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RESUMO

Takada SH.Morte neural e neurogénese no hipocampo de ratos apds andxia
neonatal. [tese (Doutorado em Ciéncias Morfofuncionais)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2013.

A anoOxia neonatal, considerada problema clinico mundial, € uma das mais
importantes causas de lesdo encefalica em neonatos que pode apresentar
consequéncias graves e permanentes na vida adulta, como déficits cognitivos e
comportamentais, paralisia cerebral, epilepsia, deficiéncias auditivas e visuais. O
presente estudo tem como objetivo analisar longitudinalmente possiveis alteracfes
na morte, proliferacdo e diferenciacdo neuronais no hipocampo de ratos submetidos
a anodxia neonatal. Para tanto, utilizamos modelo adaptado e validado em nosso
laboratério (TAKADA et al., 2011), o qual foi efetivo em ocasionar alteragcbes
neuronais, gliais e comportamentais em ratos. Para o estudo da morte neuronal,
foram utilizados anticorpos contra Caspase-3 ativada, TUNEL, Fluoro-Jade B® (FJB)
e microscopia eletrbnica. A metodologia escolhida para o estudo da proliferacao e
neurogénese consistiu na analise do volume das subregibes hipocampais por
andlise estereoldgica, nas técnicas de imunoreatividade para Ki-67, marcadora de
proliferacéo celular e dupla imunofluorescéncia para BrdU e NeuN, para estudo da
neurogénese hipocampal adulta. Os seguintes resultados foram observados: 24
horas apos a anoxia (P3), ocorreu maior marcacdo TUNEL+ em CAl e CA2-3,
enquanto houve maior marcacdo FJB+ em CA3; a andlise estereoldgica da
densidade da Caspase-3 ativada, porém, ndo mostrou diferencas entre os grupos
anOxia e controle em nenhuma das idades estudadas (P3, P14, P21 e P60).
Também ndo foram encontradas diferencas na proliferacdo celular da camada
subgranular do hipocampo nestas idades. A andlise da diferenciacdo neuronal,
contudo, mostrou estar diminuida nos animais adultos (P60) submetidos a andxia
neonatal. Em relacdo ao volume das subregides hipocampais, houve aumento de
volume na regido CA1l de ratos P14 submetidos a andxia neonatal. A analise por
microscopia eletronica de transmissdo evidenciou ainda neurdnios com
caracteristicas de morte por necrose e continuum em CAl e GD de animais P3
submetidos a anoxia, além de indicios que outros tipos de morte, como autofagia,
necroptose e morte por excitotoxicidade estavam também presentes nestes animais.
Portanto, estes resultados mostraram que o presente modelo de andxia neonatal
causa morte neural em CAl e CA2-3, além de diferentes tipos de morte neuronal
nas subregifes do hipocampo de ratos 24 horas ap6s a andxia, levando ao aumento
de volume em P14 na regido CA1, retornando ao seu volume original em seguida e,
apesar de ndo alterar o padrao de proliferacdo celular na zona subgranular nas
idades estudadas, a andxia neonatal promove a diminuicdo da neurogénese no giro
denteado de ratos adultos.

Palavras-chave: AnoOxia neonatal. Hipocampo. Morte neuronal. Neurodegeneragao.
Neurogénese.



ABSTRACT

Takada SH. Cell death and neurogenesis in rat hippocampus following neonatal
anoxia.[Ph. D. thesis (Morphofunctional Sciences)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

