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Resumo

O sistema nervoso central (SNC) tem a capacidade de alternar a
utilizacdo de diferentes substratos energéticos, sendo eles a glicose,
corpos cetbnicos (CC) e lactato. Em situacdes hipoglicémicas, essa
alternancia evita prejuizos no metabolismo celular e futuros déficits
cognitivos, motores, ou até mesmo a morte. Dados da literatura confirmam
a existéncia de diferencas morfolégicas, comportamentais, bioquimicas e
fisiolégicas entre os sexos, indicando uma maior vulnerabilidade para o
sexo masculino em relacdo aos disturbios do neurodesenvolvimento.
Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o metabolismo
energético, com enfoque na utiizacgdo CC, durante o0
neurodesenvolvimento de animais sadios e investigar possiveis respostas
sexo-especificas. Para isso, foram utilizados ratos Wistar de ambos os
sexos, nos dias poOs-natais 1, 7, 14, 21 e 60. Foram realizadas, no
hipocampo, analises bioquimicas focadas no imunoconteido dos
transportadores de CC (MCT1, MCT4, MCT2) e glicose (GLUT1 e GLUT3).
Além disso, foi feita a dosagem de glicose, lactato e beta-hidroxibutirato
(BOHB) no hipocampo, no soro e no liquido cerebrospinal. Apds, estimativa
da a utilizacdo do BOHB como substrato energético, foi medida a atividade
da enzima beta-hidroxibutirato desidrogenase (BHD) no figado e no
hipocampo. Para a analise morfologica das células neurais e 0s seus
respectivos transportadores no hipocampo, foi realizada a dupla marcacéo
por imunofluorescéncia conforme segue: oligodendrécitos com MCT1 e
GLUT1, astrocitos com MCT4 e GLUT1, e neurdnios com MCT2 e GLUTS3.
Nossos resultados evidenciam que, até a primeira semana pdés-natal, o
lactato e 0 BOHB acumulados durante o periodo gestacional tardio foram
responsaveis por manter o metabolismo energético cerebral. Devido a
lactacdo, os animais no DPN14 utilizaram principalmente o BOHB como
substrato, seguidos por uma fase de transicdo durante o desmame. Além
disso, foi confirmado que os animais adultos apresentaram um predominio
glicolitico. Por fim, as fémeas apresentaram maior imunoconteudo de
MCT2 e GLUT3, o que pode resultar em maior eficiéncia na captagcao e
utilizacéo dos substratos energéticos, e garantir uma vantagem metabdlica,
em relacdo aos machos, frente a insultos cerebrais. Além de confirmar a
alternancia de substratos durante a maturacao cerebral, essas descobertas
ressaltam que as fémeas utilizam de forma mais eficiente as moléculas
energéticas. Isso confere vantagens relacionadas ao dimorfismo sexual na
prevencdo de deficiéncias metabdlicas em diferentes estagios do
desenvolvimento cerebral.

Palavras chaves: Neurodesenvolvimento; Corpos cetonicos; Substratos
energeéticos; Neonatos; Dimorfismo sexual; Hipocampo.



Abstract

The central nervous system (CNS) can alternate the use of different energy
substrates, including glucose, ketone bodies (KBs), and lactate. In
hypoglycemic situations, this alternation prevents damage to cell
metabolism and future cognitive and motor deficits, or even death. Data
from the literature confirms the existence of morphological, behavioral,
biochemical, and physiological differences between the sexes, indicating
that males are more vulnerable to neurodevelopmental disorders. The aim
of this study was therefore to evaluate energy metabolism, with a focus on
CC utilization, during neurodevelopment in healthy animals and to
investigate possible sex-specific responses. To this end, Wistar rats of both
sexes were used on postnatal days 1, 7, 14, 21, and 60. Biochemical
analyses were carried out in the hippocampus, focusing on the
immunocontent of the CC (MCT1, MCT4, MCT2) and glucose (GLUT1 and
GLUT3) transporters. In addition, glucose, Ilactate, and beta-
hydroxybutyrate (BOHB) were measured in the hippocampus, serum, and
cerebrospinal fluid. After estimating the use of BOHB as an energy
substrate, the activity of the enzyme beta-hydroxybutyrate dehydrogenase
(BHD) was measured in the liver and hippocampus. For the morphological
analysis of the neural cells and their respective transporters in the
hippocampus, double immunofluorescence labeling was performed as
follows: oligodendrocytes with MCT1 and GLUT1, astrocytes with MCT4
and GLUT1, and neurons with MCT2 and GLUT3. Our results show that,
until the first postnatal week, the lactate and BOHB accumulated during the
late gestational period were responsible for maintaining cerebral energy
metabolism. Due to lactation, the animals at DPN14 mainly used BOHB as
a substrate, followed by a transition phase during weaning. In addition, it
was confirmed that adult animals showed a glycolytic predominance.
Finally, females showed a higher immunocontent of MCT2 and GLUTS3,
which may result in greater efficiency in the capture and utilization of energy
substrates, and ensure a metabolic advantage over males in the face of
brain insults. In addition to confirming the alternation of substrates during
brain maturation, these findings emphasize that females use energy
molecules more efficiently. This confers advantages related to sexual
dimorphism in preventing metabolic deficiencies at different stages of brain
development.

Keywords: Neurodevelopment; Ketone bodies; Energy substrates;
Neonates; Sexual dimorphism; Hippocampus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Metabolismo encefalico

Durante 0 neurodesenvolvimento, o cérebro demonstra a
capacidade de utilizar diversos substratos como fontes energéticas
primarias. O leite materno é predominantemente constituido por acidos
graxos e constitui o principal alimento para bebés até o periodo de
desmame por volta dos 2 anos de idade?. Os acidos graxos séo convertidos
em corpos cetbnicos (CC), que sao utilizados como substratos energéticos.
Em adultos, a glicose emerge como o principal substrato metabdlico do
sistema nervoso central (SNC), desempenhando um papel crucial em vias
metabdlicas essenciais, tais como a via das pentoses fosfato, glicélise e por
conseguinte, o ciclo do &cido tricarboxilico (TCA, por suas siglas em inglés
tricarboxylic acid cycle), também conhecido como o ciclo de Krebs?® .0
consumo de glicose esta diretamente relacionado com a quantidade de
transportadores disponiveis 4. No cérebro, encontramos a presenc¢a dos
transportadores de glicose tipo 1 (GLUT1) e tipo 3 (GLUT3). O primeiro
encontra-se principalmente localizado na barreira hematoencefalica,

enquanto o GLUT3 é responsavel pela de glicose pelos neuronios 28

Em situacdes de eventos hipoglicémicos, como o periodo logo apés
0 nascimento ou entdo durante a lactacdo com uma elevada ingestédo de
acidos graxos, as células neurais recorrem a substratos alternativos para
sustentar a atividade metabdlica, incluindo os corpos cetbnicos, lactato,
acetoacetato, glutamina e glutamato”°-!1. Este mecanismo revela a notavel
adaptabilidade metabodlica do cérebro diante de diferentes condicdes

fisiologicas.

Os CC, metabdlitos empregados pelo cérebro como substrato
energético, resultam da oxidacdo dos acidos graxos no figado,
diferenciando-se em beta-hidroxibutirato (BHOB) e acetona!?. Sua
biossintese ocorre quando duas moléculas de acetil-CoA se condensam

para formar acetoacetil-CoA, o qual, por sua vez, se une a outra molécula
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de acetil-CoA, originando 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMGCoA). Este
altimo é também um intermediario na biossintese do colesterol. AHMGCoA
€ posteriormente clivada para liberar uma molécula de acetil-CoA e uma
molécula de acetoacetato. Parte do acetoacetato é reduzida a BHOB.
Ambos, o0 acetoacetato e o BHOB sdo altamente sollveis na corrente
sanguinea e prontamente captados pelos tecidos extra-hepaticos 1314, Nos
tecidos-alvo, como o cérebro, o B-hidroxibutirato € oxidado novamente em
acetoacetato, que é entdo convertido em seu éster CoA. Esse éster &
clivado para produzir duas moléculas de acetil-CoA, que podem ingressar
no TCA para oxidacdo completa >15. Assim, a producéo hepética dos CC
possibilita a disponibilidade de carbonos dos acidos graxos em outros
tecidos, onde podem ser utilizados para oxidacéo e geragdo de ATP 131617,

conforme apresentado na Figura 1.

Fatty acids

Figura 1: Producdo do BOHB no figado pela beta-oxidacdo bem como sua
disponibilizacdo para tecidos extra-hepéaticos. BHD: Beta-hidroxibutirato
desidrogenase; BHOB: Beta-hidroxibutirato; GLUT: Transportado de glicose;

MCT: Transportador de monocarboxilato. (Biorender.com com modificagtes)

Nos tecidos extra-hepéticos, os CC atravessam a membrana
celular por meio dos transportadores de monocarboxilato (MCT). Embora a
familia desses transportadores inclua 14 membros, apenas trés deles

(MCT1, MCT2 e MCT4) sao reconhecidos como préton-dependentes,
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catalisando o transporte de lactato, piruvato e CCs 1820, O MCT1 destaca-
se como o membro mais abundante, encontrado em diversos tecidos,
incluindo o tecido nervoso. No SNC, o MCT1 é presente em células gliais,
como astrocitos e oligodendrécitos, e demonstra habilidade para
transportar lactato, piruvato, acetoacetato, BOHB e gama-hidroxibutirico
(GHB) (Figura 2)1°2%22 Além de facilitar o transporte unidirecional dos
monocarboxilatos ligados a protons nas células gliais, o MCT1 pode operar
como um permutador, permitindo o transporte bidirecional com a troca de
um monocarboxilato por outro, sem movimento de prétons *°. Similarmente,
o MCT2 exibe uma especificidade semelhante de substratos em
comparacdo com o MCT1 e é encontrado no SNC sendo expresso
exclusivamente em neurbnios, especialmente nas regibes do cortex,
hipocampo e cerebelo (Figura 2)*-2°. Um segundo transportador de
monocarboxilato no cérebro é o MCT4, predominantemente expresso nos
astrocitos 1926, Assim, durante a lactacéo, o consumo de leite com alto teor
lipidico proporciona alta producao de CC, sendo fonte de grande parte da
energia necessaria para o desenvolvimento cerebral em recém-nascidos 2,
além de favorecer a economia do uso de glicose, permitindo o uso das
mesmas em vias que ndo podem ser substituidas por cetonas, como a via
das pentoses fosfato '°. Caracteristicas especificas durante o periodo
neonatal como um maior uso de CC, menor atividade basal do ciclo de
Krebs e da cadeia respiratdria mitocondrial, bem como maior eficiéncia no
combate ao estresse oxidativo tém sido apontados como mecanismos que

conferem a neuroprotecao intrinseca ao encéfalo imaturo 27
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Figura 2: Utilizagdo dos substratos e localizacdo dos transportadores de
monocarboxilato (MCTs) e de glicose (GLUTS) nas células do sistema nervoso
central (JMK JHA, BM Morrison; 2020 com modifica¢des).

