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Resumo

A hipoxia-isquemia neonatal (HI) é um dos principais fatores de risco causadores
de disturbios ao sistema nervoso central (SNC). A patogenia da HI se manifesta
gquando ha uma insuficiéncia no fluxo sanguineo ao SNC, causando lesdo
tecidual, morte celular, neuroinflamagdo, edema, estresse oxidativo e
perturbacdes neurofisiolégicas como o desequilibrio entre excitacdo e inibicao
neuronal e perda sinaptica. O GABA, neurotransmissor inibitério do SNC em
adultos, é excitatério no inicio do neurodesenvolvimento e sua acao dependente
da homeostase de cloreto neuronal, regulada pelos cotransportadores de cloreto
NKCC1 (importa CI) e KCC2 (exporta Cl). Em condi¢cbes normais, a razao
NKCC1/KCC2 reduz com o neurodesenvolvimento, mas a condicdo de HI pode
alterar a expressédo de NKCC1 e/ou KCC2 e a razao entre eles, resultando em
disturbios neuroldgicos e psiquiatricos. Clinicamente, a hipotermia é a Unica
terapia aprovada no tratamento da HI, porém possui varias limitacdes que
incidem na eficécia, tornando conveniente a busca de tratamentos alternativos.
A bumetanida, um inibidor de NKCC1, tem se destacado por seus efeitos
neuroprotetores em varios disturbios do SNC. Nesse sentido, este estudo avaliou
os efeitos da bumetanida sobre os prejuizos da HI em dois periodos do
neurodesenvolvimento. Ratos neonatos machos de 3 (DPN3) e 11 (DPN11) dias
de vida, foram submetidos a cirurgia para a inducdo da Hl, visando mimetizar
neonatos humanos prematuros e nascidos a termo. A HI consiste na oclusao
permanente da artéria carétida comum direita, seguida pela exposicdo a
atmosfera hipoxica (92% de N2 e 8% de O2) por 120 minutos em ratos DPN3 e
60 minutos em ratos DPN11. Os animais foram divididos em dois grupos
considerando a idade de inducdo do modelo: DPN3 e DPN11, com trés
subgrupos em cada: SHAM, HI-SAL e HI-BUM. A bumetanida (0,5 mg/kg) ou a
solucéo salina (NaCl 0,9%) foi administrada via intraperitoneal 1h, 24h, 48h e
72h apbés a HI. Analisaram-se as proteinas NKCC1, KCC2, PSD-95 e
sinaptofisina no hipocampo ipsilateral por Western blot. Executaram-se testes de
reflexos neuroldgicos de geotaxia negativa e de endireitamento no periodo
lactacional, e testes comportamentais de campo aberto, reconhecimento de
objetos e labirinto aquatico de Morris na fase adulta. Posteriormente, avaliou-se
a atrofia tecidual e a morte celular por histologia. A HI induziu prejuizos nos
reflexos neuroldgicos, na memoria declarativa, na memoria espacial, além de
induzir um aumento na atividade locomotora, entretanto esses prejuizos foram
atenuados pela bumetanida. A bumetanida preveniu a atrofia tecidual nas
estruturas avaliadas e reduziu a morte de neurénios hipocampais, protegendo o
tecido encefalico dos danos causados pela HI. A HI provocou uma reducao no
imunocontetdo de KCC2, mas ndo alterou o imunoconteiudo de NKCC1,
gerando uma razdo NKCC1/KCC2 favoravel a hiperexcitacdo GABAérgica.
Houve reducédo no imunocontetdo de PSD-95 atribuida a HI, porém nao houve
alteracdo no imunocontetdo de sinaptofisina. Nao houve diferencas
significativas no efeito da HI e da bumetanida entre as idades. A bumetanida
contribuiu na manutencao do ténus GABAérgico e na qualidade das sinapses,
tornando-as mais proximas das condic¢des fisiolégicas basais. Os resultados
sugerem que a bumetanida protegeu os animais contra os efeitos HI nos
aspectos comportamentais, morfofisiolégicos e bioquimicos. A bumetanida
parece exercer um papel terapéutico importante sobre o SNC.

Palavras-chave: hipdxia-isquemia neonatal, bumetanida, NKCC1, KCC2,
sinaptogénese, neurodesenvolvimento.



Abstract

Neonatal hypoxia-ischemia (HI) is one of the main risk factors causing central
nervous system (CNS) disorders. The pathogenesis of HI manifests when there
is an insufficiency in blood flow to the CNS, causing tissue damage, cell death,
neuroinflammation, edema, oxidative stress and neurophysiological disturbances
such as the imbalance between neuronal excitation and inhibition and synaptic
loss. GABA, an inhibitory neurotransmitter of the CNS in adults, is excitatory at
the onset of neurodevelopment and its action depends on neuronal chloride
homeostasis, regulated by the chloride cotransporters NKCC1 (imports CI) and
KCC2 (exports CI'). Under normal conditions, the NKCC1/KCC2 ratio decreases
with neurodevelopment, but the HI condition can alter the expression of NKCC1
and/or KCC2 and the ratio between them, resulting in neurological and psychiatric
disorders. Clinically, hypothermia is the only therapy approved for the treatment
of HI, but it has several limitations that affect its efficacy, making it convenient to
search for alternative treatments. Bumetanide, an NKCC1 inhibitor, has been
highlighted for its neuroprotective effects in several disorders of the CNS. In this
sense, this study evaluated the effects of bumetanide on HI impairments in two
neurodevelopmental periods. Male neonate rats, 3 (DPN3) and 11 (DPN11) days
old, were submitted to surgery for the induction of HI, aiming to mimic premature
and full-term human neonates. HI consists of permanent occlusion of the right
common carotid artery, followed by exposure to a hypoxic atmosphere (92% N2
and 8% O32) for 120 minutes in DPN3 rats and 60 minutes in DPN11 rats. The
animals were divided into two groups considering the age of induction of the
model: DPN3 and DPN11, with three subgroups in each: SHAM, HI-SAL and HlI-
BUM. Bumetanide (0.5 mg/kg) or saline solution (NaCl 0.9%) was administered
intraperitoneally 1h, 24h, 48h and 72h after HI. NKCC1, KCC2, PSD-95 and
synaptophysin proteins from the right hippocampus were analyzed by Western
blot. Negative geotaxis and righting neurological reflex tests were performed in
the lactational period, and open field behavioral tests, object recognition and
Morris water maze in adulthood. Subsequently, atrophy and cell death were
evaluated by histology. HI induced impairments in neurological reflexes,
declarative memory, spatial memory, in addition to inducing an increase in
locomotor activity, however these impairments were attenuated by bumetanide.
Bumetanide prevented tissue atrophy in the evaluated structures and reduced
the death of hippocampal neurons, protecting the brain tissue from the damage
caused by HI. HI caused a reduction in KCC2 immunocontent, but did not alter
NKCC1 immunocontent, generating an NKCC1/KCC2 ratio favorable to
GABAergic hyperexcitation. There was a reduction in PSD-95 immunocontent
attributed to HI, but there was no change in synaptophysin immunocontent. There
were no significant differences in the effect of HI and bumetanide between ages.
Bumetanide contributed to the maintenance of GABAergic tone and the quality of
synapses, making them closer to baseline physiological conditions. The results
suggest that bumetanide protected the animals against HI effects in behavioral,
morphophysiological and biochemical aspects. Bumetanide appears to play an
important therapeutic role in the CNS.

Keywords: neonatal hypoxia-ischemia, bumetanide, NKCC1, KCC2,
synaptogenesis, neurodevelopment.
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1. Introducéo
1.1 Hipoxia-lsquemia Neonatal

A hipoxia-isquemia neonatal (HI) é um dos principais fatores de risco
de disturbios fisiopatoldgicos do sistema nervoso central (SNC), sendo capaz de
perturbar profundamente varias funcées neurais. A Hl acomete entre 1,5e 3 a
cada 1.000 recém-nascidos a termo (Kurinczuk et al., 2010; Hagberg et al., 2015)
e cerca de 7 a cada 1.000 recém-nascidos prematuros (Chalak et al., 2012).
Cerca de 40% dos recém-nascidos com lesé@o cerebral hipéxico-isquémica ndo
sobrevivem ao periodo neonatal e, quando sobrevivem, 30% desenvolvem
distarbios neurolégicos, como paralisia cerebral, convulsdes, epilepsias,
transtorno de déficit de atengcé@o e hiperatividade (TDAH), deficiéncia visual,
retardo mental e dificuldades de aprendizado e de memoria, além de anomalias
cognitivas e comportamentais (Volpe et al., 2001; Vannucci et al., 2004; Rocha-
Ferreira e Hristova, 2015, 2016). A encefalopatia pode ser causada durante a
gestacdo, durante o parto e até mesmo apds o0 nascimento, em virtude de fatores
como hipdéxia materna, insuficiéncia placentaria, descolamento prematuro da
placenta, compressdo do corddo umbilical, restricbes do crescimento
intrauterino, dificuldades na expulsédo do feto e sofrimento fetal, conduzindo a
asfixia fetal e HI neonatal (Ferriero, 2001; Jensen, 2002; Volpe, 2009; Weiss et
al., 2013; Procianoy et al., 2015).

A HI neonatal acarreta dificuldade no intercambio de gases, levando
a um déficit no aporte de oxigénio (O2), excesso de didxido de carbono (CO2) e
reducdo do suprimento sanguineo ao tecido nervoso (Volpe et al., 2009) (Figura
1). Além disso, a HI também deprime rapidamente a atividade neuronal e a
transmissdo sindptica em roedores (Pena e Ramirez, 2005; Ben-Ari, 2017)
devido ao alto custo metabdlico desses processos, uma vez que a geracao e a
propagacéao do potencial de acdo consomem cerca de 50% do ATP disponivel e
gue os potenciais pos-sinapticos consomem 34% desse ATP na substancia
cinzenta (Attwell e Laughlin, 2001; Pena e Ramirez, 2005). LesGes neonatais
oriundas da HI séo fatores que causam alteracdes na diferenciacdo morfologica
de neurbnios GABAérgicos e a perda significativa de células que expressam

receptores de GABA (Robinson et al., 2006). Também podem levar a morte
11



neuronal rapida por necrose, caso a lesdo seja grave; ao passo que a lesao
menos grave ou duradoura causa morte neuronal por apoptose (Nakajima et al.,
2000). O déficit de suprimento sanguineo para o cérebro causado pela HI gera
uma cascata de eventos celulares que altera a homeostase idnica neuronal.
Gallefi e colaboradores (2004), em um modelo de isquemia in vitro,
demonstraram que a concentracdo de cloreto intracelular ([CI]) aumenta em

neurdnios hipocampais de ratos em resposta a privacao de glicose e oxigénio.

Lesdo hipoxico- Lesao difusa na
isquémica difusa substancia branca

Sangue pouco
oxigenado

Figura 1. llustracdo da lesé@o encefélica gerada pela HI neonatal. Observa-se a leséo difusa
oriunda do evento hipdxico-isquémico, bem com lesdo na substancia branca. Adaptado de
Silbereis et al., 2010.

As injurias causadas pela encefalopatia hipoxico-isquémica diferem
tanto na idade gestacional e pos-natal do neonato, quanto na natureza e duracao
do insulto e nos tipos de intervencao (Roelfsema et al., 2005; Bock et al., 2014).
Alteracdes no metabolismo energético cerebral tém maior relevancia em razéo
de janelas de vulnerabilidade celular e tecidual, dependendo do periodo em que
ocorrem (Ming-Chi e San-Nan, 2011; Bock et al., 2014; Odorcyk et al., 2021). Por
exemplo, a homeostase do cloreto nos neurénios sofre grande transformagéo
entre os periodos fetal e neonatal em roedores, podendo implicar na resposta
desencadeada pelo GABA em condi¢bes normais de nascimentos ou atipicas,
como a prematuridade e a pés-maturidade (Ben-Ari et al., 1994; Dzhala et al.,
2009). O periodo neonatal apresenta desenvolvimento de diferentes estruturas
cerebrais, como o hipocampo e neocértex em diferentes etapas (Yanger e

12



Ashwal, 2009), ocorrendo intensa sinaptogénese e uma alta taxa de

diferenciacéo celular (Bock et al., 2007).

A reducdo de oferta de substratos energéticos acarreta falhas na
atividade da bomba Na*/K* dependente de ATP, culminando no acimulo de 4gua
(edema), seguido de despolarizacdo da membrana e aumento na liberacao de
neurotransmissores excitatérios (Ming-Chi e San-Nan, 2011). A liberacdo
excessiva de neurotransmissores excitatorios, como o glutamato, promove
excitotoxicidade que altera a estabilidade sinaptica, a plasticidade neuronal, a
excitabilidade do hipocampo e do cortex cerebral, estruturas relacionadas ao

aprendizado e memoria (Hagberg et al., 2002).

A HI também pode promover grandes mudancas estruturais e
funcionais na comunicacdo entre neurbnios, afetando proteinas que
protagonizam a formacéao de sinapses e contribuindo para déficits neurolégicos,
cognitivos e mnemonicos (Mattson, 2004; Xiong et al., 2011). A sinaptofisina e a
proteina da densidade pos-sindptica 95 (PSD-95) sdo proteinas sinapticas
abundantes, implicadas na neuroplasticidade ao regular a exocitose de vesiculas
e a estabilidade na transmissao sinaptica entre neurdnios pré-sinapticos e pos-
sinapticos, respectivamente (Ujike et al., 2002; Pagnussat et al., 2012). A
expressdo e a funcdo de PSD-95 estdo deprimidas logo apés a HI, indicando
uma disfuncédo sinptica aguda e temporaria (Xiong et al., 2018), observada
mesmo apdés 2 meses da lesdo HI, representando um prejuizo cronico da
plasticidade sinaptica (Xiong et al., 2019). A recuperac¢éo funcional apés a Hl
parece estar intimamente relacionada com alteracdes na expressao de PSD-95.
A reconstrucdo sinaptica apO0s 0 evento hipoxico-isquémico aumenta
significativamente sua expressao, 0 que promove o surgimento axonal e a nova
formacdo de sinapses (Hou et al., 2008). Atualmente, sabe-se que a funcao
excitatéria do GABA é essencial na formacao e estabilizacdo sinaptica durante
0 neurodesenvolvimento no inicio da vida, e qualquer transtorno nessa fase pode
representar prejuizos na elaboragcdo de circuitos importantes para o
funcionamento do SNC (Pugh et al., 2011).

A HI ndo é apenas um evento pontual, mas um processo marcado por

uma seérie de alteracdes progressivas que se originam a partir do momento em
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gue o fluxo de sangue ao tecido enceféalico € interrompido e se prolonga mesmo
apos o restabelecimento do fornecimento de sangue (reperfusédo). O grau de
severidade da lesdo causada depende de mdltiplos fatores, entre eles o periodo
de neurodesenvolvimento em que ocorre, o tempo de duragdo do insulto e os
mecanismos adaptativos do feto e/ou neonato (Sherman et al., 1998; Brekke et
al., 2017). Notavelmente, pode-se destacar trés momentos distintos do processo
hipoxico-isquémico, caracterizados pelo perfil de lesdo apresentado pelo tecido
afetado (Figura 2):

Fase Primaria: nesta fase ocorrem as lesdes primarias no tecido
nervoso acometido pelo insulto hipéxico-isquémico, decorrentes da reducéo no
fluxo sanguineo e suprimento de oxigénio, conduzindo o tecido a uma faléncia
energética. A faléncia energética é o fenbmeno caracterizado por uma drastica
deplecdo dos niveis de ATP intracelular e extracelular em virtude do
comprometimento da fosforilacdo oxidativa. A escassez de ATP afeta muitos
aspectos bioquimicos da célula, entre eles a atividade da bomba de Na+/K+-
ATPase, que esta fortemente relacionada com a manutencdo do potencial da
membrana neuronal (Lorek et al., 1994; Dugan et al., 1999; Edwards et al., 2013;
Artega et al., 2017; Sanches et al., 2017). Disturbios atrelados ao potencial de
membrana em neurbnios podem representar perigos, como a deflagracao
exacerbada de despolarizagéo neuronal, que favorece a liberacdo exagerada de
neurotransmissores excitatérios como os aminodcidos glutamato e glicina que,
por sua vez, conferem excitotoxicidade aos grupos neuronais atingidos
(Erecinska et al., 1994; Haberny et al., 2002; Ordieres et al., 2014; Davidson et
al., 2015). Elevacgdes nos niveis de glutamato e glicina ndo s6 contribuem para
a excitabilidade em excesso, mas também para o influxo desenfreado de Ca?*
nos neurdnios ao se ligarem aos receptores de glutamato do tipo N-metil D-
aspartato (NMDA), aos receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4
isoxazolproprionato (AMPA) e aos receptores cainato (Johnston et al., 2001;
Perlman et al., 2004; Hossain et al., 2005). O Ca?* é um elemento central em
cascatas de sinalizacdo celular que sé&o primordiais para a regularidade da
atividade celular; entretanto o aumento anormal da concentracdo de Ca?*
intracelular pode levar a neurotoxicidade, edema, disfungdo mitocondrial,

estresse oxidativo, lise celular, apoptose e necroptose, neuroinflamacéo,
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ativacdo da microglia e de astrocitos (Kohlhauser et al., 1999; Cai et al., 2001;
McLean et al., 2004; Hagberg et al., 2009; Hassell et al., 2015; Zhong et al.,
2022). Apesar dos danos sofridos pelas populagdes neuronais diante do insulto
conferido pela HI, muitos neurbénios podem se recuperar parcialmente logo apos
a reperfusao e reoxigenacao gerados pelo restabelecimento do fluxo sanguineo

— evento caracteristico da fase latente (Cho et al., 2020).

