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RESUMO

A superestimulagcdo dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) causada pela
excitoxicidade glutamatérgica pode ativar vias de morte celular. Este € um dos
eventos relevantes na hipoxia-isquemia (HI) neonatal, cujo tratamento padréo € a
hipotermia terapéutica (HT). No entanto, a HT é recomendada para lesdes cerebrais
de grau moderado a grave e criancas que apresentam HI de grau leve ndo sao
tratadas devido ao risco de resultados adversos. Apesar disso, esses recém-
nascidos com lesao leve podem apresentar significativos sinais de leséo cerebral em
periodos mais tardios do seu desenvolvimento. Investigamos o0s potenciais efeitos
neuroprotetores do tratamento com memantina (um antagonista NMDA néo-
competitivo) combinado com a HT em ratos neonatos machos e fémeas submetidos
a Hl com a producéo de leséo cerebral leve-moderada. Foram utilizados filhotes de 7
dias (P7) submetidos a oclusao da artéria carétida comum direita seguida de 90 min
de hipdxia (8% O2). Os animais do grupo SHAM foram submetidos a uma cirurgia
ficticia. A memantina foi administrada (i.p., 20 mg/kg) imediatamente apds a hipdxia.
Apds um periodo de recuperacédo, os filhotes foram expostos a HT (32°C por 5 h).
Os filhotes foram pesados de P6 a P9 e submetidos aos testes comportamentais de
geotaxia negativa e reflexo de endireitamento. Os animais foram eutanasiados em
P9. Foi realizada a analise do volume de lesdo encefélica pela coloracdo de cloreto
de trifeniltetrazolio (TTC). O hipocampo ipsilateral a lesao foi coletado e a expressao
de p-Akt, caspase-3 clivada e Bcl-XL foram avaliadas por Western blotting. Nos
machos, o tratamento com hipotermia foi capaz de reverter a lesdo causada pela Hl.
Ja nas fémeas, tanto o grupo HT quanto o grupo com os tratamentos combinados
tiveram uma piora na lesdo; entretanto, o grupo tratado apenas com memantina
sugere uma neuroprotecdo, ndo mostrando diferenca do grupo SHAM. Em andlises
moleculares, nas fémeas, o tratamento combinado reduziu a expresséo da caspase-
3 clivada em 47% (p<0,05, ANOVA) em relacdo aos animais do grupo HI. No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas na expressdo de p-Akt e
Bcl-XL, e as fémeas de todos os grupos tiveram ganho de peso semelhante. Nos
machos, ndo houve diferenca significativa na expressdo hipocampal de p-Akt,
caspase-3 clivada, ou Bcl-XL. Estes resultados sugerem que a terapia combinada é
capaz de regular negativamente a expressao de caspase-3 clivada, prevenindo a
apoptose no hipocampo de fémeas com lesdo hipéxico-isquémica leve. Assim, a
combina¢cdo de memantina e HT pode ser uma terapia promissora para o tratamento
da hipdxia-isquemia neonatal de grau leve, pelo menos em ratas. Contudo, mais
pesquisas sao necessarias para abordar se a memantina e a hipotermia combinada
devem ser utilizadas como estratégia neuroprotetora para Hl leve.



ABSTRACT

Overstimulation of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors caused by glutamatergic
excitoxicity can activate cell death pathways. This is a relevant event in neonatal
hypoxia-ischemia (HI), whose standard treatment is therapeutic hypothermia (HT).
However, HT is recommended for the treatment of moderate to severe brain injury;
children with mild HI brain lesion are not treated due to the risk of adverse outcomes.
Despite this, these infants with mild lesion may show signs of more significant brain
damage later in life. We investigated the potential neuroprotective effects of
treatment with memantine (a non-competitive NMDA antagonist) combined with HT in
male and female neonatal rats undergoing HI (mild-moderate brain lesion). Seven-
day-old pups (P7) were submitted to occlusion of the right common carotid artery
followed by 90 min of hypoxia (8% Oz). Animals from the SHAM group underwent
fictitious surgery. Memantine was administered (i.p., 20 mg/kg) immediately after
hypoxia. After a recovery period, pups were exposed to HT (32°C for 5 h). Pups were
weighed from P6 to P9 and submitted to the behavioral tests of negative geotaxis
and righting reflex; animals were euthanized at P9. The volume of brain lesion was
evaluated in brain slices stained with triphenyltetrazolium chloride (TTC). The
hippocampus ipsilateral to the lesion was collected and the expression of p-Akt,
cleaved caspase-3 and Bcl-XL were evaluated by Western blotting. In males,
treatment with hypothermia was able to reverse the injury caused by HI in the TH
group. In females, both the HT group and the group with combined treatments had a
worsening of the lesion; however, the group treated with memantine suggests
neuroprotection, not showing any difference from the SHAM group. In molecular
analyses, the combined treatment reduced the expression of cleaved caspase-3 by
47% (p<0.05, ANOVA) in females, compared to animals of the HI group. However,
no significant differences were observed in p-Akt and Bcl-XL expression, and
females from all groups had similar weight gain. In males, there was no significant
difference in hippocampal expression of p-Akt, cleaved caspase-3, or Bcl-XL. These
results suggest that combined therapy is able to down-regulate cleaved caspase-3,
preventing apoptosis in the hippocampus of females with mild HI brain injury. Thus,
the combination of memantine and HT may be a promising therapy for the treatment
of mild neonatal hypoxia-ischemia, at least in female rats. However, more research is
needed to address whether memantine and combined hypothermia should be used
as a neuroprotective strategy for mild Hl.
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1 INTRODUCAO

O glutamato € o neurotransmissor excitatorio mais abundante presente no
sistema nervoso central (SNC) de mamiferos (FONNUM, 1984), sendo responsavel
por um terco de todas as sinapses excitatérias rapidas no cortex cerebral,
hipocampo e cerebelo (COTMAN et al., 1987; DOBLE, 1999). E essencial para a
funcdo cerebral, orquestrando ndo apenas a neurotransmissado excitatoria rapida,
mas também as mudancas neuronais de longa duracdo necessarias para a
formacdo da memoria, a aprendizagem e a cognicdo (WATKINS e EVANS, 1981).
Também é fundamental durante o neurodesenvolvimento, devido ao seu papel na
regulacdo da formacdo e eliminacdo de sinapses, bem como na migracao,
proliferacéo e viabilidade neuronal (PREGNOLATO et al., 2019). A estimulacdo de
um neurdnio glutamatérgico resulta na liberacdo de glutamato nos terminais
nervosos (FONNUM, 1984). O glutamato extracelular pode se ligar a receptores pés-
sinapticos, do tipo ionotropico: N-metil-D-aspartato (NMDA), a-3-amino-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol de acido propidnico (AMPA) e receptores cainato (KA)
(MONANGHAN, BRIDGE e COTMAN, 1989). Os receptores NMDA e AMPA/KA séo
canais ibnicos controlados por glutamato (conduzindo correntes de Na* ou de Na* e
Ca?*). Ademais, o glutamato também pode se ligar a receptores do tipo
metabotropico (mGIuR), que consistem em receptores acoplados a proteina G
(DANBOLT, 2001). Em condicbes fisiolégicas normais, a despolarizacéo
desencadeia a liberacdo de glutamato dos terminais nervosos glutamatérgicos, o
que permite que esse neurotransmissor atue nos receptores poés-sinapticos
(NICHOLLS e ATTWELL, 1990). Essa ligacdo do glutamato aos seus receptores
pode causar um influxo de Na* e de Ca?', induzindo cascatas de sinalizacéo
intracelular que levam a respostas celulares, como a regulacdo de fatores de
transcricéo e replicacédo do DNA (DOUBLE, 1999; DANBOLT, 2001).

