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Resumo

A encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal, ou simplesmente hipoxia-
isquemia (HI) neonatal, € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em neonatos humanos. De 20% a 50% dos recém-nascidos com
HI severa morrem no periodo perinatal. Quando sobrevivem, 25% apresentam
deficiéncias neuropsicolégicas, como dificuldade de aprendizado, epilepsia e
paralisia cerebral. Devido a isso, a eficacia de possiveis agentes
neuroprotetores tem sido testada em modelos animais. H& razdo para se
pensar que a progesterona tem um forte potencial para o tratamento da Hl
neonatal, ja que a sua utlizacdo tem se mostrado benéfica em pesquisas
relacionadas com leséo cerebral traumatica, lesdo cerebral isquémica e outros
modelos de lesdo do sistema nervoso central (SNC) em adultos. Inumeros
estudos tém mostrado que o modelo animal de HI de Rice e Vannucci (1981)
em animais neonatos, utilizado no presente trabalho, pode produzir lesées no
sistema nervoso central relativamente previsiveis, e que estas lesdes
encefalicas parecem semelhantes as observadas clinicamente em humanos
(SALMASO et al., 2014). Para a realizacdo do modelo de HI foram utilizados
ratos Wistar com idade de 7 dias (P7). ApOs a oclusédo da carétida esquerda, 0s
animais foram colocados em camaras para exposicdo a atmosfera hipdxica
com 8% 0,/92% N, por 90 minutos. Os animais foram divididos em cinco
grupos experimentais: SHAM, HI, HI+PROG-PRE (PRE), HI+PROG-POS
(POS), HI+PROG-PRE/POS (PP). Os termos PRE e POS referem-se a
administracdo de progesterona (na dose de 5 mg/kg) antes ou apds o
procedimento de HI neonatal . Dependendo do grupo experimental, os animais
foram tratados com progesterona imediatamente antes da isquemia e/ou 6 e 24
horas apds o inicio da hipdxia. Foram analisados o peso corporal dos animais
(imediatamente antes da isquemia e 6, 24 e 48 horas ap0s o inicio da hipoxia),
o volume de leséo cerebral, além da expressao das proteinas p-Akt e caspase-
3 pela técnica de Western blotting.

Palavras-chave: hipdxia-isquemia neonatal, progesterona, volume de
leséo, Akt, caspase-3.



Abstract

Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy or simply neonatal hypoxia-
ischemia (HI) is a main cause of morbidity and mortality in human neonates.
Moreover, 25% of survivors show neuropsychological dysfunctions such as
learning difficulties, epilepsy and cerebral palsy. Because of this, the
effectiveness of potential neuroprotective agents has been tested in animal
models. There is a reason to suppose that progesterone has a strong potential
for the treatment of neonatal HI since its use has been shown to be beneficial in
researches related to traumatic brain injury, ischemic brain injury and other
central nervous system injury models (CNS) in adults. Several studies have
shown that the newborn animal model of HI developed by Rice and Vannucci
(1981), and used in the present study, can produce lesions in the central
nervous system which are predictable and similar to those observed clinically in
humans. In order to perform the HI model we used 7 days old (P7) Wistar rats.
After occlusion of the left carotid, the animals were placed in hypoxic chambers
and exposed to the hypoxic atmosphere (8% 0,/92% N, for 90 minutes). The
animals were divided into five groups: SHAM, HI, HI+PROG-PRE (PRE),
HI+PROG-POS (POS), HI+PROG-PRE/POS (PP).The PRE and POS terms
refer to the administration of progesterone (5 mg/kg) before and/or after the Hli
procedure. Progesterone was administered immediately before ischemia, 6 and
24 hours after the beginning of hypoxia, depending on the experimental group.
Body weight was evaluated immediately before ischemia and/or 6 and 24 hours
after the start of hypoxia. The volume of brain damage, in addition to the
expression of p-Akt and caspase-3 were also evaluated.

Keywords: neonatal hypoxic-ischemic, progesterone, lesion volume, Akt,

caspase-3



1 INTRODUCAO

A encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal ou simplesmente hipoxia-
isquemia (HI) neonatal € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em neonatos (KNOX et al., 2013). A HI ocorre em cerca de 2% dos
recém-nascidos, sendo que 60% destes sdo prematuros. De 20% a 50% dos
recém-nascidos com HI severa morrem no periodo perinatal. Quando
sobrevivem, 25% apresentam deficiéncias neuropsicoldgicas, como dificuldade
de aprendizado, epilepsia e paralisia cerebral (MCQUILLEN; FERRIERO,
2006). As causas da HI, em sua maioria, ocorrem antes do nascimento, porém
podem ocorrer também durante e apds o nascimento (DOUGLAS-ESCOBAR,;
WEISS, 2013).

A compreensdo da fisiopatologia da HI neonatal € essencial para a
concepcao de intervencdes eficazes no feto e no recém-nascido que sofreram
eventos hipoxico-isquémicos encefalicos (VANNUCCI; HAGBERG, 2004).
Existe uma escassez de opcOes terapéuticas para o tratamento da HI
(FERRIERO, 2004), embora a busca por estratégias para superar este
problema venha de longa data (YANG et al.,, 2012). A Unica terapia bem
estabelecida atualmente para a HlI em neonatos nascidos a termo é a
hipotermia moderada. Entretanto, a hipotermia promove protecdo apenas se 0
encéfalo for moderadamente afetado pelo evento hipdxico-isquémico, ndo tendo
efeito se o evento for severo. Devido a isso, a eficacia de outros possiveis
agentes neuroprotetores tem sido testada em modelos animais (REES;
HARDING; WALKER, 2011).

1.1 Hip6xia-isquemia neonatal

Em um curto periodo de isquemia ndo é possivel observar mudancas
histopatolégicas encefalicas. Entretanto, a deterioracdo no estado energético e
as subsequentes alteracbes metabodlicas ocorrem rapidamente, podendo ser
observadas nos primeiros cinco minutos pos-isquemia (DUARTE; CAMPOS;

COLLI, 2003). Os efeitos cerebrais causados pela isquemia podem ser
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divididos em trés fases: despolarizacdo, cascata bioquimica e lesdo de
reperfusdo (RIMPILAINEN et al., 2000).

