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RESUMO

A hipoxia-isquemia (HI) € uma das principais causas de Obitos e sequelas
neurologicas em recém-nascidos. Além disso, em modelos animais de HI, foram
observadas diferencas entre machos e fémeas em relacéo a gravidade da leséo
cerebral. O Unico tratamento recomendado para a HI neonatal é a hipotermia
terapéutica (HT), que consiste na reducao da temperatura corporal para 33,5°C-
34,5°C por 72 horas. Como a HT apresenta algumas limitacées, um melhor
entendimento de seus efeitos especificos em machos e fémeas € importante
para o aprimoramento de sua aplicacdo clinica. O presente estudo avaliou o
efeito do tratamento com HT a curto prazo sobre a lesdo cerebral e os desfechos
comportamentais em ratos neonatos machos e fémeas submetidos ao modelo
de HI neonatal. Ratos Wistar machos e fémeas com sete dias de idade (P7)
foram distribuidos em trés grupos experimentais: SHAM (animais submetidos a
cirurgia ficticia), HI (animais submetidos ao procedimento HI) e HT (animais
submetidos ao procedimento de HI e tratados com HT). Para a HI, os filhotes
foram submetidos a cirurgia de oclusdo unilateral da artéria carétida comum
direita e expostos a uma atmosfera hipoxica (8% de oxigénio) por 75 minutos.
Apés um periodo de recuperacédo, os animais do grupo HT foram submetidos a
HT (temperatura corporal reduzida para 32°C) por 5 horas. Em P8, as respostas
reflexas dos animais foram avaliadas usando os testes de reflexo de
endireitamento, geotaxia negativa e aversao a borda. O teste de discriminacdo
olfatdria também foi realizado. Os animais foram eutanasiados em P9 e foram
coletados os encéfalos, para as andlises de volume de leséo, contagem de
neurbnios pela técnica de Nissl e avaliacdo da degeneracdo neuronal pela
técnica de Fluoro-Jade B. Os dados paramétricos foram analisados por ANOVA
de uma via seguida do post hoc de Tukey para compara¢des multiplas; os dados
nao-parameétricos foram avaliados por Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn. A
significancia aceita foi de p<0,05. De forma geral, nos testes comportamentais
nao foram observadas diferencas significativas desencadeadas pela HI ou HT,
apenas no reflexo de endireitamento, no qual as fémeas do grupo HI
apresentaram menor laténcia. Nas analises do volume de lesdo encefalica
indireta, a HT reduziu o % de lesdo produzida pela HI nos machos. Nas
contagens do niumero de neurdnios, os animais do grupo HI tiveram uma reducéao
no numero total de neurdnios, quando comparados ao grupo SHAM tanto em
machos quanto em fémeas, nas regibes de CAl e giro denteado (GD) do
hipocampo; entretanto, nos machos e nas fémeas na regido de CAl1 a HT
preveniu parcialmente a morte neuronal. Na contagem de células Fluoro-Jade+,
na regido de CAl, os animais do grupo HI tiveram mais células em degeneracéao,
o que foi revertido pela HT nas fémeas. No GD, os animais machos do grupo Hi
apresentaram uma maior quantidade de células Fluoro-Jade+, o que foi revertido
pela HT. A partir desse trabalho foi possivel concluir que o modelo utilizado de
HI causou lesao encefélica nos animais submetidos a hipoxia-isquemia neonatal
e que a HT atenuou a lesdo encefalica. Embora a HT ndo tenha mostrado um
impacto significativo nas analises comportamentais, fica claro que o tratamento
€ benéfico em nivel celular/tecidual. Os resultados também deixam clara a
Importancia da avaliagdo separada de machos e fémeas com o intuito de tracar
estratégias de tratamento especificas para cada um dos sexos.



ABSTRACT

Hypoxia-ischemia (HI) is one of the main causes of death and neurological
sequelae in newborns. Furthermore, in animal models of HI, differences were
observed between males and females regarding the severity of brain injury. The
only recommended treatment for neonatal HI is therapeutic hypothermia (TH),
which consists of reducing body temperature to 33.5°C-34.5°C for 72 hours. As
TH has some limitations, a better understanding of its specific effects in males
and females is important to improve its clinical application. The present study
evaluated the effect of short-term TH treatment on brain injury and behavioral
outcomes in male and female neonatal rats submitted to the neonatal HI model.
Seven-day-old male and female Wistar rats (P7) were divided into three
experimental groups: SHAM (animals submitted to sham surgery), HI (animals
submitted to the HI procedure), and TH (animals submitted to the HI procedure
and treated with TH). For HI, the pups underwent unilateral right common carotid
artery occlusion surgery and were exposed to a hypoxic atmosphere (8% oxygen)
for 75 minutes. After a recovery period, the animals in the TH group were
submitted to TH (body temperature reduced to 32°C) for 5 hours. At P8, the
animals' reflex responses were assessed using the righting reflex, negative
geotaxis, and cliff avoidance. The olfactory discrimination test was also
performed. The animals were euthanized at P9 and the brains were collected for
analysis of lesion volume, neuron counting using the Nissl technique, and
evaluation of neuronal degeneration using the Fluoro-Jade B technique.
Parametric data were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc
for multiple comparisons; non-parametric data were evaluated by Kruskall-Wallis
followed by the Dunn test. The accepted significance was p<0.05. In general, in
the behavioral tests, no significant differences were observed triggered by HI or
TH, only in the righting reflex, in which the females of the HI group presented
lower latency. In the analysis of the volume of indirect brain injury, TH reduced
the % of injury produced by HI in males. In the counting of the number of neurons,
the animals of the HI group had a reduction in the total number of neurons, when
compared to the SHAM group in both males and females, in the CA1 and dentate
gyrus (DG) regions of the hippocampus; however, in males and females in the
CALl region, TH partially prevented neuronal death. In the Fluoro-Jade+ cell
count, in the CA1 region, the animals in the HI group had more degenerating
cells, which was reversed by TH in females. In DG, male animals from the Hl
group had a greater amount of Fluoro-Jade+ cells, which was reversed by TH.
Then, it was possible to conclude that the neonatal HI model lead to a brain injury
and that TH attenuated the brain injury. Although TH did not show a significant
impact in behavioral analyses, it is clear that the treatment is beneficial at a
cellular/tissue level. The results clarify the importance of separate assessments
of males and females to outline specific treatment strategies for both sexes.
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1. INTRODUCAO

A encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal (EHI) é decorrente de um
evento hipdxico-isquémico durante ou antes do nascimento (Ballot et al., 2020;
Kurinczuk et al., 2010). Em paises subdesenvolvidos, a hipdéxia-isquemia (HI)
atinge 2 a 26 em cada 1000 neonatos nascidos (Douglas-Escobar & Weiss,
2015; Johnston, 2001) e estd associada a um alto risco de morte ou
comorbidades em recém-nascidos (Jacobs et al., 2013; Kurinczuk et al., 2010);
entre 10 e 60% dos neonatos afetados morrem e 25% dos sobreviventes
apresentam sequelas, dentre as quais estao déficits sensoriais, dificuldades de
aprendizado e paralisia cerebral (Shankaran et al., 2012).

