nucleolus (nu) mitochondria (M).
E: Detail of electron micrograph D, showing the vacuoles (V) into the nucleus,
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preserved nuclear membrane (arrow), apparently intact mitochondria (M). F: Detail
of the cytoplasm of pyramidal cell displaying a high rough endoplasmic reticulum
dilatation (RER) with decreased ribosomes against them, slight alteration in the
mitochondria (M). Scale bar: A: 2 um; B, C: 1 um; D: 2 um; E: 500 nm; F: 1um.

Figure 4: Electron micrographs of CA1 field submitted to 10 minutes of ischemia
followed by 3 h of reperfusion. A: Several CA1 pyramidal neurons showing
euchromatic nuclei (N). B: Detail of electron micrograph A, neuron with indentation
(arrow), preserved nuclear membrane, lysosomes (Ly), apparently normal rough
endoplasmic reticulum (RER) and Golgi complex (G), mitochondria (M), free
ribosomes (R), intact plasma membrane (open arrow). C: pyramidal cell nucleus
(N) and a dendrite emerging from the body; cellular debris. D: Detail of electron
micrograph C, nucleus (N) with nuclear indentation (arrow), and an apparently
intact mitochondria (M). E: Detail of electron micrograph C showing cellular debris
with edematous mitochondria (M), Golgi complex (G) and rough endoplasmic
reticulum (RER) with ribosomes against them. F: Neuron with euchromatic nucleus
(N), cytoplasm with lysosomes (Ly), dilated Golgi complex (G) and rough
endoplasmic reticulum (RER), mitochondria with few alterations (M), preserved
nuclear membrane (arrow). Scale bar: A: 2 um; B: 500 nm; C: 2 um; D: 500 nm; E:
2 um; F: 500 nm.

Figure 5. Electron micrographs of CA1 field submitted to 10 minutes of ischemia
followed by 6 h of reperfusion. A: Pyramidal neuron showing nucleus (N) with some
indentations (arrow), nucleolus in eccentric position (nu) and rough endoplasmic
reticulum (RER) with minor alterations. B: Pyramidal cell exhibiting a
heterochromatic nucleus (N), nucleolus (nu). C: Detail of electron micrograph A,
preserved nuclear membrane (arrow), intranuclear vacuoles (V), lysosomes (Ly),
apparently intact rough endoplasmic reticulum (RER), edematous mitochondria
(M). D: Detail of electron micrograph A, nuclear indentations (arrow), nucleolus
with predominance of the pars fibrosa (nu), intranuclear vacuoles (V), myelin-like
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figure (asterisk), apparently intact rough endoplasmic reticulum (RER). E: Detail of
electron micrograph B, heterochromatic nucleus (N), dilated rough endoplasmic
reticulum (RER), slight modifications in Golgi complex (G) and in mitochondria (M).
F: Detail of electron micrograph B, nucleolus with a increment of the pars fibrosa
(nu), intact nuclear membrane (arrow), dilated rough endoplasmic reticulum (RER),
edematous Golgi complex (G), mitochondria with vacuoled aspect (M), preserved

plasma membrane (open arrow). Scale bar: A, B, C, D, E, F: 1 um.

Figure 6. Electron micrographs of CA1 field submitted to 10 minutes of ischemia
followed by 6 h of reperfusion. A: Pyramidal cells exhibiting a heterochromatic
nucleus (N), nucleolus in eccentric position (nu), preserved nuclear membrane
(arrow), edematous mitochondria (M). B: Nucleus (N) of CA1 pyramidal cells with
intact nuclear membrane (arrow), edematous Golgi complex (G), little dilated rough
endoplasmic reticulum (RER). C: Neuron in final stage of degeneration displaying a
pyknotic nucleus, edematous mitochondria (M), rough endoplasmic reticulum
(RER) with some ribosomes, glial cell (GC). D: Other cell in final stage of
degeneration, pyknotic nucleus, swollen mitochondria (M), fragmented Golgi
complex (G) and rough endoplasmic reticulum cisternae (RER) with ribosomes.
Scale bar: A, B: 500 nm; C, D: 1 um.