Fase Secundaria: essa fase é marcada pelo apice da neuroinflamacgéo
e do estresse oxidativo iniciados na lesdo primaria e que representam o0s
principais fatores da mortalidade neuronal apés a HI, seja por necrose, por
apoptose ou por necroptose (Huang et al., 2009; Zhang et al., 2014; Rumajogee
et al., 2016; Zhong et al., 2022). As células gliais ativas, como astricitos e
microglias, deflagram reacdes imunologicas adaptativas e agudas no SNC
através de citocinas pré-inflamatdrias, tais como TNF-q, IL-18, IL-6 — fenbmeno
conhecido por gliose reativa (Liu et al.,, 2013). A neuroinflamacdo também é
capaz de comprometer a integridade da barreira hematoencefalica, tornando-a
mais permedvel para facilitar o recrutamento leucocitario ao local lesionado; em
contrapartida também facilita a passagem de elementos nocivos a homeostase
neural (Puurunen et al., 2001; Baburamani et al., 2012; Daneman et al., 2012;
Obermeier et al., 2013;). A injuria mitocondrial gerada pela crise energética
aumenta o desbalanco entre as enzimas antioxidantes e espécies reativas de
oxigénio, promovendo estresse oxidativo (Saito et al., 2005; Anastécio et al.,
2014; Odorcyk et al., 2020; Carvalho et al., 2022).

Fase Terciaria: a Ultima fase da hipoxia-isquemia € encenada por
lesbes terciarias que perduram por semanas, meses e até anos. Essa etapa é
configurada pela remodelacdo tecidual, com presenca de neuroinflamacéo
cronica, morte celular e gliose (Sofroniew et al., 2014). O tecido reconstruido é
composto por células neurais anébmalas, cujas funcdes sdo comprometidas e,
portanto, com sinapses aberrantes. Além disso, o tecido encefalico pode sofrer
atrofia e apresentar cicatriz glial arquitetada por astrocitos (Arteni et al., 2003;
Davidson et al., 2015). Essas les@es fisiopatolégicas da HI sédo determinantes no

desenvolvimento de distlrbios funcionais no SNC.
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Figura 2. Eventos fisiopatolégicos da lesdo hipéxico-isquémica. Adaptado e modificado de
Weiss, 2014 e Davidson et al., 2015.

1.2 Modelo Experimental de Hip6xia-Isquemia de Rice-Vannucci

A HI causa diferentes impactos de acordo com as circunstancias em
gue ocorre, como diferencas etarias, de sexo e grau de severidade. Com isso, é
conveniente o constante aperfeicoamento de modelos animais e técnicas de
intervencdo que se aproximem da realidade fisiologica humana. O modelo
animal de Rice-Vannucci (Rice et al., 1981) estd bem estabelecido como
ferramenta experimental para o estudo da HI neonatal; mimetizando em
roedores no DPN7, o dano observado em neonatos humanos a termo, tanto em
relacdo as lesBes nas estruturas cerebrais, edema cerebral e distarbios
celulares, quanto em relacéo aos déficits cognitivos e sensério-motores (Netto et
al., 2017). O modelo consiste na oclusdo permanente de uma das artérias
carétidas comuns, combinada com a exposicao do animal a atmosfera hipdxica
(composta de 8% de Oz e 92% de N2) (Figura 3), resultando em lesdes no cortex
cerebral, ndcleos da base e no hipocampo do hemisfério ipsilateral a carétida
ocluida (Pereira et al., 2007). Uma das estruturas mais vulneraveis a lesao por
esse modelo em animais neonatos € o hipocampo, onde é observada reducéo
no numero de neurdnios piramidais, na arborizagéo dendritica, atrofia tecidual e
alteracdes na barreira hematoencefalica (Vannucci et al., 1999; Sutherland et al.,
2004; Duman et al., 2004; Diaz et al., 2016). Para mimetizar a Hl em bebés muito
prematuros (entre 28 e 32 semanas de gestacao), utiliza-se o modelo no dia pos-

natal 3 (DPN3) em roedores (Sanches et al., 2015; Duran et al., 2017; Odorcyk
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et al., 2020). No entanto, para simular a HI em nascidos a termo (entre 37 e 41
semanas de gestacao) é realizada em ratos no DPN11 (Semple et al., 2013;
Odorcyk et al., 2020). As diferencas na severidade da leséo hipéxico-isquémica
entre as idades podem estar relacionadas com os diferentes tempos de
maturacdo dos neurdnios GABAérgicos ou diferentes formas de metabolismo
energético (Ben-Ari, 2007; Manley, 2013; Odorcyk et al., 2020). Ratos no DPN11
tém maiores chances de apresentarem déficits cognitivos tangiveis & memoria e
aprendizado, além de apresentarem lesdes encefalicas mais exacerbadas em
relacdo aos ratos que sofreram HI no DPN3 (Alexander et al., 2014; Sanches et
al., 2015; Odorcyk et al., 2020).

ISQUEMIA UNILATERAL
Oclusao permanente da
carétida comum direita

HIPOXIA SISTEMICA
Exposicéo a atmosfera com
92% de N, e 8% de O,

Figura 3. llustracdo do modelo modificado de HI Rice-Vannucci. Primeiramente, os animais
anestesiados e submetidos a cirurgia para oclusédo da artéria carétida comum direita (isquemia
unilateral). Em seguida, ap6s 2h de recuperacdo, os animais foram colocados dentro de uma

camara hipéxica (hipdxia sistémica), em uma temperatura corporal controlada a 37°C.
1.3 Neurotransmissor GABA

O acido Y-aminobutirico (GABA) € o principal neurotransmissor
inibitério do SNC de mamiferos adultos. Entretanto, em estagios iniciais do

desenvolvimento neural, o GABA assume um papel excitatério. Ja foi
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demonstrado que o GABA despolariza neurdnios imaturos em varias regides do
SNC de diversas espécies animais (Ben-Ari et al., 2002, Owens et al., 2002; Ben-
Ari, 2012).

O GABA exerce sua atividade, tanto como agente excitatério quanto
inibitério, por meio de sua ligacdo aos receptores GABAérgicos (GABARS).
Sabe-se que ha pelo menos trés tipos de receptores de GABA distribuidos pelo
SNC: o GABAA, 0 GABAs e 0 GABAc. Ao se ligar aos receptores GABAa e
GABACc, a molécula de GABA provoca a abertura de um canal iénico de cloreto
(CI"), portanto esses receptores sao considerados ionotropicos. Os receptores
GABAE& séo receptores heterodiméricos acoplados a proteina G que afetam as
correntes ibnicas neuronais através de segundos mensageiros, portanto sdo
considerados metabotropicos (Watanabe et al., 2002; Jelitai e Madarasz, 2005).
O fluxo de CI- ativado pelo GABA é passivo e depende do potencial de equilibrio
da célula para este anion (Ben-Ari et al., 2012). No cérebro imaturo, os
progenitores neuronais expressam o receptor GABAa desde 0s estagios iniciais
do neurodesenvolvimento. Em roedores, estes receptores estdo presentes nas
células-tronco neuronais (LoTurco et al., 1995; Owens et al.,, 1996) e nos
neuroblastos migratérios (Manent et al., 2005), antes mesmo do inicio da

sinaptogénese GABAérgica (Wisden e Franks, 2017).
1.4 Homeostase de Cloreto em Neurdnios

A acao excitatéria do GABA é encontrada na maioria dos neurénios
em desenvolvimento em todas as regibes do SNC, incluindo hipotalamo,
hipocampo, bulbo olfatério, medula espinal, estriado, cerebelo e cortex (Connor
etal., 1987; Cherubini et al., 1990, 1991; Yuste e Katz, 1991; Ben-Ari et al., 1994;
LoTurco et al., 1995; Obrietan e van den Pol, 1995; Serafini et al., 1995; Chen et
al., 2016). A capacidade de troca de funcdo da sinalizacdo GABAérgica de
excitatoria para inibitoria, ou vice-versa, depende, em parte, da concentracdo de
cloreto intracelular ([CI]i), a qual é a determinante chave da resposta neuronal
ao GABA (Ben-Ari et al., 2012). Como os receptores GABAa sao canais de CI
controlados por ligantes, existe uma relacdo direta entre as concentragdes de ClI-
intracelular e a resposta produzida pela sinalizagdo GABAérgica (Tsukahara et

al., 2015). O receptor GABAAa permite a entrada ou a saida passiva de ions CI
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de acordo com o potencial de equilibrio do neurénio para este ion, isto €, o anion
fluira pelo canal em qualquer direcdo, dependendo do seu gradiente
eletroquimico. Quando a [CI]i é alta, como no caso de neurbnios imaturos em
condi¢cdes normais, o potencial de equilibrio do CI- é positivo em relacdo ao
potencial da membrana em repouso e, consequentemente, a ativacdo do
receptor GABAAa resulta no efluxo liquido de CI, o que facilita a despolarizagéo
neuronal. Quando a [CI]i é baixa, como no caso de neurdnios maduros em
condi¢cdes normais, o potencial de equilibrio do CI- é negativo em relacdo ao
potencial de membrana em repouso e, consequentemente, a ativacdo do
receptor GABAA resulta no influxo liquido de CI, facilitando a hiperpolarizagcéo
neuronal (Figura 4). Sabe-se que as chances de ocorréncia de um potencial de
acdo aumentam com a despolarizagdo e diminuem com a hiperpolarizacao da
membrana neuronal. Dessa forma, uma baixa [Cl]i facilita a inibicdo poés-
sinaptica mediada pelo GABA, ao passo que a alta [Cl']i facilita a excitacdo (Ben-
Ari et al., 2012).

< [CIi< [Cl]e
.’ ‘GABAR
o GI°
. GABA

Figura 4. Neurbnio imaturo & esquerda e neurbnio maduro a direita. Em neur6nios imaturos, a
concentracdo de [CI]i € maior do que [Cl]e e, portanto, a sinalizagcdo GABAérgica gera um efluxo
de cloreto no neurbnio, despolarizando-o e favorecendo a excitagdo. Entretanto, em neurénios
maduros, a concentracao de [CI]i € menor do que [Cl]e e, portanto, a sinalizagdo GABAérgica
gera um influxo de cloreto no neurénio, hiperpolarizando-o e favorecendo a inibicdo. Fonte do

autor.

O equilibrio entre inibicdo e excitacdo neuronal € critico para o
funcionamento adequado do sistema nervoso (Haider et al., 2006; Buzsaki et al.,
2007), e os neurbnios regulam as [Cl]i para garantir respostas elétricas
apropriadas (Ben-Ari et al., 2012). A [Cli basal é relativamente baixa — em torno

de 5 mM — ao passo que a concentracao extracelular de Cl- estd em torno de
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110 mM, no SNC maduro. Aumentos relativamente pequenos da [Cl]i destes
neurénios podem tornar o GABA excitatorio e aumentos exacerbados, podem
tornar o GABA hiperexcitatorio, comumente associado a disturbios do SNC como
a prépria HI neonatal (Raimondo et al., 2017).

1.5 Cotransportadores de Cloreto

A homeostase dos ions cloreto ndo é regulada exclusivamente pelos
receptores GABAérgicos, mas também por outras proteinas responsaveis pelo
transporte de CI- e que atuam em sinergia. Esse equilibrio dinAmico é importante
para uma série de processos neurofisiologicos. O CI- € primordial em varios
processos fisioldgicos, como a regulacéo génica (Succol et al., 2012; Valdivieso
et al., 2016), a manutencao do pH (Ruffin et al., 2014) e o controle do volume
celular (Sardini et al., 2003). A regulacéo precisa da [CI]i é atingida, em parte,
pela atividade de cotransportadores de CI. Os cotransportadores Na-K-Cl
(NKCC1 e NKCC2) transportam ions cloreto para dentro da célula, elevando a
quantidade desses ions acima do seu equilibrio eletroquimico (Ben-Ari, 2012).
Por outro lado, ao acoplar o transporte de CI- ao gradiente externo de potassio,
os cotransportadores K-Cl (KCC1, KCC2, KCC3 e KCC4) transportam ions
cloreto principalmente para fora da célula, reduzindo a quantidade desses ions
abaixo de seu equilibrio eletroquimico (Kahle et al., 2008). Nos neurénios, 0s
principais cotransportadores de ions cloreto s&o o NKCC1l e o KCC2

(Tzanoulinou et al., 2014).

Em condicdes fisioldgicas basais, 0s neurbnios hipocampais mostram
forte expressdo de NKCC1l e baixa expressdao de KCC2 durante a vida
embrionéaria e neonatal em roedores (Ben-Ari et al., 2002; Wang et al., 2009). A
mudanca gradual da atividade dominante do NKCC1 em neurdnios imaturos
para uma atividade dominante do KCC2 em neurbnios maduros (Plotkin et al.,
1997; Rivera et al., 1999; Yamada et al., 2004) faz com que a ativacao dos
receptores GABAérgicos mude gradualmente de despolarizante para
hiperpolarizante (tipica de neurdnios maduros), uma vez que a [Cl]i diminui
gradualmente ao longo do desenvolvimento do sistema nervoso (Ben-Ari et al.,
1994) (Figura 5). Dessa forma, o balanco funcional entre os cotransportadores

de CI- é um determinante importante na inversao de excitatério para inibitorio do
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neurotransmissor GABA (Ben-Ari et al., 1994), importante para o
desenvolvimento das fun¢des do SNC. Qualquer retardo ou antecipagao na troca
de funcdo GABAérgica pode originar um desequilibrio entre neurbnios
excitatorios e inibitérios no SNC, levando a um desbalanco entre estimulacdo e
inibicdo (O’Marin, 2012; Nelson e Valakh, 2015; Furukawa et al., 2017).

o Anion Cloreto

° ® GABA
.
o ©
‘ Receptor GABA
NKCC1
| 4

Figura 5. Expressdo de NKCCL1 (importador de CI) e KCC2 (exportador de CI) em neurdnio
imaturo a esquerda e neur6nio maduro a direita. Nos neurbnios imaturos, a razéo
NKCC1/KCC2 é maior, gerando uma [CI] maior que a [Cle, 0 que torna 0 GABA
excitatério. Nos neurdénios maduros, a razao NKCC1/KCC2 é menor, gerando uma [CI]i
menor que a [Cl]e, 0 que torna 0 GABA inibitdrio. Fonte do autor.