A deterioracdo no estado energético estd associada a reducdo da
sintese de ATP, prejudicando o equilibrio idnico através da membrana celular,
invertendo as concentracdes dos ions e gerando edema cerebral (KORC;
BIDEGAIN; MARTELL, 1995; PRANDINI et al., 2005). Em funcdo desta
diminuicdo da concentracdo de ATP, ha uma dificuldade em manter a atividade
das bombas, como a bomba Na*/K*-ATPase, levando a uma despolarizacio da
célula que causa uma massiva liberacdo de neurotransmissores, incluindo o
glutamato (DU PLESSIS; JOHNSTON, 1997; SANCHES et al.,, 2013a). Os
eventos hipdxico-isquémicos tém sido relacionados com a liberacdo excessiva
de aminoacidos excitatérios. Durante o evento hipdxico, os neurdnios que
liberam glutamato sdo ativados pela entrada de calcio devido a despolarizacdo
(DELIVORIA-PAPADOPOULOS; MISHRA, 1998).

A neurotoxicidade do glutamato esta intimamente ligada a um aumento
de Ca®'intracelular causado pela estimulacdo excessiva de seus receptores
ionotrépicos, que sao canais i6nicos que quando ativados se tornam
permeaveis a cations como sodio, célcio e potassio. Os receptores ionotropicos
do glutamato séo divididos em NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (4cido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico) e cainato. Também ocorre
estimulacdo dos receptores metabotrépicos, que sao proteinas ligadas a
ativacdo de sistemas de segundos mensageiros acoplados a proteina G, 0s
quais modulam a atividade de enzimas como adenilato-ciclase, guanilato-
ciclase e fosfolipase C. Sendo o receptor NMDA altamente permeavel ao Ca?*,
sua hiper-estimulacdo tem sido considerada como a principal responsavel pela
morte celular associada a excitotoxicidade do glutamato (DELIVORIA-
PAPADOPOULOS; MISHRA, 1998; MELDRUM, 2000; OZAWA; KAMIYA;
TSUZUKI, 1998). Esta condicdo de aumento excessivo de Ca®" intracelular
gera uma retroalimentacéo positiva, que leva a despolarizacdo da membrana,
abertura de mais canais NMDA e mais influxo elevado de Ca?*, o qual sera
bombeado pelas Ca®*-ATPases da membrana plasmatica, levando assim ao
consumo exagerado de ATP (PRANDINI et al., 2005).

O principal fator da cascata de eventos ativada pela HI é justamente
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esse acumulo do célcio citosélico, que leva a morte celular induzida pela
hipoxia-isquemia (PROCIANOY; SILVEIRA, 2001). As altas concentracdes
intracelulares de Ca** levam a alteracdes como a ativacdo das fosfolipases A e
C, que promovem a hidrolise dos fosfolipidios e geram agressao celular
(GAGLIARDI, 2000). A concentracdo aumentada de Ca®', além de levar a
ativacdo das fosfolipases, também pode ativar enzimas celulares envolvidas
em processos auto-digestivos e estimular uma sequéncia de reacdes
enzimaticas toxicas que causam danos ao processo de fosforilacdo oxidativa,
com reducéo da funcdo mitocondrial e da producédo de energia (GAGLIARDI,
2000; PRANDINI et al., 2005).

O insulto hipoxico-isquémico leva também a uma ativacdo excessiva da
enzima Oxido nitrico sintase (NOS), o que eleva a concentracdo de 6xido nitrico
(NO) e a producédo de radicais livres. Quando a producéo de radicais livres
ultrapassa a capacidade das defesas antioxidantes ocorre estresse oxidativo,
que pode levar a lesbes na membrana plasmatica das células neurais
(GAGLIARDI, 2000).

Outro evento importante durante o processo de HI é a liberacdo de
citocromo C pela mitocondria. O citocromo C € um ativador das caspases e, em
conjunto com outros ativadores, acaba alterando o transporte de elétrons e
levando a perda do potencial transmembrana mitocondrial. 1sso resulta em
reducdo ou mesmo deplecdo do ATP celular, fato que auxilia no processo de
morte celular (KOWALTOWSKI, 2000; ROSETO; BRENNER, 1999). Além da
deplecdo do ATP, a ativacdo das caspases pelo NO e pelo citocromo C pode
dar inicio ao processo conhecido como apoptose ou morte celular programada
(ZHU et al., 2004).

No evento hipdxico-isquémico, o excesso de radicais livres ultrapassa a
capacidade das defesas antioxidantes (KOWALTOWSKI, 2000), induzindo
necrose e apoptose (ROSETO; BRENNER, 1999), sobretudo no recém-nascido
pré-termo que nasce com uma protecdo insuficiente contra os radicais livres de
O, (KORC; BIDEGAIN; MARTELL, 1995; TATARANNO; PERRONE;
BUONOCORE, 2015). A ativacdo de proteases pelo Ca?*, juntamente com o
excesso de radicais livres que atuam na membrana fosfolipidica, podem

lesionar a membrana plasmatica e acabar danificando a célula (PRANDINI et
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al., 2005). Ao mesmo tempo, varias evidéncias experimentais indicam também
o envolvimento da cascata inflamatéria na patogénese da lesédo isquémica
cerebral e no processo de excitotoxicidade (PRANDINI et al., 2005).

A figura 1 resume o0s eventos que ocorrem durante a encefalopatia

hipdxico-isquémica.

Hipoxia-lsquemia
M

Deficiéncia da bomba Na+/K*ATPase-dependente

= —-—'_-_-_-_._-_ _-_-_-_-_-_'—-— L
Entradade Ma+ nacélula Despolarizagdo da Membrana
T A
Sobrecarea osmalar Liberag3o do glutamato
carg T
W Ativac3o dos recptores NMDA Cat+
Maorte neuronal imediata dependentesde ligantes
b
Apoptose Aumento do influxo de Ca®*

i Ativagdo das reacbes quimicas, que induzem a morte celular |7

v !