Neonatal anoxia, considered a worldwide clinical problem, is one of the most
important causes of brain injury in neonates; it may present serious and permanent
consequences in adulthood, such as cognitive and behavioral deficits, cerebral palsy,
epilepsy, hearing and visual impairment. The present study aims to analyze possible
longitudinal changes in neural death, cell proliferation and neuronal differentiation in
the hippocampus of rats submitted to neonatal anoxia. We used an adapted model
that was validated in our laboratory (TAKADA et al.,, 2011), which is effective to
cause neuronal, glial and behavioral sequelae in rats. For the study of neural death,
we used antibodies against cleaved Caspase-3, TUNEL, Fluoro-Jade ® B (FJB) and
electron microscopy. The methodology chosen for the study of proliferation and
volume of subregions were stereological analysis and immunoreactivity for Ki-67, a
marker of cell proliferation; to study hippocampal neurogenesis, immunofluorescence
for BrdU and NeuN was used. The following results were observed: 24 hours after
anoxia (P3), there was higher quantity of TUNEL+ cells in CA1 and CA2-3 and a
higher quantity of FJB+ cells in CA2-3; otherwise, the stereological analysis of
cleaved caspase-3 density showed no difference between groups anoxia and control
in any of the studied ages (P3, P14, P21 and P60). Analysis by electron microscopy
showed neurons with features of death by necrosis and continuum in CA1 and DG of
P3 animals subjected to anoxia, as well as evidence that other types of death, such
as autophagy, necroptosis and death by excitotoxicity were also present in these
animals. We also found no differences in cell proliferation of subgranular layer of the
hippocampus in these ages. The analysis of neuronal differentiation, however,
proved to be reduced in adult animals. Therefore, these results showed that this
model of neonatal anoxia promotes cell death in CA1 and CA2-3, and different types
of neuronal death in subregions of the hippocampus of rats 24 hours after anoxia,
leading to the volume increase in P14 in the CAL region, returning to its original size
and then, despite do not alter cell proliferation pattern in subgranular zone of studied
ages, neonatal anoxia promotes decreased neurogenesis in the dentate gyrus of
adult rats.

Keywords: Neonatal anoxia. Hippocampus.Neuronal death. Neurodegeneration.
Neurogenesis.
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1.1 Andéxia Neonatal

7

O termo “anoOxia neonatal” € utilizado, na pratica clinica, para definir a
condicdo de diminuigcdo da oxigenagao fetal ao nascimento. Historicamente, de
acordo com Courville (1950), outros termos foram utilizados para descrever a
mesma condi¢cdo, como “sufocacdo do recém-nascido”, descrito por Roederer em
1760, “asfixia neofitorum”, por Erhart em 1785 e “asfixia neonatorum”, em 1789, por
Regnier.

Contudo, a definicdo de asfixia ao nhascimento é imprecisa. O processo ocorre
durante o primeiro e segundo estagios do trabalho de parto, geralmente secundaria
a interrupcdo de fluxo sanguineo placentario. Uma descricdo bastante consistente
aquela de uma condicdo de troca gasosa prejudicada que leva, se persistente, a
hipoxemia e hipercapnia (Low et al., 1995).

A anodxia neonatal, considerada problema clinico mundial (Majeed et al.,
2007), é uma das mais importantes causas de lesdo encefélica em neonatos que
pode apresentar consequéncias graves e permanentes na vida adulta, como déficits
cognitivos e comportamentais, paralisia cerebral, epilepsia, deficiéncias auditivas e
visuais (Cannon et al., 2002; Caputa et al., 2005; Casolini et al., 2005; Dell'anna et
al., 1995a; Dell’'anna et al., 1997; Hedner, Lundborg, 1980; Rogalska et al., 2006;
Vannucci et al., 1999; Volpe, 1992; Wainwright et al., 2004).

Estatisticas sugerem incidéncia de anoOxia neonatal em 1-3/1000 criancas
nascidas a termo (Graham et al, 2008; Kurinczuk et al., 2010), porém nivel de
incidéncia bastante alto, aproximadamente 60%, em neonatos prematuros com
baixo peso, constituindo grande preocupacdo para a saude publica (Laviola et al.,
2004; Vannucci, 2000;). Atualmente, devido aos avancos tecnoldgicos e novos
conhecimentos e estratégias terapéuticas, as taxas de sobrevivéncia de prematuros
de 24 a 26 semanas tem aumentado em comparacdo com periodos anteriores
(Suguihara et al., 2005), sendo que a taxa de sequelas associadas a prematuridade,
dentre elas a da anOxia neonatal, também tornou-se crescente.

O nascimento prematuro € definido pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) como partos que ocorrem anteriormente as 37 semanas completas de
gestacdo ou menos que 259 dias desde o primeiro dia do ultimo periodo menstrual
da mulher (OMS, 1977). Pode ser subdividido de acordo com a idade gestacional



em: prematuro extremo (<28 semanas), muito prematuro (28-<32 semanas) e
prematuro moderado (32-<37 semanas).