Por exemplo, o blogueio da atividade e/ou expressao do NKCC1
prejudica a maturacédo morfoldgica dos neurénios corticais e hipocampais, reduz
a arborizacdo dendritica, prejudica a atividade motora, reduz a populacao de
neurbnios motores e interneurénios, provoca uma reducdo na elaboracdo de
axobnios, altera a sinaptogénese e leva a reducao volumétrica do encéfalo e da
medula espinal (Ploktin et al., 1997; Isering et al., 1998). Em neonatos de varias
espécies, o0 KCC2 é expresso em niveis muito baixos (Wang et al., 2002). Um
desvio negativo no potencial de reversdo de GABA é acompanhado por um
aumento na expressdo do KCC2 em neurdnios do cortex e do hipocampo de
ratos em torno da segunda semana de vida (Clayton et al., 1998). Em seres
humanos, a expressdo do KCC2 no neocortex comega a aumentar em torno da
402 semana apos a concepcao (Rivera et al., 1999) e a expressdao de NKCC1
atinge niveis similares aos de adultos em torno da 502 semana apds a concepc¢ao
(Dzhala et al., 2005). Em estagios iniciais de neurodesenvolvimento, o aumento

na expressao de KCC2 ocorre simultaneamente com a diminui¢cdo da expressao
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de NKCC1, resultando na prevaléncia do efluxo sobre o influxo de CI, o que
diminui a [CI]i. No cortex cerebral de roedores, a expressédo de KCC2 é minima
ao nascimento, baixa durante a primeira semana de vida e comparavel com o
nivel adulto entre DPN14-15. J4 a expressdo de NKCC1 em neurdnios corticais
€ mais alta durante a primeira semana pos-natal, diminuindo no DPN14 para

niveis mais baixos, similares aos encontrados em adultos (Dzhala et al., 2005).

O desequilibrio entre excitacao e inibicdo GABAEérgica é caracteristico
de vérios distarbios neurolégicos, podendo causar anormalidades como
epilepsia, esquizofrenia e depressdo (Ramamoorthi et al., 2011). Déficits na
expressdo do KCC2 estao associados a quadros de epilepsia em humanos e em
modelos animais (Kelley et al., 2018). Quadros clinicos graves de epilepsia na
infancia com convulsdes focais migratérias séo observados em seres humanos
com mutacdes associadas a perda de funcdo do KCC2 (Stodberg et al., 2015;
Saitsu et al., 2016). Um déficit de 95% no KCC2 resulta em convulsdes e
mortalidade entre a segunda e a terceira semanas de vida pos-natal (Woo et al.,
2002).

Tsukahara e colaboradores (2017), também demonstraram que o
estresse materno em roedores retarda a troca de funcdo GABAérgica no
hipocampo da prole. O estresse repetido induzido também gera alteracdes nos
padrdes de expressao de KCC2 e NKCC1 no hipocampo de roedores fémeas,
contribuindo para a geracdo de estados hiperexcitatérios; em humanos esta
condicdo poderia estar associada a epilepsia e esquizofrenia, em virtude do
desequilibrio entre excitacdo e inibicdo (Hyde et al., 2011; Tsukahara et al.,
2015). Além disso, em algumas condicdes fisiopatolégicas, como HI neonatal em
roedores, a expressdao de NKCC1l pode aumentar significativamente em
periodos de 24h a 48h apo6s o insulto (Sung et al., 2000), ao passo que a
expressdao de KCC2 pode diminuir nas primeiras duas semanas de vida
(Jaenisch et al., 2009; Wang et al., 2014).

1.6 Hipoxia-lsquemia e maturagcdo GABAérgica

Durante o evento hipoxico-isquémico, o aumento da expressdo de

NKCC1, a diminuicdo da expressdo de KCC2 ou ambos, podem ser
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responsaveis pelo acumulo intracelular de ions cloreto e consequente
hiperexcitabilidade GABAérgica (Lipton, 1999; Ben-Ari, 2017). Yan e
colaboradores (2001), documentaram o aumento da expressdo de NKCC1 no
cortex cerebral 2h ap0s a oclusdo da artéria cerebral média esquerda em um
modelo de isquemia cerebral em ratos no terceiro més de vida. Também
demonstraram o papel do NKCC1 no aumento do edema cerebral e nos danos
neuronais durante a isquemia cerebral em ratos machos. Além disso, registraram
que a expressdo de NKCC1 aumentou apos 2h de isquemia e persistiu durante
24h ap6és a reperfusdo, no cortex cerebral, hipocampo e estriado do cérebro de
ratos. Liu e colaboradores (2010), demonstraram o papel do NKCC1 na génese
de edema em camundongos jovens e idosos no modelo de isquemia cerebral
focal transitério e também demonstraram que a expressdo de NKCC1 aumenta
mais em camundongos jovens em comparacdo aos camundongos idosos. O
aumento dos niveis de NKCC1 ou a diminui¢édo dos niveis de KCC2 faz com que
a [CI]i mude a acdo GABAérgica da hiperpolarizacdo para despolarizacéo,
induzindo convulsdes (Brandt et al., 2010). Em modelos animais de isquemia
cerebral, os niveis de KCC2 sao reduzidos significativamente, alterando o tbnus
de acdo GABAérgica (Jaenisch et al., 2010; Wu et al., 2016).

Essas alteracdes bioquimicas decorrentes da HI neonatal s&o
drasticas e podem comprometer o0 neurodesenvolvimento e o
neurofuncionamento adequado durante toda a vida do animal. Baseando-se nos
padrées bioquimicos, fisiologicos e morfologicos seguidos pelo SNC diante
dessas condicBes adversas, é conveniente buscar métodos terapéuticos que
visem frear (ou até impedir) os avancos prejudiciais da HI neonatal no SNC, bem
como aprimorar outras terapias estabelecidas, como a hipotermia (Laptook et al.,
2017).

Atualmente, a hipotermia é a Unica terapia aprovada em neonatos
humanos que séo vitimas da HI (Tagin et al.,, 2012; Shankaran et al., 2017).
Nesta terapia, a temperatura encefalica é reduzida para a faixa entre 32°C e
34°C, durante periodos de 48h a 72h, visando reduzir a taxa metabdlica
neuronal, bem como a demanda energética dos neurdnios (Globus et al., 1995;

Shankaran et al., 2017). O efeito dessa conduta terapéutica tende a reducao da
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mortalidade e a diminuicdo do grau de morbidade em neonatos acometidos pela
HI (Jacobs et al., 2013). Entretanto, essa terapia tem consideraveis limitacfes
de eficacia, sobretudo se o evento for severo ou se a terapia for aplicada
tardiamente (ap6s 6h do nascimento) e, além disso, ndo € recomendada para
recém-nascidos muito prematuros (Jacobs et al., 2013; Laptook et al., 2017).
Portanto, faz-se necessaria a investigacdo de terapias alternativas e/ou
complementares para a Hl neonatal e manutencéo do equilibrio entre excitacdo
e inibicdo do SNC.

1.7 Bumetanida

A bumetanida (4cido 3-aminossulfonil-5-butilamino-4-fenoxibenzadico)
€ uma molécula que age como inibidor de NKCC1 e tem, portanto, um efeito
neuroprotetor para convulsdes tanto em humanos (Kahle et al., 2009) como em
modelos animais (Brandt et al., 2010; Liu et al., 2012), bem como em modelos
de lesdo cerebral traumética em ratos (Lu et al., 2006, 2007). Este farmaco é um
antagonista competitivo reversivel altamente seletivo de NKCC1 que, em
condicdes patoldgicas, restaura a [Cl]i e melhora a agdo GABAérgica (Shulga et
al., 2012; Ben-Ari, 2017). Foi demonstrado que a bumetanida nédo influencia a
atividade GABAérgica em neurdnios de ratos nocaute para NKCC1 (Ben-Ari,
2017), sugerindo que antagonistas de NKCC1 podem ter acao protetora diante
de injurias do SNC e que o NKCC1 é um potencial alvo terapéutico. Na fase
aguda da isquemia cerebral em ratos adultos, a bumetanida reduziu o edema
cerebral (Tao et al., 2019); também reduziu a gravidade dos danos aos neurénios
e oligodendrécitos em roedores (Yan et al., 2003; Lu et al., 2006; Wang et al.,
2014).

A HI pode aumentar o nivel de expressdo de NKCC1 e/ou diminuir o
nivel de expressédo de KCC2 (Jaenisch et al., 2010; Wang et al., 2014; Martin-
Aragon Baudel et al., 2017). Recentemente, tem se mostrado que a
administracéo deste antagonista de NKCC1 24h, 48h e 72h apos a inducao de
isquemia cerebral é capaz de atenuar os efeitos da injuria isquémica (Cleary et
al., 2013; Hu et al., 2017). A bumetanida também pode criar um microambiente
favoravel & neurogénese, a regeneracdo axonal e a restauracdo sinptica que

contribuem para a recuperacao comportamental e funcional (Tao et al., 2019).
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Aléem disso, este farmaco teve efeito positivo sobre a sinaptogénese,

preservando significativamente a expressao de PSD-95 (Mu et al., 2017).

No entanto, seus efeitos sdo desconhecidos em diferentes periodos
criticos do neurodesenvolvimento encefalico do neonato, tampouco suas
implicacbes na maturacdo GABAEérgica, na sinaptogénese, na severidade da
lesdo e na funcao cognitiva dos animais. Assim, avaliar o papel da bumetanida
em periodos criticos do neurodesenvolvimento torna-se necessario para a
investigacdo de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da HI

neonatal.
1.8 Justificativa

De acordo com os achados cientificos introduzidos acima, evidencia-
se que a privacdo energética € um fator importante na fisiopatologia da Hi
neonatal em diversos mecanismos bioquimicos e fisiologicos, tais como a acao
GABAérgica e a sinaptogénese no periodo pos-natal. Em vista disso, tendo
ciéncia das acbes farmacoldgicas da bumetanida, torna-se importante a
investigacdo dos possiveis efeitos neuroprotetores da sua administracdo no
modelo animal de HI neonatal em diferentes periodos do neurodesenvolvimento
(DPN3 e DPN11), uma vez que mimetizam os quadros derivados da HI em

condi¢cOes de prematuridade extrema e de nascimento a termo em humanos.
1.9 Hipdtese

Considerando as acfes positivas da bumetanida e os efeitos da Hi
neonatal sobre a maturacdo GABAérgica e a sinaptogénese no SNC, as
hipoteses de trabalho do presente estudo foram: (1) a bumetanida reduz os
efeitos deletérios da HI neonatal quando induzida no terceiro e décimo primeiro
dia poés-natal (DPN3 e DPN11), tornando a maturacdo GABAérgica dos
neurdnios hipocampais mais proxima do que ocorre em condic¢des fisioldégicas
basais, (2) a bumetanida € capaz de reduzir alteracbes induzidas pela HI na
expressado de proteinas associadas a sinaptogénese, minimizar a severidade da
lesédo e preservar a fungédo cognitiva dos animais e (3) a bumetanida exerce

melhor efeito sobre os animais no DPN11 em relagcio aos animais no DPN3.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da bumetanida sobre os prejuizos morfofuncionais,

moleculares e comportamentais de ratos Wistar machos submetidos a Hl

neonatal no terceiro e décimo primeiro dia de vida pos-natal.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da bumetanida sobre o imunoconteido dos
cotransportadores NKCC1 e KCC2 no hipocampo durante a fase aguda
da lesédo HlI, e do tratamento com bumetanida sobre esses parametros por
meio da técnica de Western blot;

Verificar o imunoconteido de proteinas associadas a sinaptogénese
hipocampal, sinaptofisina e PSD-95, durante a fase aguda da lesdo Hl, e
do tratamento com bumetanida sobre esses parametros através da
técnica de Western blot;

Avaliar os efeitos da bumetanida sobre o comprometimento e a
severidade da lesdo HI induzida nos diferentes estagios de
neurodesenvolvimento através de testes de reflexos neuroldgicos
(geotaxia negativa e endireitamento), de tarefas cognitivas (campo aberto,
reconhecimento de objetos, labirinto aquético de Morris) e de analise

histolégica (volume da lesdo encefalica e morte celular).
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3. Materiais e Métodos
3.1 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram realizados por experimentadores
treinados no manuseio dos animais, de acordo com a resolugcéo normativa n°37,
de 15 de fevereiro de 2018 e a resolucdo normativa n°30, de 02 de fevereiro de
2016 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, 2011) do National
Research Council of the National Academies. Todos os cuidados necessarios
pré- e pds-cirdrgicos e 0s protocolos experimentais utilizados neste projeto foram
devidamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob o nimero 39344.

3.2 Animais

Foram utilizadas 25 ninhadas de ratos Wistar, contendo um ndmero
de 10 filhotes machos por mée. Os animais foram provenientes do Biotério
Setorial do Departamento de Bioquimica da UFRGS. As ninhadas foram
retiradas do centro de reproducédo do Biotério do Departamento de Bioguimica
da UFRGS, no DPN1. Os filhotes foram alocados em caixas Plexiglass (42cm x
34cm x 18cm) fornecidas com maravalha, juntamente com suas respectivas
maes. Os animais foram mantidos com alimentacéo padrédo e agua ad libitum, e
ciclos de 12h claro/escuro em salas climatizadas (22°C + 2°C). Apés o desmame
(DPN22), os machos permaneceram nas condi¢cdes descritas acima, em grupos
de no maximo 4 animais por caixa. As ratas-mdes foram anestesiadas

profundamente com isoflurano inalatorio e eutanasiadas apos o DPN22.
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3.3 Delineamento Experimental
3.3.1 Experimento 1. Dosagem de Bumetanida

Em raz&o da escassez e da divergéncia de informacgdes na literatura
a respeito de uma dose adequada de bumetanida em animais neonatos,
realizou-se um primeiro experimento para a padronizacdo da dose. Foram
testadas trés doses diferentes de bumetanida em ordem crescente de
concentracdo: 0,01 mg/kg (dose baixa), 0,05 mg/kg (dose média) e 0,5 mg/kg
(dose alta), todas diluidas em solucdo salina 0,9% (NaCl 0,9%). As doses de
bumetanida ou salina foram administradas 1h, 24h, 48h e 72h apés a inducdo da
HI.

Para isso, foram utilizados 70 animais: 35 animais no DPN3 e 35
animais no DPN11. Para cada idade, 0s grupos continham 7 animais.

e SHAM (controles tratados com salina)

e HI-SAL (submetidos a HI e tratados com salina)

e HI-BUM 0,01 (submetidos a HI e tratados com bumetanida a 0,01 mg/kg)
e HI-BUM 0,05 (submetidos a HI e tratados com bumetanida a 0,05 mg/kg)
e HI-BUM 0,5 (submetidos a HI e tratados com bumetanida a 0,5 mg/kg)

O efeito da dose de bumetanida foi avaliado através da extenséo do
volume de tecido encefalico infartado em ratos neonatos submetidos a HI. Para
determinar o volume de extenséo do tecido infartado nestes animais, foi utilizada
a técnica de TTC (2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio), descrita posteriormente na
secdo de andlise histolégica. A analise volumétrica dos encéfalos lesionados
sugeriu que a dose de 0,5 mg/kg de peso corporal da bumetanida foi mais eficaz

na preservacao do tecido encefalico.
3.3.2 Experimento 2: Avaliagdo Comportamental, Histolégica e Bioquimica

Uma vez estabelecida a dose a ser utilizada ao longo do presente
estudo, o segundo experimento visou avaliar os efeitos da bumetanida em
animais submetidos a HI, considerando parametros bioquimicos,

comportamentais e morfolégicos. O procedimento cirtrgico foi realizado nos
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DPN3 e DPN11, conforme descrito posteriormente, a fim de mimetizar o evento
hipoxico-isquémico em neonatos humanos na condicdo de prematuridade
extrema (HI_DPN3) e de nascimento a termo (HI_DPN11), respectivamente.
Apés a Ultima injecdo de bumetanida (72h pos-leséo), um grupo de animais foi
eutanasiado, tiveram seus encéfalos cuidadosamente dissecados e 0 hipocampo
ipsilateral a ocluséo carotidea armazenado para posterior analise. A partir de
andlises bioquimicas, os imunoconteiudos de NKCC1 e KCC2 foram avaliados
como marcadores de maturagcdo GABAérgica. Além disso, os imunoconteudos
de PSD-95 e sinaptofisina foram avaliados como marcadores de sinaptogénese.
Finalmente, outro grupo de animais foi avaliado no periodo lactacional e na idade
de adulto jovem (DPN50-60), a fim determinar a funcdo reflexa neuroldgica e

cognitiva, bem como a severidade da lesdo (DPN60) (Figura 6).