Ativagdo da PEC | | Ativagdo da NO sintase | Ativacdo de  enzimas Ativagdo das
zuto-digestivas fosfolipases A 2
Fosforilaggo de proteinas Aumento da sinte= de r C
resp::lnsé'f.reis pelz retirsda de NO Danos = fosforilzcdo R
Cz*+da celula 4 oxidztiva Hidraliza de
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|
y
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Figura 1 — Esquema ilustrativo da fisiopatologia da encefalopatia
hipéxico-isquémica (modificado de ARAUJO et al., 2008)
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1.2 Reperfusao

Além dos mecanismos relacionados a lesao hipoxico-isquémica, também
podem ser produzidos danos celulares durante a fase de recuperagdo do
fornecimento de oxigénio e restabelecimento da fosforilagdo oxidativa. Quando a
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial esta comprometida e ocorre um
retorno repentino da disponibilizacdo de oxigénio, pode ocorrer a producéo
excessiva de radicais livres que afetam a recuperacdo mitocondrial, inibindo
ainda mais a respiracdo mitocondrial e tornando impossivel a recuperacgéo, ou até
mesmo agravando a lesdo inicial. Esta € a situagdo conhecida como lesdo de
reperfusdo (MUNIZ; FARIA; VASCONCELOS, 2004; NAKANO; COLLI;
ROSELINO, 2002; PRANDINI et al., 2005). Como esse retorno do fluxo
sanguineo oxigenado pode desencadear lesdes teciduais intensas, a
manutencdo de um fluxo sanguineo reduzido na &rea isquémica permite a
ocorréncia de disfuncdo celular sem morte eminente, possibilitando uma
recuperacdo celular dependendo do tempo e da intensidade da isquemia
(CASTRO E SILVA JR. et al., 2002; DUARTE; CAMPQOS; COLLI, 2003).

A reperfuséo parece nao interferir com a funcdo mitocondrial em tecidos
cerebrais submetidos a até 30 minutos de isquemia, porém periodos maiores
fazem com que a retomada da funcdo mitocondrial ndo seja completa e o
consumo de O, mantenha-se abaixo daquele do periodo pré-isquémico
(DUARTE; CAMPOS; COLLI, 2003; NAKANO; COLLI; ROSELINO, 2002). Os
acidos graxos livres (AGL) se acumulam no tecido cerebral durante a isquemia,
enquanto que na fase da reperfusdo esses AGL sofrem metabolizagédo
formando radicais livres que promovem a peroxidacdo lipidica, que se
propaga na forma de uma reagcdo em cadeia autocatalitica (TARDINI et al.,
2003).
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1.3 Fisiopatologia do modelo

Indmeros estudos tém mostrado que os diferentes modelos
experimentais de hipéxia e/ou isquemia em animais neonatos podem produzir
lesdes do sistema nervoso central relativamente previsiveis (JOHNSTON et al.,
2001; RICE; VANNUCCI; BRIERLEY, 1981), e que estas lesdes encefalicas
parecem semelhantes as observadas clinicamente em humanos (VANNUCCI,
1990).

No modelo animal de HI de Rice e Vannucci (RICE; VANNUCCI,
BRIERLEY, 1981), durante a exposicdo a condicdo de hipoxia, os filhotes
apresentam hipoxemia combinada com hipocapnia, produzida pela
hiperventilacdo. A hipocapnia compensa a acidose metabdlica produzida pela
acidose lactica e o pH sistémico néo é alterado significativamente (VANNUCCI,
HAGBERG, 2004). A média da pressdo arterial sistémica diminui 25-30%
durante a hipoxia e o fluxo sanguineo cerebral no hemisfério ipsilateral a
ligadura da carétida € reduzido em 40-60%. O fluxo sanguineo cerebral &
restaurado a valores controle imediatamente ap0s o regresso as condi¢des de
normoxia (VANNUCCI; HAGBERG, 2004).

Danos cerebrais, que podem variar desde uma morte neuronal seletiva
até um infarto tecidual generalizado, ou uma combinacdo de ambos, sdo uma
constatagdo quase universal nos animais neonatos submetidos ao modelo de
HI. A lesdo é normalmente restrita ao hemisfério ipsilateral a ligadura e é
observada principalmente no coértex cerebral, na substancia branca
periventricular, no estriado, no talamo e no hipocampo. Esses danos sao
raramente observados no hemisfério contralateral (VANNUCCI; HAGBERG,
2004).

As consequéncias neuropatolégicas da lesédo ocasionada pela hipdxia-
isquemia dependem do periodo de gestacdo em que 0s animais se encontram
no momento do parto, assim como da intensidade e da duracdo do evento
hipéxico-isquémico, podendo levar a deficiéncias motoras e cognitivas
(MCQUILLEN; FERRIERO, 2006).
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1.4 Metabolismo energético e transporte de nutrientes no cérebro

imaturo

A glicose é um combustivel obrigatério para o encéfalo adulto, bem
como para 0 recém-nascido, mas o metabolismo da glicose cerebral no
encéfalo imaturo apresenta caracteristicas que diferem do adulto, em parte
conferindo resisténcia e em parte conferindo vulnerabilidade ao processo de
hipdxia-isquemia (CREMER, 1982; NEHLIG; PEREIRA DE VASCONCELOS,
1993). A vulnerabilidade esta associada a falha energética provocada pela Hl e
implica em uma menor funcionalidade de transportadores idnicos, acimulo de
calcio intracelular, mudancas no padrdo de neurotransmissdo e, dependendo
da gravidade e do tempo de reducdo no contetudo de ATP, pode levar a danos
ao DNA (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011).

A resisténcia estad associada a baixa taxa metabdlica basal no cérebro
imaturo, o que pode ser relacionado principalmente com o nivel de maturacao
neuronal e a atividade sinaptica na fase de desenvolvimento cerebral. Além
disso, os roedores recém-nascidos e 0s seres humanos recém-nascidos
podem facilmente utilizar outros substratos que ndo a glicose (o lactato e os
corpos cetdnicos), para satisfazer as necessidades energéticas cerebrais
(EDMOND et al., 1985; NEHLIG; PEREIRA DE VASCONCELOS, 1993).

Durante as primeiras duas semanas ap0s 0 nascimento, os roedores sao
especialmente cetogénicos. Isso ocorre devido as altas concentracfes de
lipideos presentes no leite materno. Os corpos cetbnicos presentes no leite
materno podem fornecer 60% do combustivel energético cerebral durante estas
duas semanas de vida (NEHLIG; PEREIRA DE VASCONCELOS, 1993).

O transporte de glicose e de corpos cetbnicos da circulagdo para o
encéfalo é mediado por duas familias de proteinas de membrana, as proteinas
transportadoras de glicose da familia dos GLUTs, e as proteinas
transportadoras de monocarboxilatos (MCT) (VANNUCCI; VANNUCCI, 1997).
O GLUT1 e 0 GLUT3, e 0 MCT1 e 0 MCT2 séo as principais isoformas desses
transportadores presentes no cérebro dos mamiferos (VANNUCCI; HAGBERG,
2004).