Os receptores NMDA constituem canais catibnicos controlados pelo glutamato
e medeiam a transdugéo de sinal em sinapses centrais (MONYER et al.,1994). As
propriedades biofisicas dos canais do receptor NMDA incluem alta permeabilidade
ao Ca?* e um blogueio provocado pelo Mg?*, dependente de voltagem (COTMAN et
al.,, 1987; MONYER et al.,1994). Além disso, para a abertura dos canais,
concomitante com a despolarizacdo, o receptor NMDA requer a ligagdo dos

agonistas (glicina, ou D-serina, juntamente com a ligacdo do glutamato) para que,
12



assim, seja possivel remover o Mg?* que blogueia o poro do canal (MAYER et al.,
1984). Estas caracteristicas tornam o NMDA Unico e alvo de diversos estudos, por
possuir papel crucial na funcdo sinaptica, neuroplasticidade e neurotoxicidade
patolégica (WANG e REDDY, 2017). Os receptores NMDA sdo complexos
tetraméricos que diferem na composi¢cdo de suas subunidades, dependendo da
localizacdo no encéfalo, do tipo celular, da localizagdo subcelular e do estagio do
neurodesenvolvimento (MONYER et al.,1994).

A liberacdo excessiva de glutamato e a superativacdo dos receptores
glutamatérgicos contribuem para a ativacdo de processos de morte neuronal
(GWAG, 1995). Essa chamada “excitotoxicidade glutamatérgica” ocorre em algumas
condicBes patoldgicas (CHOI et al., 1987). Dessa forma, o receptor NMDA tem sido
implicado como um mediador da lesdo neuronal associada a muitos disturbios
neurologicos incluindo a doenga de Alzheimer (DA), epilepsia, traumatismo cerebral
e isquemia cerebral (OLIVARES et al., 2012). Estas elevacBes dos niveis de
glutamato em condicBes anormais alteram o potencial de repouso da membrana,
ocasionando a remocdo do Mg?* que bloqueia o canal e, conseqguentemente,
ativando o receptor. Isso resulta em um influxo macico agudo de agua, Na* e CI,
levando a formacdo de edema neuronal e, eventualmente, necrose. Além disso, a
superativacdo do receptor NMDA provoca niveis anormalmente altos de Ca?*
intracelular, cujas consequéncias sao a ativacao de enzimas cataliticas, geracéo de
radicais livres toxicos e interrupcdo da producdo de energia celular. Essas vias
relacionadas ao Ca?* levam a uma apoptose tardia (CHOI et al., 1987; BINVIGNAT e
OLLOQUEQUI, 2020). Esse € um dos mecanismos que contribui para a lesédo

hipoxica-isquémica em neonatos, por exemplo (LIU et al., 2009).

O dano cerebral hipoxico-isquémico € um processo progressivo que resulta
na morte celular por ativagéo de diferentes mecanismos (DAVIDSON et al., 2015). A
hipoxia-isquemia (HI) neonatal € iniciada pela interrupgdo do fornecimento de
sangue oxigenado ao cérebro (isquemia) e pela privacdo de oxigénio (hipdxia), o
que leva a mudangas no metabolismo, que passa a ser anaerobio, resultando na
reducdo da concentragédo de ATP intracelular (Figura 1) (NARAYANAMURTHY et al.,
2021). A HI ndo é um evento Unico, mas sim um processo continuo que causa a

morte de neurdnios horas a dias ap6s a les&o inicial (GUNN e THORESEN, 2006). E
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possivel reconhecer trés fases distintas durante esse processo: morte neuronal

priméria, fase latente e morte neuronal tardia (DAVIDSON et al., 2015).

1)

2)

3)

Fase primaria: a morte neuronal primaria € observada nos primeiros
minutos ap0s o evento hipéxico-isquémico, sendo determinada pela falha
energética durante a HI, resultando em falhas no metabolismo oxidativo,
edema citotoxico e excitotoxicidade glutamatérgica (WASSINK et al., 2014).
Fase secundéaria ou fase latente: dura cerca de 6h; a falha energética
permanece durante essa fase, levando ao estresse oxidativo, inflamagao e,
finalmente, a morte celular (FLEISS e GRESSENS, 2012). No entanto, alguns
neurénios podem se recuperar parcialmente na fase latente, devido a funcao
mitocondrial transitéria e a restauracdo do fluxo sanguineo cerebral. Isso
proporciona uma janela de oportunidade para intervengfes clinicas para
amortecer o impacto da subsequente lesdo (NARAYANAMURTHY et al.,
2021). Ainda, entre 6h e 15h apds o insulto, ocorre a falha energética
secundaria (morte neuronal tardia) que esta associada a encefalopatia e
aumento da atividade convulsiva (FLEISS e GRESSENS, 2012; GRECO et
al., 2020).

Fase terciaria: essa fase de danos terciarios pode persistir durante varios
meses ou anos apos a HI e envolve inflamacéo, reducdo na plasticidade
neural e sinaptogénese, danos aos oligodendrécitos e alteracdes epigenéticas
(FLEISS e GRESSENS, 2012).
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Figura 1. Eventos iniciais da hipoxia-isquemia. A despolarizagdo da membrana neuronal
mediada pelo desequilibrio ibnico apds a isquemia cerebral pode ativar as sinapses glutamatérgicas,
causando liberacdo excessiva de glutamato e neurotoxicidade, o que desorganiza a estrutura
fisiolégica normal das sinapses, resultando em seu colapso funcional. Isso também é considerado o
evento inicial que leva a ativagdo de vias de morte celular. Posteriormente, o receptor NMDA medeia
0s processos de sobrecarga de célcio intracelular, dano mitocondrial, estresse oxidativo e respostas
inflamatérias, acelerando a leséo cerebral e a necrose neuronal (Adaptado de WANG et al., 2022).