Dada a capacidade dos CC de serem utilizados como substrato
energeético, estes estdo sendo usados como ferramentas terapéuticas no
tratamento de patologias como como epilepsia refrataria, doenca de
Parkinson e doenca de Alzheimer %2-3°, Nos casos de epilepsia refrataria,
os CC possuem caracteristicas anticonvulsivas decorrentes da
amplificagédo dos mensageiros cerebrais e substancias neuroativas, como
0 acido gama-aminobutirico, a agmatina e as monoaminas, 0 que resulta

na reducdo da hipersensibilidade neuronal. Além disso, influenciam na
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regulacdo do glutamato através da alteragdo do comportamento dos
transportadores vesiculares de glutamato, regulam o potencial da
membrana neuronal por meio de canais de potassio sensiveis ao ATP e
otimizam o TCA, bem como 0s sistemas energéticos celulares da cadeia
de transporte de elétrons®32, Na doenca de Parkinson, os CC podem
melhorar a fosforilagdo oxidativa mitocondrial no cérebro e reforcar o
metabolismo energético nos neurdnios centrais e periféricos através da
estimulacdo mecanica da biogénese mitocondrial. Essas alteragdes podem
contribuir para atenuar os déficits da substantia nigra e do cortex frontal na
atividade do complexo | da cadeia respiratoria, que tém sido relatados em
pacientes com a doenca de Parkinson'#33, No caso da doenca de
Alzheimer, os CC tém demonstrado diminuir a deposi¢cao e formagéo das

placas beta—amiloides removendo sua neurotoxicidade343°,

Outro substrato utilizado pelo SNC é o lactato, sendo empregado
principalmente durante os periodos pré-natal®®, e pés-natal precoce com
relagdo as primeiras horas apds o nascimento®—4°. Além disso, é utilizado
durante o periodo de lactacdo, embora em menor proporcéo 4. Durante o
periodo gestacional, o lactato desempenha um papel crucial como
metabdlito cerebral. Seu transporte é mediado por transportadores
presentes tanto no lado materno quanto no lado fetal, através das
membranas placentarias3®4%42, Além disso, os proprios tecidos fetais tém
a capacidade de sintetizar lactato devido a elevada atividade da glicélise
anaerdbica no feto364243 e como resultado, o lactato se acumula na
corrente sanguinea3®. Nas primeiras 2 horas apés o nascimento, o lactato
presente na corrente sanguinea é utilizado diretamente pelos tecidos como
fonte de carbono e substrato energético, uma vez que ocorre um evento
hipoglicémico transitério logo apés o nascimento*?#3, Para ser consumido
como molécula energética, o lactato compartilha com os CC 0os mesmos

transportadores no tecido encefalico, os MCTs 1921,24,26,44

1.2 Astrocitos

Os astrocitos sdo um tipo de célula glial especializada e constituem o

14



tipo mais numeroso no SNC, ultrapassando em mais de cinco vezes o
namero de neurbnios. Os astrocitos se originam de células precursoras
neuroepiteliais, compartilhando, portanto, a mesma origem dos neurénios
e oligodendrdcitos °. Em camundongos, a astrogénese inicia por volta do
dia embrionario 18 (E18) e termina ao redor do sétimo dia pos-natal
(DPN7). No entanto, a maturacao astrocitaria acontece apos 0 hascimento
principalmente entre a segunda e terceira semana pos-natal, e caracteriza-
se por mudancgas morfologicas, eletrofisiologicas, e na sua conectividade
com outros tipos celulares*®47, Além disso, os astrécitos abrangem tanto a
substancia branca quanto a cinzenta, e desempenham funcdes complexas
e essenciais para a saude do SNC*49, Essas células gliais podem ser
categorizadas em dois subtipos principais: astrocitos protoplasmaticos e
astrocitos fibrosos. Os astrocitos protoplasmaticos predominam na
substéancia cinzenta, apresentando uma morfologia de varios ramos que se
estendem para formar numerosos processos finamente ramificados,
distribuidos de maneira uniforme e envolvendo sinapses. Em contrapartida,
0s astracitos fibrosos sdo predominantes na substancia branca, exibindo
processos longos semelhantes a fibras, que entram em contato com 0s
nodos de Ranvier®®°, Ambos os subtipos estabelecem conexdes com
vasos sanguineos e formam juncdes comunicantes entre 0S processos

distais e os astrocitos vizinhos>!.

Os astrocitos desempenham um papel essencial na manutencédo da
homeostase cerebral, mas também modulam alteracbes em seu
microambiente, articulando o fluxo sanguineo decorrente da liberacao de
oxido nitrico ou acido araquidénico, e respondendo aos neurotransmissores
com aumentos transitérios nos niveis intracelulares de calcio®?. Esses
sinais de calcio podem desencadear a liberacdo de moléculas neuroativas
pelos astrocitos, conhecidas como gliotransmissores, tais como glutamato,
D-serina ou trifosfato de adenosina (ATP), influenciando, por sua vez, a
atividade sinaptica e a excitabilidade neuronal®. Ademais, os astrécitos
desempenham um papel importante na protecdo neuronal contra a
excitotoxicidade, realizando a recaptacdo do neurotransmissor glutamato

por meio dos transportadores GLT1 (transportador de glutamato 1) e
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GLAST (Transportador glutamato aspartato), assegurando desta forma
baixas concentragées de glutamato extracelular sinaptico®*°°. Os astrécitos
também possui alta variedade de mecanismos para eliminacdo das

espécies reativas de oxigénio (ROS).

Apesar dos neurbnios conseguirem captar glicose diretamente do
espaco extracelular, os astrocitos desempenham um papel imprescindivel
no acoplamento entre a atividade neuronal e a captacdo de glicose no
cérebro. Isso ocorre através de um mecanismo conhecido como lancadeira
de lactato astrécito-neurdnio (ANLS, da sigla em inglés astrocyte—neuron
lactate shuttle) °6. No ANLS, a captagdo de glutamato na fenda sinaptica
pelos astricitos, estimula a glicolise, ou entdo a captacdo de glicose
diretamente da circulacdo sistémica através do GLUT1 37. O lactato
produzido pelos astrécitos é liberado no espaco extracelular, e por
conseguinte, absorvido pelos neurénios através dos MCT2 5758, Uma vez
nos neurénios, o lactato pode ser utilizado como substrato energético pela
sua conversao em piruvato por intermédio da acdo da lactato

desidrogenase e com subsequente oxidacdo no TCA mitocondrial 7->°.

Em resposta a distarbios neuroldgicos, os astrocitos assumem um
fendtipo reativo, podendo manifestar caracteristicas neuroprotetoras ou
neurotdxicas dependendo da natureza do insulto ou da dificuldade
homeostatica enfrentada . Essas células gliais reativas distinguem-se das
formas maduras por serem mais proliferativas, contribuirem para a
formacao de cicatrizes gliais, reduzirem a criagdo de sinapses e juncdes
comunicantes, alterarem a atividade neuronal, aumentarem a infiltracdo de
células imunes e modificarem a sinalizacdo de calcio, bem como a
captacéo e recaptacdo de neurotransmissores 60-63,

Como é amplamente conhecido, os astrocitos desempenham um
papel ativo em muitos aspectos fisiolégicos e patoldégicos do SNC ¢4, Essas
células gliais possuem filamentos intermediarios que constituem o
citoesqueleto celular, sendo, portanto, uma parte fundamental da estrutura

celulart®6465 A proteina acida fibrilar glial (GFAP) é um biomarcador
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amplamente utilizado para a identificacdo astrocitaria, embora também seja
encontrada em outras células ndo gliais, como células de Schwann nao
mielinizantes, células testiculares de Leydig e condrdcitos . Aumento nos
niveis de GFAP tem sido associado a processos migratérios, motilidade
celular, ancoragem do transportador de glutamato GLAST/EAAT1 na
membrana e mitose®*67, Outro marcador do citoesqueleto é a S100B, um
biomarcador composto por duas subunidades B, e pertencente a uma
familia multigénica de proteinas de ligacdo ao célcio. A S100B tem sido
implicada na regulacdo da montagem dos microtubulos e filamentos
intermediarios do tipo lll, em algumas atividades enzimaticas e na
proliferacéo celular, estando atualmente associada a estudos sobre certos
tipos de cancer 7%, Durante o evento da astrogliose, os niveis de S100B
estdo aumentados, e tem sido associado a fisiopatologia de doencas

cerebrais degenerativas e infecciosas/inflamatérias®®70.71,

1.3 Oligodendraocitos

Os oligodendrdcitos (OL) desempenham um papel essencial na
sintese e manutencdo da bainha de mielina no SNC, além de auxiliar no
suporte da integridade axonal?. Essa funcdo vital ndo apenas facilita a
conducéao rapida e saltatéria do impulso nervoso, mas também assegura a
sobrevivéncia axonal”®. Durante seu ciclo de desenvolvimento, os
progenitores dos OL passam por fases controladas de migracéo,
proliferacéo e diferenciacdo. Essas células respondem a uma variedade de
fatores de crescimento, promovendo alteragcbes significativas em sua
arquitetura celular. Esse processo intricado culmina na formacéo da bainha
de mielina, caracterizada pela sua propriedade isolante atribuida ao
elevado teor lipidico, além de desempenhar um papel fundamental no apoio
a integridade e eficiéncia do sistema nervoso 7476, Um componente
essencial dessa constituicdo citoplasmatica mielinica € a proteina basica
mielinica (MBP). A MBP desempenha um papel imprescindivel na
compactacdo da bainha de mielina, sendo que mutacbes em seu gene
podem resultar em desmielinizacdo severa, comprometendo a

funcionalidade do sistema nervoso 7>:76,
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A visdo sobre os OL, que antes eram considerados apenas
fornecedores de bainhas de mielina isolantes para a propagacao de
impulsos axonais, tem mudado radicalmente. A mielina constitui um
compartimento dindmico no cérebro maduro que utiliza metabdlitos ricos
em energia e proteinas de transferéncia, para manter a integridade
funcional dos axdnios 2. Assim, qualquer perda da integridade da mielina
torna-se um fator de risco para uma neurodegeneracao irreversivel. Além
disso, estudos relatam a possivel existéncia de uma “sinapse axo-
mielinica”, em que o lactato produzido nos OL poderia ser transportado

diretamente aos neurénios, auxiliando na sustentacdo metabdlica neuronal
7778

Além disso, os OL sédo altamente suscetiveis a injurias mediadas por
citotoxicidade, privacao de fatores troficos, estresse oxidativo e ativacao de
vias apoptéticas ’°. Quando ocorre degeneracéo dos OL e danos a mielina,
surgem as doencas desmielinizantes, como a esclerose multipla. Estudos
recentes destacam o papel crucial dos OL e da mielina que produzem,
especialmente durante periodos de estresse, influenciando o
comportamento e a plasticidade dependente da experiéncia®®-82. A
interacdo complexa entre sinalizagédo hormonal e atividade neuronal pode
induzir a proliferacdo de células precursoras de OL e remodelacdo da
mielina em regibes especificas, como 0 cOrtex pré-motor, cortex
somatossensorial e corpo caloso’®. Assim, a modulacdo dessa
plasticidade, seja por inibicho ou aumento, impacta diretamente
comportamentos motores, consolidacdo da memoria espacial e
aprendizagem motora, sugerindo que a plasticidade da mielina em adultos