16

O transporte de glicose através da barreira hematoencefalica (BHE) é
mediado por uma forma glicosilada de GLUT1 (55 kDa); a forma menos
glicosilada de GLUT1 (45 kDa) é expressa no plexo coréide, epéndima, bem
como em todos os elementos gliais do cérebro. Ja o GLUT3 é o transportador
neuronal de glicose (VANNUCCI; VANNUCCI, 1997). No rato, a utilizacdo de
glicose cerebral é apenas 10% do valor do adulto durante as primeiras
semanas ap0s 0 nascimento e a expressao dos GLUTs é comparativamente
baixa, sendo que ocorre um aumento na expressdo de GLUT3 neuronal
coincidente com o0s periodos de maturacdo neuronal e sinaptogénese
(NEHLIG; DE VASCONCELOS; BOYET, 1988). No entanto, o0s corpos
cetbnicos fornecem uma proporcao significativa de combustivel metabdlico
cerebral durante as primeiras duas semanas de vida do rato e a alta expressao,
especialmente de MCT1, na BHE, reflete a utilizacdo preferencial deste
substrato energético. Assim, o cérebro imaturo caracteriza-se por uma baixa
capacidade para o transporte de glicose e uma alta capacidade de transporte
tanto de corpos cetbnicos quanto de lactato. Durante situacdes de hipdxia e
hipoxia-isquemia, o encéfalo do neonato aumenta sua dependéncia da glicélise
anaerébia, confrmando o aumento da utilizacdo da glicose cerebral
(BINKOWSKI; WEINMANN, 2015; VANNUCCI; YAGER; VANNUCCI, 1994).
No entanto, a baixa concentracdo de transportadores de glicose no cérebro do
rato P7 torna a utilizacdo de glicose cerebral limitada nesta fase do
desenvolvimento (VANNUCCI; HAGBERG, 2004).

As concentracdes de glicose no cérebro do animal neonato submetido
ao modelo de HI caem rapidamente para concentracdes quase indetectaveis
(apesar do plasma manter concentragbes préximas do normal). Essa fase
inicial da falha energética cerebral € normalmente observada apos 90 minutos
de hipéxia-isquemia (YAGER; BRUCKLACHER; VANNUCCI, 1992). A
capacidade do neonato de sobreviver a um periodo de HI mais longo do que o
adulto relaciona-se com os niveis reduzidos de consumo de energia, mas a
incapacidade para transportar glicose suficiente pela BHE impde, para o
neonato, uma limitagao significativa na utilizacao de glicose cerebral durante a
HI (VANNUCCI; HAGBERG, 2004). Estas duas caracteristicas opostas do

neonato, resisténcia e vulnerabilidade cerebral a HI, ndo se anulam
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completamente em um ambiente pobre em oxigénio e 0 animal neonato ainda
consegue apresentar uma maior resisténcia ao modelo de HI em comparacao
ao animal adulto (VANNUCCI; HAGBERG, 2004).

1.5 Via da Akt

A apoptose, ou morte celular programada, € caracterizada como um
conjunto distinto de alteracdes morfoldgicas e bioquimicas (KUAN et al., 2000).
A via PI3K/Akt € uma importante via de sinalizacdo anti-apoptoética e de
sobrevivéncia celular (BRYANT et al., 2006; LI et al., 2015). Em mamiferos, a
Akt (também conhecida como proteina cinase B) compreende trés membros
homologos conhecidos como PKB alfa (Aktl), PKB beta (Akt2), e PKB gama
(Akt3) (FERNANDES et al., 2008). Estas trés isoformas compartiiham mais de
80% de homologia e sdo expressas de maneira especifica nos tecidos. Assim,
as isoformas Aktl e Akt2 sdo predominantemente expressas no musculo
esquelético, cérebro, coracdo e pulméo, enquanto a isoforma Akt3 predomina
apenas no cérebro e testiculo (COFFER; WOODGETT, 1991; JONES et al.,
1991). Além da apoptose, a Akt também atua como um regulador crucial de
processos celulares como proliferacdo, diferenciagdo e metabolismo. A
fosforilacdo e a consequente ativacdo da Akt podem ser reguladas por varios
estimulos, tais como hormoénios, fatores de crescimento e componentes da
matriz extracelular, de maneira dependente da fosfatidilinositol 3 cinase (PI13K)
(FRANKE et al., 1995).

A ativacdo da Akt estimula substratos envolvidos na sobrevivéncia
celular e inibe substratos pro-apoptoticos, como Bad e caspase-9, inibindo as
vias de apoptose e contribuindo para a sobrevivéncia celular (CARDONE et al.,
1998; KIM et al., 2007; NAIR; OLANOW, 2008).

A maioria dos estudos sobre o envolvimento da proteina Akt na leséo
isquémica observou algum grau de alteracdo na fosforilacdo dessa enzima, nos
mais variados periodos ap6s a lesdo. Os processos de
fosforilagdo/desfosforilagdo s&o mecanismos regulatérios que levam a
ativacao/inativacdo da Akt (KITAGAWA et al., 2002a). Entretanto, outra forma
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de inativacdo da enzima é sua clivagem pela caspase 3, que anula os efeitos
anti-apoptéticos da Akt (FRANCOIS; GRIMES, 1999).

A ativacdo da Akt promove sobrevivéncia através de diferentes acdes
celulares. Uma acdo que pode mediar os efeitos neuroprotetores da Akt
durante eventos hipdéxicos € o aumento da captacdo de glicose pelas células
afetadas (LI et al., 2015).

1.6 Progesterona

A ideia de que os esteroides gonadais controlam apenas as funcoes
reprodutivas e de que os esteroides produzidos pelas adrenais regulam apenas
a homeostase dos fluidos e a resposta adaptativa ao estresse tem mudado
completamente nos ultimos anos (SCHUMACHER et al.,, 2007). Diversos
estudos experimentais tém demonstrado multiplas acfes da progesterona, do
estradiol, dos androgénios, dos glicocorticoides e dos mineralocorticoides no
sistema nervoso central (SNC) e sua influéncia no funcionamento de neurénios
e de células gliais (SCHUMACHER et al., 2007). Atualmente, sabe-se que o
SNC néo é alvo apenas da acao enddcrina exercida por esteroides sintetizados
em tecidos periféricos, mas também por uma acdo como neurotransmissor
exercida por esses esteroides, quando sdo chamados de neuroesteroides
(BAULIEU, 1998).