O evento hipéxico-isquémico € caracterizado pela restricdo de fluxo
sanguineo (isquemia) e pela privacdo de oxigénio (hipdxia), o que leva a
mudancas no metabolismo, que passa a ser anaerobio, e isso resulta na reducao
da concentracdo de ATP intracelular, conforme observado na Figura 1. Qualquer
evento que comprometa a oferta de oxigénio e de substratos energéticos para o
encéfalo no momento perinatal é fator de risco para a HI (Gluckman et al., 2001;
Rennie & Roberton, 2012). Uma falha energética primaria ocorre logo apds o
inicio da HI. A reducao de ATP ira resultar na falha do bombeamento dos ions
sédio e célcio e entrada de 4gua na célula, o que acarreta a formacgédo de edema
citotéxico (Gluckman et al., 2001).

Dois mecanismos distintos estdo envolvidos na lesdo resultante de um
evento hipéxico-isquémico, sendo o primeiro a lesdo hipdxica. O encéfalo é
sensivel & hipoxia, principalmente o hipocampo, nucleos da base, tdlamo e
tronco encefalico (Vannucci et al., 1998). Essa lesdo leva a uma necrose
neuronal seletiva e ao status marmoratus, que se refere aos danos nos nucleos
da base e talamo. O segundo mecanismo € a lesdo isquémica, esta é causada
pelo infarto focal ou hipotensdo. Em adultos, a isquemia normalmente esta
associada a interrupcdo do fluxo sanguineo nas artérias cerebrais anterior,

média e posterior, assim como em seus ramos (Lee et al., 2021).
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ENCEFALOPATIA HIPOXICO ISQUEMICA
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Dados cerebrais Privacdo de oxigénio Restricdo do fluxo
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Figura 1. Causas do evento hipdxico-isquémico. S&8o mostradas na figura as causas dos danos
cerebrais; a privacdo de oxigénio, juntamente com a restricdo de fluxo sanguineo cerebral sao
fatores de risco para a HI. Entretanto, cabe salientar que estes eventos podem se sobrepor e a
prépria restricdo de fluxo sanguineo leva a uma reducéo da disponibilizacdo de oxigénio para o
encéfalo (Figura de autoria propria).

Quando a lesao cerebral ocorre no inicio do desenvolvimento, ela tem
como resultado a diminuicdo dos volumes cortical e hipocampal. O encéfalo
imaturo € mais resistente a hipdxia e a falta de ATP do que o adulto; entretanto,
apresenta uma maior suscetibilidade ao estresse oxidativo e a apoptose
neuronal (Semple et al., 2013).

O modelo de Rice-Vannucci (Rice et al., 1981) € um modelo animal que
induz uma lesédo cerebral neonatal que mimetiza os danos decorrentes da Hl em
recém-nascidos humanos, permitindo analisar e avaliar 0s mecanismos
neuropatoldégicos associados a HI neonatal, bem como delinear possiveis
estratégias terapéuticas para o tratamento dessa condicdo. O modelo consiste
na oclusdo unilateral da artéria cardtida comum direita ou esquerda, seguido de
uma exposicdo do animal a uma atmosfera hipdxica contendo apenas 8% de
oxigénio. A regido cerebral mais afetada pela lesdo hipoxico-isquémica neste

modelo animal é o hipocampo (Fabres et al., 2020; Vannucci et al., 1998).
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A fisiopatologia da HI pode ser dividida em trés fases, que estdo
descritas a seguir:

Fase aguda: essa primeira fase ocorre durante o evento hipoxico-
isquémico, tendo seu inicio com a interrup¢édo do fluxo sanguineo, seguida da
reducdo da disponibilizacdo de glicose e oxigénio ao encéfalo neonatal e
consequente diminuicdo do ATP intracelular e mudancas no balanco dos
gradientes eletroquimicos. Isso leva ao acimulo de neurotransmissores, cOmo o0
glutamato, no meio extracelular o que ocasiona a excitoxicidade e o dano
oxidativo (Rothman e Olney, 1995).

Fase latente: ocorre quando o fluxo sanguineo é restaurado e por um
breve momento o metabolismo cerebral se normaliza. Esse periodo varia de
acordo com a gravidade do insulto hipoxico-isquémico, ou seja, quanto maior o
insulto, menor serd o periodo de recuperacéo (Allen & Brandon, 2011; Shalak &
Perlman, 2004).

Fase secundéaria: na qual ocorre uma segunda falha energética levando
aos efeitos mais deletérios para o neurodesenvolvimento (LI et al., 1998),
resultando em morte celular por apoptose ou necrose, sendo a apoptose mais
predominante em lesdes mais leves e a necrose em lesdes mais graves (Tronnes
et al., 2014; Martin et. al., 1998). Além disso, com a ruptura da membrana celular,
ocorre a liberacdo do conteudo celular, o que leva a um processo inflamatério
adicional (Volpe & Zipurksy, 2001), o qual est4 associado a ativagcdo das células
da microglia. Estas células sdo macréfagos residentes, considerados como as
células imunoldgicas do tecido nervoso (Wolf et al., 2017).

As células microgliais sdo células especializadas que possuem multiplos
papéis, como moldar e refinar a conectividade neuronal durante o
desenvolvimento, assim como na plasticidade sinaptica dependente da
atividade, neurogénese e aprendizagem no sistema nervoso central totalmente
maduro. A microglia mostra um dimorfismo sexual significativo no periodo
neonatal e possui um papel central na masculinizacdo do cérebro dos machos
(Salter & Beggs, 2014).

A microglia possui uma enorme plasticidade em resposta a lesées
(Fumagalli et al., 2018), o que pode levar a resolucao ou a intensificacédo da leséo
neural (Mallard et al., 2019). A ativacao microglial se caracteriza por um espectro
distinto de fenétipos, sendo os dois extremos o fenétipo M1, ou pré-inflamatorio,
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e 0 M2, ou anti-inflamatério, os quais sdo dependentes de sinais convergentes
de estimulos inflamatorios e do ambiente celular (Vergadi et al., 2017).