) BUM (0,5 mg/kg) ou SAL; _ Avaliag@o da
1x/dia por 3 dias apoés HI Desmame Severidade da Les&o
—t— — L
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Figura 6. Delineamento experimental dos procedimentos realizados no presente estudo. BUM:
bumetanida; SAL: salina; HI: hipoxia-isquemia; DPN: dia pés-natal; CA: campo aberto; RO:

reconhecimento de objeto; LAM: labirinto aquatico de Morris.

3.4 Modelo de Hipoxia-lsquemia Neonatal

Foi utilizado o modelo de Levine (1960) para a HI, modificado por Rice
e colaboradores (1981) e adaptado a roedores de 3 e 11 dias de vida,
mimetizando respectivamente, um recém-nascido humano prematuro extremo e
um recém-nascido humano a termo (Sanches et al., 2013a; Duran et al., 2017).
Para isto, os animais foram anestesiados com isoflurano (4% para inducao e 1,5
- 2% para manutenc¢ao com um fluxo de 3 L/min) e submetidos a uma inciséo na

linha média da face anterior da regido cervical; a artéria carétida comum direita
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foi identificada, isolada de estruturas adjacentes e ocluida permanentemente
(isquemia). A assepsia da regido cervical pré- e pos-cirurgia foi feita com alcool
iodado. Os animais receberam aplicacdo tépica de lidocaina 10% (Xilocaina®)
apos a oclusdo da carétida. Finalizado o procedimento cirdrgico, 0os animais
permaneceram em recuperacao sob temperatura controlada (37°C) durante 15
minutos antes de serem devolvidos as caixas moradia, onde permaneceram por
um intervalo de 2 horas junto as maes. Por fim, em grupos de 6 individuos
submetidos a HI_DPN3 e 4 individuos submetidos a HI_DPN11, os animais
foram gentilmente acondicionados em uma camara especifica de controle de Oz
e expostos a atmosfera hipoxica (8% de Oz e 92% de N2, com fluxo de 5 L/min)
durante 120 minutos (HI_DPN3) e 60 minutos (HI_DPN11) (hipoxia). A diferenca
no tempo de duracao da hipéxia foi adotada a fim de garantir graus de severidade
da lesdo semelhantes entre as idades, visto que animais DPN3 apresentam
maior tolerancia anaerébica encefalica em relacdo aos animais DPN11 (Odorcyk
et al., 2020). A camara de hipéxia ficou parcialmente submersa em banho-maria
a 37°C a fim de manter a temperatura corporal dos ratos lactentes dentro dos
limites fisiol6gicos. Nos animais do grupo SHAM (controle cirargico) foi realizada
a anestesia, feita a incisdo e tiveram a carotida comum direita exposta, porém
sem oclusao e ndo foram submetidos a hipdxia. Além disso, foram aquecidos por
um tapete térmico a temperatura controlada de 37°C. Ao final da hipdxia, os

animais foram retirados da camara e devolvidos a caixa de origem junto as maes.
3.5 Administracdo da Bumetanida

A bumetanida na dose de 0,5 mg/kg, conforme os resultados do
experimento 1, foi administrada por via intraperitoneal 1h ap6s a hipéxia e uma
vez ao dia, durante 3 dias posteriores a cirurgia. Nos animais do grupo SHAM foi
injetada solucao salina 0,9% (NaCl 0,9%) como veiculo, por via intraperitoneal,
durante os mesmos periodos que 0s animais tratados com bumetanida (Hu et
al., 2017).
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3.6 Grupos Experimentais

Considerando o procedimento cirdrgico e a administracéo do farmaco,
os animais foram divididos em 2 idades, cada um com 3 grupos experimentais,

conforme apresentado na Tabela 1:

Tabela 1. Idades experimentais e seus respectivos grupos.

Idades Grupos
SHAM - controle cirdrgico + administracéo de salina (veiculo)

HI_DPN3 HI-SAL — HI + administracdo de salina (veiculo)

HI-BUM — HI + administracdo de bumetanida (0,5 mg/kg)

SHAM - controle cirdrgico + administracéo de salina (veiculo)
HI_DPN11 HI-SAL — HI + administracdo de salina (veiculo)

HI-BUM — HI + administracdo de bumetanida (0,5 mg/kg)

3.7 Analise Neuromotora durante o Periodo Lactacional

A avaliacdo neuromotora foi realizada por meio da execucdo dos
testes de reflexos neuroldgicos (geotaxia negativa e endireitamento) 72h e 10

dias apos a leséo Hil.
3.7.1 Reflexo de Geotaxia Negativa

O teste do reflexo de geotaxia negativa avalia a funcao vestibular e
proprioceptiva dos animais. Para isso, 0os animais foram posicionados sobre um
plano inclinado em angulo de 30° com a cabeca orientada para a direcdo do solo
e foi mensurada a laténcia do animal ao adotar a posicéo contraria, isto €, virar-
se 180°. O tempo estipulado para o teste foi de 60 segundos (Sanches et al.,
2017). O teste foi executado trés vezes com intervalo de 5 minutos em dois
momentos do desenvolvimento de cada animal: 72h e 10 dias ap0s a inducéo da
lesdo hipdxico-isquémica em ambas as idades (HI_DPN3 e HI_DPN11). Os
animais que ndo completaram a tarefa, foram pontuados com o tempo maximo.

O numero de animais utilizados para este teste foi de 15 por grupo.
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3.7.2 Reflexo de Endireitamento

O teste do reflexo de endireitamento avalia a funcdo motora e a
coordenacdo dos animais. Para isso, os animais foram posicionados em
decubito dorsal sobre uma superficie plana e foi mensurada a laténcia do animal
ao adotar a posicdo de decubito ventral com as quatro patas apoiadas na
superficie. O tempo estipulado para o teste foi de 15 segundos (Sanches et al.,
2017). O teste foi executado trés vezes com intervalo de 5 minutos em dois
momentos do desenvolvimento de cada animal: 72h e 10 dias apds a inducao da
lesdo hipoxico-isquémica em ambas as idades. Os animais que nao
completaram a tarefa foram pontuados com o tempo maximo. O numero de

animais utilizados para este teste foi de 15 por grupo.
3.8 Analise Comportamental na Fase Adulta

A avaliacdo comportamental foi realizada a partir dos 50 dias de vida
por meio da execucdo dos seguintes testes comportamentais: campo aberto,

reconhecimento de objetos e labirinto aquético de Morris.
3.8.1 Campo Aberto

A atividade exploratéria e locomotora dos animais foi avaliada através
do teste do campo aberto. Os animais foram acondicionados em uma arena
quadrada de madeira de 50cm x 50cm x 39cm (comprimento x altura X
profundidade) dividido em 12 quadrantes iguais. Cada animal foi posicionado no
guadrante posterior esquerdo e observou-se a permanéncia na zona periférica,
a permanéncia na zona central e o nimero de cruzamentos entre os quadrantes,
durante 300 segundos (Duran et al., 2018; Carvalho et al., 2022). O niumero de
animais utilizados para este teste foi de 12 para o grupo SHAM e 15 para os
grupos HI-SAL e HI-BUM.

3.8.2 Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos avalia a memoaria declarativa
através do comportamento exploratorio do animal. Na primeira etapa do teste
(trial), cada animal foi colocado em uma arena quadrada de madeira de 50cm x
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50cm x 39cm (comprimento x altura x profundidade) e confrontado com dois
objetos diferentes para livre exploracéo, e o tempo de exploracédo de cada objeto
foi registrado durante 5 minutos. Na segunda etapa (probe trial), cada animal foi
exposto a dois objetos colocados na mesma arena: um objeto familiar (usado no
trial) e um objeto novo (novidade). O tempo gasto explorando o objeto novo e o
objeto familiar foi medido durante 5 minutos. A partir dos tempos de exploracéo
dos objetos registrados, calculou-se o indice de discriminagdo no probe trial; o
indice de discriminagéo € a razdo entre o tempo de explora¢édo do objeto novo e
tempo total gasto explorando os dois objetos (B/B + A, onde B é o objeto novo e
A é o objeto familiar) (Rojas et al., 2013). O namero de animais utilizados para

este teste foi de 12 para o grupo SHAM e 15 para os grupos HI-SAL e HI-BUM.

3.8.3 Labirinto Aquético de Morris

Este teste avaliou a memaria espacial dos animais e foi realizado em
um tanque circular de 200 cm de diametro, sendo 40 cm de profundidade
cobertos por agua (temperatura de + 23°C) e uma plataforma com 10 cm de
diametro (da mesma cor do tanque) submersa 2 cm abaixo da superficie da agua
em uma sala contendo pistas visuais nas paredes que o cercam. O tanque foi
dividido virtualmente em 4 quadrantes de onde os animais iniciaram as tentativas
de localizar a plataforma: N (norte), S (sul), L (leste) e O (oeste). Foi utilizado o

protocolo de avaliagdo da memoria de referéncia (Sanches et al., 2013b).

Protocolo de Memodria de Referéncia: a posicdo da plataforma
permaneceu no mesmo local durante todo o periodo de treino. Os animais
realizaram quatro “trials” por dia, durante 5 dias consecutivos. Vinte e quatro
horas apés a fase de treino, uma sessao de 60 segundos sem a plataforma foi
realizada para avaliar a memoéria de longo prazo. Foram analisados os seguintes
parametros: laténcia para cruzar pela primeira vez a zona da plataforma e tempo
gasto no quadrante alvo (Sanches et al., 2013b). Os animais foram filmados e
os dados registrados pelo software ANY-MAZE. O nimero de animais utilizados
para esse teste foi de 12 para o grupo SHAM e 15 para os grupos HI-SAL e HI-
BUM.
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3.9 Analise Histoldgica
3.9.1 Coloracéo de 2,3,5-Cloreto de Trifeniltetrazolio (TTC)

Para a avaliacdo do efeito das diferentes doses de bumetanida
através da anélise morfométrica do encéfalo lesionado, utilizou-se a técnica de
coloracdo de TTC (2,3,5-cloreto de trifeniltetrazdlio), que é baseada na reducédo
do 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazoélio por enzimas mitocondriais de células vivas e
na geracdo do tom avermelhado que distingue o tecido viavel do nao viavel
(esbranquicado). Inicialmente, os ratos foram profundamente anestesiados com
isoflurano inalatério e, entdo, submetidos a perfusao transcardiaca com solucao
salina (NaCl 0,9%). Apo6s a perfusdo, os encéfalos foram cuidadosamente
dissecados e cortados manualmente no plano coronal com o auxilio de navalhas
e de um molde com fendas milimetricamente espacgadas (brain slicer), em 5
seccOes de 2 mm de espessura cada. As secc¢des de tecido foram incubadas por
20 minutos em uma solucdo de TTC 2% (Cat. No. 298-96-4) a temperatura
ambiente em placas de pocos e, em seguida, fixadas em paraformaldeido 4%
(PFA 4%). As secgbes coradas com TTC foram digitalizadas e analisadas
utilizando o programa ImageJ (NIH, Bethesda, EUA). As areas calculadas
correspondentes ao tecido vivo (corado em vermelho) e tecido nao vivo
(esbranquicado) foram multiplicadas pela espessura das fatias (2mm) e pelo
nimero de fatias para a obtencéo do volume total (mm3). A partir disso, o célculo
da porcentagem do volume de leséo encefélica (VLE) foi realizado de acordo

com a equacao a seguir (Tassinari et al., 2020; Tu et al., 2019):

VLE (%)= _ [volume hemisfério contralateral - (volume hemisfério ipsilateral - volume de lesao)] %100
volume hemisfério contralateral

3.9.2 Coloracgéo de Hematoxilina e Eosina (HE)

A fim de realizar a analise morfométrica encefalica, os animais foram
cuidadosamente anestesiados e manipulados para a obtencdo dos encéfalos.
Os ratos foram profundamente anestesiados com isoflurano inalatério (0,5 mL)
e, entdo, submetidos a toracotomia para a perfusao transcardiaca com 200 mL

de solucao salina (NaCl 0,9%) para lavagem vascular e, posteriormente, com
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200 mL de solucdo de PFA 4% com tampéo fosfato 0,2 M e pH na faixa de 7,4
para a fixacdo tecidual. Os encéfalos foram coletados e mantidos em solucéo
fixadora de PFA 4% por 24h. Apds esse tempo, os enceéfalos foram destinados
ao processamento histolégico para a inclusdo em parafina. Primeiramente, 0s
encéfalos foram desidratados em concentracdes crescentes de alcool etilico
(70%, 80%, 90% e 100% | e 100% II). Posteriormente, foram submersos em xilol
(xilol I e xilol I); finalmente impregnados por parafina liquida (parafina I, Il e Ill) a
60°C. Os encéfalos ficaram aptos a microtomia apos o resfriamento e
endurecimento da parafina. Através do microtomo de rotacéo (Leica RM-2125),
foram realizadas secc¢bes coronais (Bregma 4.7 mm a - 8.5 mm; Paxinos e
Watson, 1998) de 7 um com intervalo de 70 pum entre os cortes e colocados sobre
laminas histologicas previamente gelatinizadas. O tecido foi corado com
hematoxilina e eosina (Cat. No. 517-28-2 e Cat. No. 17372-87-1,
respectivamente; Sigma-Aldrich). A morfometria foi baseada no delineamento
manual das areas das estruturas encefalicas de interesse (hemisfério, cortex,
estriado e hipocampo) e o volume destas estruturas foi calculado através da
equacgao: Z das areas x intervalo entre seccgdes. As laminas foram digitalizadas
em um scanner e analisadas utilizando o software ImageJ (NIH, Bethesda, EUA).
Para a avaliacdo do volume de lesé@o encefalica, utilizou-se 8 animais por grupo
(Fabres et al., 2018; Odorcyk et al., 2020; Carvalho et al., 2022).

3.9.3 Contagem de Células

Para avaliar a taxa de células neuronais em degeneracdo no
hipocampo, utilizou-se as mesmas laminas coradas com hematoxilina e eosina
do experimento anteriormente descrito, nas quais foi possivel capturar imagens
da éarea hipocampal de CAl para quantificar o nimero de células em
degeneracdo e piramidais totais. As imagens foram obtidas através de
microscopia de luz (Nikon Eclipse E-600) em um aumento de 400x. Foi contado
0 numero de neurbnios piramidais por imagem capturada e calculado o valor
meédio de cinco secc¢les diferentes (um campo para cada secc¢ao totalizando
cinco imagens por animal) através do software ImageJ (NIH, Bethesda, EUA).
Os neurbnios que apresentavam deformidade do corpo celular ou nucleo

cariolitico, picnotico ou cariorréxico foram definidos como células em
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degeneracdo (Garman, 2011; Fabres et al., 2020). Os resultados foram
expressos como a porcentagem de células em degeneracdo, que foi
determinada através da equacao: (X células degeneradas/X total de células) x
100. Para a avaliagdo do volume de leséo encefalica, utilizou-se 8 animais por

grupo (Fabres et al., 2020).
3.10 Analise Bioquimica
3.10.1 Western Blot

A técnica de Western blot foi executada para a quantificacdo de
expressao proteica (imunocontetdo) dos cotransportadores de cloreto (NKCC1
e KCC2) e de proteinas sinaptogénicas (PSD-95 e sinaptofisina). Apds a ultima
dose de bumetanida, as amostras de hipocampo direito (ipsilateral a oclusao da
car6tida comum) foram rapidamente coletadas, congeladas em nitrogénio liquido
e armazenados em ultrafreezer (-80°C) para posterior homogeneizacdo e

determinacao da concentracao proteica por amostra.