Varios esteroides exdgenos ou sintéticos também podem modificar a
atividade do sistema nervoso. Por isso, foi criado o termo "esteroides
neuroativos" (PAUL; PURDY, 1992) referindo-se a todos os esteroides capazes
de regular as fung¢des neurais, incluindo hormonios esteroides, neuroesteroides
e esteroides sintéticos (MELCANGI; GARCIA-SEGURA; MENSAH-NYAGAN,
2008).

A progesterona é um neuroesteroide e pode ser sintetizada a partir do
colesterol ou a partir de precursores esteroides importados de estruturas
periféricas que sdo metabolizados “in situ” (DUBROVSKY, 2006; KUMRAL et
al., 2003; SHAHROKHI et al., 2010), no sistema nervoso central e periférico,
nas células gliais e em neurbnios (CHEN et al., 2008; STEIN, 2008). A
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progesterona também é considerada um esteroide neuroativo, sendo capaz de
modular a atividade neural (DUBROVSKY, 2006) e de regular diversas outras
funcdes do organismo, como desenvolvimento, diferenciagdo, metabolismo e

reproducéo de fémeas de varias espécies (PLUCHINO et al., 2006).

A acéo da progesterona produz tanto efeitos gendémicos como efeitos
nao-gendmicos (RUPPRECHT, 2003). Sendo um esteroide, a progesterona
atravessa a membrana plasmatica e atua em receptores intracelulares,
produzindo seus efeitos genbmicos classicos, de longo-prazo (minutos a
horas). Os receptores de progesterona atuam como fatores de transcricao,
regulando a expressdo de genes de redes neurais para 0 inicio ou para a
manutencdo de respostas fisiolégicas (MANI, 2008). Classicamente, esses
receptores se apresentam sob duas isoformas, os receptores de progesterona
A (PRA) e os receptores de progesterona B (PRB), que diferem em relagéo a
sua estrutura e, consequentemente, a sua resposta a progesterona, com o
PRA sendo um repressor do PRB (MANI, 2008).

Por outro lado, a progesterona também pode produzir efeitos nao-
gendbmicos, que podem ser observados de milissegundos até poucos
segundos, ou seja, sdo muito mais rapidos do que os efeitos classicos. Muitos
desses efeitos sdo mediados por metabdlitos da progesterona, como por
exemplo, a alopregnanolona. Esses efeitos incluem a modulagédo da
excitabilidade neuronal através de acdes na superficie celular e efeitos
moduladores sobre a funcdo e composicdo de alguns receptores, como por
exemplo, os receptores serotoninérgicos e o receptor GABAA (ARBO et al.,
2014; RUPPRECHT, 2003).

Este efeito prejudicial da progesterona pode ser explicado pelos efeitos
da ativagédo do receptor GABAA. cuja ativacdo também é dependente da idade,
como explicado por Tsuji e colaboradores (TSUJI et al., 2012). Em uma fase
inicial da maturagéo encefalica, os neurénios tém concentragdes intracelulares
mais elevadas de cloreto (CI), que conduzem a um efluxo de CI" e as acdes
excitatorias do GABA nos neurdnios imaturos. A redugdo progressiva da
concentracdo de CI intracelular durante o desenvolvimento precoce € a chave
da alteracdo da acdo do GABA de excitatorio (despolarizacdo) para inibitério
(hiperpolarizacéo), o que se mantém por toda a vida do animal (BEN-ARI et al.,
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2007). O momento desta mudanca depende da espécie, sexo, estrutura
cerebral e tipo neuronal. Em ratos Wistar, este momento ocorre entre P8 e P12
no hipocampo (BEN-ARI et al., 2007). Especula-se que a lesé&o produzida pela
hipoxia-isquemia poderia atrasar o desenvolvimento do receptor GABAA ou
agravar outros mecanismos, além da acdo do GABA, que podem ocorrer em
animais imaturos (TSUJI et al., 2012).

Sabe-se que a progesterona ativa algumas vias de sinalizacdo
envolvidas com estimulos pro-sobrevivéncia em diferentes areas encefélicas,
promovendo a fosforilacdo da Akt e a fosforilagdo da Erk (componente da via
das proteinas cinases ativadas por mitdgenos - MAPK) (GUERRA-ARAIZA et
al.,, 2009; KAUR et al., 2007). Essas cinases participam das acdes da
progesterona envolvendo o controle da diferenciacdo e da funcéo neuronal e
do comportamento reprodutivo, além das acdes de neuroprotecdo (KAUR et al.,
2007). A progesterona pode, ainda, reduzir a expressdo e a atividade da
enzima caspase-3, que é considerada a caspase efetora central e final, sendo
responsavel pela maior parte da apoptose bioldgica. Seu efeito preventivo ao
dano cerebral e seu mecanismo de acdo tém atraido cada vez mais a atencéo
dos pesquisadores (WANG et al., 2013).

Ha razbes para se pensar que 0 neuroesteroide progesterona tem um
forte potencial para o tratamento da HI neonatal ja que o mesmo apresenta
efeitos benéficos em pesquisas relacionadas com lesédo cerebral traumética,
les@o cerebral isquémica e outros modelos de lesdo do sistema nervoso central
(SNC) de adultos (KAORE et al., 2012; LUOMA; STERN; MERMELSTEIN,
2012; STEIN, 2011).

Os mecanismos moleculares que ativam a cascata de lesdo isquémica
no cérebro adulto sdo semelhantes aos ativados pela HI em animais neonatos
(PETERSON et al., 2015). Em ambos os modelos de lesdo, ha edema cerebral,
infiltracdo de macréfagos e ativacdo microglial, levando a uma resposta
inflamatoria, excitotoxicidade e morte celular (SAYEED; STEIN, 2009;
THORNTON et al., 2012). A medida que a cascata de lesdo progride, pode
ocorrer desmielinizacdo, formacao de radicais livres e indugéo de apoptose, 0
gue significa mais dano e, consequentemente, morte celular (PETERSON et al.,

2015). Alguns autores ja demonstraram que a progesterona também pode
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diminuir o edema cerebral, diminuir a peroxidacao lipidica, diminuir a apoptose
e anormalidades neuronais, promover a estabilidade da BHE, além de melhorar
a cognicdo apos danos cerebrais (AGGARWAL et al.,, 2008; SARKAKI et al.,
2013). A progesterona também pode diminuir o edema, a inflamacao, a
excitoxicidade do glutamato, os radicais livres e a apoptose em lesbes de
encéfalos adultos (GUO et al., 2006; ISHRAT et al., 2010; STEIN, 2011). No
entanto, Tsuji e colaboradores (TSUJI et al., 2012) relataram que a
progesterona e a alopregnanolona teriam um efeito agravante na lesdo cerebral
hipoxico-isquémica em ratos imaturos. Essa diferenca de resultados na
literatura pode ser relacionada a variacdo de doses utilizadas de progesterona,
diferenca de idade dos animais e o momento em que é administrado o
neuroesteroide nos diferentes trabalhos (PETERSON et al., 2015; TSUJI et al.,
2012; WANG et al., 2010).