Um plano de acdo foi elaborado pelas Nacdes Unidas, no qual constam
objetivos de desenvolvimento sustentavel mantidos pela Divisdo de Estatisticas das
Nagdes Unidas (UNSD), uma divisdo do Departamento de Assuntos EconGmicos e
Sociais (DESA). Um dos objetivos do plano € garantir vidas saudaveis e promover o
bem-estar para todos em todas as idades

(https://sustainabledevelopment.un.org/sdg3). Dentro desse objetivo ha metas e

indicadores que propdem a reducdo da mortalidade neonatal para 12/1.000 e a
mortalidade de menores de cinco anos para 25/1.000 nascidos vivos até 2030 (NAIR
e KUMAR, 2018). Em termos de comparacdo, s6 a incidéncia de HI é de
aproximadamente 1,5 caso por 1.000 nascidos vivos em paises desenvolvidos. Em
paises de baixa e média renda, a incidéncia & muito maior e pode chegar a valores
em torno de 10 a 20 por 1.000 nascidos vivos (GRECO et al., 2020). A HI neonatal é
uma importante causa de danos permanentes ao SNC que podem resultar em morte

neonatal ou se manifestar mais tarde como retardo mental, epilepsia, paralisia
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cerebral ou atraso no desenvolvimento (DUMBUYA et al., 2021). Além de causar
deficiéncias cognitivas e intelectuais nos individuos, a HI compromete, em diferentes
graus, a atividade motora (GRECO et al., 2020) e produz uma carga clinica
significativa devido as suas altas taxas de mortalidade e morbidade em todo o
mundo (NAIR e KUMAR, 2018).

Para a busca de novas estratégias de tratamento ou prevencao, assim como
para uma melhor compreensdo dos mecanismos de lesdo associados a HI, ha a
necessidade do uso de modelos experimentais animais em pesquisas pré-clinicas. O
modelo de Levine, adaptado por Rice e colaboradores € uma ferramenta Gtil para o
estudo da HI experimental em modelos animais, podendo reproduzir a lesao
encefalica humana (RICE, VANUCCI e BRIERLEY, 1981). Uma das estruturas
cerebrais mais vulneraveis a lesdo induzida por esse modelo em animais neonatos é
0 hipocampo (VANUCCI et al., 1999). Estudos recentes utilizando esse modelo
também tém demonstrado a existéncia de diferencas entre animais machos e
fémeas no grau de severidade da lesdo apds a inducdo de HI (TASSINARI et al.,
2020; FABRES et al., 2022; ZANG et al., 2022), mas essas respostas relacionadas
ao sexo tém sido pouco estudadas (NETTO et al., 2017).

A compreensdao da fisiopatologia da HI neonatal € essencial para a concepcéo
de novas intervencdes eficazes no feto e no recém-nascido que sofreram um evento
hipéxico isquémico encefalico (VANUCCI et al.,, 2004). A avaliacdo clinica €
oportuna para facilitar a intervencédo no periodo latente da HI, sendo necessario um
exame neuroldgico detalhado para determinar a gravidade da lesdo hipoxico-
isquémica, geralmente classificada como leve, moderada ou grave (NAIR e KUMAR,
2018). A Unica terapia bem estabelecida atualmente para o tratamento da HI
neonatal em humanos nascidos a termo € a hipotermia terapéutica (HT) (SABIR et
al., 2012). A HT consiste no resfriamento de todo o corpo a uma temperatura central
em torno de 33,5°C por 72 horas em humanos, comecando nas primeiras 6 horas
apos o evento hipoxico-isquémico (SHANKARAN et al., 2005). Estudos pré-clinicos
indicam que a HT pode fornecer neuroprotecdo apo6s a HlI moderada em ratos
neonatos, mas essa neuroprotecdao diminui linearmente com o aumento do atraso
para iniciar a HT (SABIR et al., 2012). As diretrizes clinicas recomendam que a HT
seja iniciada nas primeiras 6 horas apds o0 nascimento com base nos achados em

experimentos com modelo fetal de ovelhas (equivalente a humanos nascidos a
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termo), mostrando neuroprotecao significativa quando a HT é iniciada antes de 5,5
horas apds a lesdo cerebral (GUNN et al., 1997; 2017).

s

A HT geralmente € indicada para o tratamento da HI moderada ou grave,
necessitando ser iniciada antes que ocorra uma falha energética secundaria (NAIR e
KUMAR, 2018). Estudos in vivo sistematicos sustentam a importancia de iniciar o
tratamento na fase latente da HI (GUNN et al., 2017). Em ovinos fetais proximos ao
termo, a HT induzida 90 minutos apds a reperfusdo (isto €, na fase latente), e
continuada até 72 horas ap6s a HI, foi capaz de prevenir o edema citotoxico
secundéario e melhorou a recuperacdo eletroencefalografica (GUNN et al., 1997;
2017). Contudo, mesmo nessas condi¢cdes "6timas", a HT €& apenas parcialmente
eficaz (ndo mais de 50% dos recém-nascidos tratados atingem um resultado melhor)
(GRECO et al., 2020). Os mecanismos precisos da neuroprotecdo conferida pela HT
ainda nao estdo claros. Em termos gerais, o resfriamento suprime muitas das vias
gue levam a morte celular (GUNN et al., 2017). Estudos pré-clinicos e clinicos
confirmam que os protocolos atuais para HT sdo quase ideais (CHO et al., 2020).
Porém, o desafio agora € identificar terapias complementares que possam melhorar
ainda mais os desfechos em combinagcdo com HT (CHO et al., 2020). No entanto, o
encéfalo de ratos em P7 se aproxima mais de um recém-nascido prematuro com
idade gestacional de 32 a 36 semanas, potencialmente tornando-o menos relevante
para o recém-nascido a termo, para o qual a HT é utilizada (PATEL et al., 2014).
Patel e colaboradores (2015) adaptaram o modelo imaturo de HI em ratos,
descreveram um modelo pré-clinico reprodutivel de HI e tratamento com HT
utilizando animais em P10, sendo mais proximo a um bebé nascido a termo com 36
a 40 semanas (idade gestacional). Com este modelo, demonstraram que a HT reduz
a neurodegeneracao e melhora o resultado ap6s a HI (PATEL et al., 2015).

A HI neonatal representa uma causa importante de incapacidade a longo
prazo e precisa urgentemente de mais pesquisas destinadas a reaproveitar drogas
existentes, bem como o desenvolvimento de novas terapéuticas (LANDUCCI et al.,
2022). Isso torna-se ainda mais importante para os casos de HI leve, que nao
possuem tratamento adequado nem dados pré-clinicos muito extensos. No estudo
de Ehlting e colaboradores, por exemplo, foi demonstrado que em animais com Hl
de grau leve a moderado houve uma perda progressiva de tecido cerebral e

alteracbes patologicas nos exames de ressonancia magnética, além de um
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comprometimento da funcdo motora de longo prazo (EHLTING et al., 2022).
Também ndo esta claro se a HT é benéfica para bebés afetados por HI leve
(KARIHOLU et al., 2018). Sabir e colaboradores (2021) levantaram recentemente
algumas questdes importantes e ainda nao respondidas sobre a utilizacdo de HT
para o tratamento da HI neonatal. Muitas dessas questbes nao puderam ser
abordadas pelos ensaios clinicos randomizados. Por exemplo, como recém-
nascidos prematuros tardios com HI devem ser resfriados? O resfriamento é
benéfico para HI leve? (SABIR et al., 2021). Em outro estudo, foi observado que a
HT sozinha é capaz de atrasar 0 aparecimento de indicadores do
neurodesenvolvimento (MATSUDA et al., 2021). E, portanto, essencial compreender
melhor os mecanismos subjacentes a HT no contexto de HI leve-moderada, a fim de
desenvolver tratamentos alternativos, seja como terapia Unica, ou como adjuvantes
em combinagdo com a HT (EHLTING et al., 2022).