No que diz respeito a lesdo decorrente de um evento hipdxico-isquémico,
a microglia desempenha um papel importante tanto na formacdo quanto na
progressao da lesdo. A microglia libera diversos mediadores inflamatoérios que
desempenham um importante papel, tanto em condic¢des fisioldgicas, modulando
0 desenvolvimento normal do sistema nervoso central (SNC), quanto
patoldgicas, na resposta do encéfalo a diversas formas de insultos ou danos. A
interleucina-1 beta (IL-1B8), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina-6 (IL-6) estdo entre as citocinas de resposta precoce a Hl mais bem
caracterizadas (Alvarez-Diaz et al., 2007; Saliba & Henrot, 2001). Elas
desencadeiam a resposta inflamatoria e ativam vias que levam a falha energética
secundaria, que ocorre de 6 a 48 horas apds o evento hipoxico-isquémico inicial
(Albrecht et al., 2019).

Além da microglia, outras células gliais tém papel essencial na
manutencdo da homeostase do SNC. Os astrocitos, por exemplo, possuem
diversas func¢des que vao desde manter a homeostase de agua e ions e a
reciclagem de neurotransmissores até a formacdo e manutencdo da barreira
hematoencefélica, sinalizacdo imunolégica e regulacdo da sinaptogénese
neuronal (Giovannoni & Quintana, 2020).

Enquanto a microglia compreende em torno de 10% do numero total de
células do sistema nervoso central (SNC), os astrocitos somam em torno de 50%
das células. Por fornecerem suporte trofico para os neurdnios, os astrocitos sao
fundamentais para a formacdo, maturacdo e manutencdo das sinapses
(Liddelow et al., 2020).

Da mesma forma que a microglia, os astrocitos respondem as mudancas
gue ocorrem no SNC por meio da reatividade ou ativacao e com isso ocorrem as
mudancas de fenotipo (Liddelow et al., 2020). Os diferentes fenétipos levam a
producdo de diferentes mediadores pro-inflamatoérios, citocinas e espécies
reativas e oxigénio (Liu et al., 2012).

Quando ativados, os astrocitos podem ser tanto prejudiciais quanto
benéficos na isquemia cerebral. Apds um acidente vascular encefalico, o suporte
de astrécitos pode ser mediado por diversos mecanismos, como a liberagao de

glutationa e superéxido dismutase (SOD), aumento da captacdo extra-sinaptica
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de glutamato (Bambrick et al., 2004; Sims et al., 2004) e a manutencdo de
gradientes de ions como o potéassio (Juurlink & Walz, 2001). Além disso, uma
vez ativados, os astrécitos também podem produzir citocinas pré-inflamatérias,
incluindo IL-6, TNF-a, IL-1a e B e interferon y (Lau & Yu, 2004). Aumentos
rapidos nos niveis dessas citocinas exacerbam uma lesdo isquémica por induzir
diretamente a apoptose de células neuronais, o que leva a inibicdo da
neurogénese (Monje et al., 2003). Além das citocinas, 0s astrdcitos reativos
também secretam quimiocinas ap0s a isquemia, 0 que resulta na atragdo de
células imunes para o sitio isquémico e piora da lesdo cerebral (Kim, 1996).

Apoés o insulto hipoxico-isquémico, ocorre a formacédo de edema nos
astrocitos, inicialmente nas extremidades, seguido de edema completo (Panickar
& Noremberg, 2005). Também ha a producao de citocinas inflamatérias como IL-
18 e TNF-q, assim como na microglia (Melo et al., 2021).

A morte celular neuronal induzida por HI neonatal ocorre por necrose ou
apoptose. A morte celular necroética ocorre imediatamente apés o insulto sendo
o tipo de morte celular associada a danos irreversiveis ou graves. A apoptose ou
morte celular programada é uma parte significativa da morte celular. A apoptose
pode durar dias e até semanas ap0s o insulto inicial (Mohsenpour et al., 2021).
Essas alteracGes em nivel celular podem acarretar déficits neurologicos ou até
sistémicos, que podem se manifestar como déficits cognitivos, motores e
sensoriais. Portanto, os testes comportamentais se configuram como uma
ferramenta (til para avaliar as respostas sensoriais e motoras e 0 atraso na
maturacao das respostas reflexas (Lubics et al., 2005; Volpe & Zipurksy, 2001)
em animais submetidos ao modelo de HI neonatal e a tratamentos experimentais
dessa condigao.

Ja foi observado que a HI contribui com o aumento da laténcia na
execucao das tarefas comportamentais em neonatos (Fan et al., 2005; Tassinari
et al., 2020). Os testes de aversao a borda (ou “cliff avoidance”), geotaxia
negativa e reflexo de endireitamento sdo utilizados para avaliar a integridade
motora, proprioceptiva, sensorial e vestibular dos animais submetidos a modelos
de lesdo cerebral (Feather-Schussler & Ferguson, 2016). Além disso, o
desempenho dos animais nos testes comportamentais mostra sua forca e
integridade neurolégica (Fan et al.,, 2005). Outro teste utilizado é o de
discriminagdo olfatéria que avalia a capacidade do animal de reconhecer e
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buscar a maravalha proveniente da caixa-moradia (Sullivan et al., 1990; Tonkiss
et al., 1996).

Ao longo dos anos, diversos trabalhos vém utlizando os testes
comportamentais, porém analisando apenas animais do sexo masculino.
Contudo, € de suma importancia realizar essa avaliacdo em ambos 0s sexos,
uma vez que as respostas a HI parecem apresentar um dimorfismo sexual (para
revisdo ver (Netto et al., 2017)).

Apesar da elevada prevaléncia de casos de encefalopatia hipoxico-
isquémica neonatal, as estratégias terapéuticas utilizadas na clinica ainda sao
bastante limitadas. Atualmente, a hipotermia terapéutica (HT) é o Uunico
tratamento preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o
tratamento da HI. A HT consiste na reducao da temperatura corporal e reduz o
risco de morte em neonatos com encefalopatia hipdxico-isquémica moderada a
grave. O resfriamento seletivo da cabeca e o método de resfriamento de corpo
inteiro séo igualmente eficazes na reducédo da mortalidade de bebés com essa
condicéo (Abate et al., 2021).

Acredita-se que o principal mecanismo pelo qual a HT desempenha
efeitos neuroprotetores contra a lesdo cerebral pés-Hl seja a reducédo da taxa
metabolica, o que evita a deplecdo de ATP e inibe a producdo de citocinas
inflamatorias (Drury et al., 2010; Roelfsema et al., 2004; Sung, 2017; Trescher &
Johnston, 1997).