Segundo Lawn e colaboradores (2005), as principais causas de mortalidade
infantii  mundial (em criangas menores de 5 anos) estdo relacionadas a
prematuridade, asfixia perinatal e infeccées. Em 1996, as causas perinatais eram
responsaveis por 49,7% dos 6bitos infantis no Brasil, tendo aumentado para 53,6% e
55,4% nos anos de 2002 e 2003, respectivamente.

Entre as causas perinatais de mortalidade infantil, 61,4% estdo associadas
com a prematuridade (Victora, 2001). Mais de 1 em cada 10 bebés nascidos no
mundo em 2010 eram prematuros, sendo que mais de 1 milhdo ndo sobreviveu em
decorréncia a prematuridade (Blencowe et al., 2012). Atualmente, a prematuridade &
a segunda causa de morte em criancas abaixo de 5 anos de idade e a principal
causa de morte no primeiro més de vida (Liu et al., 2012). Segundo projeto da
Organizacdo Mundial da Saude, “Born too soon”, publicado em 2012, o Brasil era,
em 2010, um dos 10 paises que mais apresentavam nascimentos prematuros no
mundo.

Brenelli-Vitali e colaboradores, em 2005, atribuiram a asfixia perinatal a causa
da maioria das mortes nesse periodo. Especificamente no estado de Sdo Paulo, em
estudo recente realizado por Daripa e colaboradores (2013), a asfixia perinatal
contribuiu para a morte de 1,71 recém-nascidos a cada 1000 nascidos vivos e 22%
dos 6bitos neonatais precoces no estado de Sao Paulo no periodo de 2001 a 2003.

Trabalhos da literatura evidenciam que apesar do sistema nervoso central
imaturo apresentar maior tolerancia a eventos hipéxicos (Dellanna et al.,
1993;Nakajima et al., 1996; Nakajima, 1999; Volpe, 1992), ha periodos criticos, onde
0 encéfalo esta mais vulnerdvel e os neurbnios em desenvolvimento s&o
particularmente mais susceptiveis ao insulto hipéxico ou a outros fatores ambientais
nocivos, influenciando negativamente sua maturacao (Nyakas et al., 1996).

Segundo a teoria de Dobbing (1968), o encéfalo esta mais vulneravel a
insultos nas fases de grande e réapida proliferacdo e maturacdo celular. O primeiro
periodo critico ocorre durante a multiplicacdo e organizagao iniciais de neuroblastos
que, nos mamiferos, acontece no periodo pré-natal (Morgane et al.,, 1993). O
segundo periodo critico ocorre na fase de aleitamento do rato (Winick , Noble, 1966),

quando hé& rapido crescimento do encéfalo, com migracao e diferenciacdo neuronais,



sinaptogénese, multiplicacdo glial e mielinizagdo evidentes (Dobbing, 1970;
Manhaes de Castro et al., 2001; Morgane et al., 1993).

A vulnerabilidade do encéfalo em desenvolvimento € dependente do agente
agressor, do tempo de exposicdo a este agente e da capacidade dos metabdlitos
originados por esta agresséo de atingirem o sistema nervoso em desenvolvimento.
Exposicdo a agentes agressores no periodo de ontogenia de qualquer sistema
organico pode levar a efeitos adversos mais graves que ao término deste periodo,
gquando o Orgdo ou sistema ja estiver completamente desenvolvido. O
desenvolvimento do sistema nervoso central em mamiferos compreende fases, a
partir da inducdo da placa neural, proliferacdo neural, migracdo, diferenciacao,
crescimento axonal, sinaptogénese, gliogénese, apoptose e mielinizacdo (Rice,
Barone Jr., 2000); uma agressédo como o insulto anoxico, incidindo em qualquer uma
destas fases, pode acarretar prejuizos com sequelas permanentes.

O encéfalo é extremamente sensivel a redu¢gdes no suprimento de oxigénio;
esta vulnerabilidade decorre do seu alto consumo energético que, quando
comprometido, dispara cascata de eventos bioquimicos que simultaneamente
induzem lesé@o ou morte das células mais vulneraveis do sistema nervoso central,
primariamente localizadas no hipocampo, uma das regifes cerebrais mais sensiveis
a anodxia (Buwalda, 1995; Lutz e Prentice, 002 Vexler, Ferriero, 2001), no cortex
cerebral e nudcleos basais, estes ultimos mais susceptiveis a lesbes no ultimo
trimestre de gestacdo em humanos (Cirulli, 2003; Loidl et al., 2000).