Estudos moleculares vém sugerindo que a memantina, um blogueador néo-
competitivo do receptor NMDA com efeito de curta duracdo, pode ser um potente
neuroprotetor, sem efeitos adversos secundarios (LANDUCCI et al., 2018; CHEN et
al., 1992; 1998). Possuindo um efeito de curta duragdo, a memantina reduz a
excitotoxicidade glutamatérgica, mas evita que o bloqueio do receptor NMDA seja
muito prolongado, o que poderia interferir na transmissao sinaptica normal (LIU et
al., 2009) e afetar negativamente o neurodesenvolvimento. A memantina é um
antagonista ndo-competitivo, pois ndo compete pelo mesmo sitio de ligacdo do
glutamato no receptor NMDA. O sitio de ligacdo s6 pode ser acessado quando o
Mg?* é deslocado para fora do canal, liberando o poro (FEDELE et al., 2018). Outro
antagonista conhecido do receptor NMDA é o MK-801, considerado como um agente
neuroprotetor em modelos animais de acidente vascular cerebral, trauma e
parkinsonismo (SONG et al. 2018). Porém, o MK-801 apresenta efeitos colaterais
resultado de uma alta afinidade e tempo de ligagdo ao receptor muito longo, o que
impede sua aplicacdo na clinica para o tratamento da HI neonatal (SONG et al.,
2018; LIU et al.,, 2009). De acordo com Chen e Lipton (2006), uma droga
neuroprotetora, clinicamente tolerada, consistiia em um bloqueador de canal de
baixa afinidade com uma taxa de desligamento relativamente rapida, néao
prejudicando, assim, a funcdo sinaptica normal. Se, no entanto, um bloqueador se
liga com uma afinidade muito alta e uma taxa de desligamento lenta,

consequentemente interferiria na funcdo neurolégica normal. Esse é o caso do MK-
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801, um bloqueador muito bom da excitotoxicidade, mas com tempo de permanéncia
no canal ibnico tdo longo que acaba por bloquear progressivamente as funcdes
normais criticas (CHEN e LIPTON, 2006; CHEN et al., 1998). Por outro lado, a
memantina, que se liga mais fracamente ao canal i6nico, tem um uso clinico bem
tolerado (LANDUCCI et al., 2018; 2022).

Em outros estudos recentes, a memantina foi relatada como um agente
neuroprotetor em modelos de hipoxia-isquemia, acidente vascular cerebral e trauma.
Nestes estudos, a memantina teve impacto positivo quando administrada
imediatamente ap0s a lesdo cerebral traumatica (POLAT et al. 2020; LANDUCCI et
al. 2018; OLIVARES et al. 2012). Como um agente neuroprotetor, a memantina pode
levar a uma reducdo das sequelas morfolégicas induzidas por isquemia (CHEN et
al., 1998; LIU et al., 2009). Os pesquisadores sugeriram que o blogueio do receptor
NMDA por memantina pode fornecer uma prevencdo farmacoldgica eficaz da
leucomalacia periventricular (LPV) em bebés prematuros (MANNING et al. 2009).
Em outro estudo, foi sugerido que o tratamento com a memantina protege contra a
repressdo induzida por TNF-a da proliferacdo de células hipocampais em
camundongos pos-natais, atenuando parcialmente a inflamacao (WANG et al.,
2018). Embora os estudos mostrem dados positivos quanto ao uso da memantina
(LIU et al., 2009; MANNING et al. 2009; LANDUCCI et al. 2018), ainda sao
necessarias buscas por terapias combinadas (LIU et al., 2009; LANDUCCI et al.,
2018), por exemplo, com a HT.

A morte celular programada (apoptose) € caracterizada como um conjunto
distinto de alteracdes morfolégicas e bioquimicas. Estas alteracdes, sdo compostas
por um sistema proteolitico que envolve uma familia de proteases chamadas
“caspases”. Essas enzimas participam de uma cascata que € desencadeada em
resposta a sinais pré-apoptéticos que culminam na clivagem de um conjunto de
proteinas, resultando na morte celular (THORNBERRY e LAZEBNIK, 1998). Foi
relatado que a via de sinalizacdo da fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K/Akt) esta
envolvida na HI (ZHANG et al., 2018). A via de sinalizagcao PI3K/Akt regula uma
gama de atividades celulares, incluindo a sobrevivéncia celular, proliferacdo e
metabolismo (LI et al., 2008). A PI3K pertence a uma familia lipidica cinase, dividida
em duas classes, | e Il. A classe I, tem como funcao fosforilar o PIP-2 para gerar um

segundo mensageiro, o PIP-3. O PIP-3 pode mediar diferentes fungbes da PI3K
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através de interacbes especificas com o dominio de PH (pleckstrin homology
domain), presente em proteinas como a Akt. A Akt é considerada o mediador central
da via de sinalizacdo PI3K/Akt, que finalmente leva a fosforilacdo de alguns alvos
anti-apoptéticos (ZHANG et al., 2018). Além disso, a proteina Akt € uma importante
mediadora da sobrevivéncia celular (BRYANT et al.,, 2008) e, quando ativada,
estimula substratos envolvidos na sobrevivéncia celular e inibe as vias de apoptose
(CARDONE et al., 1998; NAIR e KUMAR, 2018). Nas lesdes hipoxico-isquémicas, a
apoptose esta presente tanto na fase hipoxica inicial, como no periodo de
reperfusdo, porém sendo ativada por diferentes vias em cada um dos casos (WU et
al., 2018).