O possivel mecanismo neuroprotetor da progesterona ainda nao esta
completamente esclarecido. Estudos sobre o efeito neuroprotetor da
progesterona tém focado principalmente nos danos encefalicos em ratos
adultos, enquanto aqueles em ratos recém-nascidos sdo raramente relatados
(WANG et al, 2013). As concentracbes séricas da progesterona e da
alopregnanolona, principal metabdlito da progesterona, em uma gestante,
tendem a aumentar durante a gravidez, mostrando uma elevacdo em torno de
10 a 100 vezes no momento do parto (LUISI et al., 2000). Ja foi demonstrado
que a concentracdo de alopregnanolona encontrada no cordao umbilical é
praticamente a mesma daquela encontrada no sangue materno (HILL et al.,
2000). Além disso, esses esteroides tém a caracteristica de cruzar facilmente a
BHE (LI et al., 2013). O encéfalo do rato recém-nascido também esta exposto a
altas concentragcdes de progesterona e alopregnanolona (GROBIN et al., 2003).
Estes dois neuroesteroides séo fornecidos pela circulacdo materna, além de
serem produzidos pelo encéfalo do feto. Por outro lado, as concentracdes de
progesterona e de alopregnanolona diminuem muito no encéfalo do neonato
apo0s o nascimento, devido a perda do fornecimento de sangue materno (WANG
et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

A hipoxia neonatal ainda desperta grande interesse cientifico e politico-
social, uma vez que continua situando-se entre as causas mais frequentes de
Obito neonatal no mundo, além de deixar sequelas graves nos sobreviventes,
requerendo acdes preventivas(VANNUCCI; HAGBERG, 2004).

Muito do conhecimento atual sobre os mecanismos de lesdo hipéxico-
isquémica encefalica, bem como potenciais intervengdes terapéuticas, deriva
de uma extensa literatura sobre modelos experimentais de isquemia em ratos
adultos (AGGARWAL et al., 2008; GIBSON; COOMBER; RATHBONE, 2009).
No entanto, a aplicacao direta dos resultados obtidos no encéfalo adulto para o
animal neonatal tem sido dificultada por um paradoxo, no qual o cérebro
imaturo tem sido considerado mais ‘“resistente” aos efeitos prejudiciais da
hipéxia e da HI. Além disso, um insulto hipdxico-isquémico ou hipoxia no
encéfalo em desenvolvimento terd& um impacto sobre a maturacdo
subsequente, com consequéncias duradouras para o sistema nervoso adulto
(VANNUCCI; HAGBERG, 2004). Estudos avaliando as acfes da progesterona
durante eventos de hipdxia-isquemia neonatal sdo escassos, mas seriam de
relevancia essencial para o planejamento de intervencdes eficazes para o feto
e 0 recém-nascido que sofreram eventos hipoxico-isquémicos encefalicos.
Portanto, este estudo aborda possiveis efeitos neuroprotetores da
progesterona no encéfalo de ratos Wistar submetidos ao modelo de HI
neonatal e busca esclarecer o envolvimento da via da Akt e da ativacdo da

caspase-3 nesses efeitos.
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3. HIPOTESE

Baseado no acima exposto e nos dados da literatura, a hipotese do
presente projeto foi de que a progesterona administrada em ratos neonatos
submetidos ao modelo de HI tem efeitos neuroprotetores, reduzindo o volume
da lesédo encefalica causada pela HI. Para isso, entre os efeitos multiplos da
progesterona, se propfe que a mesma seja capaz de ativar vias de
sobrevivéncia celular, como a via da Akt, e de inibir vias de apoptose, como a

via das caspases.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi investigar o possivel efeito
neuroprotetor da progesterona no encéfalo de ratos neonatos submetidos ao
modelo de HI, procurando identificar os mecanismos de acdo do horménio

sobre vias de sobrevivéncia ou morte celular.

4.2. Objetivos especificos

-Determinar o grau de dano encefalico provocado pela HI neonatal e
verificar se a progesterona reduz este dano. Para isso, foi avaliado o volume da
lesdo no hemisfério ipsilateral & mesma;

-Determinar o efeito da HI neonatal e a acdo da progesterona sobre
processos associados a sobrevivéncia ou morte celular no hipocampo dos
animais dos diferentes grupos experimentais. Para isso, foram avaliadas a
expressao da proteina Akt (proteina com efeitos anti-apoptoticos) e da proteina
caspase 3 (proteina pro-apoptética).

-Investigar se 0 momento de administracdo da progesterona, antes e/ou
depois da HI, pode alterar os efeitos desse neuroesteroide neste modelo
experimental.

-Verificar se a lesdo HI pode provocar efeito sistémico, como alteracéo

do peso corporal dos animais neonatos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 120 ratos Wistar machos neonatos com 7 dias de idade
(P7) e 15 maes. Os animais foram provenientes do Centro de Reproducéo e
Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL) da UFRGS. Foi realizada
a implantacdo dos filhotes machos nas caixas, para que cada caixa contivesse
sempre uma rata mae e oito filhotes machos. Apos o recebimento dos animais
do CREAL, os mesmos foram mantidos nos biotérios setoriais da Unidade de
Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
Os filhotes foram mantidos em caixas plasticas de 270 x 260 x 310 mm,
juntamente com suas respectivas maes (8 filhotes machos por caixa,
juntamente com as respectivas maes). O assoalho das caixas foi recoberto
com maravalha. As mées receberam alimentacdo e agua ad libitum e os
animais foram mantidos sob periodos de 12h luz/12h escuro, sob temperatura
média de 22°C.