A homogeneizacdo foi realizada em tampdo HEPES 10 mM e
coquetel de inibidor de protease a 1% (Cat. No. 11.697.498.001, Roche,
Alemanha) em pH de 7,9. Adicionou-se ao tampéao, detergente nao idnico (NP40
1%, Cat. No. 9016-45-9; Sigma-Aldrich) para romper a estrutura da membrana
plasmatica (Seddon et al., 2004) e detergente de &cido biliar ibnico em baixa
concentragéo (desoxicolato de sédio 0,25%, Cat. No. 302-95-4, (D6750); Sigma-
Aldrich) para facilitar a extracao de proteinas transmembrana, a solubilizacdo e
a estabilidade em solucdo aquosa (Zhou et al.,, 2006). Homogeneizadas, as
amostras lisadas foram submetidas a centrifugacéo refrigerada a 4°C por 10
minutos a uma forca de 1000 g, a fim de obter proteinas celulares presentes no
sobrenadante. A determinacdo da concentracdo proteica por amostra foi
determinada utilizando o kit PierceTM BCA Protein Assay (Cat. No. 23225;
Thermo-Fisher Scientific), resultando na utilizacdo de uma concentragao de
proteinas equivalentes entre as amostras (40 ug de proteinas totais). A partir
disso, as amostras proteicas foram submetidas aos processos de desnaturacao,
reducao e preparo para eletroforese em gel de poliacrilamida gradiente de 4% a
12% (Cat. No. NP0323BOX; Thermo-Fisher Scientific), juntamente com um
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marcador de peso molecular de 12 a 225 kDa (Cat. No. RPN8OOE; GE
Healthcare) a 50V e 400 mA por 1h30. Posteriormente, houve a transferéncia
das proteinas para membranas de nitrocelulose. Apdés a transferéncia, as
membranas foram bloqueadas com solucéo de leite desnatado em pd 5% em
salina tamponada com Tris contendo tween 20 (T-TBS) por 2 horas e lavadas
com T-TBS 0,1 M (contendo 0,05% Triton X-100) por 1 hora em temperatura

ambiente.

As membranas foram processadas para imunodeteccéao (incubadas)
com 0s anticorpos primarios contra as proteinas de interesse (overnight a 4°C):
anti-NKCC1 (1:1000; 14581S, Cell Signaling), anti-KCC2 (1:1000; 07-432, Merck
Millipore), anti-PSD-95 (1:1000; 36233S, Cell Signaling), anti-sinaptofisina
(1:1000; SAB4200544, Sigma Aldrich) e anti-a-tubulina (1:1000; T6074, Sigma
Aldrich). A a-tubulina foi usada como controle de carregamento. ApGs a
incubacdo com os anticorpos primarios, realizou-se as lavagens das membranas
e a incubacao destas com os anticorpos secundarios especificos anti-rabbit IgG
e anti-mouse IgG (ambos 1:1000) por 2 horas em temperatura ambiente (22°C *
2). Finalmente, as membranas foram reveladas em sistema de
quimiluminescéncia (ImageQuant GE-LAS 4000 - GE Healthcare Life Sciences)
utilizando um kit PierceTM ECL western (Cat. No. 32106; Thermo-Fisher) e as
imagens obtidas foram analisadas por densitometria Optica através do software
Image Studio Lite 5.2 (LI-COR Biosciences). Os resultados foram normalizados
pela expressao da a-tubulina. Os resultados estdo expressos como porcentagem
em relacdo ao grupo controle (SHAM) (Duran et al., 2018). O nimero de animais
utilizados para essa técnica foi de 7 animais por grupo.

3.11 Anélise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-
Wilk. Os dados com distribuicdo normal foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) considerando como fatores fixos o grupo experimental (SHAM, HI-SAL
e HI-BUM) de cada idade (HI_DPN3 e HI_DPN11), seguido do teste de
comparacdes multiplas de Tukey quando diferencas significativas foram
encontradas. Previamente, foi verificado através de ANOVA de duas vias a

presenca de interacdes entre as idades em que os animais foram submetidos a
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HI. Os dados com distribuicdo ndo normal foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste Dunn para multiplas comparacdes. A curva de
aprendizado no labirinto aquatico de Morris foi analisada pelo Modelo Linear
Generalizado - Estimagao de Equacdes Generalizadas (GEE), considerando os
fatores grupo e tempo. A relacéo entre os testes estatisticos e a analise de cada
experimento executado neste trabalho de pesquisa € demonstrada na Tabela 2.
A significancia aceita foi de p < 0,05. Os dados com distribuicdo normal estao
expressos como meédias + erro padrdo da meédia (EPM) e os dados com
distribuicdo ndo normal estdo expressos em mediana e percentil interquartil 25
e 75. Os testes foram realizados utilizando o programa SPSS verséo 21.0 (IBM
SPSS Statistics) e os gréaficos foram realizados usando o programa Prism versao
8.0.2 (GraphPad Software).

Tabela 2. Descri¢édo detalhada dos testes estatisticos e analises realizadas nos experimentos.

Experimentos Distribuigdo Teste Estatistico
dos Dados
Analise Morfolégica (TTC) Normal ANOVA de uma via
Andlise Bioquimica (Western blot): Normal ANOVA de uma via
Analise Neuromotora
Reflexo de Geotaxia Negativa N&o Normal Teste de Kruskal-Wallis
Reflexo de Endireitamento Normal ANOVA de uma via
Analise Comportamental
Campo Aberto N&o Normal Teste de Kruskal-Wallis
Reconhecimento de Objetos Normal ANOVA de uma via
Trial: n&o normal GEE
Labirinto Aquatico de Morris Probe trial:
' ANOVA de uma via
normal
Andlise Histoldgica (HE)
Volume de Leséao Normal ANOVA de uma via
Contagem de Neurbnios Normal ANOVA de uma via
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4. Resultados
4.1 Efeito neuroprotetor da bumetanida apos a Hi

A analise da extensdo do volume infartado 72 horas apés a indugéo
da lesdo em animais submetidos a HI_DPN3 acusou diferenca significativa entre
0 grupo SHAM e os grupos HI-SAL e HI-BUM 0,01 (F@,30 = 4,742; p = 0,0074),
sem diferenca com HI-BUM 0,05 (p = 0,1612) e HI-BUM 0,5 (p = 0,2960) (Figura
7A), sugerindo que as doses de 0,05 e 0,5 mg/kg exerceram um efeito
neuroprotetor sobre o tecido encefalico. Contudo, a andlise realizada em animais
submetidos a HI_DPNL11, revelou diferencas significativas entre o grupo SHAM
e o0s grupos HI-SAL, HI-BUM 0,01 e HI-BUM 0,05 (F4,30) = 14,85; p < 0,0001),
sem diferenca com HI-BUM 0,5 (p = 0,1339) (Figura 7B), sugerindo um possivel
efeito neuroprotetor da dose 0,5 mg/kg em relacdo as demais. Conclui-se, a partir
disso, que a dose de 0,5 mg/kg de bumetanida apresentou um papel positivo na

neuroprotecdo em ambas as idades. A Figura 8 representa a técnica de TTC.
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Figura 7. Volume de Lesdo Encefélica. O volume de leséo foi expresso pela taxa da extensdo
do tecido infartado em relacdo ao hemisfério ipsilateral e contralateral a oclusdo da artéria
carétida comum nos animais submetidos a HI_ DPN3 (A) e a HI_DPN11 (B). Os grupos indicados
com doses (mg/kg) correspondem a animais HI-BUM. Os dados foram analisados através da
ANOVA de uma via, seguida do post hoc de Tukey, e expressos em média + EPM (n =5 - 7 por
grupo). * Diferenca significativa com o grupo SHAM. A diferenga estatistica foi aceita quando p

< 0,05.
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Figura 8. Imagem representativa de sec¢des coronais do cérebro de ratos submetidos a HlI: (A)

HI_DPN3 e (B) HI_DPN11. Encéfalos corados com TTC, 72h ap6s a lesdo (2 mm de espessura).

4.2 Taxa de Mortalidade

Conforme indicado na Tabela 3, foram utilizados 250 ratos neonatos
machos durante a execucao deste trabalho. Cento e oitenta e dois animais foram
submetidos ao procedimento de HI, dos quais 3 morreram durante o
procedimento cirdrgico e 12 apés a inducdo do modelo respectivo. Assim, a taxa

de mortalidade de ambos os experimentos foi de 8,2%.
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Tabela 3. Relacao entre o numero de animais e a mortalidade por experimento realizado.

Grupo Numero de Animais Mortalidade (n)

Experimento 1

SHAM 14 0

HI SAL 14 2

HI 0,01 14 1

HI 0,05 14 2

HI 0,5 14 1

Experimento 2

SHAM 50 0
HI SAL 65

HI BUM 65 4
Total: 250 15

4.3 A bumetanida preveniu a perda de peso 48h ap6s a leséo

A analise do ganho de peso corporal dos animais através do GEE,
mostrou uma interagcdo entre os fatores tempo e grupo (x%s = 37,041; p <
0,0001), indicando que todos os animais tiveram um aumento de peso ao longo
do tempo. Além disso, observou-se menor ganho de peso entre 0s animais do
grupo HI-SAL submetidos a HI_DPN3, quando comparado com os animais do
grupo SHAM e HI-BUM 48h apds a lesédo (p < 0,0001), sem diferencas
significativas nos outros pontos de avaliacdo. Um comportamento semelhante foi
observado entre os animais submetidos a HI_DPN11. Assim, entre 24h e 48h
apos a lesdo, os animais HI-SAL apresentaram menor ganho de peso em relagcédo
aos grupos SHAM (p < 0,0001). Esse efeito foi observado no periodo de 24h
apos a lesdo nos animais HI-BUM quando comparado ao grupo SHAM (p =

0,0020). O peso corporal e 0 ganho de peso séo apresentados pela Figura 9.
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Figura 9. Peso Corporal dos Animais e Ganho de Peso. Todos os grupos tiveram suas medidas
de peso corporal observadas a partir do primeiro dia de lesdo até o dia do desmame (DPN21). A
avaliacdo do peso corporal e o ganho de peso dos animais submetidos a HI_DPN3 sé&o
representadas por (A) e (C), respectivamente. J& a avaliagdo do peso corporal e o ganho de peso
dos animais submetidos a HI_DPN11 sdo representadas por (B) e (D), respectivamente. Os
dados foram analisados através de GEE e expressos em média + EPM (n = 15 animais por
grupo). * Diferenca significativa com o grupo SHAM. A diferenga estatistica foi aceita quando p
< 0,05.

4.4 Avaliacdo Neuromotora durante o Periodo Lactacional
4.4.1 A bumetanida preveniu o prejuizo no teste de geotaxia negativa

Os resultados relacionados ao reflexo de geotaxia negativa estao
representados na Figura 10. O teste para duas amostras pareadas evidenciou
gue os animais apresentaram uma melhora no desempenho durante a execucao
do teste ao longo do tempo (Z = 4,359; p < 0,0001). O teste de Kruskal-Wallis,
seguido do post hoc de Dunn, revelou diferencas estatisticamente significativas
na laténcia ao adotar a posi¢do da cabeca contraria ao solo tanto em animais
submetidos a HI_DPN3 como a HI_DPN11. Em animais no DPN3, a avaliacdo
de geotaxia negativa executada 72h apdés a lesdo acusou uma diferenca
significativa entre os grupos HI-SAL e SHAM (x%*2 = 17,444; p < 0,0001).
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Portanto, o grupo HI-SAL apresentou maior comprometimento na funcao
vestibular e proprioceptiva, o qual ndo foi observado nos animais tratados. A
avaliacéo feita no décimo dia apés a lesdo apontou diferenca no grupo HI-SAL
em relagdo ao SHAM (x*@2) = 21,762; p < 0,0001). Esses achados confirmam o
déficit neuromotor induzido pela HI tanto 72h quanto 10 dias apés a lesdo, bem
como o efeito positivo da bumetanida nesse parametro funcional. Em animais no
DPN11, a avaliagéo realizada 72h apos a lesao indicou diferenca significativa
entre 0o grupo HI-SAL e os demais grupos (X%@ = 23,999; p < 0,0001),
evidenciando um prejuizo neuroldgico causado pela HI e evitado pela
bumetanida. Porém, a avaliacéo feita no décimo dia apds a lesdo ndo apontou

diferenca significativa entre 0s grupos experimentais (X2 = 2,029; p = 0,3226).

HI_DPN3 (72h pés-HI) HI_DPN11 (72h pés-HI)

>
15 - -

I
1 _BL

L) I T
SHAM HI SAL HI BUM

Laténcia (s)
Laténcia (s)
¥

SH'AM HI éAL HI BIUM
HI_DPN3 (10d p6s-HI) HI_DPN11 (10d pés-HI)

» 15

1 &

-

1 | 1
SHAM HI SAL HI BUM

(2]
1

-
o
|

o
L

Laténcia (s)
H
1
Laténcia (s)

N
1

|
» >
k e ;—a—{v
> S

I 1 I
SHAM HI SAL HI BUM

Figura 10. Reflexo de Geotaxia Negativa. A avaliacdo da fungdo vestibular e proprioceptiva em
animais neonatos submetidos a HI_DPNS foi realizada 72h ap0s a lesao (A) e no décimo dia
apos a leséo (C). Da mesma forma, a avaliagdo dos animais neonatos a submetidos a HI_DPN11
72h apos a leséo (B) e no décimo dia apds a lesdo (D). Os dados foram analisados através do
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post hoc de Dunn, e expressos em mediana e percentil
interquartil 25 e 75 (n = 15 por grupo). * Diferenca significativa com o grupo SHAM. # Diferenca
significativa com o grupo HI-SAL. A diferenca estatistica foi aceita quando p < 0,05.
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4.4.2 A bumetanida reduziu o prejuizo no teste de endireitamento.

Os resultados pertinentes ao reflexo de endireitamento estdo
representados na Figura 11. Como esperado, o teste para duas amostras
pareadas evidenciou que os animais apresentaram melhor desempenho para
execucado do teste ao longo do tempo (t = 14,665; p < 0,0001). Nao foram
observadas diferencas significativas considerando ambas as idades, assim,
cada idade foi analisada de maneira independente, com o intuito de evidenciar
diferencas significativas entre os grupos experimentais. A ANOVA de uma via,
seguida do post hoc de Tukey, revelou diferencas estatisticamente significativas
na laténcia ao adotar a posicdo de decubito ventral com as 4 patas sobre a
superficie nas duas idades de estudo. Em animais submetidos a HI_ DPN3, a
avaliacdo do endireitamento executada 72h ap0s a lesdo acusou uma diferenca
significativa entre os grupos HI-SAL e SHAM (F,41) = 6,209; p = 0,0040), bem
como na avaliacao feita no décimo dia apos a leséo (F(2,40)= 27,936; p < 0,0001).
Logo, a HI ocasionou maior deficiéncia da coordenacdo motora se comparado
aos demais grupos nos dois periodos avaliados e a bumetanida foi capaz de
diminuir essa deficiéncia. Em animais submetidos a HI_DPN11, a avaliacédo
realizada 72h apos a lesao indicou diferenca significativa entre o grupo HI-SAL
e 0 SHAM (Fea4s = 8,551; p = 0,0010), destacando a neuroprotecdo da
bumetanida sobre a fungcdo motora nesse periodo. No entanto, a avaliacao feita
no décimo dia apds a lesdo ndo apontou diferenca significativa entre os grupos
experimentais (F,45 = 0,2018; p = 0,8180).
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Figura 11. Reflexo de Endireitamento. A avaliacdo da funcdo motora e coordenacdo em animais

neonatos submetidos a HI_ DPN3 foi realizada 72h apds a leséo (A) e no décimo dia apés a lesdo
(C). Da mesma forma, a avaliagdo dos animais neonatos submetidos a HI_DPN11 foi realizada
72h apoés a lesdo (B) e no décimo dia apds a lesdo (D). Os dados foram analisados através da
ANOVA de uma via, seguida do post hoc de Tukey, e expressos em média + EPM (n = 15 por
grupo). * Diferenga significativa com o grupo SHAM. A diferenga estatistica foi aceita quando p
< 0,05.