é crucial para uma sinaptogénese adequada 8384,

Tendo em mente os criticos eventos do neurodesenvolvimento e 0
importante papel dos OL em manter a funcionalidade neuronal, os
processos de mielinizacdo acontecem apd0s o nascimento em roedores,
tendo o 4pice entre a segunda e terceira semana pos-natal, convergente

ao periodo lactacional®. Assim, semelhante as outras células gliais e
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neurbnios, os OL possuem toda a maquinaria necessaria para a
metabolizacdo dos CC, sendo capazes a utiliza-los como precursores para
a sintese de lipidios, como os acidos graxos da fosfatidilcolina exibindo o
nivel mais alto de sintese, seguidos pelo colesterol e depois pelos &cidos
graxos da fosfatidiletanolamina®. Por conseguinte, em condicdes
hipoglicémicas, sendo elas patolégicas ou fisiolégicas, o BHOB poderia
manter o metabolismo oligodendritico e manter a integridade do axénio e
da bainha de mielina necessaria para a condu¢do dos impulsos nervosos
no SNC.

1.4 Dimorfismo Sexual

O dimorfismo sexual no SNC tem sido objeto de estudo, devido as
divergéncias morfologicas, bioquimicas, fisioldgicas, patolégicas e
comportamentais entre machos e fémeas®’ 8. O estudo das diferencas
entre 0s sexos comecou no inicio do século XX, mediante a observacao de
que os cérebros dos machos eram maiores e mais pesados quando
comparados as fémeas °.

O hipocampo é uma estrutura cerebral no sistema limbico que
desempenha uma fungédo essencial no novo aprendizado, na formacgéao e
codificagcdo da memaria, mas também esté relacionado com a navegacéao
espacial®®. Atualmente, o hipocampo é uma das regibes amplamente
estudada referente as caracteristicas sexualmente dimorficas, devido a
presenca de neurdnios concentradores de esterdides gonadais®. A
diferengas sexuais observadas nesta estrutura cerebral relacionam-se as
arborizacdo dendritica das células piramidais na regido de CA3 e do giro
denteado, como também a capacidade de brotamento axonal das
eferéncias hipocampais e ao numero de células do giro dentado, sendo até

duas vezes mais numerosas em ratos machos do que nas fémeas®°3,

Por outro lado, no processo de diferenciacao sexual das estruturas do
SNC, as células gliais podem influenciar as respostas frente a insultos
cerebrais, contribuindo nas distintas manifestacdes patologicas entre

machos e fémeas. Conforme evidenciado em camundongos B6CBA, o
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dimorfismo sexual se estende a proliferacdo e a abundéancia de OL, com as
fémeas apresentando maior proliferacdo e renovacado celular. Esses
achados indicam uma vida atil mais curta e uma maior taxa de renovacao
em comparacdo com 0s machos, 0 que sugere uma maior resisténcia a
isquemia e estresse oxidativo por parte das fémeas %42, Curiosamente,
observou-se uma convergéncia gradual do perfil dos OL em ratos machos
castrados em direcéo ao perfil das fémeas %’. Esse fendmeno sugere uma
funcéo reguladora dos hormdnios esterdides exdgenos, provavelmente a

testosterona, na formacédo do nimero de OL ¥7,

Diversos estudos tém demonstrado respostas sexo-especificas em
relacdo ao numero, expressado génica, morfologia e funcdo dos astrocitos
em diferentes regides cerebrais %100, Sendo assim, as fémeas apresentam
uma maior expressao da GFAP nos astrocitos da amigdala medial do que
os machos'®?, bem como maior resisténcia a privacéo de oxigénio — glicose.
Em concordancia, nas fémeas, os astrocitos apresentam uma melhor
funcdo mitocondrial imediatamente ap0s a hipOxia-isquemia neonatal in
vivo, quando comparado aos machos'®?, Entretanto, os machos

apresentam uma recuperacgdo mais rapida apés o insulto neonatal 102,

Desde o0 nascimento e durante toda a vida, os ratos machos
apresentam uma maior prevaléncia de astrécitos estrelados caracterizados
por processos mais longos e maior ramificacdo em comparacdo com as
fémeas'?®. No entanto, a administracdo de andrégenos a ratas fémeas no
nascimento reverte essas diferencas de sexo nos astrocitos, indicando um
mecanismo dependente de horm6éniol®4105 |nteressantemente, estudos
sobre astrocitos em ratos no E14 revelaram diferencas de sexo mesmo
antes do pico de testosterona fetal, sugerindo mecanismos independentes

da influéncia hormonal©s,

A literatura aponta que a divergéncia sexual influencia ndo apenas a
funcdo cerebral, mas também a comunicacédo entre o cérebro e os sistemas
corporais, como a interacao neural com o sistema imune frente a percepgao

de dor, na qual a hipersensibilidade a dor em fémeas n&o envolve a
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contribuicdo da micréglia como nos machos, e sim de células imunes como
os linfécitos T07. Além disso, estudos mostram que as fémeas apresentam
maiores déficits de memoria e mecanismos de morte celular estdo
relacionados principalmente a via depende das caspases, enquanto 0s
machos sdo mais susceptiveis ao estresse oxidativo e & morte celular por
necrosel?”1%  Em humanos também mostram que a incidéncia da
prematuridade, anoOxia, hemorragia intraventricular e morte por
prematuridade sdo mais comuns em homens, bem como a presenca de
patologias como retardo mental e paralisia cerebral®319, Nesse sentido o
sexo masculino tanto em estudos pré-clinicos e clinicos apresenta uma

maior vulnerabilidade em relagéo ao sexo feminino!1°,

Apesar das evidéncias sobre as respostas distintas entre 0s sexos a
fatores extrinsecos, como estimulos ambientais, administracdo de
farmacos, nutricdo, entre outros, as diferencas entre machos e fémeas no
que se refere ao metabolismo encefalico durante o neurodesenvolvimento
ndo estdo totalmente esclarecidas. Em um estudo realizado por Flérez-
Vargas e colaboradores (2016) foram analisados 15.311 trabalhos usando
camundongos, foi constatado que apenas 47% dos trabalhos levam em
consideragcdo o sexo e a idade, e 34% dos artigos analisados néo
informaram o sexo dos animais!!!. Portanto, torna-se imprescindivel obter
informacdes sobre a influéncia do sexo tanto em condicfes fisiologicas
como em diferentes modelos de lesdo encefalica, visto que mecanismos

fisiopatologicos distintos necessitam de estratégias diferenciadas.

1.5 Justificativa

Durante o periodo pés-natal, os CC s&o os principais substratos para
0 metabolismo energético cerebral; em contrapartida, em adultos, o
principal substrato € a glicose. Os astrocitos conseguem sintetizar CC e
lactato, e utiliza-los como fontes de energia para o sustentar o metabolismo
das células neurais. Por outro lado, supde-se que certos pontos da via de
oxidacdo dos éacidos graxos de cadeia longa (CC) podem apresentar

caracteristicas dimorficas, somando-se as diferencas bioquimicas,
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morfolégicas, comportamentais e fisiologicas conhecidas entre machos e
fémeas. No entanto, ainda ndo esta completamente esclarecido como o
metabolismo energético € afetado no decorrer da maturacdo cerebral.
Portanto, considerar uma resposta especifica ao sexo durante o0s
processos de maturagdo cerebral em neonatos é primordial para o
entendimento e o tratamento de insultos metabodlicos durante o

neurodesenvolvimento.

1.6 Hipdtese

A hip6tese do presente trabalho é que o metabolismo dos corpos
cetbnicos apresenta caracteristicas dimoérficas ao longo da maturagéo
cerebral no periodo pés-natal, e isto € um fator relevante na maior
vulnerabilidade de animais machos a desafios metabdlicos em periodos

criticos do neurodesenvolvimento.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar o metabolismo energético de ratos machos e fémeas, em
diferentes estagios de maturidade cerebral durante o periodo pés-natal,
tendo como énfase a utilizacdo dos corpos cetbnicos e uma possivel

resposta sexo-especifica.
2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o imunoconteudo dos transportadores de corpos cetbnicos,
MCT1, MCT2 e MCT4, no hipocampo, em diferentes periodos do
neurodesenvolvimento, em machos e fémeas, por meio da técnica

de Western blotting;

e Avaliar o imunocontetddo dos transportadores de glicose GLUTL,
GLUT3, pela técnica de Western blotting, a fim de estabelecer
possiveis diferencas no consumo de glicose ao longo do

desenvolvimento tanto em machos como em fémeas;

e Determinar a atividade astrocitaria no hipocampo em animais
machos e fémeas, durante o neurodesenvolvimento, por intermédio
da verificacdo dos niveis de GFAP e S100B, através das técnicas de

ELISA e imunofluorescéncia;

e Dosar os niveis de CC e lactato presentes no liquido cérebro espinal
e soro, através da técnica de espectrometria, ao longo do

desenvolvimento cerebral em ambos 0S sexos;

e Verificar os niveis de captacéo de glicose no hipocampo, a fim de
estimar a quantidade de glicose usada pelas células neurais em

relacdo a quantidade sistémica durante o neurodesenvolvimento,

em ambos o0s sexos;
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e Mensurar a atividade da enzima BHD no hipocampo e figado, no
intuito de relacionar a atividade da mesma em ambos os 6rgaos

durante a maturacéo cerebral, em ambos 0s sexos;

e Determinar a quantidade de transportadores GLUT1, GLUTS3,
MCT1, MCT4 e MCT2 presente em suas respectivas células neurais,
nas regides CAl, CA3, hilo e giro denteado, do hipocampo, por
intermédio da técnica de imunofluorescéncia durante o

neurodesenvolvimento, em ambos 0S sexos;

3. Materiais e Métodos

3.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a resolucao
normativa n°® 37, de 1 de fevereiro de 2018 e a resolu¢cdo normativa n® 57,
de 06 de dezembro de 2022 do CONCEA e de acordo com a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que estabelece os procedimentos para 0 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 € 0s protocolos
experimentais utilizados neste projeto foram devidamente aprovados pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), sob o nimero 43309.