Durante a hipodxia, a via intrinseca da apoptose desempenha um papel mais
importante, induzido pelo dano mitocondrial, o que leva a ativagcdo da caspase-9,
ocasionando a clivagem da caspase-3 e a ativacado da via de execucdo. J4, no
estagio de reperfusdo, os mediadores inflamatorios sdo responsaveis pela ativacéao
da via extrinseca da apoptose, ativando a caspase-8, ocasionando a clivagem da
caspase-3 e, assim, ativando a via de execucédo, que inclui a degradacéo do DNA,
reorganizacdo do citoesqueleto, e por fim, a formacdo dos corpos apoptéticos
(NEAG et al., 2022). As interacdes entre todas as proteinas da via PI3K/Akt, levam a
danos mitocondriais, que seriam determinados pela formagao de “poros” como
consequéncia da homodimerizacdo dos aceleradores da apoptose de varios
dominios Bax (KALE et al., 2018), levando a liberacdo de fatores pro-apoptoticos,
como o citocromo C (BAS et al., 2021). A liberacdo do citocromo C desencadeia a
formacéo do apoptossomo, o complexo responsavel pela ativacao das caspases. As
caspases sao proteases de cisteina que, em condi¢cées normais, estdo presentes em
um estado inativo pré-caspase e sao ativadas por clivagem proteolitica (KALE et al.,
2018). A familia de proteinas do linfoma de células B (Bcl-2) é conhecida pela sua
funcdo na regulacdo da apoptose, impedindo a formacdo de poros na membrana
mitocondrial externa e a subsequente ativacdo de caspases. Ja a Bcl-xL, um
homologo proximo de Bcl-2, desempenha um papel importante no desenvolvimento
neuronal e pode contribuir para alteracdes morfolégicas, como o brotamento e

retracdo de ramos axdnicos, no contexto da plasticidade do SNC (BAS et al., 2021).

Muitos estudos com foco na alta expressao de proteinas pro-apoptoticas,

como caspase-3, Bax e Bcl, elucidaram que a apoptose € a forma mais prevalente
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de morte celular na leséo do encéfalo imaturo, em comparagdo com modelos adultos
(GRECO et al., 2020). Fabres e colaboradores (2020) observaram que 0s animais
tratados com progesterona mostraram um aumento na expressao de p-Akt em
relacdo aos grupos somente submetidos a HI neonatal, assim como demonstraram
uma reducdo na expressdo da caspase-3 clivada nos grupos que receberam
administracao de progesterona (FABRES et al., 2020).

Outros trabalhos, observaram que a morte celular apds a HI ocorre com maior
frequéncia por necrose em animais machos e por apoptose nas fémeas (ZHU et al.,
2006). Dessa forma, avaliar a ativagdo das vias de morte e sobrevivéncia celular
parece ser crucial para uma abordagem adequada para o tratamento da HI neonatal

em cada um dos sexos.

2 JUSTIFICATIVA

N&do ha evidéncias de estudos que avaliaram a combinacdo entre HT e
memantina sobre os desfechos funcionais (comportamentais) ou sobre as vias de
morte e sobrevivéncia celular ap6és a HI neonatal. Uma vez que a hipotermia
terapéutica tornou-se um padrdo de terapia para a HI, o teste pré-clinico
translacional desse agente terapéutico deve ocorrer também em comparacao, bem
como em combinacdo, com a hipotermia terapéutica. Dessa forma, avaliar essa
combinagcdo terapéutica e a compreensao dos mecanismos subjacentes podera
permitir o planejamento de intervencdes clinicas mais eficazes e mais adequadas
para cada um dos sexos em recém-nascidos que sofreram um evento hipdxico-

isquémico encefalico, justificando a execucédo do presente estudo.

3 HIPOTESE

A associacdo da terapia de HT com o tratamento farmacolégico com
memantina causara uma reducdo na ativacdo das vias de morte celular, diminuindo
a lesdo encefalica e melhorando os desfechos comportamentais em animais
previamente submetidos a HI encefélica neonatal. A associagdo potencializara os
efeitos isolados de cada tratamento e os efeitos neuroprotetores serdo mais

evidentes em animais do sexo feminino.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito neuroprotetor da combinagcdo da HT com a memantina em
ratos submetidos ao modelo de HI cerebral neonatal e avaliar esse efeito em

animais machos e fémeas.

4.1.1 Objetivos especificos

- Mensurar o volume de lesdo encefalica dos animais ap6s a HIl e o tratamento

combinado de HT e memantina;

- Avaliar a expressao de proteinas envolvidas nas vias de morte celular ap6s a Hl e

o tratamento combinado de HT e memantina;

- Avaliar o desempenho dos animais em testes comportamentais antes e apos a Hl e

o tratamento combinado de HT e memantina;

- Analisar o impacto do dimorfismo sexual sobre os parametros avaliados.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 168 ratos Wistar neonatos de ambos o0s sexos (84 machos e
84 fémeas) com 7 dias de idade (P7) e 14 ratas maes. Os animais foram
provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratério (CREAL) da UFRGS. Os animais foram transportados com 2 dias de
vida (P2) para o Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica da UFRGS, onde
foram mantidos por 5 dias para aclimatacdo em caixas de polipropileno de 390 X
320 X 170 mm com assoalho recoberto com maravalha, e juntamente com suas
respectivas maes. As ninhadas foram padronizadas apds 0 nascimento, sendo
compostas por 12 ratos neonatos (6 machos e 6 fémeas) mantidos com as ratas-
maes. Todos os animais foram mantidos em ciclos claro/escuro de 12h em salas
climatizadas (x 22°C) e as ratas-maes receberam alimentacdo e agua ad libitum

durante todas as etapas do projeto.
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5.2 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a resolucao
normativa n° 30, de 02 de fevereiro de 2016, resolucdo normativa n°® 33 de 18 de
novembro de 2016, resolugcdo normativa n°® 37, de 15 de fevereiro de 2018 e
resolucdo normativa n°® 52, de 19 de maio de 2021, do CONCEA (Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal) 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, constantes do
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (8th edition, 2011) do National
Research Council of the National Academies (National Research Council (US)
Committee (For The Update Of The Guide For The Care And Use Of Laboratory,
2011). Este estudo foi aprovado pelo Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFRGS (nUmero 31442).

Todas as fémeas adultas (14 ratas-maes nao utilizadas nos experimentos)
foram eutanasiadas ap0s o0s experimentos deste projeto pelo método da sobredose
anestésica com isoflurano, de acordo com a resolucdo normativa n° 37 do CONCEA.
Para isso, foram colocadas em uma cémara e foi administrado isoflurano na
concentracdo de 5%. ApOs a observacdo de parada respiratoria, a exposicdo ao
isoflurano continuou por mais dez minutos. Durante os procedimentos experimentais
com os animais filhotes, para limitar qualquer sofrimento que néo tenha sido
previsto, foram utilizados pontos finais humanitarios (“end-points”) de acordo com a
resolucdo normativa n° 25 do CONCEA de 2015. Foram analisados o0s seguintes
parametros: baixo peso, extremidades azuladas e cianose, e ma condicéo geral do
animal. Em caso de necessidade, os animais em mas condi¢ces foram eutanasiados

por sobredose anestésica com isoflurano, conforme ja descrito para as ratas-méaes.
5.3 HipoOxia-isquemia neonatal

Foi utilizado o modelo experimental baseado na preparacao de Levine (1960)
modificado por Rice-Vannucci (1981) para ratos neonatos. O procedimento ja esta
bem estabelecido e padronizado pelo grupo de pesquisa que ja desenvolveu
estudos prévios na Unidade de Experimental Animal (UEA) do HCPA utilizando o
mesmo modelo (FABRES et al., 2018; TASSINARI et al., 2020; ZANG et al., 2022),
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assim como também no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica (FABRES
et al., 2020; 2022).