A HT ja vem sendo usada ha décadas em diferentes situagdes clinicas,
como para evitar a proliferacdo de células cancerigenas e para reduzir as
complicagBes durante cirurgias cardiacas. Nos Ultimos anos, o uso da HT
aumentou significativamente, por se mostrar uma técnica vantajosa em diversas
areas da clinica (Algaza, 2006; Varon & Acosta, 2008). Barone e colaboradores
afirmam que a hipotermia terapéutica € a abordagem mais potente para a
reducdo da lesdo cerebral isquémica (Barone et al., 1997). Estima-se que a cada
1°C de reducgéo na temperatura corporal, ocorra uma reducao de 6% a 7% na
taxa metabolica, mais especificamente no metabolismo cerebral (Alzaga et al.,
2006).

Ja se passou uma década desde que a HT se tornou o tratamento padréo
para recém-nascidos acima das 36 semanas de gestacéao (Sabir et al., 2021a).
A HT tem uma maior eficacia nos casos de leséo cerebral moderada, sendo que
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a maioria dos estudos avalia esse grau de lesdo. Porém, a HT possui algumas
limitacGes para sua utilizacéo, pois em neonatos com lesdo severa, o tratamento
possui uma baixa eficacia (Gluckman et al., 2001; Sabir et al., 2021). Além disso,
ainda néo se tem certeza sobre a seguranca e eficacia da HT em casos de lesé@o
cerebral leve, ndo sendo a mesma utilizada em pacientes com esse grau de
lesdo (Saw et al., 2019); 0 mesmo ocorre em neonatos prematuros, nos quais
também n&o se tem certeza da eficacia da HT (Herrera et al., 2018).
Considerando que a exposi¢ao a atmosfera hipdxica no presente estudo € de 75
minutos, a lesdo causada é de leve a moderada.

A HT leve a moderada, ou seja, com reducdo da temperatura corporal
para 32°C a 34°C, diminui o fluxo sanguineo cerebral, por causar vasoconstricao.
Esse mecanismo pode atuar como anticonvulsivante e diminuir a pressao
intracraniana, além de auxiliar na manutencao do pH. Esse ultimo fator € muito
importante, pois durante a exposicdo a uma atmosfera hipdxica ocorre
hiperventilacédo, levando a acidose metabdlica (Hagberg et al., 2015). Para cada
1°C de diminui¢do da temperatura corporal, ocorre um aumento de 0,016 pontos
no valor do pH (Alzaga et al., 2006).

O tratamento com HT em humanos deve ser iniciado em até 6 horas
apos o insulto hipoxico-isquémico e deve-se reduzir a temperatura corporal do
recém-nascido de 2 a 5°C durante 72 horas. A Figura 2 mostra o esquema basico
da HT. Apés o periodo de HT, deve ocorrer um reaquecimento lento, de cerca
de 0,5°C por hora (Roehr et al., 2011; Shankaran et al., 2012).
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COMO FUNCIONA A HIPOTERMIA TERAPEUTICA?

— _

Resfriamento da A temperatura é Diminuio Retardoou
cabeca ou corpo mantida durante metabolismo interrupcaodos
inteiro até atingira 72 horas danos cerebrais
temperatura de
33,5°C

Figura 2. Mecanismo basico da hipotermia terapéutica. Representacéo das diferentes etapas do
tratamento com a HT. Primeiramente, 0s neonatos séo resfriados com o auxilio de uma touca
térmica, para resfriar apenas a cabeca, ou com cobertores térmicos, para resfriamento do corpo
inteiro, fazendo com que a temperatura corporal figue em torno de 33,5°C. Essa temperatura é
mantida durante 72 horas, fazendo com que a taxa metabdlica diminua e com isso o encéfalo se

recupere e diminua ou interrompa a formag&o de danos cerebrais (Figura de autoria propria).

O dimorfismo sexual em modelos de HI é uma variavel que deve ser
avaliada. A hipoxia-isquemia neonatal ocorre com maior frequéncia em bebés do
sexo masculino do que do feminino (Davidson et al., 2021). Além disso, diversos
estudos utilizando o modelo animal de HI neonatal comprovaram que existem
diferencas entre machos e fémeas em diversos aspectos, como no grau de
severidade da lesdo e na ativacao das vias de morte celular (Fabres et al., 2020;
Kumar et al., 2019; Netto et al., 2017; Tassinari et al., 2020). O sexo influencia
na morte celular, tanto na vulnerabilidade, quanto nos mecanismos de morte
apos a HI (Netto et al., 2017). Em relacéo a apoptose, a caspase-3 é mais ativa
nas fémeas, enquanto nos machos ocorre preferencialmente uma translocacao
do fator indutor de apoptose (AIF) (Zhu et al., 2006).

A eficdcia do tratamento hipotérmico também apresenta relacbes

sexualmente dimorficas. Um estudo de Wood e colaboradores (2020)
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demonstrou que a HT reduziu significativamente a area de infarto, mas essa
reducdo foi significativa apenas em fémeas.

Dessa forma, fica claro que avaliar o dimorfismo sexual permitiria um
tratamento mais adequado para cada sexo, bem como montar estratégias para
gue se obtenha melhores resultados na clinica.

Em um trabalho recente do nosso grupo de pesquisa, foi avaliado o efeito
da hipotermia até P21 (14 dias apdés a lesdo), com foco na avaliacdo
comportamental. A partir desse trabalho, foi possivel escolher e avaliar os
melhores testes comportamentais para a idade (Nunes, 2021). A partir desses
resultados a médio prazo, foi decidido avaliar o efeito agudo da hipotermia
terapéutica (em P9, 48h apés a inducéo da lesédo hipéxico-isquémica) na lesao
cerebral. Isso € importante, tendo em vista que no encéfalo imaturo (P5 a P9) os
principais mecanismos envolvidos na lesdo hipdxico-isquémica estédo
associados ao processo de apoptose (Semple et al., 2013).

Dessa forma, a avaliacdo em P9 permitiria verificar o papel da HT sobre
a lesdo aguda. A HT reduz a taxa metabdlica, diminui a geracdo de radicais
livres, evita a deplegcdo de ATP e diminui a formagéo de edema. Assim, esses
efeitos benéficos do tratamento com HT poderiam reduzir o volume de lesdo
cerebral, diminuindo a morte neuronal e, assim, melhorando os desfechos

comportamentais dos animais submetidos a Hl.

2. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a HT apresenta diversos beneficios, tais como reducéo da
lesdo cerebral, melhorando os desfechos neurolégicos e reduzindo a
mortalidade de neonatos ap6s a HI. Contudo, o tratamento com hipotermia
terapéutica ainda ndo é eficaz em todos os eventos hipoxico-isquémicos em
recém-nascidos. Além disso, as avaliacdes dos desfechos do tratamento a curto
prazo, como avalia¢cdes histoldgicas de contagem de neurdnios e de neurbnios
em degeneracdo sdo escassas na literatura, bem como a analise do dimorfismo
sexual em modelos animais de HI neonatal. Considerando o acima exposto, 0
presente estudo integra a avaliacdo do efeito do tratamento com HT a curto prazo
sobre a lesé@o encefélica, a morte neuronal e as respostas comportamentais em

ratos neonatos de ambos 0s sexos submetidos ao modelo HI neonatal.
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3. HIPOTESE

O tratamento com HT reduzird o volume de lesédo encefalica e a morte
neuronal e, consequentemente, produzira melhoras nos desfechos
comportamentais em ratos neonatos submetidos a HI. Os beneficios do

tratamento serdo mais eficazes em animais do sexo feminino.

4. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos a curto prazo do tratamento com hipotermia terapéutica
e o impacto do dimorfismo sexual sobre a lesédo cerebral e 0 desempenho em

testes comportamentais em animais neonatos submetidos a HI neonatal.

4.1.OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a resposta comportamental nos testes de aversdo a borda,
geotaxia negativa, reflexo de endireitamento e discriminacao olfatéria em ratos
submetidos ao modelo de HI e tratados com HT;

- Avaliar o volume de leséo cerebral a curto prazo (48 horas apés a Hl)
em animais submetidos a HI e tratados com HT;

- Avaliar a morte celular utilizando a contagem de neurdnios nas regides
CAL e giro denteado do hipocampo em animais submetidos a HI e tratados com
hipotermia terapéutica;

- Quantificar os neurdnios em degeneracdo nas regides CAl e giro
denteado do hipocampo em animais submetidos a HI e tratados com HT;

- Comparar os resultados obtidos entre os sexos.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Animais

Neste estudo foram utilizados 112 ratos Wistar neonatos machos e
fémeas (14 ninhadas), sendo 56 de cada sexo com a idade de 7 dias (P7) e 14
ratas maes, provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de
Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Os animais foram mantidos na Unidade de Experimentagdo Animal
(UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) em caixas de
polipropileno de 49 x 34 x 16 cm, com o assoalho forrado com maravalha. As

ninhadas foram padronizadas ap0s o nascimento, sendo compostas por 8
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filhotes (4 machos e 4 fémeas) mantidos com as suas respectivas ratas-maes.
As maes receberam alimentacdo e agua ad libitum e os animais foram mantidos
sob periodos de 12 horas claro/12 horas escuro com temperatura meédia de 22°C

e umidade relativa do ar controlada (40-60%).

5.2. Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do HCPA (n° 2019-0420) e registrado no Sistema Pesquisa da UFRGS
(n°® 38998). Todos os experimentos foram realizados de acordo com a resolugéo
normativa n°13, de 20 de setembro de 2013 e a resolu¢céao normativa n°30, de 02
de fevereiro de 2016 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA) e de acordo com a Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, que
estabelece os procedimentos para o uso cientifico de animais, além dos
principios internacionais para a pratica envolvendo animais, do Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (8th edition, 2011) do National Research
Council of the National Academies. As ratas-maes que nao foram utilizadas no
experimento (14 fémeas adultas) foram eutanasiadas com sobredose anestésica
de isoflurano na concentracdo de 5%, seguindo a RN n°® 37 do CONCEA. Foram
utilizados pontos finais humanitarios conforme a resolu¢cdo normativa n° 25 do
CONCEA de 2015, para limitar qualquer sofrimento que ndo havia sido previsto
e monitorar as condi¢des gerais dos ratos filhotes. Para isso foram analisandos
0S seguintes parametros: baixo peso, extremidades azuladas, cianose e
condicBes gerais do animal. Caso necessario, era realizada a eutanasia do

filhote com sobredose anestésica de isoflurano.

5.3. Peso Corporal

Os animais foram pesados em P7, P8 e P9. Para isso, os animais foram
retirados das caixas-moradia e colocados em um recipiente transparente e

pesados em uma balanca de precisao (Marte® Ad1000).

5.4. Modelo de Hipéxia-lsqguemia Neonatal

Todo o procedimento de hipdxia-isquemia neonatal foi realizado na UEA
do HCPA. Para isso, foi utilizado o modelo de Rice-Vannuci (Rice et al., 1981),

previamente padronizado e descrito por outros trabalhos do grupo (Fabres et al.,
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2020; Tassinari et al., 2020). Na idade de P7, os ratos neonatos foram retirados
da sua caixa-moradia e mantidos em uma incubadora (Fanem®, CT186TS) até
0 momento da cirurgia. A incubadora era mantida na temperatura de 33°C, para
gue assim os ratos mantivessem sua temperatura corporal em torno de 37°C.
Para os procedimentos cirdrgicos, 0s ratos neonatos foram colocados em
decubito dorsal sobre uma mesa cirlrgica aquecida e anestesiados com
isoflurano (5% para inducdo e 3-4% para manutengao). A seguir, 0s animais
tiveram sua artéria cardtida comum direita ocluida. Para isso, foi realizado um
corte longitudinal com bisturi na porcao ventral do pescoc¢o, levemente a direita
da linha média, com o auxilio de duas pingas cirurgicas, anguladas em 45° os
musculos foram afastados para facilitar o acesso e a visualizagcdo da carotida
comum direita e permitir o isolamento do nervo vago. Apés, a car6tida foi ocluida
permanentemente com o auxilio de dois nés feitos com fio de seda 4.0 e aincisdo
fechada também com fio de seda 4.0. Os ratos do grupo SHAM (ver item 5.5
para descricdo dos grupos experimentais), passaram por uma cirurgia ficticia, ou
seja, tiveram a manipulacdo, assim com 0s outros ratos, porém ndo tiveram a
carétida ocluida. Todo o procedimento cirargico levou em torno de 5 minutos por
animal. Apés a cirurgia, os neonatos foram devolvidos a sua caixa-moradia, e
mantidos na mesma durante 75 minutos para recuperacao. Decorrido o tempo
de recuperacédo, os ratos neonatos foram novamente retirados da sua caixa-
moradia e colocados em uma camara hipoxica, na qual foram expostos a uma
atmosfera hipoxica contendo 8% de oxigénio e 92% de nitrogénio durante
75 minutos. Para isso, foi utilizado um frasco Kitasato de 2 litros, vedado com
uma rolha de espuma que possuia um furo no centro para a passagem do gas,
juntamente com o sensor do termdmetro (Incoterm® 7664.01.0.00), para permitir
0 controle da temperatura ambiente do Kitasato, o qual era mantido dentro da
incubadora (Fanem®, CT186TS). Como ja visto anteriormente em trabalhos do
grupo de pesquisa (Fabres et al., 2020; Tassinari et al., 2020), a temperatura

ambiente deve ser mantida em torno de 33°C para que a temperatura dos
animais se mantenha em torno de 37°C durante o periodo de exposicéo hipdxica.
Decorridos os 75 minutos de exposi¢cao a atmosfera hipdxica, os neonatos foram
retirados da camara e sua temperatura foi aferida com o auxilio de um

termdémetro infravermelho (Incoterm® TCI1000). Os neonatos do grupo SHAM
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nao passaram pela hipéxia e foram mantidos em uma incubadora separada,
mantida em normoxia (Fanem®, CT186TS). Ao final do procedimento, os ratos
neonatos voltaram para a caixa-moradia. A Figura 3 mostra um esquema do

procedimento de HI neonatal.