O hipocampo possui elevada capacidade plastica e alta demanda metabdlica.
A plasticidade da circuitaria hipocampal, essencial para sua funcéo na aprendizagem
e memoaria, pode aumentar sua vulnerabilidade a insultos (Shors et al.,, 1989), em
especial a privagcdo de oxigénio, como descrito em trabalhos com o modelo de
hipoxia-isquemia e outros modelos de privagdo de oxigénio (Daval et al., 2004;
Johnston, 2001; Liu et al., 2008; Peterson et al., 2012; Yang et al., 2011;).

O modelo de privacdo de oxigénioutilizado neste trabalho, denominado
modelo de anOxia neonatal, foi adaptado e validado em nosso laboratorio (Takada et
al., 2011), evidenciando, além de alteragBes neuronais (Takada, 2009) e gliais
(Allemandi, 2012) agudas, déficits na memodria espacial e aprendizagem em ratos
adultos submetidos ao estimulo andxico neonatal (Ito, 2010). Tais resultados,
aliados ao fato de que estudos em animais mostraram que a neurogénese

hipocampal € critica para alguns aspectos importantes da aprendizagem e memoria



(Leuner et al., 2006; Shors et al., 2001; Winocur et al., 2006; Zhang et al., 2008),
constituiram as bases para o desenvolvimento do presente trabalho.

Assim, as implicacbes da anoOxia neonatal na morte e na proliferacdo e
diferenciacdo neurais e no volume do hipocampo em diferentes periodos pés-natais
correspondentes ao segundo periodo critico citado (3 a 21 dias) e na vida adulta (60

dias) foram abordados.

1.2 Hipocampo

O hipocampo, ou hippocampus, em grego, significa cavalo marinho,
justamente devido ao seu formato encurvado. Corresponde a estrutura bilateral no
cortex cerebral, com caracteristicas morfolégicas peculiares, além de apresentar alto
grau de plasticidades sinaptica e fenotipica ede ter a capacidade de gerar novos
neurbnios até na vida adulta (neurogénese). Est4 envolvido em processos fisio e
patologicos, como o aprendizado e a memoaria, doenca de Alzheimer e epilepsia
(Taupin, 2007).

1.2.1 Caracteristicas morfologicas do hipocampo

A formacéo hipocampal engloba os seguintes componentes: cortex entorrinal,
subiculo, pré-subiculo e parassubiculo e hipocampo propriamente dito, o qual se
estende rostralmente entre o corpo caloso e a substancia branca profunda do
neocortex (Paxinos, 2004).

O hipocampo (hipocampo propriamente dito), parte da formacao hipocampal,é
composto de subregides anatomicamente distintas, comvariadamorfologia, forma e
tamanho celular,conectividade, propriedades eletrofisioldgicas e susceptibilidade a
insultos (Amaral, Insausti, 1990; Storm-Mathisen et al., 1990): o giro denteado (GD)
e 0 Cornu Ammonis (CA) ou corno de Amon. O GD possui a forma de “V” ou de “U”,
enquanto o CA é estrutura deformato encurvado que se entrelaca com o GD. A
por¢do interna do GD correspondearegido hilar ou hilo (Taupin, 2007).

Ambas as regibes séo estruturadas em camadas ou strata. De dentro para
fora, as camadas do GD sao: camada polimérfica, camada granular (stratum

granulare) e camada molecular (stratum moleculare); as camadas de CA, também



de dentro para fora, sédo: stratum moleculare, stratum lacunosum (or lacunosum-
moleculare), stratum radiatum, stratum Ilucidum, camada piramidal (stratum
pyramidale), stratum oriens e alveus. As principais camadas de GD e CA sao,
respectivamente, a camada granular e a camada piramidal, camadas densas que
contém corpos de células granulares e piramidais. Outras camadas, como a
polimérfica do GD, osstratum oriens e radiatum do CA contém vérios tipos de
interneurdnios, células musgosas, células em cesto e bipolares (Altman e Bayer,
1973).

Os corpos celulares das células granulares presentes na camada granular do
giro denteado tem diametro aproximado de 7 pum. A camada molecular do GD
contém os dendritos proximais das células granulares; seus axonios, as fibras
musgosas, projetam-se para as células piramidais de CA3 (Claiborne et al., 1986).
No rato, o niumero aproximado de células granulares é de 1 milhdo (Amaral et al.,
1990; Boss et al., 1985).