Aos 7 dias de vida (P7), os animais foram distribuidos entre cada grupo
experimental utilizando sorteio aleatorio. Os animais foram anestesiados com
isoflurano 5% e submetidos ao procedimento cirargico de ocluséo da artéria carétida
comum direita, com dura¢cdo maxima de 5 minutos por animal. Sobre um colch&o
térmico veterinario (50 x 50 cm) aquecido, os animais foram anestesiados e
posicionados em decubito dorsal. O procedimento foi iniciado por meio de uma
inciséo longitudinal na superficie ventral do pescoco, sendo entdo a artéria carétida
comum direita identificada e isolada do nervo vago e das estruturas adjacentes com
o auxilio de duas pincas de precisdo. A carétida comum direita foi ocluida
permanentemente, através de um n6 com fio cirdrgico de seda 4.0 (isquemia). Os
animais do grupo SHAM (controle) foram anestesiados para posterior realizacao da
inciséo e exposicao da carotida, porém, ndo foram submetidos a oclusédo da artéria.
Ao final desse procedimento, os filhotes foram colocados sobre uma placa aquecida
durante um periodo de recuperacdo de 15 minutos antes de serem devolvidos as
caixas-moradia, onde permaneceram por um intervalo de 90 a 120 minutos junto as

maes para amamentagao e recuperagao.

Decorrido o tempo de recuperacdo, os ratos neonatos foram novamente
retirados de suas caixas-moradia, colocados em uma camara, e expostos a uma
atmosfera hipdxica (utilizando uma mistura gasosa certificada de 8% de Oze 92% de
N2) por 90 minutos. Para isso, foram utilizados dois frascos Kitasato de 1.500 ml de
volume, vedados com rolha; o fluxo de gas infundido para a camara de hipdxia
(frascos) foi de 5L/min. Foram alocados 5 animais em cada frasco. Os frascos
permaneciam parcialmente submersos em banho-maria a 33°C a fim de manter a
temperatura corporal dos ratos neonatos em torno de 37°C. Os animais do grupo
SHAM nao passaram pelo procedimento de hipdxia, sendo colocados durante os 90
minutos sobre uma placa aquecedora (Insight EEF 421) mantida a 33°C em
condicbes de normoéxia. Para fins de confirmacéo, a temperatura corporal dos ratos
foi medida individualmente com termdmetro infravermelho (Incoterm® TCI1000) logo

apos a hipodxia.
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5.4 Administracdo de Memantina

Com base em trabalhos que mostraram a farmacocinética da memantina em
ratos neonatos, demonstrando atividade de neuroprotecdo em estudos de dose-
resposta, foi escolhida a administragdo de uma dose Unica de memantina de 20
mg/kg logo apds a HI (ver Figura 2) (CHEN et al., 1998; LIU et al., 2009; LANDUCCI
et al.,, 2018). Essa dose escolhida foi baseada em estudos nos quais os autores
utilizaram a via de administracao intraperitoneal (LIU et al., 2009; LANDUCCI et al.,
2018). A memantina foi diluida em tampéo fosfato-salino (PBS, pH 7,4) e os animais
dos grupos nao-tratados com memantina (SHAM, HI e HT) receberam injecdes de
veiculo (PBS) no volume equivalente ao volume de memantina dos demais grupos.
Esse padrédo de administracdo mostrou-se efetivo em modelo de HI em ratos
neonatos, exibindo seu grau méximo de neuroprote¢do (LANDUCCI et al., 2018).

Além disso, o tratamento com memantina demonstrou ser eficaz quando
iniciado apo6s a lesdo da substancia branca em camundongos machos de 6 dias
(MANNING et al.,, 2008). Entretanto, ha auséncia de dados na literatura para a

combinagao entre HT e memantina em neonatos.

Hipoxia 8% O,

por 90min
Cirurgia f o=
A
({ @ ;—M )
I.f‘ R | AN /éﬁ
a/ \ Be) / a1 )
ot ﬁh;ﬂ . \ /ig
I A T /T':ﬂ y
|| [savema uwiateraL | _
e Injecao
A A -y @ memantina
| (20mg/ke)

Figura 2. Esquema representativo do modelo animal de HI neonatal de Rice e Vannucci (Rice et al.,
1981). O modelo consiste na oclusdo permanente da carétida comum direita causando uma isquemia
cerebral unilateral no encéfalo do animal. Os animais passam por um periodo de recuperacédo de
cerca de 2h juntamente com as ratas-mées e, em seguida, sdo alocados em uma camara com
atmosfera hipoxica (8% de O2) por 90 minutos. Logo apds, é realizada a injegdo de dose Unica de
memantina (20 mg/kg) (Figura adaptada de TASSINARI et al., 2020).
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5.5 Hipotermia Terapéutica

Para realizacdo da hipotermia terapéutica, os animais foram colocados em
uma cuba de acrilico contendo 10 divisérias (um animal por divisoria), evitando,
assim, que os animais se agrupassem, o que poderia elevar a temperatura corporal.
O fundo da caixa foi forrado com maravalha proveniente da caixa moradia do animal.
A cuba foi colocada dentro de um banho-maria com temperatura da agua controlada
(18-20°C; para manter essa baixa temperatura era adicionado gelo na agua do
banho, ao redor da cuba onde eram mantidos os animais) (Figura 3). Com esse
procedimento, 0s animais neonatos atingiam uma temperatura corporal de
aproximadamente 32°C (temperatura indicada para hipotermia terapéutica em
animais recém-nascidos) (WOOD et al., 2016; FABRES et al., 2022) em cerca de 20
minutos. Para o controle dessa queda de temperatura, a temperatura corporal de

cada animal foi aferida de 5 em 5 minutos até os primeiros 20 minutos de hipotermia.

A HT foi realizada durante um periodo de 5 horas ininterruptas. Para manter o
controle da temperatura corporal dos filhotes, foi aferida a temperatura na cabeca
dos animais a cada 20 minutos com o auxilio de um termémetro infravermelho
(Incoterm® TCI1000), procedimento ja realizado em outro trabalho do grupo (ZANG
et al., 2022). Os animais dos grupos ndo submetidos a hipotermia permaneceram
em normotermia (temperatura corporal de aproximadamente 37°C) durante este
mesmo periodo de 5 horas sobre uma placa aquecedora (Insight EEF 421). Apés as
5 horas ininterruptas, os animais submetidos a hipotermia foram colocados junto aos
demais animais da mesma ninhada na placa aquecedora, onde foram reaquecidos
durante 30 minutos até atingirem uma temperatura corporal de 34-36°C e depois
devolvidos as suas mées (FABRES et al., 2022).