92% Nitrogénio
8% Oxigénio

Ocluséo da carétida
comum direita

Figura 3. Esquema representativo do modelo de HI neonatal. Primeiramente é feita uma inciséo
na porgéo ventral do pescoco do animal (em P7) para o isolamento e oclusdo permanente da
artéria carétida comum direita. Apés, 0s animais retornam para recuperacao na sua caixa-
moradia durante 75 minutos, e entdo s&o expostos a uma atmosfera hipoxica (92% de nitrogénio
e 8% de oxigénio) por 75 minutos (Figura de autoria propria com base em (Tassinari., 2020).

5.5. Hipotermia Terapéutica

Para realizar o tratamento de hipotermia terapéutica, primeiramente os
ratos neonatos (previamente submetidos a HI) foram resfriados com o auxilio de
uma bolsa de gelo envolta por uma compressa de gaze por 10 minutos, até que
atingissem a temperatura de 32°C. Apdés, os animais foram colocados em uma
incubadora (Fanem®, CT186TS), onde havia uma caixa de acrilico com 8
divisorias e cada rato foi colocado individualmente em uma diviséria, assim
evitando que os animais se agrupassem (0 que poderia elevar a temperatura
corporal). O fundo da caixa foi forrado com maravalha proveniente da caixa
moradia do animal. A HT foi realizada durante um periodo de 5 horas
ininterruptas e a temperatura da incubadora permaneceu entre 21°C e 22°C, para
gue a temperatura corporal dos filhotes fosse mantida em torno de 32°C. A
temperatura dos ratos neonatos foi aferida na cabeca a cada 15 minutos com o

auxilio de um termémetro infravermelho (Incoterm® TCI1000). Caso a
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temperatura dos ratos se aproximasse de 33°C, eram colocadas bolsas de gelo
na incubadora para que a temperatura baixasse; caso a temperatura se
aproximasse dos 31°C, a incubadora era ligada. Assim, foi possivel manter a
temperatura dos ratos em torno de 32°C. Os ratos neonatos que nao foram
tratados com HT foram colocados em outra incubadora mantida em 33°C para
gue 0s animais permanecessem em normotermia (temperatura corporal de 37°C;
a temperatura destes animais também foi aferida a cada 15 minutos). Passadas
as 5 horas de HT, os animais foram reaquecidos lentamente, em uma mesa
aquecedora envolta por uma compressa de gaze, aumentando 1°C de
temperatura corporal a cada 4 minutos, até atingirem a temperatura de 37°C.
Assim que a temperatura de 37°C foi atingida, os animais foram devolvidos a sua
caixa moradia, juntamente com o0s ratos que permaneceram em normotermia. A

Figura 4 mostra as etapas do procedimento de hipotermia.

f/gr.q\g\ \ '7/1,,{\‘
y \ ‘ RO i)
e) \/\)
o o .
gj“"‘l&/ )

Figura 4. Esquema representativo do procedimento de HT. Primeiramente, os animais foram
resfriados durante 10 minutos, até atingirem a temperatura corporal de 32°C (A); em seguida,
foram alocados na incubadora (B) na qual permaneceram durante 5 horas ininterruptas,
mantendo a temperatura corporal em torno de 32 °C (para isso, a temperatura da incubadora foi
mantida em torno de 21°C a 22°C). A temperatura dos animais foi aferida de 15 em 15 minutos.
Ao final da HT, os animais foram reaquecidos; os animais foram colocados sobre uma mesa
aquecida (C) e permaneceram sobre a mesma até atingirem a temperatura de 37°C (Figura de
autoria propria).
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5.6. Grupos Experimentais

Para este trabalho, em P7, os ratos neonatos machos e fémeas foram

divididos em trés grupos experimentais: SHAM, HI e HT (descritos abaixo).

Grupo SHAM: os animais foram submetidos a uma cirurgia ficticia, ou
seja, foram anestesiados, sofreram a manipulagéo cirdrgica, porém nao tiveram
a artéria cardtida ocluida, além de terem sido mantidos em normoxia e

normotermia durante todo o periodo experimental.

Grupo HI: os animais foram submetidos ao procedimento de HI neonatal

e foram mantidos em normotermia durante todo o periodo experimental.

Grupo HT: os animais foram submetidos ao procedimento de HI
neonatal e, logo apds, foram submetidos ao tratamento de hipotermia
terapéutica.

5.7. Desenho Experimental

Para a realizacdo deste trabalho, na idade de P7 os neonatos foram
divididos em machos e fémeas, pesados, marcados e distribuidos nos grupos
experimentais SHAM, HI e HT. Os animais dos grupos HI e HT passaram pela
cirurgia de ocluséo da artéria carétida comum direita; ja o grupo SHAM, passou
pela cirurgia ficticia. ApOds a cirurgia, os neonatos foram devolvidos as suas
respectivas caixas-mordia e permaneceram com a rata-mae durante 75 minutos.
Decorrido este tempo, 0os neonatos dos grupos HI e HT foram submetidos a
hip6xia, em uma camara com exposicdo a uma atmosfera contendo 8% de
oxigénio durante 75 minutos, seguida de um periodo de recuperacdo de 90
minutos. Apds esse tempo, 0s animais do grupo HT foram tratados com
hipotermia terapéutica durante 5 horas. Em P8, foram realizados os testes
comportamentais de geotaxia negativa, reflexo de endireitamento, aversdo a
borda e teste de discriminacao olfatoria. As eutanasias ocorreram em P9, quando
0s animais tiveram os encéfalos coletados. O desenho experimental esta

apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Desenho experimental. Em P7, primeiramente os animais dos grupos HI e HT passaram pela cirurgia de oclusdo da artéria carétida comum direita
(OC) e os animas do grupo SHAM passaram pela cirurgia ficticia (CF). Em seguida todos os animais foram para recuperagao na sua caixa-moradia juntamente
com as ratas-maes e entdo os animais dos grupos HIl e HT foram expostos a uma atmosfera hipéxica (8% de oxigénio) por 75 minutos (os animais do grupo
SHAM foram mantidos em normoxia); apos, foram para a recuperagéo durante 90 minutos. Posteriormente, os animais do grupo HT foram tratados com
hipotermia terapéutica durante 5 horas (os animais dos grupos SHAM e HI foram mantidos em normotermia). Em P8, foram realizados os testes
comportamentais de geotaxia negativa, aversédo a borda, discriminacéo olfatéria e reflexo de endireitamento. Todo os testes foram realizados no mesmo horéario
€ na mesma ordem para todas as ninhadas. Em P9, os animais foram eutanasiados e tiveram seus encéfalos coletados para andlises posteriores (Figura de

autoria propria).