A fissura hipocampal separa o giro denteado de CA1l, adjacente ao subiculo,
enquanto CA3 esté adjacente a fimbria, fornix e plexo cordide. A regidao CA2 situa-se
entre CAl e CA3 e pode ser diferenciada das demais regifes utilzando-se a técnica
de Golgi; j& CA4 situa-se no hilo do GD (Lorente de No, 1934*, apud Taupin, 2007).

Os corpos celulares das células piramidais possuem formato triangular e
diferem em tamanho: em CA2 e CA3 medem 40 a 60 um enquanto que em CAl
medem 20 a 40 um. A camada molecular do corno de Amon contém os dendritos
apicais das células piramidais, sendo os de CA3 mais espessos e curtos que de
CAL.

No stratum lucidum é onde ocorrem o0s contatos sinapticos estabelecidos
pelas fibras musgosas provenientes da camada granular com as células piramidais
de CA3. Em ratos, estudos quantitativos estimam que CA3 é composto por cerca de
330.000 ceélulas piramidais enquanto CA1l contém 420.000 células piramidais; o
namero de interneurdnios é desconhecido. A subregido CA2 correspondea regiao
que nao elicia o mesmo padrdao do stratum lucidum de CA3 com suas saliéncias

espinhosas e, portanto, ndo recebe as aferéncias das fibras musgosas. Sua

1 Lorente de No, R Studies on the structure of the cerebral cortex. |l.Continuation of the
study of the ammonic system.J PsycholNeurol (Lpz);1934;46:113-77.



existéncia é questionada por varios pesquisadores (Amaral et al., 1990; Boss et al.,
1985).

1.2.2 Hipocampo e a privagédo de oxigénio

Em modelos de privacdo de oxigénio, o hipocampo tem sido alvo de muitas
pesquisas, tanto por sua susceptibilidade a privacdo de oxigénio como também
devido a sua alta capacidade regenerativa (Bartley et al., 2005; Daval et al., 2004a).

Além disso, alteracbes no volume de estruturas encefélicas, dentre elas o
hipocampo, tem sido descritas em literatura como resultantes da prematuridade em
si ou decorrentes de lesdes no encéfalo imaturo. Revisdo de literatura realizada em
2012 por Keunen e colaboradores, mostrou que prematuros humanos apresentam
alteracdes regionais e globais no tecido encefalico quando comparados aos
nascidos a termo e saudaveis, sendo que tais alteracbes sdo mais proeminetes
guanto menor a idade gestacional. Ainda, mostraram que fatores associados a
prematuridade, como lesdo da substancia branca, hemorragia intraventricular,
terapias poés-natais com corticosteroides, atraso do crescimento intra-uterino e
doencas pulmonares cronicas séo fatores frequentemente associados a alteracdes
volumétricas destas estruturas encefalicas.

Em roedores neonatos, o grau de lesdo hipocampal observado em diferentes
modelos de privacédo de oxigénio é variavel e depende de muitos fatores, dentre eles
a idade em que o animal € submetido ao estimulo (Bartley et al., 2005; Daval et al.,
2004a; Pourié et al., 2006; Scheepens et al., 2003).

Para o presente estudo, o rato foi o0 animal de escolha, uma vez que, quando
comparado ao humano, o rato nasce prematuramente, ou seja, o estagio de
maturacdo encefélica do rato neonato é comparavel ao final do segundo trimestre
em humanos. Assim, a idade em que é realizado o estimulo anéxico nos animais
(aproximadamente 30 horas de vida) corresponde aos marcos de desenvolvimento
de um bebé prematuro humano entre 23 e 32 semanas de gestacao (Semple et al.,
2013).

O estudo do hipocampo desperta ainda grande interesse em modelos de
privacdo de oxigénio devido ao fato da memoria e aprendizagem, ambas funcgdes

relacionadas primordialmente a estrutura hipocampal, frequentemente apresentarem



déficits em modelos animais e também em humanos que sofreram asfixia perinatal
(Semple et al., 2013), com implicacdes cognitivas.