3.2 Animais

Foram utilizadas 24 ninhadas de ratos Wistar contendo um namero de
8 filhotes por mée, sendo padronizado 4 fémeas e 4 machos por ninhada.
Também foram usados animais adultos DPN60 (machos e fémeas) de
outras ninhadas como grupo controle ao longo dos experimentos. Os
animais foram provenientes do Biotério Setorial do Departamento de
Bioquimica - UFRGS, Porto Alegre, RS. Os filhotes foram mantidos com

suas maes em caixas padrdo com dimensfes 41 cm (comprimento) x 34
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cm (largura) x 17,8 cm (altura) cm devidamente identificadas de acordo com
a Resolucdo Normativa CONCEA N° 15, de 2013, em cama de maravalha
de pinus selecionada e autoclavada e em ciclos de 12h claro/escuro em
salas climatizadas (22°C + 2°C), com alimentag&o padréo e agua ad libitum.
A troca da maravalha foi realizada pelos funcionérios do Biotério do

Departamento de Bioquimica.

Os animais foram retirados do setor de reproducao a partir do DPN1.
Cada ninhada (n=8) foi composta por filhotes de ambos o0s sexos,
mantendo uma proporc¢édo 1:1, nascidos de 4 maes distintas, para minimizar
o efeito ninhada. Algumas ninhadas foram mantidas apenas no DPN1, e
outras até o DPN7, DPN14 ou DPN21. Animais de cada periodo pos-natal,
foram profundamente anestesiados com isoflurano inalatério até a perda de
reflexos e auséncia de sinais de dor e consciéncia. Foi coletado o liquido
cefalorraquidiano e o soro dos animais e em seguida foram decapitados
com o auxilio de uma tesoura cirargica (filhotes) ou guilhotina (adultos
DPNG60). Apos a utilizac@o dos filhotes para as diversas analises, as ratas
adultas fémeas (progenitoras) foram anestesiadas profundamente com
isoflurano inalatério e submetidas a eutanasia por decapitacdo. As mesmas
nao foram usadas como grupo controle devido as possiveis alteracdes

metabdlicas induzidas pela gestacao.

3.3 Delineamento experimental

Os experimentos foram divididos em trés etapas de analises (Figura
3). O primeiro bloco previu analises bioquimicas focadas na avaliacdo do
conteudo protéico dos de monocarboxilato e de glicose, mas também dos
marcadores astrocitarios GFAP e S100B. No segundo momento, foram
feitas andlises para mensurar a quantidade dos substratos metabdlicos
sistemicamente como também presentes no SNC, além da atividade
enzimatica da BHD no figado e hipocampo. Uma terceira coorte de animais
foi usada para analises morfologicas nas regides hipocampais e corpo
caloso, para uma andlise detalhada da colocalizacdo dos transportadores

com suas respectivas células neurais.
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Figura 3: Desenho experimental das analises executadas a fim de avaliar o

metabolismo durante o neurodesenvolvimento, ratos Wistar machos e fémeas.

3.4 Western Blotting

A técnica de Western blotting foi usada para quantificar o contetudo
proteico dos biomarcadores de interesse (MCT1, MCT2, MCT4, GLUT1 e
GLUT3) (Figura 3). Para isso, os encéfalos foram rapidamente removidos
e ambos os hipocampos foram dissecados e armazenados a -80°C até o
processamento, sendo hemisfério direito utilizado na analise de interesse,
em todos os animais. A homogeneizacéo foi realizada em tamp&o HEPES
10 mM e coquetel de inibidor de protease a 1% (Cat. No. 11.697.498.001,
Roche, Alemanha) em pH 7,9. Foi adicionado ao tamp&o, detergente néo
ibnico (NP40 1%, Cat. No. 9016-45-9; Sigma-Aldrich) para romper a
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estrutura da membrana plasmatica (Seddon et al., 2004) e detergente de
acido biliar ibnico em baixa concentracédo (desoxicolato de sodio 0,25%,
Cat. No. D6750; SigmaAldrich) para facilitar a extracdo de proteinas
transmembrana, a solubilizacdo e a estabilidade em solucdo aquosa (Zhou
et al., 2006).

As amostras lisadas foram submetidas a centrifugacao refrigerada a
4°C por 10 minutos a uma forca de 1000 x g, a fim de obter proteinas
celulares presentes no sobrenadante. A determinacdo da concentragao
proteica por amostra foi determinada utilizando o kit PierceTM BCA Protein
Assay (Cat. No. 23225; Thermo-Fisher Scientific). A partir disso, as
amostras proteicas foram submetidas aos processos de desnaturacéo,
reducgéo e preparo para eletroforese em gel de poliacrilamida gradiente de
4% a 12% (Cat. No. NP0323BOX; Thermo-Fisher Scientific), juntamente
com um marcador de peso molecular de 12 a 225 kDa (Cat. No. RPN80OE;
GE 37 Healthcare). Apos a transferéncia das proteinas para membranas de
nitrocelulose, as membranas foram bloqueadas com solucdo de leite
desnatado em pdé 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). Posteriormente, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com
0s anticorpos primarios: anti-MCT1 (Cat No. PA576687,1:1000, Invitrogen),
anti-MCT2 (Cat No. PA576603, 1:1000, Invitrogen), anti-MCT4 (Cat No.
BS2698R,1:1000, Bioss), anti-GLUT1 (Cat No. PA146152, 1:500,
Invitrogen), anti-GLUT3 (Cat No. MA532697, 1:1000, Thermofisher) e anti-
Beta actina (Cat No. MA515739, 1:500, Thermofisher). ApGs a incubacéo
dos anticorpos primarios anti-MCT1, anti-MCT2 e anti-MCT4, os blots foram
incubados por 2 horas a 23 + 2°C com 0 anticorpo secundario acoplado a
peroxidase correspondente. Os sinais de quimioluminescéncia foram
detectados com o uso do sistema Image Quant LAS4010 (GE Healthcare)
e o kit Western Pierce™ ECL (Cat No. 32.106; ThermoFisher). Para os
transportadores de glicose GLUT1 e GLUT3, foram usados anticorpos
secundarios conjugados com Alexa Fluor 555 (anti-camundongo ou anti-
coelho) (Cat. No. A21422 ou Cat. No. A-21428, 1:1000; ThermoFisher) e
Alexa Fluor 488 anti-coelho (Cat. No. A11001 ou A11008, 1:1000;
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ThermoFisher) por 2 horas a 23 + 2°C. Os resultados foram normalizados
pela expressao de beta actina e expressos em porcentagem com relacao
ao grupo controle (DPN60). As imagens adquiridas foram analisadas por
densitometria 6ptica usando o software Image Studio Lite 5.2 (LI-COR

Biosciences). Para esta andlise foi utilizado um nimero de 6-8 animais por

grupo).
3.5 Ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

O conteudo protéico de GFAP e S100B foi quantificado por intermédio
do teste de ELISA, nos DPNs descritos previamente (Figura 3). Os animais
foram anestesiados profundamente com isoflurano e submetidos a
eutanasia por decapitacdo. Posteriormente, os encéfalos foram removidos
e foi realizada a dissecacdo do hipocampo esquerdo, seguido de
crioprotecao e armazenamento para posterior processamento. A técnica de
Elisa foi realizada de acordo com as instru¢des do fabricante. O nimero de

animais utilizados para essa técnica foi de 6-8 animais por grupo.

3.5.1 S100B

Para a andlise da proteina S100B, as placas foram previamente
revestidas durante a noite, a 4°C, com 100uL de uma diluicdo 1:1000 de
anti-S100B monoclonal em tampé&o carbonato-bicarbonato 50 mM (pH 9,5).
As placas foram lavadas com 200 pyL de tampéo de lavagem (0,1% BSA
em PBS contendo 0,05% Tween-20). A solucdo de bloqueio (2% BSA,
150uL) foi incubada por 1h a temperatura ambiente. As placas foram
lavadas com 200uL de tampao de lavagem. Em seguida, 50uL de tampéao
barbital 60 mM ou Tris 50 mM (pH 8,6) juntamente com 50ul de amostras
(diluidas com PBS contendo 0,2% BSA) ou curva padrao (intervalo de
0,0019 a 1ng/mL) foram incubadas por 2 h a 37°C em uma placa de
aguecimento. Posteriormente, as placas foram lavadas com 200uL de
tampdao de lavagem. O anticorpo policlonal anti-S100B, diluido 1/5000 em
0,5% BSA (100uL), foi incubado por 30 min a 37°C. Novamente as placas
foram lavadas por trés vezes com 200 pL de tampéo de lavagem. Em
seguida, 100uL de conjugado com peroxidase anti-coelho diluido 1:5000
em BSA a 0,5% foi incubado por 30 min a 37°C. Foram executadas

28



lavagens nas placas com 200uL de tampao de lavagem e uma vez com
200uL de PBS. Finalmente, 200 pyL de uma solugao fresca de Sigma Fast
OPD foi incubada no escuro, por 30 min a temperatura ambiente. A
absorbancia foi lida a 492nM em um leitor de placas de microtitulacéo
(Tecan-Spectra, Japan). Os dados foram expressos em ng/mg de proteina.