4.5 Avaliacdao Comportamental na Fase Adulta

4.5.1 A bumetanida inibiu a hiperlocomoc¢é&o no teste de campo aberto em

animais no DPN3

No teste de campo aberto ndo houve diferencas significativas no
tempo em que os animais submetidos a HI_DPN3 permaneceram na zona
central (x*2) = 1,690; p = 0,4300) nem na zona periférica (x?@) = 1,690; p =
0,4300), ao passo que houve diferenca no nimero de cruzamentos entre 0s
quadrantes (x*2 = 10,041; p = 0,0070), sugerindo assim, que a HIl neonatal
induziu aumento na atividade locomotora, e que a bumetanida foi capaz de inibir

esse comportamento nessa idade. A mesma analise foi realizada em animais
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submetidos a HI_DPN11, entretanto ndo foi observada qualquer diferenca
significativa no tempo em que os animais permaneceram na zona central (X*@2) =
1,358; p = 0,5070) ou periférica (x*@2) = 1,358; p = 0,5070) nem no namero de
cruzamentos entre os quadrantes (x?@) = 5,029; p = 0,0810). As Figuras 12 e 13

representam os resultados descritos acima.
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Figura 12. Campo Aberto. A avaliacdo da atividade locomotora na idade adulta foi realizada no
DPN50. Dados obtidos para os animais submetidos a HI_ DPN3: (A) numero de cruzamentos
entre os quadrantes, (C) permanéncia na periferia e (F) permanéncia na zona central da area.
Dados obtidos para animais submetidos a HI_DPN11: (B) numero de cruzamentos entre os
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quadrantes, (D) permanéncia na periferia e (E) permanéncia na zona central da area. Os dados
foram analisados através do teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post hoc de Dunn, e expressos
em mediana e percentil interquartil 25 e 75 (n = 12-15 por grupo). * Diferenca significativa com o

grupo SHAM. A diferenca estatistica foi aceita quando p < 0,05.

HI_DPN3

HI_DPN11

Figura 13. Campo Aberto. Mapas representativos do trajeto percorrido pelos animais na arena

ao longo do tempo de teste.

4.5.2 A bumetanida reduziu os prejuizos no teste de reconhecimento de

objetos em animais DPN11

A ANOVA de uma via nédo revelou diferenca significativa nos indices
de discriminacdo entre os grupos dos animais submetidos & HI_DPN3 (F(2,40) =
1,670; p = 0,2010) (Figura 14A). Entretanto, houve diferenca significativa entre
os indices de discriminacdo dos grupos dos animais submetidos a HI_DPN11
(F2 41y = 4,356; p = 0,0190) (Figura 14B), tendo o grupo HI-SAL o menor indice
de discriminagédo em relacdo ao SHAM e, portanto, maior déficit de memaoria ao
discernir entre um objeto familiar e um objeto novo, enquanto o grupo tratado
com bumetanida teve a memaria declarativa conservada. Esse fato sugere que
a administracdo de bumetanida foi capaz de reduzir o prejuizo na memoria

declarativa de neonatos no DPN11. A Tabela 4 apresenta os valores de tempo
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gue os animais utilizaram para explorar um objeto durante o treinamento e o

teste.

Tabela 4. Reconhecimento de Objetos. A avaliagdo de reconhecimento de objetos foi realizada
nos animais em DPN50. Os valores representam o tempo (em segundos) utilizado pelos animais
para explorar um objeto. Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via, seguido
pelo post hoc de Tukey, e expressos em média + EPM (n = 12 - 15 por grupo). * Diferenca

significativa com o grupo SHAM. A diferenca estatistica foi aceita quando p < 0,05.

Grupos Treinamento Teste
HI_DPN3 Objeto 1 Objeto 2 Objeto 1 Objeto Novo
SHAM | 30,53+ 3,50 35,68 +3,79 36,42+2,65 43,15+2,98
HI-SAL | 25,86 +2,90 31,41 +3,76 37,80+2,32 37,34+2,93
HI-BUM | 29,65+2,39 31,00+2,49 33,03+1,92 36,54+2,32
HI_DPN11
SHAM | 33,25+2,52 40,12 +4,18 35,84+3,51 42,80+ 3,52
HI-SAL | 25,61 +2,56 29,12 +2,27 33,64+3,35 32,11 +2,73*
HI-BUM | 32,38 + 3,31 36,34 +3,59 35,61+2,78 41,99 2,60
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Figura 14. Reconhecimento de Objetos. A avaliagédo de reconhecimento de objetos foi realizada
nos animais em DPN50. Foi analisado o indice de discriminacdo em animais submetidos a
HI_DPN3 (A) e em animais submetidos & HI_DPN11 (B). Os dados foram analisados através da
ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, e expressos em média + EPM (n =12 - 15

por grupo). * Diferenga com o grupo SHAM. A diferenca estatistica foi aceita quando p < 0,05.
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4.5.3 A bumetanida protegeu a capacidade de aprendizado e de memoéria

espacial dos animais de ambos os periodos do desenvolvimento

O teste do labirinto aquético de Morris foi realizado para avaliar a
capacidade de aprendizado e a memoéria espacial dos animais (Figura 15). A
analise do periodo de treino através de GEE revelou os efeitos significativos dos
grupos (x3@) = 614,659; p < 0,0001) e do tempo de treinamento (x*a4) = 989,391;
p < 0,0001) em ambas as idades. Uma andlise mais detalhada sobre os cinco
dias de treino em cada modelo experimental evidenciou que, de forma geral, 0os
animais do grupo HI-SAL de ambas as idades demonstraram o desempenho
cognitivo significativamente prejudicado quando comparados aos grupos SHAM
e HI-BUM (HI_DPN3: x*a14) = 3379,629; p < 0,0001; HI_DPN11: x*14) = 1519,588;
p < 0,0001) (Figura 15A e 15B). A partir do segundo dia de treino ja foi possivel
notar o déficit cognitivo dos animais do grupo HI-SAL por apresentarem o
aprendizado mais lento, ao passo que 0s animais dos demais grupos
demonstraram um aprendizado mais rapido e continuo ao encontrar a plataforma
nas duas idades. No terceiro dia, houve uma ligeira diferenca entre os grupos
HI-BUM e SHAM dos animais DPN3 (p = 0,0031). No ultimo dia do periodo de
treino, o grupo HI-SAL encerrou com prejuizo no aprendizado em relacdo aos
grupos SHAM e HI-BUM de ambas as idades, reforcando a acéo positiva da
bumetanida na capacidade cognitiva de aprendizado (p < 0,0001).

No probe trial, avaliou-se a laténcia para cruzar pela primeira vez a
area da plataforma e também a razédo entre o tempo gasto no quadrante alvo e
demais quadrantes em ambas as idades avaliadas. O grupo HI-SAL nas das
idades apresentou maior laténcia ao chegar na zona da plataforma (HI_DPN3:
Fe.43) = 5,384; p = 0,0093; HI_DPN11: F44) = 5,166; p = 0,0101) (Figura 15C e
15D) e menor tempo de permanéncia no quadrante alvo (HI_DPN3: F@43) =
23,250; p < 0,0001; HI_DPN11: F(2.44) = 9,842; p < 0,0001) (Figura 15E e 15F)
em relacdo aos demais grupos experimentais, demonstrando maior déficit de
memoria espacial em relacdo aos demais grupos. A Figura 16 representa o

percurso realizado pelos animais durante o tempo de execucéo do probe trial.
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Figura 15. Labirinto Aquético de Morris. A avaliacdo do aprendizado e da memoaria espacial foi

realizada nos animais em DPN60. Foi avaliada a curva de aprendizagem durante cinco dias de

treinamento em animais submetidos a HI_ DPN3 (A) e aHI_DPN11 (B). No probe trial, foi avaliada

a laténcia para cruzar pela primeira vez a &rea da plataforma em animais submetidos a HI_ DPN3

(C) e a HI_DPN11 (D). A razdo entre o tempo gasto no quadrante alvo e demais quadrantes

também foi avaliada em animais submetidos a HI_DPN3 (E) e a HI_DPN11 (F). Os dados da

curva de aprendizado foram analisados pelo GEE e expressos em média + EPM (n =12 - 15 por

grupo). Os dados obtidos no probe trial foram analisados através da ANOVA de uma via, seguido

pelo post hoc de Tukey, e expressos em média + EPM (n = 12-15 por grupo). * Diferenca

significativa com o grupo SHAM. # Diferenca significativa com o grupo HI-SAL. A diferenca

estatistica foi aceita quando p < 0,05.
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Figura 16. Labirinto Aquético de Morris. Mapas representativos do trajeto percorrido pelos

HI_DPN3

HI_DPN11

animais no tanque durante o probe trial.

4.6 Analise Histologica
4.6.1 A bumetanida preveniu a atrofia nas estruturas encefélicas pos-HI.

Na analise do volume de lesé@o foi observada a razdo volumétrica
entre as estruturas ipsilaterais e contralaterais a oclusdo da artéria carétida
comum. Na ANOVA de uma via entre os individuos submetidos a HI_DPN3, os
animais do grupo HI-SAL apresentaram atrofia do hipocampo (F,24) = 19,383; p
< 0,0001), do estriado (F,24) = 21,760; p < 0,0001) e do hemisfério (Fp,24) =
11,312; p < 0,0001) e cortex cerebrais (F@24) = 10,271; p < 0,001) ipsilaterais
guando comparados ao grupo SHAM. Entretanto, ndo apresentaram diferencas
volumétricas significativas no coértex (p = 0,065) e hemisfério (p = 0,051)
cerebrais ipsilaterais em relagcdo ao grupo HI-BUM. Mas sim, no volume do
hipocampo (p = 0,001) e estriado (p = 0,003) dos animais do grupo HI-SAL
quando comparado com o grupo HI-BUM. Houve uma diferenca significativa no
volume do estriado (p = 0,026) entre os trés grupos. Ja nos animais submetidos
a HI_DPN11, os animais do grupo HI-SAL apresentaram atrofia do hipocampo
(F2.24) = 64,871; p < 0,0001), do estriado (F(224) = 37,376; p < 0,0001) e do
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hemisfério (F2,.24) = 23,769; p < 0,0001) e cortex cerebrais (F2,24) = 17,232; p <
0,0001) ipsilaterais quando comparados aos grupos SHAM e HI-BUM. A patrtir
dos dados obtidos e analisados, concluiu-se que a bumetanida exerceu um efeito
neuroprotetor ao prevenir ou atenuar a atrofia tecidual das estruturas encefélicas
nos animais de ambas as idades. Os resultados sdo demonstrados na Figura 17

e as imagens representativas sdo apresentadas na Figura 18.
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Figura 17. Volume de Leséo Encefélica. A analise volumétrica foi realizada nos animais apés
DPN60. Dados obtidos para os animais submetidos a HI_DPN3: (A) razdo volumétrica entre
hemisfério cerebral ipsilateral e contralateral, (C) razdo volumétrica entre cértex cerebral
ipsilateral e contralateral, (E) razéo volumétrica entre hipocampo ipsilateral e contralateral e (G)

razdo volumétrica entre estriado ipsilateral e contralateral. Dados obtidos para animais
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submetidos a HI_DPN11: (B) razdo volumétrica entre hemisfério cerebral ipsilateral e
contralateral, (D) razdo volumétrica entre cortex cerebral ipsilateral e contralateral, (F) razéo
volumétrica entre hipocampo ipsilateral e contralateral e (H) razdo volumétrica entre estriado
ipsilateral e contralateral. Os dados foram analisados através do ANOVA de uma via, seguido
pelo post hoc de Tukey, e expressos em média + EPM (n = 8 por grupo). * Diferenca significativa
com o grupo SHAM. # Diferenca significativa com o grupo HI-SAL. A diferenca estatistica foi

aceita quando p < 0,05.

SHAM HI SAL HI BUM

HI_DPN3

HI_DPN11

Figura 18. Imagem representativa de sec¢des coronais ao nivel de hipocampo coradas em

hematoxilina-eosina de animais adultos (DPN60). Barra de calibra¢éo = 0,5 cm.

4.6.2 A bumetanida preveniu a degeneracdo de neurdnios na camada CA1l

do hipocampo

Na analise do ndmero de células neuronais foi avaliada a taxa de
neurdbnios em degeneracdo em relagdo ao numero total de neurénios piramidais.
A analise estatistica indicou padrdes similares para ambas as idades avaliadas,
de modo que os animais do grupo HI-SAL apresentaram maior taxa de células
em degeneracdo em relacdo aos demais grupos (Figura 19). Nos animais
submetidos a HI_DPN3, a ANOVA de uma via acusou diferenca significativa
entre o grupo HI-SAL e os grupos SHAM e HI-BUM (F(2,24) = 16,904; p < 0,0001).
Enquanto nos animais submetidos a HI_DPN11l, o mesmo teste acusou
diferenca significativa entre grupo HI-SAL e os grupos SHAM e HI-BUM, tendo o
grupo HI-SAL a maior taxa de células em degeneracao (Fe,24) = 53,963; p <
0,0001). Esses resultados sugerem um efeito positivo da bumetanida na

protecdo neuronal diante do insulto hipoxico-isquémico em ambas as idades. A
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Figura 20 demonstra imagens representativas da CA1 hipocampal dos diferentes

grupos de ambas as idades.
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Figura 19. Células em processo de degeneracao na camada CAL do hipocampo. A andlise de
contagem de células foi realizada nos animais ap6s DPN60. Dados obtidos para os animais
submetidos a HI_ DPN3 (A) e dados obtidos para animais submetidos a HI_ DPN11 (B). Os dados
foram analisados através do ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, e expressos
em média + EPM (n = 8 por grupo). * Diferenca significativa com o grupo SHAM. # Diferenca
significativa com o grupo HI-SAL. A diferenca estatistica foi aceita quando p < 0,05.
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Figura 20. Imagem representativa de sec¢fes coronais ao nivel da camada CA1 do hipocampo
direito coradas em hematoxilina-eosina de animais adultos. A) Neurénios da camada CA1l do
hipocampo; setas curtas vermelhas: neurbnios normais; setas longas azuis: neurénios em
degeneracdo. Barras de calibracdo: externa = 200 pum e interna = 50 um. B) secles

representativas dos grupos de cada idade. Barra de calibragdo: 10 um.
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4.7 Analises Bioquimicas
4.7.1 Expressédo de Cotransportadores de Cloreto

A andlise quantitativa do imunoconteudo dos cotransportadores de CI
do hipocampo ipsilateral a ocluséo carotidea dos animais de ambas as idades
foi realizada. Nos animais submetidos a HI_ DPN3, a ANOVA de uma via acusou
diferencas significativas nos niveis de KCC2 dos grupos HI-SAL em relacao ao
grupo SHAM (F@2,18) = 4,426; p = 0,027), sem diferenca entre HI-SAL e HI-BUM
(p = 0,139) ou entre HI-BUM e SHAM (p = 0,561), de modo que o grupo lesado
sem tratamento apresentou nivel reduzido desse cotransportador de Cl- e a
bumetanida atenuou a redu¢do do mesmo. A mesma avaliacao foi realizada para
os niveis de NKCC1, porém ndo foi evidenciada qualquer diferenga significativa
entre os grupos (Fe.18 = 0,975; p = 0,396) (Figura 21A e 21B). Nos animais
submetidos a HI_DPN11, a ANOVA também revelou diferencas significativas
nos niveis de KCC2 do grupo HI-SAL em relac&o ao grupo SHAM (F2,18) = 3,898;
p = 0,039), sem diferenga entre HI-SAL e HI-BUM (p = 0,748) ou entre HI-BUM
e SHAM (p = 0,149), na qual apenas o grupo HI-SAL apresentou uma reducgéo
consideravel e a bumetanida atenuou essa reducédo. Da mesma forma que nos
animais no DNP3, a analise dos niveis de NKCC1 nao apontou qualquer
diferenca significativa entre os grupos (F¢,1s) = 0,389; p = 0,684) (Figura 21C e
21D). Portanto, a bumetanida exerceu um efeito positivo sobre os niveis de
KCC2, mas néo interferiu nos niveis de NKCC1, atenuando os efeitos induzidos

pela HI sobre KCC2 nas duas idades avaliadas.
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Figura 21. Imunocontetidos de KCC2 e NKCC1 no hipocampo. A) Niveis de KCC2 e B) Niveis
de NKCC1 em animais no DPN3. C) Niveis de KCC2 e D) Niveis de NKCC1 em no DPN11. Os
dados foram analisados através do ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, e
expressos em média £+ EPM (n = 7 por grupo). * Diferenc¢a significativa com o grupo SHAM. A

diferenca estatistica foi aceita quando p < 0,05.