30



5.8. Testes Comportamentais

Com o objetivo de avaliar as respostas reflexas, motoras e a capacidade
de reconhecer e se locomover dos neonatos, foram realizados quatro testes
comportamentais.

Todos os testes foram realizados em P8, sempre no mesmo horario, das
15:00 as 19:00, iniciando pela geotaxia negativa, apdés a aversdo a borda,
seguido do reflexo de endireitamento e, por fim, do teste de discriminacdo
olfatoria.

O detalhamento dos testes esta descrito nos itens, 5.8.1., 5.8.2., 5.8.3.
e 5.8.4.

5.8.1. Geotaxia Negativa

Este teste avalia a coordenacdo motora dos neonatos (Feather-
Schussler & Ferguson, 2016). Para este teste, os animais foram colocados em
um plano inclinado com um angulo de 35°, com a cabeca voltada para baixo e
foi medida a laténcia para que o animal girasse 180°, ou seja, voltasse a cabeca
para cima (conforme Figura 6), com o tempo maximo de 60 segundos (Feather-
Schussler & Ferguson, 2016; Sanches et al., 2017). A estrutura inclinada possuia
uma rede para que 0 animal conseguisse se agarrar; em caso de queda, o teste

foi realizado mais uma vez ao final.

A

Figura 6. Representacao do teste comportamental de geotaxia negativa. Imagem representativa

da resposta reflexa. A é a posicao inicial do animal e B a posicao final (Figura de autoria prépria).
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5.8.2. Aversao a Borda (“Cliff Aversion”)

Este teste avalia a forca e a capacidade reflexa do neonato de se afastar
de uma borda elevada (Feather-Schussler & Ferguson, 2016). Para realizar este
teste os animais foram posicionados com os digitos das patas dianteiras e o
focinho sobre a borda de uma caixa de 20 cm de altura (Figura 7), que foi
colocada sobre a bancada. Assim como no teste anterior, a superficie sobre a
gual o rato foi posicionado possuia uma rede, para que 0 mesmo se mantivesse
firme e ndo caisse. Foi cronometrado o tempo que o rato levava para se afastar

da borda e girar em 90°, com o tempo maximo de 30 segundos.

Figura 7. Representacdo do teste comportamental de aversao a borda. Imagem representativa

da posicao inicial do rato (Figura de autoria prépria).

5.8.3. Reflexo de Endireitamento

Este teste avalia a resposta motora e a capacidade de reorientar a
postura (Feather-Schussler & Ferguson, 2016). Para este teste, 0os animais
foram posicionados sobre uma gaze que estava sobre a bancada, em decubito
dorsal (com as patas para cima) e entdo foi medida a laténcia para o animal
retornar a posicao de prona (apoiado sobre as quatro patas), conforme mostrado
na Figura 8. O teste foi repetido trés vezes, sendo que cada repeticdo ocorreu
apos todos os animais terem sido testados. Foi calculada a média das laténcias

das trés repeticoes.
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Figura 8. Representacao do teste do reflexo de endireitamento. Imagem representativa do teste:
A representa a posicao inicial do animal (em decubito dorsal) e B a posic¢édo final, com o animal
apoiada sobre as quatro patas (Figura de autoria prépria).

5.8.4. Teste de Discriminacéo Olfatoria

Este teste avalia a capacidade do animal de reconhecer e se locomover
até a maravalha proveniente da caixa-moradia (Sanches et al., 2012). Os
animais foram colocados em uma caixa de acrilico, com as medidas de 40 x 20
x 20 centimetros. Em um dos lados da caixa foi colocada maravalha limpa e do
outro lado foi colocada maravalha proveniente da caixa-moradia do animal. A
maravalha ficava disposta ocupando 12 centimetros em dire¢cdo ao centro da
caixa. Cada rato foi posicionado no centro da caixa (onde ndo havia maravalha),
com a cabeca voltada para frente, e entdo foi medida a laténcia para que o rato
subisse com as 4 patas em cima da maravalha. O tempo maximo para que o
animal cumprisse o teste era de 120 segundos. Apés a realizagdo do teste em
todos os animais, eles foram testados novamente, mas desta vez mudando o
lado da maravalha proveniente da caixa-moradia: se no primeiro teste a
maravalha estava posicionada a esquerda do animal, na segunda rodada a
maravalha foi posicionada do lado direito (conforme Figura 9). Caso o animal
subisse na maravalha limpa, foi atribuido o tempo méaximo para o0 mesmo e, se
decorridos os 120 segundos, foi considerado que o animal falhou no teste e foi

atribuido 120 segundos para 0 mesmo também.

33



Direito Esquerdo

Figura 9. Representacgao do teste comportamental de discriminagao olfatéria. O teste é realizado
duas vezes para cada animal, sendo que em uma delas a maravalha proveniente da caixa-
moradia estd posicionada do lado direito (A) e na outra a maravalha proveniente da caixa-

moradia esta posicionada do lado esquerdo (B) do animal (Figura de autoria prépria).

5.9. Analises Histoldgicas

Para realizar a analise histolégica, em P9 os animais foram anestesiados
com isoflurano e submetidos ao processo de perfusdo transcardiaca para
lavagem da arvore vascular e fixacdo dos encéfalos. Para o procedimento de
perfusdo transcardiaca, os animais foram anestesiados profundamente com o
auxilio de uma camara de gas, forrada com algodao contendo isoflurano. Em
seguida, foram posicionados em decubito dorsal, e um cone nasal foi utilizado
para a manutencéo da anestesia (mantida com isoflurano 5%). Em seguida, os
animais anestesiados foram submetidos a toracotomia para exposicdo do
coracdo. Apés, foi introduzido um cateter do ventriculo esquerdo até a aorta.
Neste momento, foi infundida solucao salina (NaCl 0,9%) com o auxilio de uma
bomba peristéltica e foi feito um corte no atrio direito para que a solugéo saisse;
em seguida, os animais foram perfundidos com paraformaldeido (PFA) 4%. O
volume de solucéo foi calculado conforme o peso do animal, sendo utilizado 1
mL de NaCl por grama e 2 mL de PFA 4% por grama de peso corporal. Apés a
perfusdo, os encéfalos foram dissecados e pds-fixados em PFA 4% por 24 horas;
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passado esse tempo, os encéfalos foram mantidos em alcool 70% até a inclusao
em parafina.