3.5.2 GFAP

Placas de microtitulacéo (96 pocos de fundo plano) foram revestidas
por 12-18h com as amostras diluidas (TBS) de hipocampo. Em seguida, as
placas foram lavadas trés vezes com 0,05% Tween-20/TBS e bloqueadas
com albumina de soro bovino 2% (ou 5% de leite em p6 desnatado) por 2
h a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, o anticorpo anti-GFAP
(anticorpo policlonal anti-GFAP coelho, diluido 1:1000 em 0,5%
albumina/TBS, foi incubado por 1 h em temperatura ambiente. Apos
lavagem com Tween-20 a 0,05%/TBS, uma segunda incubacdo com
anticorpo anti-coelho conjugado com peroxidase, diluido 1:1000, foi
realizada por 1 h em temperatura ambiente. Depois de duas lavagens com
Tween-20 a 0,05%/TBS e uma com TBS, 0,2 mL de substrato de
peroxidase (Sigma Fast OPD) foi adicionado e incubado por 30 min no
escuro. A reacao foi entdo interrompida pela adigédo de 50 uyL 3 N HCl e a
absorbéancia foi lida em um leitor de placas de microtitulacdo (Tecan-

Spectra). Os dados foram expressos em ng/mg de proteina.

3.6 Captacéao de Glicose

As fatias de hipocampo foram incubadas a 35°C em HBSS. O ensaio
foi iniciado com a adicao de 0,1 uCi/poco de D-[3-3H] glicose e a incubacéo
foi interrompida ap6s 30 minutos, removendo o meio e lavando as fatias
duas vezes com HBSS gelado. O tecido do hipocampo foi entdo lisado
numa solucdo de NaOH 0,5M, e a radioatividade foi medida utilizando um
contador de cintilagdo. A captacao de glicose foi calculada subtraindo a
captacdo ndo especifica, obtida pelo inibidor do transporte de glicose
(citocalasina B (25 pM)), da captacao total. Este ensaio de captacao de

glicose corresponde a uma medida indireta da glicose intracelular e dos
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metabdlitos derivados. A radioatividade foi medida em um contador de
cintilacdo e os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina/min.

Para essa técnica foram usados 8 animais por grupos.

3.7 Dosagens de Glicose, Lactato e Corpos Cetbnicos

No intuito de analisar a quantidade dos principais metabdlitos usados
durante o periodo neonatal, foi coletado o plasma sanguineo dos animais
para a analise de glicose, lactato e CC. adicionalmente foi feita a coleta do
liquido cefalorraquidiano para a dosagem de lactato e CC (Figura 3). Assim,
as dosagens de lactato e glicose foram realizadas utilizando os kits KO84-
2 e K082-3, respectivamente (BioClin, Brasil), conforme as as indicacfes
do fabricante. De forma semelhante, a dosagem dos CC, mais
especificamente o Beta-hidroxibutirato foi feita usando o kit D-3-
Hydroxybutyrate Ranbut (RB1008 — Randox, Inglaterra), seguindo as
instrucdes do fabricante. O nimero de animais utilizados foi de 6 animais
neonatos para cada janela temporal e 8 animais adultos de ambos os

Sexos.

3.8 Atividade enzimatica (BHD - B hidroxibutirato desidrogenase)

A atividade da BHD foi avaliada seguindo o protocolo modificado,
conforme descrito por3'. O hipocampo e o tecido hepatico foram
homogeneizados em tampéo de lise contendo em mM (0,32 sacarose, 10
Tris-HCI, 1 EGTA), seguido de centrifugacdo a 800 x g por 20 minutos a
4°C. Depois, 0 sobrenadante foi incubado com solucéo salina tamponada
com fosfato (PBS) contendo em mM (100 NAD+, 0,5 EDTA, 300 DTT, 4M
D-B-hidroxibutirato sal) por 30 minutos a 37 °C. A atividade da enzima foi
medida como a taxa de reducdo de NAD com D-B-hidroxibutirato como
substrato a 340 nm. Os dados séo expressos em mM/min/mg de proteina.

O numero de animais utilizados foi de 8-9 animais por grupo.

3.9 Analise histolégica por imunofluorescéncia
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A fim de realizar a analise morfoldgica do tecido encefalico (Figura 3),
os animais foram profundamente anestesiados com isoflurano inalatério
(0,5 mL) e, entdo, submetidos a toracotomia para a perfuséo transcardiaca
com 100-200mL de solugéo salina (NaCl 0,9%) para lavagem vascular e,
posteriormente, com 100-200mL de solu¢cdo de PFA 4% com tampéo
fosfato 0,2M 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. Apés
esse tempo, os encéfalos foram destinados ao processamento histologico
para a inclusdo em parafina. Para isso, os encéfalos foram desidratados
em concentracdes crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90% e 100% | e
100% I1). Posteriormente, foram submersos em xilol (xilol 1 e xilol 1) e
finalmente impregnados por parafina liquida (parafina I, 1l e 1ll) a 60°C. Os
encéfalos ficaram aptos a microtomia apdés o resfriamento e endurecimento
da parafina. Através do micrétomo de rotacdo (Leica RM-2125), foram
realizadas secc¢Bes coronais (Bregma 4.7 mm a - 8.5 mm; Paxinos e
Watson, 1998) de 10 ym com intervalo de 70 um entre os cortes e

colocados sobre laminas histoldgicas previamente gelatinizadas.

Para a imunomarcacdo neuronal, oligodedritica e astrocitaria, as
laminas foram desparafinizadas com xilol |1 e xilol 1l por 5 min.
Posteriormente, foram feitas lavagens com PBS por 10 min. Por
conseguinte, as fatias foram incubadas em tampéao citrato (0,1 mol &cido
citrico anidro e 0,1 mol sal citrato de sddio; PH=6.0) durante 2h. Em
seguida, as laminas foram lavadas com PBS, permeabilizadas com 0,25%
de Tritonx-100 em PBS por 10 minutos, seguido por bloqueios com soro de
cabra a 3% durante 45 min (Cat. N°. A8717, 1:250; Sigma-Aldrich). As
laminas foram incubadas overnight com os anticorpos primarios de
interesse: anti-MCT1 (Cat. N°. PA576687,1:300; Invitrogen), anti-MCT2
(Cat. N°. PA576603, 1:350; Invitrogen), anti-MCT4 (Cat. N°. BS2698R,
1:350; Bioss), anti-NeuN (Cat. N°. MA533103, Termo-Fisher), anti-GFAP
(Cat. N°. MA512023, 1:350; Termo-Fisher), anti-MBP (Cat. N°. 808401,
1:250; Biolegend), anti-GLUT1 (Cat. N°. PA146152, Invitrogen) e anti-
GLUT3 (MA532697; Termo-Fisher). No dia seguinte, apos cinco lavagens
com PBS, as fatias foram incubadas por 2h a temperatura ambiente (23°C)
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com anticorpos secundarios conjugados com Alexa fluor 555 anti-coelho
(Cat. N°. A-21428, 1:2000; ThermoFisher) ou Alexa fluor 488 anti-
camundongo (Cat. No. A-11001, 1:2000; Thermo-Fisher). As fatias foram
montadas usando Fluroshield com 4',6'-diamino-2-fenilindol-DAPI (Cat. N°.
10236276001; Sigma- Aldrich). A imunofluorescéncia da regidao CA1, CA3,
hilo, giro denteado e corpo caloso do hipocampo foram fotografadas no
microscopio Nikon E600. Foram analisadas 3 fatias por animal, utilizando
uma regido de interesse (ROI) por fatia. A intensidade de fluorescéncia
tanto dos transportadores quanto dos tipos celulares foi quantificada
usando o software NIH ImageJ (versdo 1.8.0_112), sendo a média por cada
animal utilizada na analise estatistica. Aléem disso, foi realizada a analise
de colocalizagédo dos biomarcadores de interesse de forma manual em
neurdnios e astrocitos com seus respectivos transportadores, mas também
pela intensidade de fluorescéncia no caso dos oligodendrdcitos com seus
transportadores, pelo software NIH ImageJ (versdo 1.8.0_112). Para esta

técnica foram utilizados entre 4 - 6 animais por cada janela temporal e sexo.

3.10 Anélise Estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o software SPSS verséo 21.0
(IBM SPSS Statistics). A normalidade dos dados foi verificada através do
teste de Shapiro-Wilk. Assim, os dados ndo-paramétricos foram analisados
pelo teste de Kruskall-Wallis seguido do teste de Dunn para comparacdes
multiplas, enquanto os dados paramétricos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguido do post hoc de Tukey para
comparar o principal efeito da maturacdo cerebral. Dado a possivel
influéncia do sexo no desenvolvimento, as andlises estatisticas foram
refeitas usando o Modelo linear generalizado (GZLM) considerando dois
fatores fixos, o sexo e a idade (DPN1, DPN7, DPN14, DPN21, DPNG60).
Durante a modelagem, os dados paramétricos foram analisados utilizando
a distribuicéo linear, enquanto os dados néo paramétricos foram analisados
usando a distribuigdo gamma. Em ambos os casos, foi utilizado o teste de
comparagdes multiplas de Sidak, nos casos em que diferencas

estatisticamente significativas entre os fatores e interagbes foram
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observadas entre os grupos. Adicionalmente, foi realizada a analise de
correlacdo de Spearman para determinar a forca de relacionamento entre
as variaveis analisadas. A presenca de outliers foi verificada pelo método
de ROUT (Q=1%) no programa GraphPad prism versdao 8.0.2. A
significancia aceita foi de p<0,05. Os dados com distribuicdo ndo normal
estdo expressos em mediana e percentil interquartil 25 e 75. Os graficos
foram realizados usando o programa Prism versdo 8.0.2 (GraphPad