A fim de inferir um possivel desvio tonico do GABA para uma forma
hiperexcitavel, a razéo entre os cotransportadores de cloreto (NKCC1/KCC2) foi
avaliada. A ANOVA de uma via néo revelou diferencas significativas entre as
razdes nos animais submetidos a HI_DPN3 (Fez1 = 0,327; p = 0,725).
Entretanto, a razdo entre os cotransportadores nos animais submetidos a
HI_DPN11 revelou diferencas significativas entre o grupo HI-SAL e 0s grupos
SHAM (p = 0,004) e HI-BUM (p = 0,005), sem diferenca entre HI-BUM e SHAM
(p = 0,999), de tal forma que a razdo do grupo HI-SAL foi maior em relagcéo aos

demais grupos, sugerindo um direcionamento do tbnus GABAérgico para uma
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forma hiperexcitavel e que a bumetanida conteve esse fendmeno (F,1s) = 4,449;
p = 0,027) (Figura 22).
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Figura 22. Raz&o entre imunocontetidos de KCC2 e NKCC1 no hipocampo. A) Raz&o entre
NKCC1 e KCC2 em animais ho DPN3 e B) Razéo entre NKCC1 e KCC2 em animais no DPN11.
Os dados foram analisados através do ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, e
expressos em média £+ EPM (n = 7 por grupo). * Diferenca significativa com o grupo SHAM. #

Diferencga significativa com o grupo HI-SAL. A diferenca estatistica foi aceita quando p < 0,05.

4.7.2 Expressao de Proteinas Sinaptogénicas

As proteinas envolvidas na sinaptogénese também foram avaliadas
através de seu imunocontetdo em ambas as idades neste estudo. Nos animais
DNP3, a analise de variancia dos niveis da proteina PSD-95 registrou diferencas
significativas, em que o grupo HI-SAL apresentou um nivel reduzido em relagéo
ao grupo SHAM (Fe,18 = 3,999; p = 0,037), sem diferenca entre HI-SAL e HI-
BUM (p = 0,199) ou entre HI-BUM e SHAM (p = 0,589), de modo que a
bumetanida protegeu parcialmente contra essa reducao. A analise dos niveis de
sinaptofisina n&o evidenciou diferencas significativas entre 0s grupos
experimentais (F@,18 = 0,641; p = 0,538) (Figura 23A e 23B). Ja nos animais
DPN11, houve diferencgas significativas nos niveis de PSD-95, tendo o grupo HI-
SAL o menor nivel dessa proteina se comparado ao grupo SHAM (F,18) = 3,657;
p = 0,046), sem diferenca entre HI-SAL e HI-BUM (p = 0182) ou entre HI-BUM e
SHAM (p = 0,717), e a bumetanida protegendo em parte contra essa reducao,

enquanto ndo houve diferencas significativas niveis de sinaptofisina (F,18) =
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1,051; p = 0,370) (Figura 23C e 23D). De modo geral, sugere-se que a
bumetanida manteve os niveis de proteinas pos-sinapticas proximos as do grupo

controle, atenuando o prejuizo causado pela HI.
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Figura 23. Imunocontetdos de PSD-95 e Sinaptofisina no hipocampo. A) Niveis de PSD-95 e B)
Niveis de Sinaptofisina em animais submetidos a HI_DPN3. C) Niveis de PSD-95 e D) Niveis de
Sinaptofisina em animais submetidos a HI_DPN11. Os dados foram analisados através do
ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, e expressos em média + EPM (n = 7 por

grupo). * Diferenga significativa com o grupo SHAM. A diferenga estatistica foi aceita quando p

< 0,05.

60



5. Discussao

O presente estudo teve por objetivo avaliar os possiveis efeitos
neuroprotetores da bumetanida, quando administrada em diferentes periodos do
neurodesenvolvimento, em roedores submetidos ao modelo experimental de Hl
neonatal nas idades de 3 e 11 dias de vida pés-natal. Para tal, avaliou-se
possiveis alteracdes a partir de parametros comportamentais, morfolégicos e

bioguimicos.

Foram observados efeitos deletérios da HI na funcdo reflexa dos
animais de ambas as idades no referente a funcdo motora, vestibular e
proprioceptiva, ao passo que na fase adulta os prejuizos foram observados sobre
a atividade locomotora, a memoria declarativa, a memodria espacial e a
capacidade cognitiva de aprendizado. A bumetanida apresentou efeitos
benéficos sobre aspectos neurofisioldgicos e comportamentais afetados pela Hl,
gue foram evidenciados pela melhora na capacidade neuroldgica e cognitiva dos
animais. Na escala morfoldgica, a bumetanida também mostrou um notével
papel neuroprotetor sobre estruturas encefalicas ipsilaterais a oclusédo carotidea
como o hemisfério cerebral, o cértex cerebral, o hipocampo e o estriado,
atenuando a magnitude dos danos oriundos da HI. Ademais, em nivel celular, a
administracdo de bumetanida contribuiu para a reducdo da mortalidade de
células neuronais na regido CA1 do hipocampo provocada pela lesédo hip6xico-
isquémica, destacando ainda mais seu efeito neuroprotetor. Na investigacdo em
nivel molecular, a HI foi capaz reduzir os niveis do cotransportador de ClI- KCC2,
mas nao teve efeito expressivo sobre os niveis de NKCC1, ao passo que a
bumetanida demonstrou um efeito preventivo sobre os niveis KCC2, auxiliando
na manutencdo favoravel do equilibrio NKCC1/KCC2, sugerindo uma acédo
GABAérgica dentro dos limites neurofisiolégicos. Além disso, a HI também
exerceu acao prejudicial sobre proteinas sinapticas, reduzindo os niveis de PSD-
95, porém nao alterou os niveis da sinaptofisina, enquanto a bumetanida

protegeu os niveis de PSD-95.

Atualmente, ha uma infinidade de estudos que visam buscar
compostos com potencial terapéutico para o tratamento de distUrbios que afetam
o SNC. A bumetanida, um antagonista competitivo reversivel altamente seletivo
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de NKCC1, é um farmaco amplamente utilizado na clinica médica para o
tratamento de doencas como hipertenséo, insuficiéncia cardiaca e renal, cirrose
hepatica e quadros de edema (Wittner et al., 1991; Brater, 2000). Além desses
beneficios, a bumetanida tem despertado muito interesse devido a suas acdes
positivas sobre disturbios do SNC (Ben-Ari et al., 2017). No presente estudo, foi
observada uma eficacia da administracdo de bumetanida via intraperitoneal
sobre o volume de infarto encefalico induzido pela HI diretamente proporcional
com a concentracdo de dose do farmaco em ambas as idades avaliadas, de
modo que a dose de 0,5 mg/kg apresentou um efeito neuroprotetor superior em
relacdo as demais doses (0,01 mg/kg e 0,05 mg/kg), quando administradas uma
vez ao dia por 3 dias seguidos apds a HI. A partir disso, a dose mais eficaz de
bumetanida foi adotada como método terapéutico para o tratamento de prejuizos
gerados pela HI sobre os parametros comportamentais, morfofisiolégicos e
bioquimicos, apresentando um papel neuroprotetor nos dois periodos do

neurodesenvolvimento avaliados.

O desenvolvimento neonatal é marcado por eventos criticos e
determinantes para a vida, e 0 sistema nervoso € um dos nichos que mais se
transforma, elaborando e amadurecendo mecanismos bioldgicos de adaptacéo
a vida como os reflexos neuromotores posturais (Lubics et al., 2005). A fungéo
vestibular e proprioceptiva dos animais, elementos evolutivamente importantes
na percepcao da posicao e orientacdo cefalica no espaco, foi avaliada através
do reflexo de geotaxia negativa. Disturbios que podem acometer o SNC, entre
eles a HI, sdo capazes de gerar prejuizos vestibulo-proprioceptivos e motores
em animais neonatos (Sanches et al., 2013; Huang et al., 2015; Duran et al.,
2017; Tassinari et al., 2020). Neste estudo, observou-se que a fungéo vestibulo-
proprioceptiva foi prejudicada pela HI 72h apés sua indu¢do em ambas as idades
estudadas, fato demonstrado pelo aumento da laténcia média ao reposicionar a
cabeca em relacdo aos demais grupos avaliados. Esse prejuizo se manteve
mesmo 10 dias apoés a lesdo HI induzida nos animais que sofreram HI no DPN3,
porém ndo foi constatado nos animais submetidos a HI no DPN11.
Curiosamente, a bumetanida exerceu um efeito positivo na preservacéo desse
parametro funcional ao reduzir a laténcia média nos dois pontos de avaliacdo de

ambas as idades, exceto no décimo dia apds a lesdo nos animais no DPN11.
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Em determinado grau, a HI pode afetar a interacéo funcional entre neurénios do
cerebelo e do labirinto, e essa perturbacdo pode incidir em déficits como os

registrados neste trabalho (Hermans et al., 1992).

O reflexo de endireitamento € um outro recurso neuromotor de
adaptacdo a vida e sobrevivéncia que esta relacionado com a orientacdo do
corpo no espaco. Assim como no aspecto vestibulo-proprioceptivo, no contexto
da coordenacdo motora a HI também foi capaz de proporcionar prejuizos
(Reglodi et al., 2005; Sanches et al., 2013; Nie et al., 2016). Notou-se que a
funcdo motora foi prejudicada pela lesdo hipdxico-isquémica 72h apos sua
inducdo nas duas idades avaliadas, e que esse déficit se estendeu por 10 dias
nos animais submetidos a HI no DPN3; em contrapartida ndo foi observado nos
animais submetidos a HI no DPN11, periodo em que 0s animais apresentavam
a mesma habilidade entre si. De forma concordante a geotaxia negativa, a
bumetanida também foi capaz de preservar a funcionalidade motora em ambos
periodos do neurodesenvolvimento 72h ap6s a lesdo e 10 dias pds-lesdo nos
animais submetidos a HI no DPN3. A existéncia dos reflexos de endireitamento
€ atribuida a maturacéo inicial de estruturas encefélicas subcorticais, mas que
sofrem com os efeitos prejudiciais da HI e promove déficits motossensoriais (Ten

et al., 2003), possivelmente explicando os resultados observados neste estudo.

Fan e colaboradores (2005) sugerem que 0s prejuizos gerados pela
HI tanto na funcéo vestibulo-proprioceptiva quanto na funcdo motora podem
estar associados a leucomalacia periventricular originada da lesdo Hl, que afeta
principalmente estruturas subcorticais em neonatos. Essa condicdo é mais
severa em estagios mais precoces do neurodesenvolvimento, afetando a
mielinogénese em populacdes neuronais, ao passo que se torna menos severa
guando essas populacdes ja estdo mielinizadas, de forma que prejudica mais o
SNC em neonatos prematuros do que a termo (Rezaie e Dean, 2002),
possivelmente explicando a diferenca dos prejuizos neurolégicos observados

entre as idades 10 dias apos a inducéo da leséo Hi.

Na fase adulta dos ratos, na qual o SNC ja passou por picos
importantes da maturacdo neural e as estruturas encefalicas principais ja

apresentam consideraveis niveis de maturidade, consolidam-se padrdoes de
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comportamento comuns em roedores e outros mamiferos, como a locomocao e
exploracdo, além da ampliacdo da capacidade cognitiva e de memoria dos
animais. Nesse sentido, avaliou-se a atividade locomotora e exploratéria dos
animais através do teste de campo aberto. Nos animais submetidos & HI no
DPN3, notou-se uma atividade locomotora mais acentuada no grupo de animais
HI-SAL em relacdo aos tratados com bumetanida, enaltecendo seu papel
neuroprotetor sobre esse parametro comportamental. Entretanto, ndo houve
alteracOes expressivas entre 0S grupos no tempo em que 0sS animais
permaneceram na zona periférica nem na zona central (Arteni et al., 2010; Duran
et al., 2019). Enquanto nos animais submetidos a HI no DPN11 néo foi
observada qualquer mudanca consideravel em nenhum dos trés parametros
comportamentais analisados. O comprometimento conectivo entre o cortex pré-
frontal e o ndcleo estriado por encefalopatias como a HI podem estar associados
a comportamentos hiperativos como 0s observados nos animais no DPN3
(Gratton et al., 2002).

Em roedores, o comportamento exploratorio € muito agucado e, por
instinto, investem mais tempo explorando novidades ambientais, como um novo
ambiente, um novo animal ou um novo objeto. Numa conjuntura mneménica, a
memo©ria declarativa foi avaliada utilizando o teste de reconhecimento de objetos.
Nos animais cuja HI foi induzida no DPN3 n&o houve diferenca expressiva na
capacidade discriminatéria entre o objeto novo e o velho nos grupos
experimentais. Contudo, quando a HI foi induzida no DPN11, os animais do
grupo HI-SAL apresentaram um indice de discriminagao inferior ao dos animais
tratados com a bumetanida, conferindo-a um papel protetor sobre a memaria
declarativa. Rojas e colaboradores (2012) demonstraram que o efeito danoso da
HI sobre a memdria declarativa, assim como outros tipos de memoria, pode estar
relacionado a perda de densidade de espinhos dendriticos em neurdnios

piramidais na camada CA1 do hipocampo.

Em uma situagdo adversa como o ambiente aquatico, os ratos tendem
a explorar o meio através do nado em busca de algum ponto de refagio, mas
para isso dependem da capacidade cognitiva e do armazenamento de

informacgdes espacgo-ambientais. Tratando-se de avaliar a memoria de referéncia
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espacial e a funcéo cognitiva, o teste do labirinto aquatico de Morris foi utilizado.
Tanto nos animais submetidos a HI no DPN3 quanto nos submetidos a HI no
DPN11, os padrdes de comportamento observados na execucdo das tarefas
foram similares. Em ambas as idades, os animais nédo tratados apresentaram
déficit cognitivo traduzido pelo baixo desempenho no aprendizado ao encontrar
a plataforma submersa durante o periodo de treino e na execucédo do probe trial.
Ao passo que os animais tratados com bumetanida demonstraram desempenho
superior tanto no periodo de treino quanto no probe trial. O tempo investido na
zona alvo também foi ponderado nas duas idades avaliadas, e de forma
consonante com as laténcias médias, os animais ndo tratados manifestaram
uma razdo de tempo inferior & razdo observada nos animais tratados com
bumetanida, reforcando o poder de protecdo deste farmaco sobre a cognicao e

a formacéo de memodrias.

As lesBes hipoxico-isquémicas sdo capazes de se disseminar em
magnitudes distintas e atingir variadas estruturas encefélicas, mas o hipocampo
€ uma regido extremamente vulneravel, com popula¢des neuronais sensiveis e
seletivas a HI (Pulsinelli et al., 1982; Vannucci et al., 2004). O fato de o
hipocampo ser um centro primordial e crucial na formacdo de memodrias e,
portanto, da aprendizagem, torna a lesdo HI um fator determinante na
performance cognitiva (Pereira et al., 2007). Os déficits na cognicdo e no
aprendizado atribuidos a HI sdo bem documentados pelo nosso grupo de
pesquisa (Netto et al., 1993; Sanches et al., 2013, 2015; Odorcyk et al., 2017;
Duran et al., 2017, 2019, 2020; Carvalho et al., 2022).

Em uma perspectiva morfofisiolégica, a HI pode causar danos
teciduais em estruturas encefalicas importantes para varios aspectos funcionais
do corpo, causando lesbes que podem ir de formas mais brandas até formas
mais severas (Sanches et al., 2013; Brekke et al., 2017; Odorcyk et al., 2020).
Além do hipocampo, estrutura muito comprometida pela HI, o cortex cerebral, o
nucleo estriado e de forma mais ampla, o hemisfério cerebral ipsilateral também
podem absorver e refletir os efeitos da leséo hipoxico-isquémica (Duran et al.,
2019; Odorcyk et al., 2020; Carvalho et al., 2022). De modo global, o padrao de

atrofia tecidual evidenciado pela analise volumétrica demonstrou similaridades
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entre as duas idades experimentais deste estudo. Os animais no DPN3
apresentaram atrofia unilateral em todas as estruturas avaliadas no grupo HI-
SAL em relagdo ao grupo SHAM, enquanto que no grupo HI-BUM houve
atenuacgdo da atrofia no estriado, cortex e hemisfério cerebral e prote¢éo contra
os efeitos da HI no hipocampo. Quanto aos animais ho DPN11, houve atrofia
unilateral em todas as estruturas avaliadas no grupo lesado e sem tratamento,
no entanto a bumetanida foi capaz de proteger essas estruturas da severidade
da lesé&o induzida.