26



Figura 3. Esquema representativo do procedimento de HT. Passadas 2 horas apds a hipdxia, os
animais foram alocados em um banho-maria com temperatura da agua controlada (18-20°C). Os
animais foram mantidos por 5 horas ininterruptas em uma cuba com 10 divisérias, mantendo a
temperatura corporal em torno de 32°C. A temperatura dos animais foi aferida a cada 5 minutos nos
primeiros 20 min; apds a temperatura-alvo para a HT ter sido atingida, a temperatura corporal dos
filhotes foi aferida a cada 20 min. Ao final da HT, os animais foram reaquecidos; os animais foram
colocados sobre uma placa aquecedora junto aos animais dos grupos que permaneceram em
normotermia e permaneceram por 30 min na placa, até atingirem uma temperatura de 34-36°C
(Figura de autoria prépria).

5.6 Desenho Experimental

Para avaliar o efeito neuroprotetor da memantina combinada com a
hipotermia terapéutica, ratos Wistar foram submetidos ao modelo de hipoxia-
isquemia aos 7 dias de vida. Para isso, foram definidos 5 grupos experimentais,
divididos em machos e fémeas, totalizando 10 grupos. Para mais detalhes do

desenho experimental, ver Figura 4:

1. SHAM (animais submetidos a cirurgia ficticia, mantidos em normoéxia e

normotermia);
2. HI (animais submetidos a hipoxia-isquemia e mantidos em normotermia);
3. HT (animais submetidos a hipdxia-isquemia e a hipotermia terapéutica);
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4. MT (animais submetidos a hipdxia-isquemia, mantidos em normotermia e tratados
com memantina);

5. HT+MT (animais submetidos a hipdxia-isquemia, a hipotermia terapéutica e
tratados com memantina).
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Figura 4. Desenho experimental. No 7° dia pés-natal (P7), ratos Wistar de ambos os sexos foram submetidos ao modelo de hipéxia-isquemia (HI) neonatal,
gue consiste em uma cirurgia para a oclusdo da carétida comum direita e posteriormente, apés periodo de recuperacao, foram expostos a uma atmosfera
hipdxica (8% de oxigénio) por 90 min. Os animais do grupo SHAM foram submetidos a uma cirurgia ficticia € mantidos em norméxia. Logo apos a hipdxia, os
animais dos grupos HI+MT e HI+HT+MT receberam inje¢cdo de memantina (i.p., 20 mg/kg). Apés periodo de recuperacdo, os animais dos grupos HI+HT e
HI+HT+MT foram submetidos & HT (32°C) por 5h ininterruptas. Os animais dos grupos SHAM, HI, HI+MT foram mantidos em normotermia (37°C). Tanto em
P6 (antes da HI) quanto em P8 (apds a HI), os animais foram submetidos a testes comportamentais (geotaxia negativa e reflexo de endireitamento). Em P9,
todos os animais foram eutanasiados: um grupo teve os encéfalos coletados para a realizacdo da analise de volume de lesdo e outro grupo teve os
hipocampos coletados para andlise por Western blotting. OC (oclusao carotidea), EUT (eutanasia) (Figura de autoria prépria).
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5.7 Pesagem dos Animais

Ao longo dos procedimentos experimentais, os animais foram pesados em

uma balanca digital (Arcani ARC-2031) em quatro idades distintas:

- P6: peso verificado apds os testes comportamentais;

- P7: peso verificado antes do inicio do procedimento de HI, ou seja, antes do
animal ser anestesiado para a realizacao da cirurgia de oclusédo da carotida
comum direita;

- P8: peso verificado apds os testes comportamentais, 24h apos a Hl;

- P9: peso verificado 48 horas apés a HI, antes da eutanasia do animal para a

coleta dos encéfalos.

5.8 Testes Comportamentais

Como um dos objetivos do estudo era avaliar o desempenho dos animais em
testes comportamentais, foram escolhidos dois testes para avaliar a funcgao
neurolégica a curto prazo e permitir a comparacdo de um mesmo animal em duas
idades: em P6, ou seja, antes da HI; e em P8, 24h apds a HI (YU et al., 2021;
2022). Todos os testes foram realizados sempre no mesmo horéario do dia (entre
17h e 19h). Todos os experimentos comportamentais foram gravados para permitir
gue dois avaliadores distintos, cegos aos grupos experimentais, fizessem as
analises posteriormente. O detalhamento dos testes estd descrito nos itens a

seqguir.

5.8.1 Geotaxia Negativa (P6 e P8)

A idade média para o aparecimento do reflexo de geotaxia negativa € em
torno da idade de P7, havendo um intervalo de P3-15 (FEATHER-SCHUSSLER &
FERGUSON, 2016). O teste avalia a integridade vestibular e motora dos ratos. Os
animais foram posicionados sobre um plano inclinado em um angulo de 35° com a
cabeca voltada para a direcdo negativa (base do plano). A superficie do plano
possuia uma rede, para que o animal conseguisse manter-se agarrado a superficie,

conforme Figura 5. Foi avaliado o tempo necessario para o animal realizar uma
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volta de 180°, voltando a cabeca para cima, com tempo méaximo de 60s (SANCHES
et al., 2017). Esse € um comportamento inato (tomando como referéncia a posi¢éo
da cabeca) (FEATHER-SCHUSSLER & FERGUSON, 2016). Os animais foram
testados apenas uma vez, exceto nos casos em que o0 animal caiu do plano, nos
quais foi realizada uma segunda tentativa ap0s a realiza¢do dos testes dos outros
animais (TASSINARI et al., 2020; NUNES, 2021; ZANG et al., 2022).

7|
,/"
/

Inclinacao
em 35°

Figura 5. Representacdo do teste comportamental de geotaxia negativa. A imagem ilustrativa mostra
0s animais posicionados sobre um plano inclinado (adngulo de 35°) com a cabeca voltada para a
direcdo negativa (base do plano). Foi avaliada a laténcia da resposta reflexa (Figura de autoria
propria).

5.8.2 Reflexo de Endireitamento (P6 e P8)

O reflexo de endireitamento consiste em uma resposta motora que permite a
um filhote reorientar sua postura. A idade média do aparecimento deste reflexo em
roedores € P5, com um intervalo de P1-10 (FEATHER-SCHUSSLER &
FERGUSON, 2016). Os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre um
tecido do tipo TNT em uma superficie plana (Figura 6) e foi medida a laténcia do
animal para voltar a postura original, apoiado sobre as quatro patas, com um tempo
maximo de 15s. Cada animal foi testado trés vezes; as repeticdes eram realizadas
apos todos os animais terem realizado a tentativa, ou seja, de forma nao-
sequencial. Foi calculada a média entre as trés laténcias registradas (TASSINARI
et al., 2020; NUNES, 2021; ZANG et al., 2023).

31



Figura 6. Representacdo do teste do reflexo de endireitamento. Imagem representativa do teste: A
representa a posicao inicial do animal (em decubito dorsal) e B a posi¢do final, com o animal
apoiado sobre as quatro patas (Figura de autoria propria).