Desta forma, avaliar como a anoOxia neonatal altera a dinamica entre morte e
proliferacdo neuronais e se promove alteracdes morfologicas no hipocampode ratos
€ de suma importancia para melhor compreender as causas das sequelas
comportamentais relacionadas a memaria espacial e aprendizagem observadas no

modelo de an6xia neonatal utilizado.

1.3 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho é analisar longitudinalmente a hipotese de
que a anodxia neonatal promove alteragdes na dindmica do desenvolvimento neural
por morte, proliferagéo e diferenciagdo neuronais (neurogénese) no hipocampo de

ratos, com consequentes alteracdes morfoldgicas.

1.4 Objetivos Especificos

| - verificar longitudinalmente a morte neural decorrente da andxia neonatal no
hipocampode ratos Wistar desde 24 horas apos o insulto anoxico (P3) até a
idade adulta (P60) com técnicas de imunoistoquimica para Caspase-3 ativada,
TUNEL e Fluoro-Jade B ® e analise estereoldgica;

Il —avaliar, com técnicas de microscopia eletrbnica de transmissdo, a ocorréncia
dealteracdes morfolégicas indicativas de diferentes tipos de morte neuronal
24horas apés anodxia neonatal;

[l - estudar longitudinalmente os efeitos da andxia neonatal na dindmica de
proliferacdo celular da zona subgranular do giro denteado do hipocampo dos

ratos (P3, P14, P21 e P60) com técnica de imunoistoquimica para Ki-67;



IV —analisar, por dupla imunofluorescéncia, possiveis altera¢cdes na quantidade de
células neuronais marcadas com BrdU na zona subgranular nos animais adultos
(P60) que sofreram anoxia neonatal,

V- verificar, por analise estereoldgica,se a andxia neonatal causa alteracbes no
volume hipocampal dos ratos ao longo das idades estudadas (P3, P14, P21 e
P60)

Para facilitar o desencadeamento de ideias, a presente tese foi dividida em
capitulos: CAPITULO 1: ESTUDO DAS IMPLICAGCOES DA ANOXIA NEONATAL A
MORTE NEURONAL NO HIPOCAMPO DE RATOS (Objetivos especificos | e 1l);
CAPITULO 2: ESTUDO DA DINAMICA ESTRUTURAL DO HIPOCAMPO QUANTO
AO VOLUME, PROLIFERACAO E DIFERENCIACAO NEURAIS NO GIRO
DENTEADO DE RATOS APOS ANOXIA NEONATAL (Objetivos especificos IlI, IV e
V).



6 CONCLUSOES GERAIS



Os resultados obtidos permitem concluir que:

a) a anbdxia neonatal promove morte neural nas subregibes CA1 e CA3 do
hipocampo de ratos 24 horas apdés o insulto andxico, sendo que, nas demais idades,
as técnicas metodoldgicas empregadas nao evidenciaram alteragées quanto a morte
neural;

b) diferentes tipos de morte neuronal podem ser observados 24 horas apés
anOxia neonatal, dentre eles apoptose, necrose e caracteristicas morfologicas
atipicas sugestivas de continuum, necroptose e autofagia;

C) a anoOxia neonatal ndo altera a proliferacdo neural na zona subgranular do
giro denteado do hipocampo de ratos em P3, P14, P21 e P60;

d) animais adultos submetidos a andxia neonatal tém diminuicdo da
neurogénese no giro denteado do hipocampo;

e) a dinamica de desenvolvimento do hipocampo de ratos submetidos a
anoxia neonatal ao longo das idades estudadas altera o volume da subregido CA1

em P14, levando a seu aumento.

Portanto, é possivel afirmar que a andxia neonatal promove alteracdes
morfologicas e estruturais agudamente ao estimulo andxico que podem refletir em
alteracdes na dinamica do desenvolvimento neural a longo prazo, promovendo
diminuicdo da neurogénese hipocampal, o que poderia explicar os déficits cognitivo-
comportamentais apresentados por estes animais na vida adulta, conforme visto em
outros trabalhos utilizando modelo de andxia semelhante.

Desta forma, por mais que possa ter havido a tentativa de regeneracéo, esta
nao ocorreu satisfatoriamente, levando-nos a pensar que, talvez, medidas
neuroprotetoras no sentido de se adequar o ambiente celular para uma maior
sobrevivéncia neuronal, por exemplo, seriam interessantes, tanto em relacdo aos

precursores neurais, como em relacdo aos novos neurénios formados.
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