Para a inclusdo em parafina, os encéfalos foram desidratados em série
alcodlica crescente e, ap0s, foram posicionados em formas plasticas e
embebidos em parafina e levados a geladeira para que os blocos de parafina
solidificassem. Assim que prontos, os blocos foram seccionados com o auxilio
de um micrétomo (Thermo Scientific/Micron). Os cortes foram realizados a 7 pm
de espessura e coletados de forma seriada em laminas histologicas
gelatinizadas com um intervalo de 105 um entre um corte e outro (ou seja, foi
coletado um corte a cada 15 cortes). Os encéfalos foram seccionados de Bregma
+1,60 mm até o Bregma -4,20 mm (Khazipov et al., 2015). Os cortes foram

corados conforme descrito a seguir.

5.9.1. Coloracao de Nissl

A coloracao de Nissl cora os corpusculos de Nissl, que séo estruturas
granulares presentes nos neurdnios (Junqueira & Carneiro, 2016; Li et al., 2015).
Para esta coloragao, as laminas contendo os cortes foram desparafinizadas 2
vezes com xilol, 5 minutos por vez, e em seguida foram colocadas em cloroférmio
“overnight”. No dia seguinte, as laminas foram reidratadas em imers&o em alcool
10%, por 2 minutos, e em seguida passaram para o alcool 95% por 2 minutos.
Apos, as laminas foram coradas com violeta de cresila 0,1% por 15 minutos a
40°C. Decorrido o tempo de incubagédo, as laminas foram lavadas com &agua
destilada; em seguida, os cortes foram desidratados com alcool 100% por duas
vezes de 5 minutos cada e, por fim, os cortes passaram por xilol, duas vezes de
5 minutos cada. As laminas foram finalizadas com meio de montagem

(Permount®) e cobertas com laminulas.

5.9.2. Volume de Lesédo Encefalica

Para a andlise do volume de lesédo encefalica, imagens dos cortes corados
com Nissl foram capturadas utilizando um scanner com resolugéo de 1200 x
1200 dpi e as areas dos hemisférios ipsilateral e contralateral foram medidas
com o auxilio do software ImageJ (NIH, Bethesda, EUA). Para obter o volume de
“lesdo direta”, foi realizado o seguinte calculo: ¥ area da leséo x intervalo de

cortes.
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Para obter o percentual do volume de “lesao indireta”, isto é, o volume de
leséo ipsilateral relativo ao volume do hemisfério contralateral (em percentual),

foi aplicada a seguinte férmula (Sun et al., 2015).

Volume de leséo encefélica (%) = volume do hemisfério contralateral — volume do hemisfério ipsilateral x100
volume do hemisfério contralateral

MEDIDA DE LESAO CEREBRAL

Figura 10. Medida de lesao cerebral. A figura representa as areas que foram delimitadas e
utilizadas para os calculos dos volumes. No primeiro corte temos o lado ipsilateral e o lado
contralateral, no segundo temos a area de leséo, no terceiro o hemisfério ipsilateral e no Gltimo
corte o hemisfério contralateral a lesdo. Orientacdo da figura: Do, dorsal; V, ventral; D, direito, E,
esquerdo. Barra de calibragdo 0,5 cm (Figura de autoria prépria com base em Buscemi e

colaboradores (Buscemi et al., 2021)).

5.9.3. Contagem das Células

Os cortes corados com Nissl também foram utilizadas para realizar as
capturas das imagens nas areas de CAl e do giro denteado do hipocampo do
Bregma -2,60 mm ao Bregma -3,00, com o objetivo de realizar a contagem dos
neurbnios piramidais. As imagens foram capturadas com um microscopio
invertido (Zeiss) com o aumento de 400x. Foram contados todos 0s neurdnios
piramidais presentes no campo (area de 3800 pm?). Para essa andlise foram
utilizados 5 animais de cada grupo experimental e foram capturados cinco cortes
por animal (para cada corte, foram capturadas 6 imagens, sendo elas:
hipocampo ipsilateral e contralateral, CAl ipsilateral e contralateral e GD

ipsilateral e contralateral).
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5.9.4. Fluoro-Jade B

Para avaliar a degeneracéo neuronal (Schmued et al., 1997), foi utilizada
a técnica de Fluoro-Jade B. Para isso, as laminas foram desparafinizadas 2
vezes com xilol, 5 minutos por vez, e em seguida, hidratadas por imersdo em
alcool, nas concentracdes de 100%, 90%, 80% e 70%. Apoés, foram realizadas
guatro lavagens, a primeira com agua destilada por 2 minutos, a segunda com
permanganato de potassio (0,06%) durante 10 minutos, a terceira com PBS trés
vezes, durante 5 minutos cada vez e, por fim, as laminas foram lavadas
novamente com agua destilada. Apds, as laminas foram mergulhadas na solucao
contendo o corante Fluoro-Jade (0,0004%) por 20 minutos e lavadas com PBS
trés vezes, durante 5 minutos cada vez. Por fim, as laminas foram lavadas com
PBS trés vezes, o excesso de liquido foi retirado e as laminas foram montadas

com meio de montagem (Fluoromouth®) e cobertas com laminulas.

5.9.5. Contagem de Células Fluoro-Jade+

Assim que coradas com Fluoro-Jade B, as laminas foram utilizadas para
realizar as capturas das imagens nas areas do hipocampo de CAl e giro
denteado (Bregma -2,60 mm a -3,00 mm), com o objetivo de quantificar os
neurdnios em degeneracao. As imagens foram capturadas com um microscépio
invertido (Zeiss) com o aumento de 400x, utilizando o filtro verde para Fluoro-
Jade. Foram contados todos os neurénios piramidais marcados com Fluoro-Jade
B presentes no campo (area de 3800 pum?). Foram capturados cinco cortes por
animal (6 imagens por corte, sendo elas: hipocampo ipsilateral e contralateral,
CAl ipsilateral e contralateral e GD ipsilateral e contralateral).

5.10. Anédlise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Os dados paramétricos, foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida do post hoc de Tukey para comparacdes multiplas.
Os dados nao-paramétricos foram avaliados por Kruskall-Wallis seguido do teste
Dunn. Para o teste de discriminacéo olfatéria foi utilizado ANOVA de duas vias
(fatores avaliados: sexo e lado da maravalha proveniente da caixa-moradia ou
grupo experimental e lado da maravalha), seguida de Tukey. A significancia

aceita foi de p<0,05.
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