5.9 Volume de lesao encefalica

Para mensurar o volume de leséo encefalica dos animais as 48h apos a Hl
(P9), foi realizada a técnica de coloracao por TTC (cloreto de trifeniltetrazélio). Para
a verificacdo do volume da lesdo encefalica, os animais foram anestesiados
profundamente com isoflurano e perfundidos com solugdo salina (0,9%).
Primeiramente, para o procedimento de perfusdo, os animais anestesiados foram
submetidos a toracotomia para a exposi¢cdo do coracdo. A seguir, uma agulha
hipodérmica de 13 x 4 mm foi introduzida através do ventriculo esquerdo até atingir
a luz da aorta. Foi feito um pequeno corte no atrio direito para a abertura de um
orificio que permitia a saida da solu¢do de perfusédo. A solucdo de perfusdo foi
infundida com o auxilio de uma bomba peristaltica BP600. Os animais foram
perfundidos com solucdo salina (NaCl 0,9%) resfriada. Ap0s a perfusdo, 0s
encéfalos foram dissecados e cortados coronalmente, de modo manual, com o
auxilio de navalhas, em 4 sec¢fes de 3 mm de espessura cada (Figura 7), com 0
auxilio de um molde (brain slicer) confeccionado sob medida para as dimensdes do
enceéfalo de um rato Wistar com 9 dias de vida (TASSINARI et al., 2020).

A seguir, as seccoes de tecido obtidas foram incubadas por 20 minutos em

uma solugéo de 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) 1% a temperatura de 37°C
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e, em seguida, fixadas em paraformaldeido (PFA) 4%. As sec¢bes coradas com
TTC foram digitalizadas e analisadas utilizando o programa ImageJ (NIH,
Bethesda, EUA). Cada imagem digitalizada foi capturada juntamente com uma
régua para permitir a criacdo de uma barra de calibracdo. Assim, foi possivel
determinar o tamanho real das &reas de interesse com o auxilio do mouse do
computador. As areas correspondentes ao tecido vivo (coradas com TTC) e tecido
morto (areas nao-coradas) foram multiplicadas pela espessura da fatia (3mm) para
o calculo do volume absoluto de lesdo (TANIGUCHI e ANDREASSON, 2008). A
porcentagem de lesdo (volume %) relativa ao volume total do hemisfério ipsilateral
foi calculada pela soma do volume de leséo de todas as fatias, com o resultado
sendo dividido pelo volume total do hemisfério ipsilateral a isquemia e entédo
multiplicado por 100 (TANIGUCHI e ANDREASSON, 2008; FABRES et al., 2018).

ROSTRAL ————— " CAUDAL

Figura 7. Imagem representativa das fatias coradas com TTC. Apés a perfuséo, os encéfalos foram
dissecados e cortados em 4 fatias de 3 mm de espessura cada em um molde (brain slicer). As fatias
de tecido foram incubadas por 20 minutos em uma solucdo de TTC 1% a temperatura de 37°C. As
areas correspondentes ao tecido vivo (coradas com TTC) e tecido morto (4reas ndo-coradas) foram
analisadas utilizando o programa ImageJ. A fatia 1 representa um corte mais rostral e a fatia 4 um
corte mais caudal (Figura de autoria propria).

5.10 Western blotting

Para a realizacdo da técnica de Western blotting, os hipocampos ipsilaterais

a lesdo foram rapidamente retirados ap0s a decapitacdo dos animais, congelados
em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para posterior homogeneizacdo. Os
hipocampos foram homogeneizados em tampéo de lise celular e centrifugados
(centrifuga refrigerada TH.9300R) a 4°C por 10 min a 10.000 rpm. Todo o
sobrenadante foi coletado e uma aliquota foi utilizada para a dosagem de
proteinas. A dosagem de proteinas foi realizada pelo método do acido bicinconinico
utilizando um kit comercial (Thermo Fischer — Pierce BCA Protein Assay kit 23225).
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A leitura da absorbancia foi realizada em um espectrofotometro (SpectraMax M5)

com comprimento de onda de 562 nm.

As amostras foram analisadas por NUPAGE Bis-Tris (gel de policrilamida
pré-moldado) em gel-gradiente de 4 a 12%, usando o sistema de eletroforese XCell
SureLock (Thermo Fischer/Invitrogen). As proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose com um tamanho de poro de 0,2 um e incubadas por
2h em solucdo de blogueio (tampéo Tris-salina contendo 5% de leite em po6
desnatado e 0,1% de Tween 20, pH 7,4).

As membranas foram processadas para imunodeteccdo com 0s seguintes
anticorpos primarios contra as proteinas de interesse: caspase-3 clivada (1:1000,
Cell Signaling), fosfo-Akt (1:1000, Cell Signaling) e Bcl-XL (1:1000, Sigma). As
membranas foram incubadas overnight com os anticorpos primarios. Os resultados
foram normalizados pela expressdo da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(GAPDH, 1:1000, Millipore). Foram utilizados os seguintes anticorpos secundarios
acoplados a peroxidase: IgG anti-mouse (1:10000, Millipore) para a GAPDH e para
a p-Akt, e IgG anti-rabbit (1:1000, Invitrogen) para caspase-3 clivada e Bcl-XL.
ApoOs a incubacdo com os anticorpos secundarios especificos descritos acima, as
membranas foram reveladas em sistema de quimiluminescéncia, com auxilio de

reagentes de deteccao (ECL, Amersham), no equipamento Image Quant LAS 4000.

5.11 Anélise Estatistica

Devido ao elevado numero de grupos experimentais (5 grupos x 2 sexos =
10 grupos), o que aumenta a variabilidade dos dados, as analises estatisticas
foram realizadas separadamente para machos ou fémeas. A andlise dos dados foi
realizada usando software estatistico GraphPad Prism verséao 8.0. Os dados foram
primeiramente analisados para a identificacdo e remocao de “outliers” pelo método
de ROUT, com Q=1%. Os dados foram testados para normalidade usando o teste
de Shapiro-Wilk. Apés, foi aplicada analise da variancia (ANOVA) de uma via
seguida por post hoc de Tukey (analises de peso e Western blotting). Esses dados
foram expressos como média = erro padrdo da média (SEM). Para as amostras

nao-paramétricas foi realizado o teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn (anélises
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de volume de lesdo e dos testes comportamentais). Esses resultados foram
representados como mediana e intervalos interquartis (25° e 75° percentis) e

valores maximo e minimo. Foram considerados significantes valores de p<0,05.

Durante todas as etapas do estudo os investigadores sempre foram cegos
para 0s grupos: 0s experimentadores que realizaram o procedimento cirdrgico do
modelo de HI e os que gravaram e analisaram o0s testes comportamentais nao

tinham conhecimento dos grupos experimentais aos quais 0s animais pertenciam.
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