Software).
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4. RESULTADOS

4.1 Os niveis dos transportadores MCT2 e MCT4 aumentam ao

longo do neurodesenvolvimento encefalico

A andlise do conteudo protéico do transportador MCT1 ndo apontou
diferencas significativas considerando a variavel idade ou sexos (p>0,05),
conforme apresentado na Figura 4. No entanto, para o transportador MCT2
foi evidenciado que os animais do grupo DPN1 apresentaram niveis
inferiores do transportador quando comparados com 0s animais no DPN21
e DPN60 (H@) = 19,274, p=0,001; Figura 4C). Quando os fatores idade e
sexo foram considerados, observou-se um efeito significativo do sexo, onde
as fémeas apresentaram niveis mais aumentados de MCT2 quando
comparado com os machos (H@)=6,057, p=0,01, Figura 4D). Além disso, 0s
animais machos do grupo DPN21 mostraram niveis elevados do
transportador em comparagéo com os grupos DPN1 e DPN7 (H#=20,219,
p=0,013; Figura 4D). De maneira semelhante, as fémeas exibiram maiores
niveis proteicos no DPN21 em comparacdo com os roedores do DPN1
(H®=12,374, p=0,001; Figura 4D). Finalmente, observou-se que 0s niveis
de MCT4 estavam significativamente elevados no DPN21 quando
comparados ao DPN1 e DPN7 (H@=16,958, p=0,002; Figura 4E). Na
analise independente dos sexos, constatou-se que 0S machos nao
apresentaram diferencas significativas ao longo do neurodesenvolvimento.
Porém, as fémeas do DPN1 exibiram niveis reduzidos de MCT4 em
comparacao ao DPN14 (H«=20,748, p=0,0001; Figura 4F; Tabela 1).
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Figura 4: Imunoconteudo dos transportador MCT1, MCT2 e MCT4 no hipocampo

direito. A Niveis de MCT1 durante o neurodesenvolvimento, considerando o

namero total de animais usados no experimento. B Contetdo proteico de MCT1
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nos animais machos e fémeas. C Niveis de MCT2 durante o
neurodesenvolvimento, considerando o numero total de animais usados no
experimento. D Conteldo proteico de MCT2 nos animais machos e fémeas. E
Niveis de MCT4 durante o neurodesenvolvimento, considerando o nimero total
de animais usados no experimento. F Conteudo proteico de MCT4 nos animais
machos e fémeas. A-C-E As andlises foram realizadas mediante o teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para multiplas comparacdes. B-D-F As
avaliacGes foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM). Os
animais DPN60 foram usados como grupo controle. # Diferenca entre os sexos. *
Diferencas entre os as idades avaliadas. A diferenca significativa foi aceita quando
p<0,05. Os dados sédo expressos como mediana e percentil interquartil 25 e 75
(n=5-6 por cada janela temporal e sexo)

4.2 O transportador de glicose neuronal apresenta uma resposta

sexo-especifica, estando aumentados em fémeas

As analises com relacdo aos transportadores de glicose evidenciaram
que os niveis de GLUT1 se mantiveram constantes no decorrer do
neurodesenvolvimento, sem diferencas significativas entre as idades
(p>0,05; Figura 5A). No entanto, a analise independente por sexos,
constatou que os animais machos no DPN1 apresentaram niveis mais
baixos em comparagdo com o DPN60 (H#=9,771, p=0,044; Figura 7B).
N&o foram observadas diferencas significativas para o sexo feminino
(H#=3,088, p=0,543; Figura 5B; Tabela 1).

Referente ao transportador GLUT3, foi observado que os animais
apresentavam diferencas significativas com relagéo a idade, assim, animais
do grupo DPN1 exibiram niveis reduzidos quando comparado com 0s
roedores do DPN21 (H#=14,043, p=0,012). A analise por GZLM evidenciou
um efeito do sexo, onde as ratas fémeas apresentaram um aumento
significativo da expressdo em relacdo aos machos (H)=11,369, p=0,001;
Figura 5D). Por outro lado, os animais machos apresentaram niveis mais
baixos de GLUT3 no DPN1 em comparacdo com o DPN14 e DPN21
(H®=11,857, p=0,018; Figura 5D). De maneira semelhante, as fémeas
exibiram reducdo do imunocontetdo no grupo DPN1 quando comparado
ao DPN14 e DPN21(H#=10,630, p=0,031; Figura 5D; Tabela 1).
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Figura 5: Imunocontetdo de GLUT1 e GLUT3 no hipocampo direito. A Niveis de
GLUT1 no decorrer do tempo considerando o namero total de animais usados no
experimento. B Imunoconteddo de GLUT1 nos animais machos e fémeas ao longo
do desenvolvimento. C Niveis de GLUT3 no decorrer do tempo considerando o
namero total de animais usados no experimento. D Imunocontetddo de GLUT3 nos
animais machos e fémeas. A-C As andlises foram realizadas mediante o teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para mdultiplas comparagdes. B-D As
avaliagcbes foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM). *
Diferencas entre os as idades avaliadas. * Diferencas entre os sexos. A diferenca
significativa foi aceita quando p<0,05. Os dados sé@o expressos como mediana e

percentil interquartil 25 e 75 (n=5-6 por cada janela temporal e sexo).
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4.3 Os niveis de GFAP apresentam um aumento progressivo com o
decorrer da maturacdo cerebral, enquanto os niveis S100B
permanecem constantes a partir do DPN7

A andlise dos niveis de GFAP, obtidos por meio da técnica de ELISA
constatou que os animais do grupo DPN1 apresentaram uma reducéo
significativa no imunoconteido de GFAP em comparagdo com 0s animais
dos grupos DPN14 e DPNG60. Por sua vez, os animais do grupo DPN7
apresentaram niveis menores em comparacdo ao DPN60 (H#)=17,860,
p=0,001; Figura 6A). A andlise independente dos niveis de GFAP segundo
0 sexos dos animais, mostrou que 0s animais machos no DPN1
apresentaram niveis menores do que os animais do DPN60 (H4)=19,504,
p=0,047; Figura 6B). Em contrapartida, as fémeas n&o exibiram
discrepancias ao longo da maturacao cerebral (H«4)=10,218, p>0,05; Figura
6B). Referente aos niveis de S100B, foi constatado um aumento
significativo no DPN1 quando comparado ao DPN14 (H#=9,758, p=0,025;
Figura 6C). Semelhante ao comportamento observado para o GFAP, as
fémeas ndo apresentaram diferencas significativas com o decorrer do
tempo (H#=4,671, p>0,05). No entanto, os animais machos exibiram
menor imunoconteddo no DPN14 em comparacdo com o DPNG60
(H#=15,116, p=0,047; Figura 6D). As andlises feitas pelo modelo GZLM
demonstraram que o imunocontetudo de GFAP e S100B ndo apresentou
interacao significativa entre os fatores fixos idade e sexo. Da mesma forma,

nao houve divergéncia entre os sexos (p>0,05).
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Figura 6: Imunocontetdo de GFAP e S100B pela técnica de ELISA. A. Contetdo
de GFAP em todos os animais analisados. B. Medida de GFAP em macho e
fémeas ao longo do desenvolvimento. C. Contetdo de S100B em todos 0s animais
analisados. D. Medida de S100B em macho e fémeas ao longo do
desenvolvimento. A-C As analises foram realizadas mediante o teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn para multiplas comparacdes. B-D As avaliacdes
foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM). *Diferencas
significativas entre as idades avaliadas. A diferenca significativa foi aceita quando
p<0,05. Os dados sédo expressos como mediana e percentil interquartil 25 e 75
(n=5-6 por cada janela temporal e sexo).
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4.4 A captacao da glicose no hipocampo aumentou no decorrer do

neurodesenvolvimento em ambos 0s sexos

A avaliacdo da glicose no hipocampo dos animais, mostrou que 0s
animais do grupo DPN1 apresentaram reducdo na captacdo quando
comparados aos ratos dos grupos DPN21 e DPN60. De maneira
semelhante os roedores DPN60 apresentaram captacdo aumentada em
relacdo ao grupo DPN14 (H@= 27,501, p=0,001; Figura 7A). A avaliacdo
pelo modelo GZLM demonstrou que as ratas fémeas apresentaram maior
captacdo quando comparado aos machos (Hw= 18,172, p<0,05; Figura
7B). A andlise independente por sexos evidenciou que os animais machos
DPNG60 tiveram maior captacdo de glicose quando comparados aos
roedores no DPN1, DPN7 e DPN14. Além disso, os animais machos
DPN21 apresentaram captacdo aumentada em comparacdo aos DPN1
(H@=35,204, p=0,0001; Figura 7B). Uma resposta semelhante foi
observada nas fémeas, onde o grupo DPNG60 teve niveis maiores
comparado com as ratas DPN1, DPN14 e DPN21, enquanto 0s animais no
DPN7 tiveram maior captacdo de glicose do que os animais no DPN1
(H@=27,534, p=0,0001; Figura 7B; Tabela 1).
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Figura 7: Captacao de glicose em diferentes periodos do neurodesenvolvimento.

40



Dosagem de glicose (mmol/L)

A Captacéo de glicose considerando todos os animais utilizados para a técnica.
As analises foram realizadas mediante o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de Dunn para multiplas comparacdes. B Captacéo de glicose em machos e
em fémeas no decorrer da maturacdo cerebral. As avaliacdes foram executadas
pelos Modelos lineares generalizados (GZLM). *Diferencas entre os as idades
avaliadas. # Diferenca entre os sexos. A diferenca significativa foi aceita quando
p<0,05. Os dados sdo expressos como mediana e percentil interquartil 25 e 75

(n=8 por cada janela temporal e sexo).

4.5 A glicemia aumenta progressivamente em relagcdo a maturacgao

cerebral

A avaliagdo da glicemia mostrou que o0s animais DPN1
apresentavam niveis mais baixos quando comparados com 0S grupos
DPN14, DPN21 e DPN60 (H4)=30,731 p=0,0001; Figura 8A). As analises
feitas pelo modelo GZLM evidenciaram que ndo houve interacdo entre o
sexo e idade (H@)=3,159, p>0,05), nem houve um efeito especifico do sexo
(H2)=0,103, p>0,05; Figura 8B). Ao se analisar separadamente machos e
fémeas, foi verificado que os machos DPN1 tiveram menor dosagem em
relacdo as idades DPN14, DPN21 e DPN60, (Hw= 21,315, p=0,0001;
Figura 8B). De forma similar, as fémeas apresentaram valor inferior no
DPN1 quando comparado a DPN14 e DPN60 (H@=29,587, p=0,0001,;
Figura 8B; Tabela 1).
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Figura 8: Glicemia ao longo da maturagéo cerebral. A Niveis da glicemia no soro
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dos animais durante o neurodesenvolvimento, considerando o ndmero total de
animais do experimento. As andlises foram realizadas mediante o teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para multiplas comparacdes. B Niveis
glicémicos comparando animais machos e fémeas, no decorrer do tempo. As
avaliacBes foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM).
*Diferencas entre os as idades avaliadas. A diferenca significativa foi aceita
quando p<0,05. Os dados sdo expressos como mediana e percentil interquartil 25

e 75 (n=8 por cada janela temporal e sexo).