Figure 7: Electron micrographs of CA1 field submitted to 10 minutes of ischemia
followed by 12 h of reperfusion. A: Two pyramidal neurons, nucleus (N), nucleolus
in eccentric position (arrow), vacuoled and edematous cytoplasm (asterisk). B:
Neuron with hetechromatic nucleus (N and arrow), neurofilaments (Nf), rough
endoplasmic reticulum residues (RER) with several ribosomes. C: Detail of
electron micrograph B showing a swollen mitochondria (M), cytoplasm with scanty
organelles, preserved nuclear membrane (arrow). D: Pyramidal cell cytoplasm
displaying high dilated rough endoplasmic reticulum (RER), little modification in
mitochondria (M), lysosomes (Ly). E: Pyramidal cells with minor ultrastructural
modifications with dendritic process (D), intact nuclear (arrow) and plasma
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membranes (open arrow). F: Two apparently intact pyramidal neurons,

euchromatic nucleus (N). Scale bar: A: 2 um; B: 1 um, C, D: 200 nm; E, F: 2 um.

Figure 8: Electron micrographs of CA1 field submitted to 10 minutes of ischemia
followed by 12 h of reperfusion. A: Blood vessel (BV) with preserved lumen,
endothelial cell with euchromatic nucleus (EC), edematous astrocytic end feet (EF)
without glycogen granules, perycite (GC). B: Dark pyramidal neuron, nucleus (N),
nuclear indentations (arrow), nucleolus (nu) in eccentric position and with
predominance of the pars fibrosa, compacted cytoplasm (asterisk), preserved
plasma membrane (open arrow). C: Oligodendrocyte cell (OC) with dense
cytoplasm and heterochromatic nucleus. D: Neurons in final stage of degeneration
showing a nucleus (N) with chromatin aggregates against the nuclear envelope,
edematous cytoplasm with sparse organelles, neurofilaments (Nf) and rough
endoplasmic reticulum (RER) with some ribosomes, dark and swollen mitochondria
(M). Scale bar: A: 500 nm; B: 2 um; C: 500 nm; D: 1 um.

Figure 9: Electron micrographs of CA1 field submitted to 10 minutes of ischemia
followed by 24 h of reperfusion. A: Pyramidal cells exhibiting an euchromatic
nucleus (N) and a dendritic process (D). B: Detail of electron micrograph A
showing a nucleus (N) with some folds of the nuclear membrane (arrows), slight
dilated rough endoplasmic reticulum (RER), vacuoled mitochondria (M), preserved
plasma membrane (open arrow). C: Detail of electron micrograph A, showing an
oligodendrocyte (OC) with dark cytoplasm. D: Detail of electron micrograph A,
nucleus (N), dark and swollen mitochondria (M), dilated rough endoplasmic
reticulum (RER) and Golgi complex (G), Lysosomes (Ly), intact nuclear membrane
(arrow). E: Detail of the electron micrograph A, showing the nucleus (N), dilated
rough endoplasmic reticulum (RER) and Golgi complex (G), vacuoled mitochondria
(M), intact nuclear (arrow) and plasma (open arrow) membranes. F: Detail of
electron micrograph B, dilated rough endoplasmic reticulum (RER), few

modifications in Golgi complex (G), vacuoled mitochondria (M), preserved nuclear
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membrane (arrow). Scale bar: A: 2 um; B: 1 um; C: 2 um; D: 500 nm; E, F: 200

nm;