E evidente a a¢do neuroprotetora da bumetanida sobre as estruturas
avaliadas neste trabalho, contudo esse farmaco parece apresentar uma eficacia
mais pronunciada nos animais submetidos a HI no DPN11 do que no DPN3,
possivelmente em virtude da diferenca de tempo sob condicdo hipdxica. Apesar
disso, estes achados convergem com outros que trazem a luz os efeitos positivos
da bumetanida sobre lesGes encefalicas originadas por trauma cerebral, asfixia
cerebral e acidente vascular cerebral (O’'Donnel et al., 2004; Lu et al., 2006; Hu
et al., 2017). O'Donnel e colaboradores (2004), em um modelo de isquemia focal
cerebral em ratos adultos, demonstraram que a bumetanida reduziu a formacéo

de edema e, consequentemente, a lesédo no tecido encefalico.

A interrupcdo do fluxo sanguineo ao tecido encefalico causa uma
rapida deplecdo do aporte de glicose e de oxigénio, além do aumento de
metabdlitos secundarios, conduzindo as populacdes de células neurais a uma
dramatica faléncia energética e reduzindo os niveis de ATP celular. O declinio
da concentracdo de ATP nos neurdnios colapsa o funcionamento de enzimas
importantes na homeostase celular, como a Na*/K*-ATPase, perturbando o
potencial de membrana, gerando ondas de despolarizacdo em massa e
resultando na excitotoxicidade. A toxicidade oriunda da excitacdo neuronal
desenfreada induz ao aumento de [Ca?*],, favorecendo a ativacédo de vias da
apoptose e necroptose (Brekke et al., 2017; Zhong et al., 2022). A ativacédo de
vias de morte celular, associadas com a necrose, a inflamacao, o edema e o
aumento de espécies reativas de oxigénio, culmina com o aumento de morte
celular (Davidson et al., 2015; Fabres et al., 2020). Partindo-se dessa premissa,

avaliou-se o numero de células neuronais em degeneracdo na camada CA1 do
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hipocampo ipsilateral a oclusédo carotidea. Os dados obtidos deste estudo
também se mostraram similares entre as idades. Em ambas as idades, 0s grupos
lesados e n&o tratados apresentaram uma taxa de neurodegeneracgdo celular
mais alta se comparado com os animais tratados com bumetanida, de modo que
a bumetanida parece expressar um efeito benéfico sobre a capacidade de
sobrevivéncia celular. Katnik e colaboradores (2021), em um modelo de
iIsquemia in vitro, demonstraram que a bumetanida foi capaz de inibir o aumento
[Ca?*]ie, consequentemente, reduzir o efeito da excitotoxicidade glutamatérgica
sobre a mortalidade neuronal, uma vez que houve reducao de ativacao das vias
de morte celular. A bumetanida também diminuiu a taxa de mortalidade em
neurdnios lesionados por um modelo de axoniotomia in vitro e in vivo, reforgando
o papel neuroprotetor da bumetanida na sobrevivéncia neuronal (Shulga et al.,
2012).

O funcionamento adequado do SNC depende da ocorréncia de uma
série de processos biolégicos complexos no tempo certo. Alguns eventos sédo de
suma importancia e marcam o neurodesenvolvimento, como a maturacdo do
sistema GABAérgico. A maturacdo do sistema GABAérgico ndo s6 depende da
expressdo e atividade controlada das isoformas de receptores GABA em
diferentes pontos do SNC, como também da homeostase dos ions cloreto que
coordena o comportamento neuronal diante da sinalizacdo do GABA. E bem
documentado que a homeostase dos ions cloreto nos neurénios depende de
seus cotransportadores NKCC1 e KCC2, e que a razdo em que se apresentam
€ preponderante sobre a excitacdo e inibicdo neuronal pelo GABA (Ben-Ari et
al., 1994). Disturbios do SNC como a HI, sdo capazes de romper o equilibrio
dindmico entre NKCC1 e KCC2, e gerar um desbalanco entre excitacdo e
inibicdo que pode alterar o tbnus e até sentido da sinalizacdo do GABA num
momento critico do desenvolvimento, geralmente favorecendo uma
hiperexcitabilidade (Kahle et al., 2008. Ben-Ari et al., 2017). Tanto o aumento da
expressdo de NKCC1 quanto a diminuicdo da expressdo de KCC2, ou vice-
versa, sdo capazes de tornar o GABA hiperexcitatério ou hiperinibitério,
respectivamente (Ben-Ari et al., 2017; Shulte et al., 2018).
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O presente estudo avaliou o imunocontetdo de NKCC1 e KCC2, bem
como a razao entre ambos a fim de inferir sobre o favorecimento de um possivel
desvio do tdbnus GABAérgico. Nos dois periodos do neurodesenvolvimento
avaliados, a HI exerceu um efeito negativo sobre os niveis de KCC2, mostrando-
se reduzidos nos grupos de animais HI-SAL, ao passo que 0s niveis desse
cotransportador nos grupos de animais HI-BUM foram parcialmente
preservados, sugerindo um efeito prejudicial da HI sobre o efluxo de Cl- em
neurdnios hipocampais e uma fungdo protetora da bumetanida sobre esse
fendmeno funcional. Curiosamente, o insulto hipoxico-isquémico ndo aumentou
nem reduziu os niveis de NKCC1. Esses resultados sugerem um favorecimento
para o acumulo de cloreto no interior celular em raz&o da reducéo dos niveis de
KCC2 e, portanto, uma dificuldade em lancar CI- para fora da célula em animais
ndo tratados. Esse cenario muda em animais tratados com bumetanida, uma vez
gue mantiveram parcialmente os niveis de KCC2, favorecendo a saida de Cl- da
célula, mantendo a [CI]i mais préximas da normalidade neurofisiologica; as
consequéncias disso estdo firmemente ligadas com a resposta GABAérgica.
Apesar da auséncia de alteracdes nos niveis de NKCC1 diante da HI neste
estudo, h& registros de que a bumetanida mantém a expressdo desse
cotransportador em condicdes fisiolégicas basais apds a inducdo de hipdxia
neonatal (Mu et al., 2017; Luo et al., 2018). Caravagna e colaboradores (2022)
registraram a reducdo do cotransportador KCC2 em neurdnios do tronco
encefalico em um modelo de hipéxia neonatal em animais de um e trés dias de

vida.

A relacdo proporcional entre NKCC1l e KCC2 é dinamica e
determinante no desenvolvimento do SNC, variando a medida que a maturacao
neuronal progride, de maneira que a razdo NKCC1/KCC2 diminui com o tempo
e 0 GABA muda de excitatorio para inibitorio (Ben-Ari et al., 1994; Kahle et al.,
2009). De fato, em condigbes normais, neurbnios imaturos sofrem
despolarizacdo pelo GABA, uma vez que a [CI7]i € alta em virtude da atividade
dominante de NKCC1 em relagdo ao KCC2, enquanto neurbnios maduros
sofrem hiperpolarizacdo pelo GABA, uma vez que a [CI]i é baixa em virtude da
atividade dominante de KCC2 em relagédo ao NKCC1 (Ben-Ari et al., 2012; 2014).

De modo geral, durante as primeiras duas semanas p0s-natais ocorre a troca
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funcional excitatéria-inibitéria do GABA em neurdnios hipocampais (Han et al.,
2015).

Aqui, avaliou-se a raz&o entre os cotransportadores de Cl- a fim de
inferir sobre o direcionamento da funcdo GABAérgica e possiveis alteracdes
dessa funcao frente a HI. Apesar da alteracdo observada nos niveis de KCC2 e
nenhuma alteracéo dos niveis de NKCC1 no grupo HI-SAL nas duas idades, nédo
houve divergéncias expressivas na razdo NKCC1/KCC2 entre os animais
submetidos a HI no DPN3, sugerindo que a acdo do GABA ndo apresentou um
desvio ténico nas condi¢des da HI; entretanto, nos animais submetidos a HI no
DPN11, houve aumento expressivo na razdo NKCC1/KCC2 do grupo HI-SAL,
sugerindo um desvio para uma forma hiperexcitavel do GABA nas condicfes da
Hl e que a bumetanida foi capaz de manter essa razdo dentro dos limites
fisioldgicos basais neste ponto do neurodesenvolvimento. Ou seja, nos animais
no DPN11, sugere-se que a HI favorece um aumento patogénico na [Cl]iem
razdo da disparidade entre niveis de NKCC1 e KCC2 a ponto de favorecer a
hiperexcitacdo GABAérgica, 0 que poderia representar outro fator responsavel
pelo maior dano apés HI, como reportado em animais lesado no DPN11;
entretanto a bumetanida reduziu essa disparidade, evitando a possivel
hiperexcitacdo neuronal. Desvios anomalos da razdo NKCC1/KCC2 séo
documentados na literatura em varios disturbios do SNC, como doenca de
Huntington, doenca de Parkinson, epilepsias, esquizofrenia, transtorno do
espectro autista, glioblastoma, dor neuropatica crénica e trauma cerebral, e a
bumetanida tem tido papel promissor ao reduzir ou inibir os prejuizos decorrentes
da alteracéo dessa razéo (Ben-Ari et al., 2017). Este trabalho demonstra que a
bumetanida também pode ser benéfica em reduzir danos ao SNC induzidos pela

HI neonatal.

A HI pode comprometer varios mecanismos neurofisiolégicos
essenciais para a vida do animal acometido, que também se traduzem em
anormalidades no desempenho cognitivo e comportamental. Um fenémeno
neural que sofre perturbacfes promovidas pela HI € a sinaptogénese, que esta
intimamente atrelada a aptiddo em aprendizagem, consolidacdo de memorias e

outras capacidades funcionais. Avaliou-se o efeito da HI sobre proteinas chave
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na formacéao de sinapses: PSD-95 e sinaptofisina. Embora os resultados néo
mostrem uma ruptura na expressao de sinaptofisina entre os grupos de ambas
as idades, a HI foi capaz de reduzir consideravelmente os niveis de PSD-95 nos
animais nao tratados (HI-SAL), ao passo que a bumetanida evitou em parte a
reducado dessa proteina sinaptica. Esses achados, sugerem que a lesao induzida
pela HI pode comprometer a qualidade e até a formacao das sinapses, visto que
as proteinas PSD-95 séo cruciais na estabilizacao e na plasticidade sinaptica, e
que a bumetanida protegeu parcialmente contra a reducdo dessa proteina,
zelando pela qualidade sinaptica. Esse efeito da bumetanida no hipocampo pode
estar associado a performance satisfatéria dos animais nos testes de avaliacéo
mnemonica e cognitiva realizados, principalmente no labirinto aquatico de

Morris.

Liu e colaboradores (2019) observaram reducdo na expressao de
PSD-95 em neurdnios do tAlamo em um modelo de HI neonatal. A prépria acéo
excitatoria do GABA é essencial na sinaptogénese e refinamento da circuitaria
neuronal do SNC imaturo, entretanto a hiperexcitabilidade GABAérgica gerada
pela HI pode comprometer a formacdo de sinapses funcionais (Wang et al.,
2009). Atualmente, sabe-se que a acao excitatoria do GABA em periodos iniciais
do neurodesenvolvimento tem efeito indutivo na expressao do cotransportador
de cloreto KCC2 (Cellot e Cherubuni, 2013) e que o KCC2 esta diretamente
associado na formacado estrutural e funcional de espinhos dendriticos em
neurdénios hipocampais (Blaesse e Schmidt, 2015), portanto, o efeito negativo
promovido pela HI sobre KCC2 como observado neste estudo, pode estar
atrelado a prejuizos na plasticidade sinaptica.

O presente trabalho visou avaliar diferengas considerando a idade em
qgue o insulto encefélico foi induzido e, curiosamente, os dados obtidos deste
estudo se mostraram similares entre as duas idades experimentais. Isso pode
estar relacionado com a conduta metodolégica tomada em submeter os animais
DPN3 a uma condi¢&o hipoxica por 120 minutos, o dobro do tempo da condi¢ao
hipbxica pela qual os animais DPN11 foram submetidos, visando obter um grau
de severidade semelhante entre ambas as idades, uma vez que ratos em DPN3

apresentam maior tolerancia anaerobica encefalica em relacdo a ratos em
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DPN11 (Odorcyk et al., 2020) e, com isso, observar com maior clareza a acao

da bumetanida nos parametros morfofuncionais e celulares.

Em suma, observa-se a partir dos achados aqui discutidos, 0s
prejuizos gerados pela HI em diferentes perspectivas, partindo inicialmente da
crise energética originada pela interrupcdo do fluxo sanguineo e a rapida
deplecdo de glicose e gas oxigénio, por conseguinte. As consequéncias disso
foram examinadas nas altera¢gGes bioquimicas que sugerem hiperexcitabilidade
GABAérgica somada a excitotoxicidade glutamatérgica da HI nos periodos
especificos do neurodesenvolvimento e declinio da qualidade sinaptogénica; nas
alteracdes morfologicas frisadas pela morte neuronal e atrofia tecidual encefalica
e, consequentemente, no detrimento dos reflexos neurolégicos, cognitivos e
mnemonicos. Sobre todas essas mazelas, a bumetanida se mostrou benéfica ao
proteger o SNC, reduzindo e prevenindo os efeitos danosos dependentes da Hl
e melhorando o status neurofisiolégico dos animais. O presente estudo avaliou
os efeitos da bumetanida sobre os prejuizos da HI em animais machos,
entretanto, sabe-se que a maturacdo GABAérgica é sexo-especifica (Nufiez e
McCarthy, 2007; Castillo et al., 2013), tornando interessante um futuro estudo
gue explore as diferencas entre machos e fémeas neste contexto. Além disso,
estudos eletrofisiolégicos também s&o interessantes para avaliar em termos

funcionais os resultados descritos neste trabalho.
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6. Concluséao

Acerca dos resultados obtidos e discutidos aqui, conclui-se que:

A HI ndo apresentou um efeito expressivo sobre a maturacdo GABAérgica
nos animais no terceiro dia de vida, ao passo que apresentou um efeito
prejudicial nos animais no décimo primeiro dia de vida, favorecendo uma
hiperexcitabilidade GABAérgica neuronal nessa idade. Essa condigéo foi
inibida pela acdo da bumetanida, que manteve a maturacdo GABAérgica
préxima das condi¢cdes normais durante a fase aguda da HI neste periodo
do neurodesenvolvimento;

A HI prejudicou de maneira similar a formacé&o de sinapses no hipocampo
durante o evento agudo da lesdo nos dois periodos de
neurodesenvolvimento avaliados. Contudo, o tratamento com bumetanida
atenuou esse prejuizo em ambas as idades;

A HI apresentou efeitos negativos subagudos e cronicos sobre os
aspectos reflexos neurolégicos, cognitivo comportamentais (memoria e
motor) e teciduais enceféalicos avaliados, ao passo que a bumetanida
exerceu efeitos positivos sobre esses prejuizos. A bumetanida atenuou os
déficits sobre reflexos neurolégicos induzidos pela HI no periodo
lactacional, principalmente nos animais DPN3 quando comparados aos
DPN11, reduziu o comportamento hiperlocomotor nos animais DPN3,
atenuou o déficit sobre a memaria declarativa nos DPN11 e protegeu a
memoria espacial de referéncia de ambas as idades. Além disso, a
bumetanida reduziu a atrofia tecidual encefélica, bem como a taxa de
degeneracdo de neurdnios hipocampais induzidas pela HIl nas duas
idades;

Concluindo, os animais submetidos a HI no DPN3 e a HI no DPN11 néo
apresentaram diferencas significativas entre si no que se refere aos
prejuizos induzidos pela lesdo HI, bem como apresentaram similaridades

quanto a acao neuroprotetora da bumetanida sobre tais efeitos.
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7. Perspectivas

Compreender os mecanismos de acdo da bumetanida no tratamento
da HI sobre os aspectos da maturacdo GABAérgica e sinaptogénicos atraves de
estudos eletrofisiologicos, como patch clamp e calcium imaging, além de avaliar

as distintas vias de morte celular.
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