4.6 A quantidade de lactato sérico aumenta logo ap0s o0 nascimento e

também ap6s o desmame no SNC

A analise dos niveis séricos de lactato evidenciou que 0s animais do
grupo DPN1 estavam aumentados quando comparado aos ratos DPN14,
DPN21 e DPN60 (Hw@= 22,642, p=0,0001; Figura 9A). Apesar das
diferencas sexuais ao longo do neurodesenvolvimento, ndo houve efeito do
sexo, nem interacdo entre o sexo e idade, (H@=6,359 e Hy=2,473,
respectivamente, p>0,05; Figura 9B). Ndo obstante, ambos os sexos
apresentaram maiores concentracdes de lactato no DPN1 em comparagao
ao DPN7 (H@#)=18,181, p=0,001; Figura 9B). Adicionalmente, as fémeas do
DPN21 apresentaram um valor significativamente mais baixo quando
comparado com os roedores do DPN1, DPN14 e DPN60 (H4=30,703
p=0,0001; Figura 9B; Tabela 1).
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Com o intuito de analisar a disponibilidade de lactato no sistema
nervoso, a dosagem de lactato no liquido cerebrospinal mostrou que os
animais do grupo DPN1 e DPN7 exibiam a menor concentracdo de lactato
em comparacdo aos animais do grupo DPN21 e DPN60 (H@)= 27,838,
p=0,0001; Figura 9C). A andlise independente por sexos evidenciou que 0s
ratos machos DPN21 apresentavam maiores niveis comparado com 0s
neonatos no DPN1 e DPN7 (H@)=6,191, p=0,0001). Interessantemente, as
fémeas apresentaram uma diferenca semelhante, porém com relacdo aos
animais DPN60 (H#=9,996, p=0,0001, p<0,05; Figura 9D). N&o foram
observadas diferenca entre 0os sexos, nem mesmo interacdo entre 0s
fatores sexo e as idades (H1)=0,109 e H@)=0,514,respectivamente, p>0,05;
Figura 9D; Tabela 1).
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Figura 9: Concentracdo de lactato no soro e no liquido cerebroespinal em
diferentes periodos poés-natais. A Dosagem de lactato no soro, considerando o
namero total de animais ao longo do desenvolvimento. B Dosagem de lactato em

ambos os sexos. C Dosagem de lactato no liquido cerebroespinal levando em
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conta todos os animais do experimento. D Dosagem de lactato em ambos os
sexos. Para as figuras A-C, as andlises foram realizadas pelo teste de Kruskal-
Walllis seguido do teste de Dunn para multiplas comparacgfes, enquanto para as
figuras B-D as avaliacdes foram executadas pelos Modelos lineares generalizados
(GZLM). *Diferencas entre os as idades avaliadas. A diferenca significativa foi
aceita quando p<0,05. Os dados sdo expressos como mediana e percentil

interquartil 25 e 75 (n=8 por cada janela temporal e sexo).

4.7 Animais no seu primeiro dia poOs-natal exibem uma maior

concentracdo de BOHB sérica, com relacéo a periodos posteriores

Observou-se que o BOHB circulante estava aumentado nos animais
DPNL1 as outras idades avaliadas em relacdo a todos os outros periodos
avaliados (H@)=67,634, p=0,0001; Figura 10A). Interessantemente, a
andlise independente por sexos demonstrou adicionalmente que o0s
machos DNP60 exibiam uma menor quantidade sistémica de BOHB do que
os DPN14 e DPN21 (H@=159,572,p=0,0001; Figura 10B). No entretanto,
as fémeas DPNG60 apresentaram valores significativamente menores em
relacdo as outras idades (H#=275,263, p=0,0001; Figura 10B; Tabela 1).

A fim de comparar os valores obtidos a nivel sistémico com o sistema
nervoso, foi feita a dosagem de BOHB no liquido cefalorraquidiano. Assim,
foi verificado que o grupo DPN14 teve niveis aumentados em relacdo ao
grupo DPN7, do mesmo modo, os animais DPN1, e DPN14 tiveram niveis
estatisticamente mais altos em comparacdo ao grupo DPN21. O grupo
DPNG60 exibiu os niveis mais baixos de BOHB no SNC em relacéo a todas
as idades (H@=58,909, p=0,0001; Figura 10C). Analisando o
comportamento individual de machos e fémeas independentemente,
constatou-se 0 mesmo padrao descrito previamente em ambos 0S sexos
em relacdo ao DPN1 e DPNG6O. Interessantemente, os machos no DPN14
apresentam niveis mais elevados quando comparados com o DPN7 e
DPNZ21, perfil que n&o foi evidenciado nas fémeas (machos: H)=153,080,
p=0,0001; fémeas: H«#)=92,629, p=0,0001; Figura 10D; Tabela 1).
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Figura 10: Concentracdo de BOHB no soro e liquido cerebroespinal no decorrer
do desenvolvimento. A. Niveis de BOHB no soro levando em conta o numero total
de animais usados no experimento. B. Niveis de BOHB no soro em ambos 0s
sexos. C. Niveis de BOHB no liquido cerebroespinal tendo o numero total de
animais. D. Niveis de BOHB no liquido cerebroespinal em machos e fémeas. Para
as figuras A-C, as analises foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de Dunn para multiplas comparag6es, enquanto para as figuras B-D, as
avaliagbes foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM).
*Diferencas entre os as idades avaliadas. A diferenca significativa foi aceita
quando p<0,05. Os dados s&o expressos como mediana e percentil interquartil 25

e 75 (n=8 por cada janela temporal e sexo).

4.8 A atividade da BHD aumenta no hipocampo a partir do desmame,

mas também no primeiro dia p6s-natal no figado
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A andlise da atividade da BHD foi verificada a nivel periférico (figado)
e central (hipocampo). Assim, observou-se um aumento na atividade
enzimatica nos animais DPN60 em relacdo aos grupos DPN7, DPN14 e
DPN21, bem como no grupo DPN1 em comparacdo aos grupos DPN14 e
DPN7 (H@=44,434, p=0,0001; Figura 11A). A analise individual por sexo,
confirmou que os machos DPN14 apresentaram a menor atividade
enzimatica quando comparados com o DPN1 e o DPN60 (H4)=7,325,
p=0,0001; Figura 11B). Em contrapartida, as fémeas DPN60 apresentaram
alta taxa de reducdo do NAD* em relagdo ao DPN7, DPN14 e DPN21,
semelhante as roedoras DPN1. Adicionalmente, os animais DNP21
apresentaram niveis mais altos com relacdo ao DPN7 de (H4)=67,368,
p=0,0001; Figura 11B; Tabela 1).

A atividade enzimatica da BHD no SNC aumentou ao longo do
neurodesenvolvimento, os animais do grupo DPN1 apresentaram menor
atividade de BHD quando comparado aos grupos DPN14, DPN21 e
DPNG60, bem como os animais DPN7 em relacdo aos animais DPN21 e
DPN60, (H@)=41,897, p=0,0001; Figura 11C). A andlise por GLZM
constatou interacdo entre os fatores (sexo e idade). Os animais machos
DPN7 exibiram uma atividade reduzida em comparacéo as fémeas DPN14,
DPN21 e DPN60. Ademais, os animais DPN1 machos também
demonstraram atividade enzimética reduzida em relacdo as fémeas
DPN21. Entretanto, as ratas DPN21 apresentaram atividade aumentada
em comparacgao aos ratos machos PND14 e DPN21 (H«=10,777, p=0,029,
Figura 11D; Tabela 1).
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Figura 11: Atividade da BHD avaliada pela reducdao do NAD no figado e
hipocampo. A Atividade da BHD no figado considerando o numero total de
animais. B Atividade da BHD no figado em machos e em fémeas. C Atividade da
BHD no hipocampo considerando todos os animais do experimento. D Atividade
da BHD no hipocampo em ambos os sexos. A-C As andlises foram realizadas pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas comparacdes. B-
D As avaliagBes foram feitas por intermédio dos Modelos lineares generalizados
(GZLM). * Diferencas entre os as idades avaliadas. # Diferenca entre machos e
fémeas. @ Interacdo entre idade e sexo. A diferenca significativa foi aceita quando
p<0,05. Os dados sédo expressos como mediana e percentil interquartil 25 e 75

(n=8 por cada janela temporal e sexo).
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4.9 A intensidade de oligodendrécitos no corpo caloso aumentou

durante o neurodesenvolvimento

A andlise da intensidade de OL evidenciou um crescente aumento de
MBP na regido do corpo caloso ao longo da maturacao cerebral, sendo os
animais adultos os que apresentaram uma maior intensidade de
fluorescéncia em comparacdo com o DPN1, DPN7 e DPN14, sem
diferencas significativas com o DPN21. De forma semelhante, os ratos
DPN21 tiveram niveis elevados de MBP quando comparados aos animais
DPN1 e DPN7 em ambas as regifes avaliadas (H)=39,710 regiao inferior,
p<0,001; Figuras 12A e 13A). A analise, considerando 0s sexos
independente, apresentou um perfil semelhante nos niveis de MBP aos
previamente descrito (H4=112,035, p=0,0001; Figuras 12B e 13A e Hu)=
54,102, p=0,0001; Figuras 12D e 13B; Tabela 1). No entanto, na regido
superior do CC, os animais machos DPN60 e DNP21 demonstraram maior
intensidade que os neonatos DPN1, DPN7 e DPN14 (H@=81,015,
p=0,0001; Figuras 12B, 13A,). Considerando a regido inferior do corpo
caloso, os neonatos machos DPN1 e DPN7 exibiram menor intensidade de
MBP quando comparados as outras idades avaliadas (Hws= 84,722,
p=0,0001; Figuras 12D, 13B; Tabela 1).
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Figura 12: Imunofluorescéncia marcador da proteina basica de mielina (MBP) na
regido do corpo caloso. A Intensidade de MBP na regido superior do corpo caloso
considerando o numero total de animais usados no experimento. B Niveis de MBP
nos animais machos e fémeas ao longo do neurodesenvolvimento. C Intensidade
de MBP na regido inferior do corpo caloso levando em conta o namero total de
animais usados no experimento. D Niveis de MBP nos animais machos e fémeas
ao longo do neurodesenvolvimento. A-C As analises foram realizadas mediante o
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas comparacdes. B-
D. As avaliacdes foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM).
* Diferencas entre os as idades avaliadas. A diferenca significativa foi aceita
quando p<0,05. Os dados séo expressos como mediana e percentil interquartil 25

e 75 (n=6 por cada janela temporal e sexo)
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4.10 Os astrocitos apresentam um aumento gradual na intensidade