5.2 Consideracées Eticas

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a resolugao
normativa n° 12, de 20 de setembro de 2013 e a resolugdo normativa n°13, de
20 de setembro de 2013 do 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,
constantes do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (8th edition)
do National Research Council. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS (projeto numero 26669) e pela
CEUA/HCPA (projeto namero 140578).
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5.3 Anestesia

Para a anestesia, 0s animais receberam isoflurano, liberado por cone
nasal, conforme descrito por Smith e colaboradores (SMITH et al., 2004), com
pequenas modificacdes: 5% para a inducdo e 3% para a manutengédo, com o
oxigénio (5L/min) como gas de transporte. A concentracdo de isoflurano
administrada foi controlada com a utilizacdo de um vaporizador calibrado
especifico para isoflurano (marca HB). Apds a anestesia, 0s animais neonatos

foram submetidos ao procedimento de HI neonatal.

5.4 Hipoxia-isquemia neonatal

O procedimento de HI neonatal foi baseado no modelo de Rice-Vannuci
(Rice, Vannucci et al. 1981). No P7, sob anestesia, os animais foram
submetidos a cirurgia para a oclusdo da artéria carétida comum esquerda. Foi
realizada incisao longitudinal dois milimetros a esquerda da traqueia, seguida
por divulsdo dos musculos presentes na area para localizacdo da cardtida
comum esquerda. A car6tida comum esquerda foi isolada e ocluida
permanentemente por meio de n6 com fio cirdrgico (seda 4.0). Apos a ocluséo
da cardtida, foram realizados dois nos internos (seda 4.0) na pele do animal,
para que o ferimento realizado pelo corte ndo ficasse exposto, diminuindo assim
as chances de infeccdo e melhorando a cicatrizacdo. Apos a cirurgia, os filhotes
foram deixados com as mées durante 1h-2h para recuperacdo e entdo foram
alocados em uma camara para hipdxia (n=6 animais por cAmara) e expostos a
atmosfera hipoxica utilizando uma mistura certificada de 8% 0,/92% N, por 90
minutos a 33°C (Figura 2). A umidade dentro da camara foi mantida em torno
de 70%. A camara foi colocada dentro de uma incubadora (marca Fanem,
modelo C186TS) para manter a temperatura adequada. A temperatura e a
umidade foram verificadas com a utilizacdo de um termo-higrémetro. O fluxo de
gas que foi infundido para a camara de hipoxia foi de 5L/min. Terminada a

exposicdo, os filhotes foram retirados da camara hipdxica e colocados em
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recuperacdo, novamente em uma caixa Sob aquecimento, por

aproximadamente 30 minutos e entdo retornaram as suas maes.
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Figura 2 - Procedimento de hipoxia-isquemia de Levine (LEVINE, 1960),
modificado, que se utiliza da combinag&o de hipdxia e isquemia.

5.5 Grupos experimentais e administracao de progesterona

A administracdo de progesterona foi realizada de acordo com o modelo
proposto por Tsuji e colaboradores (TSUJI et al.,, 2012). A progesterona
(Sigma) foi dissolvida em ciclodextrina 22,5% (2-hidroxipropil-p-ciclodextrina) e
foi administrada na dose de 10 mg/kg de peso corporal (na concentracao de 5
mg/mL).

Os animais foram divididos em cinco grupos: SHAM, HI, HI+PROG-PRE
(PRE), HI+PROG-POS (POS), HI+PROG-PRE/POS (PP). Com excecdo do
grupo SHAM, os animais de todos os demais grupos foram submetidos ao

modelo de HI.

GRUPO PP: a progesterona foi administrada em trés momentos nos

animais do grupo PP: a primeira administracdo do horménio foi realizada
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imediatamente antes do inicio da HI, para reproduzir, nos ratos P7, 0os niveis
fisiologicos pré-natais do hormonio. Essa primeira administracdo, pré-Hl, foi
realizada intraperitonealmente (com oS animais previamente anestesiados),
para permitir a rapida absorcdo do horménio. As duas administracfes
seguintes foram realizadas 6h e 24h ap0s o inicio da hipoxia, para simular, nos
ratos P7, o tratamento clinico de criancas recém-nascidas. Essas duas
injecdes, pos-HI, foram realizadas por via subcutanea, para permitir uma

absorcdo mais gradual do horménio.

GRUPO PRE: nos animais do grupo PRE a administracdo de PROG foi
realizada uma unica vez, intraperitonealmente, antes do inicio da isquemia. Os
animais do grupo PRE receberam injecdes de veiculo (ciclodextrina) por via
subcutéanea 6h e 24h apds o inicio da hipdxia (para manter o0 mesmo numero

de injecbes do grupo PP).

GRUPO POS: os animais do grupo POS receberam a injecdo de
progesterona apenas apés o procedimento de HI. Nesses animais foi realizada
apenas a injecdo do veiculo (ciclodextrina) antes do procedimento de HI. A
administracdo de progesterona ocorreu ap0s o evento hipéxico-isquémico: 6h e

24h apos o inicio da hipodxia, por via subcutanea.

GRUPO HI: os animais do grupo HI foram submetidos ao modelo de Hl,
mas receberam apenas o veiculo (ciclodextrina), ao invés da administracdo de
progesterona. O veiculo foi administrado em trés momentos: antes da HI, 6h
apos o inicio da HI e 24 ap6s o inicio da HI (para simular o padrdo de trés
injecbes dos demais grupos). Para mimetizar os demais grupos, a via de
administracdo do veiculo foi a intraperitoneal para a administracéo feita antes
do procedimento de HI e subcutanea para as administragdes realizadas apos o

evento isquémico.

GRUPO SHAM: os animais do grupo SHAM foram submetidos a
cirurgia ficticia (mas ndo sofreram o processo de isquemia, ou seja, nao
tiveram a artéria cardtida comum esquerda ocluida) e receberam a injecao do
veiculo (ciclodextrina), em trés momentos: antes da HI, 6h apds o inicio da Hl e
24 apos o inicio da HI (para simular o padrdo de trés injecdes dos demais

grupos). Para mimetizar os demais grupos, a via de administracdo do veiculo
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foi a intraperitoneal para a administracéo feita antes do procedimento de HI e

subcutanea para as administracdes realizadas ap0s o evento isquémico.

Os animais de todos 0s cinco grupos experimentais foram sacrificados
24h apds a administracao da terceira injecdo (de progesterona ou de veiculo).

A Figura 3 resume o desenho experimental, utilizando o grupo HI como

Administrac&o

ciclodextrina

ciclodextrina

exemplo.
Anestesista Animais  ficam Administra- Administra- Realizacao
com na camara céo céo das
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minutos. de de

Retirada das
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de ] . inicio da inicio da enceféllca's_

ciclodextrina. Recuperagdo: hipéxia). hipdixia). para analise
20 minutos em de  Western

incubadora & blotting.