Figure 10: Electron micrographs of CA1 field submitted to 10 minutes of ischemia
followed by 24 h of reperfusion. A: Pyramidal neuron with heterochromatic nucleus
(N) with edematous and vacuoled cytoplasm with scanty organelles (asterisk), glial
cell (GC). B: Detail of electron micrograph A, showing the cytoplasm with
fragments of rough endoplasmic reticulum (RER) and neurofilaments (Nf) with
fuzzy aspect, dark mitochondria (M) and without plasma membrane. C: Two
electron lucid nucleus (N) with irregular shapes and bundles of nuclear filaments.
D: Detail of electron micrograph C, showing cytoplasm with pleomorphic
lysosomes (Ly), scanty dilated rough endoplasmic reticulum (RER), preserved
nuclear (arrow) and plasma membranes (open arrow), cytoplasm of other cell with
edematous aspect, neurofilaments (Nf) and dark vacuoled mitochondria (M). E:
Blood vessel (BV) with diminished lumen, endothelial cell (EC) and high
edematous astrocytic end feet (EF) surrounding the capillary (asterisks). F:
Neuronal cytoplasm showing some apoptotic bodies (AB), rough endoplasmic
reticulum (RER) and polysomes. G: Detail of electron micrograph F showing an
apoptotic body (AB) with dense content surrounded by a membrane and with
apparently intact mitochondria (M) and rough endoplasmic reticulum (RER). Scale
bar: A, B: 1 um; C: 2 um; D: 500 nm; E: 2 um; F, G: 500 nm.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Alteracbes ultra-estruturais leves puderam ser observadas mesmo em
tempos precoces de reperfusao.

Tanto a necrose apoptotica, quanto a necrose oncética classicas (Lipton,
1999), nado foram identificadas nos animais analisados. Entretanto, caracteristicas
de ambos 0s processos coexistiam na mesma célula. Isso torna possivel sugerir
que, em situacdes isquémicas, poder-se-ia iniciar com necrose apoptética, no
entanto, sendo incapaz de manter o aporte energético, a célula poderia
desenvolver necrose oncoética; parapoptose (Hou & Macmanus, 2002; Sheldon et
al, 2001; Roy & Sapolski, 1999; Martin et al, 1998).

Verificou-se também um predominio de neurbnios oncéticos sobre
apoptoéticos. Talvez, isso se deva ao fato da necrose apoptotica ser um processo
relativamente rapido. Dessa forma, poderia haver morte celular programada no
tecido estudado, entretanto, o processo completo n&o seria visualizado por meio
da microscopia eletrbnica, devido aos tempos utilizados para obtencdo do

material.

Assim, pode-se afirmar que a morte celular no campo CA1 do hipocampo
de ratos adultos Wistar submetidos a isquemia global transitéria € por necrose
oncética e necrose apoptética, sendo que, em nossos achados ha predominio de
necrose oncética. Assim, acreditamos haver um continnum entre necrose
apoptoética e oncotica em neurbnios submetidos a isquemia e reperfusao (Hou &
Macmanus, 2002; Sheldon et al, 2001; Roy & Sapolski, 1999; Martin et al, 1998).
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7 PERSPECTIVAS

Uma avaliagdo mais criteriosa da ultra-estrutura das células gliais,
principalmente dos astrécitos, e de seu papel na fisiologia do hipocampo pés-
isquémico é fundamental para o entendimento das alteracées celulares nessas

situacoes.

Além disso, a fim de elucidar esse tema, seria fundamental, uma avaliacao
rigorosa, utilizando conjuntamente, técnicas morfoldégicas e bioquimicas

especificas.
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ANEXO 1 - Figure 1 — Schematic representation of the CA1 field rat hippocampus



ANEXO 2 - Figure 2 — Control Group
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ANEXO 3 - Figure 3 - 10 minutes of ischemia followed by 3 h of reperfusion
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ANEXO 4 - Figure 4 - 10 minutes of ischemia followed by 3 h of reperfusion
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ANEXO 5 - Figure 5 - 10 minutes of ischemia followed by 6 h of reperfusion
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ANEXO 6 - Figure 6 - 10 minutes of ischemia followed by 6 h of reperfusion
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ANEXO 7 - Figure 7 - 10 minutes of ischemia followed by 12 h of reperfusion
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ANEXO 8 - Figure 8 - 10 minutes of ischemia followed by 12 h of reperfusion
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ANEXO 9 - Figure 9 - 10 minutes of ischemia followed by 24 h of reperfusion
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ANEXO 10 - Figure 10 - 10 minutes of ischemia followed by 24 h of reperfusion
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