33°C.

Oclusdo da
caratida
esquerda.

Animais
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Figura 3 — llustracdo dos procedimentos realizados para 0s animais do
grupo HI.

5.6 Pesagem dos animais

Ao longo dos procedimentos experimentais, os animais foram pesados

em uma balanga em quatro momentos distintos:

-Peso 1: peso verificado antes do inicio do procedimento de HI, ou seja,
antes do animal ser anestesiado para a realizagdo da cirurgia de oclusao da

carétida comum esquerda,;
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-Peso 2: peso verificado 6 horas ap0s o inicio da hipdxia (ou seja, 6h
apos a colocacdo do animal na camara de hipoxia), antes de ser administrada
a segunda injecdo (progesterona ou veiculo, de acordo com o0 grupo

experimental);

-Peso 3: peso verificado 24 horas apdés o inicio da hipdxia (ou seja, 24h

apos a colocacao do animal na camara de hipéxia);

-Peso 4: peso verificado 48 horas apds o inicio da hipdxia (ou seja, 48h
apos a colocagcdo do animal na camara de hipoxia), antes do sacrificio do

animal para a coleta dos tecidos.

5.7 Calculo do volume de lesao

O volume da lesdo foi calculado conforme Taniguchi e Andreasson
(TANIGUCHI; ANDREASSON, 2008) e Sun e colaboradores (SUN et al., 2015).
Para a verificagcdo do volume da lesdo, os animais foram anestesiados
profundamente com isoflurano e perfundidos. Para o procedimento de perfusao
0s animais anestesiados foram submetidos a toracotomia para a exposi¢cao do
coracgao. A seguir, um cateter foi introduzido através do ventriculo esquerdo até
atingir a luz da aorta. Foi feito um pequeno corte no atrio direito para permitir a
abertura de um orificio que permitia a saida da solu¢céo de perfusdo. A solugéo
de perfuséo foi infundida com o auxilio de uma bomba peristéltica. Os animais
foram perfundidos com solucéo salina (NaCl 0,9%) resfriada. Ap6s a perfuséao,
os enceéfalos foram dissecados e cortados coronalmente, de modo manual,
com o auxilio de navalhas, em 4 seccdes de 3 mm de espessura cada. A
seguir, as secc¢Oes de tecido obtidas foram incubadas por 20 minutos em uma
solucdo de 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) 1% a temperatura ambiente
e, em seguida, fixadas em paraformaldeido 4%. As secc¢Oes 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 areas de interesse. Cada area de interesse (detalhadas

abaixo) foi circundada com o auxilio do mouse do computador. Para cada
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imagem foram delimitadas trés areas: a area da lesdo (area néo corada pelo
TTC no hemisfério ipsilateral), a area total do hemisfério ipsilateral e a area
total do hemisfério contralateral (Figura 4).

Para determinar o volume total do infarto a area infartada de cada fatia
foi multiplicada pela espessura de corte (3 mm). A porcentagem do volume
de infarto relativo ao hemisfério ipsilateral foi calculada pela soma do
volume de infarto de todas as fatias, com o resultado sendo dividido pelo
volume total do hemisfério ipsilateral a isquemia e entdo multiplicado por 100
(TANIGUCHI; ANDREASSON, 2008). O chamado volume de é&rea néo
infartada (correspondente ao volume da area nao-lesionada) foi determinado

pela subtracdo do volume total do hemisfério ipsilateral pelo volume do infarto.

Sun e colaboradores (SUN et al., 2015) descrevem que é necessario
corrigir o volume do infarto ocasionado no hemisfério ipsilateral a isquemia pelo
volume do hemisfério contralateral em funcédo de um possivel aparecimento de
edema no hemisfério ipsilateral. Assim, esses autores sugerem a utilizacdo do
volume do infarto corrigido (%), o qual é calculado pela seguinte equacéo:

[(volume total do hemisfério contralateral - volume de células vivas
no hemisfério ipsilateral) / volume total do hemisfério contralateral ] x 100

0,5cm

Figura 4 — Imagem representativa de corte do encéfalo no qual o
material corado em vermelho representa as células vivas, enquanto a area em
branco representa a leséo produzida pelo modelo. Barra de calibragéo: 0,5 cm.
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5.8 Western blotting

Para os experimentos de Western blotting, os hipocampos foram
rapidamente retirados ap0s a decapitacdo dos animais, congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para posterior homogeneizacao. As
areas ipsilateral e contralateral a lesao hipdxico-isquémica foram processadas
separadamente. Quarenta pg de proteina das amostras foram separadas por
SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio)
e transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram
processadas para imunodeteccdo com 0s anticorpos primarios contra as
proteinas de interesse: anti-fosfo-Akt (1:1000, Santa Cruz) e anti-caspase-3
(1:2000, Santa Cruz). Os resultados foram normalizados pela expressao da
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (caspase3/GAPDH) ou Akt basal (fosfo-
Akt/Akt basal). As concentracbes utilizadas dos anticorpos anti-GAPDH
(Milipore) e anti-Akt basal (Santa Cruz) foram de 1:1000. Foram utilizados os
seguintes anticorpos secundarios acoplados a peroxidase: IgG anti-
camundongo (1:10000, Milipore) para a GAPDH e IgG anti-coelho (1:10000,
Milipore) para a fosfo-Akt, a Akt basal e a caspase-3. Apos a incubag¢éo com os
anticorpos secundarios especificos descritos acima as membranas foram
reveladas em sistema de quimiluminescéncia e as autorradiografias obtidas

foram analisadas densitometricamente.

5.9 Anélise estatistica

Para as comparacgdes entre 0s cinco grupos experimentais foi utilizado o
teste de ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey. Para a comparacao
dos hemisférios ipsilateral e contralateral dentro de um mesmo grupo utilizou-
se o teste T de Student para amostras pareadas (foi realizado o pareamento
dos hemisférios ipsilateral e contralateral do mesmo animal). Para a

comparacdo da expressdo das proteinas p-Akt e caspase-3 entre 0s
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hemisférios ipsilateral e contralateral (agrupando os hemisférios de todos os
animais submetidos a HI), utilizou-se o teste de Mann-Whitney para amostras
ndo pareadas. O nivel de significancia foi de 0,05.
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