no hipocampo ao longo do neurodesenvolvimento

Na regido hipocampal CA1l, os animais adultos DPN60 apresentaram
niveis elevados de GFAP em comparacdo com os roedores DPN1, DPN7
e DPN14, bem como os individuos DPN21 em relacdo ao DPN1
(H@=23,108, p=0,0001; Figuras 14A). De modo semelhante, na regidao CA3
e giro denteado os animais DPN21 e DPN60 possuiram maiores valores
apenas em comparacdo ao DPN1, (H#=16,890, p=0,002 e H#)=25,977,
p=0,0001; Figura 14C,E, respectivamente). O modelo GLZM n&o constatou
interac@o entre os sexo e idade (CAl: H#=4,243; CA3: H«=2,089; Hilo:
H4)=3,310; giro denteado: H@4)=8,232, p>0,05). A andlise independente de
cada sexo demonstrou que na regido CA3, os machos e as fémeas nao
obtiveram diferencas entre as idades avaliadas (H@= 9,969, p>0,05).
Entretanto, nas outras regides, os ratos machos DPN60 apresentaram
maior intensidade que os animais DPN1, DPN14 no giro denteado, e
DPN21 e no hilo (CAl: H@= 17,018; Hilo: H@=15,022; giro denteado:
H@=31,540, p=0,002; Figuras 14B,F,H, 15A,C,D, 29A-D; Tabela 1).
Similarmente, as fémeas DPN60 tiveram maior nUmero astrocitario que as
DPN1 nas regi6es CA1, hilo e giro denteado, e também entre DPN7 na
regido CALl. As fémeas DPN21 demonstraram maior intensidade que as
outras idades neonatais em CAL, e entre DPN7 no hilo (CA1:H@4)=42,050;
Hilo: H#=10,760; giro denteado: H«=16,700, p=0,0001; Figuras 14B,F,H,
15A,C,D, 29A-D; Tabela 1).
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Figura 14: Quantificacdo da proteina acida fibrilar glial (GFAP) nas regifes
hipocampais durante o neurodesenvolvimento. A intensidade de fluorescéncia na
regido CAl considerando todos os animais do experimento. B intensidade de
GFAP em CA1l nos animais machos e fémeas. C imagens representativas do
GFAP naregido CAL. D intensidade de GFAP na regidao CA3 mediante o nimero

total de animais. E intensidade de GFAP na regido do CA3 em ambos 0S Sexos.
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F imagens representativas do GFAP na regido CA3. G intensidade de GFAP na
regido do hilo mediante o nimero total de animais. H intensidade de GFAP na
regido do hilo em machos e fémeas. | imagens representativas do GFAP na regido
do hilo. J Intensidade de GFAP no giro denteado considerando o nimero total de
animais. K Intensidade de GFAP no giro denteado em machos e fémeas. L
imagens representativas do GFAP na regido do hilo. A-D-G-J As analises foram
realizadas mediante o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para
multiplas comparacdes. B-E-H-K As avaliacdes foram executadas pelos Modelos
lineares generalizados (GZLM). * Diferencas entre os as idades avaliadas. A
diferenca significativa foi aceita quando p<0,05. Os dados sdo expressos como
mediana e percentil interquartil 25 e 75 (n=5-6 por cada janela temporal e sexo).

Barra de calibragdo em 100um.

4.11 Em DPN1 e em adultos a intensidade neuronal € menor do que

nos outros periodos avaliados

A quantificacdo do NeuN no hipocampo demonstrou que na regiao
CA1l e CA3 os animais DPN1 apresentaram menor quantidade neuronal
guando comparado com os roedores DPN7, DPN14 e DPN21, (H@#)=23,140
e H@)=21,607, respectivamente, p=0,0001; Figura 15A,D). No hilo e giro
denteado, os animais DPN1 apresentaram menor intensidade de
fluorescéncia em comparacdo com o DPN7 (H@=17,701, H#=13,285,
p=0,001 e p=0,01, respectivamente; Figura 15G,J). Ao analisar
individualmente cada sexo, apenas na regido CA3, os roedores machos
DPNL1 tiveram menor intensidade do marcador em comparacdo com 0s
outros periodos estudados, sem diferencas significativas nas outras areas
do hipocampo (H@=28,660, p=0,0001; Figura 15B,D,F,H e Figura
20C,F,I,L). Nas fémeas DPN1, a intensidade das células neuronais também
foi menor quando comparadas as outras idades nas regides CA1 e CA3, 3,
enquanto no hilo essa diferenca foi observada desde o DPN7 até o DPN21,
e no giro denteado foi menor entre DPN14 e DPN21. Adicionalmente, os
animais DPN60 apresentaram niveis reduzidos em relacdo ao DNP21 nas
regibes de CAl e CA3 (H#=67,135 CALl; H4=80,814; H#=60,627 Hilo e
H@)=22,826 Giro denteado, p=0,0001; Figura 15B,D,F,H e Figura 20
C,F,I,L; Tabela 1)
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Figura 15: Quantificacdo do antigeno nuclear neuronal (NeuN) nas regifes
hipocampais durante o neurodesenvolvimento. A intensidade de fluorescéncia do
NeuN na regido CA1l considerando todos os animais do experimento. B
intensidade de fluorescéncia do NeuN em CA1 nos animais machos e fémeas. C

imagens representativas da regido CAl. D quantificacdo do NeuN na regido CA3
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mediante o nimero total de animais. E intensidade de fluorescéncia de NeuN na
regido do CA3 em ambos 0s sexos. F imagens representativas da regido CA3. G
Intensidade de NeuN na regido do hilo mediante o namero total de animais. H
Intensidade de NeuN na regido do hilo em machos e fémeas. | imagens
representativas da regido do hilo. J intensidade de NeuN no giro denteado
considerando o numero total de animais. K intensidade de NeuN no giro denteado
em machos e fémeas. L imagens representativas da regido do giro denteado. A-
D-G-J As andlises foram realizadas mediante o teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de Dunn para mdltiplas comparacdes. B-E-H-K As avaliacbes foram
executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM). Barra de calibracdo
em 100um. * Diferengas entre os as idades avaliadas. A diferenca significativa foi
aceita quando p<0,05. Os dados sdo expressos como mediana e percentil

interquartil 25 e 75 (n=5-6 por cada janela temporal e sexo).

4.12 Os niveis de MCT1 nédo foram alterados significativamente

durante o desenvolvimento cerebral no corpo caloso

A andlise do MCT1 nédo constatou diferencas significativas no corpo
caloso entre as idades avaliadas (regido superior: H#=10,310 e regiao
inferior: H4)=6,107, p>0,05, Figura 16A,C). Do mesmo modo, nao foi
evidenciada uma interacdo entre os fatores (H@=3,545 e H@4)=2,836,
p>0,05), nem um efeito isolado do sexo (H»=0,220 e H1)=0,084, p>0,05)
ou idade (H#=7,524 e H«4)=8,163, p>0,05, Figura 16B,D, 17 E,F; Tabela 1).
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Figura 16: Quantificagio do MCT1 no corpo caloso. A Intensidade de
fluorescéncia do MCT1 na regido superior do CC considerando todos os animais.
B Intensidade de fluorescéncia do MCT1 na regido superior do CC nos animais
machos e fémeas. C Intensidade de fluorescéncia do MCT1 na regido inferior do
CC considerando todos os animais. D Intensidade de fluorescéncia do MCT1 na
regido inferior do CC nos animais machos e fémeas. A-C As analises foram
realizadas mediante o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para
multiplas comparagdes. B-D As avaliacdes foram executadas pelos Modelos
lineares generalizados (GZLM). Nao houve diferencas significativas. A diferenca
significativa foi aceita quando p<0,05. Os dados sé@o expressos como mediana e

percentil interquartil 25 e 75 (n=6 por cada janela temporal e sexo).
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4.13 A colocalizacdo de MBP e MCT1 aumentou durante a maturagcéao

cerebral

A avaliacdo de colocalizacdo entre MBP e MCT1 demonstrou
aumento nos animais DPN60 em relacdo aos neonatos DPN1, DPN7 e
DPN14 em ambas as regibes do corpo caloso, do mesmo modo que 0s
animais DPN21 em comparagdo aos DPN1 e DPN7 (Regido superior:
H@)=39,590, H(4)=24,488, p=0,001; Figura 17A,C). A andlise GLZM
referente a intensidade de células duplamente positivas para MBP e MCT1
evidenciou uma interacdo entre os fatores (idade e sexo) na regido inferior
do corpo caloso, apresentando a colocalizagdo aumentada nos animais
machos e fémeas DPN60 quando comparados com o DPN1 e DPN7, mas
também os DPN60 machos em relacdo as ratas fémeas DPN14
(H#=9,613, p=0,047; Figura 17D,F). A analise independente em cada sexo
demonstrou que os animais machos DPN60 apresentaram maior
colocalizacdo entre os marcadores quando comparado aos individuos
DPN1, DPN7 em ambas as regides avaliadas, mas também em relacéo a
DPN14 na regido superior do corpo caloso (Regido superior: H4)=42,298;
Figura 17B,D,E,F). Além disso, os machos DPN21 também exibiram um
aumento na dupla marcacédo quando comparados aos DPN1 e DPN7 na
regido superior. Em adicdo, as ratas fémeas PNDG60 tiveram maior
colocalizacdo que os outros periodos avaliados (H@#=53,102, Regido
superior; H#=29,309; Figura 17B,D,E,F; Tabela 1).
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Figura 17: Imunomarcacgédo MBP e MCT1. A intensidade da colocalizag&o positiva
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DPN60

na regido superior do corpo caloso considerando todos os animais do estudo. B
intensidade da colocalizagdo positiva na regido superior do corpo caloso, nos
animais machos e fémeas. C intensidade da colocalizagdo positiva na regido
inferior do corpo caloso considerando todos os animais do estudo. D intensidade

da colocalizacdo positiva na regido inferior do corpo caloso, em ambos 0s sexos
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ao longo da maturacéo cerebral. E imagens representativas dos marcadores na
regido superior do corpo caloso. F Imagens representativas dos marcadores na
regido inferior do corpo caloso. A-B As avaliagbes foram executadas pelos
Modelos lineares generalizados (GZLM), cujo resultados constituiram em mediana
e percentil interquartil 25 e 75 (n=6 por grupo). Barra de calibragdo em 100um.
Seta branca: Indicam a colocalizacdo positiva. *Diferencas entre as idades.
@|nteracdo entre os fatores (sexo e idade). A diferenca significativa aceita foi
p<0,05.

4.14 Os niveis do MCT4 permanecem relativamente estaveis ao longo
da maturacéo cerebral

A andlise dos dados ndo evidenciou diferencas entre os periodos pGés-
natais nas regides CA1l, CA3 e Hilo (CAl: H4)=4,927; CA3: H4=0,441; Hilo:
H@=0,857, p>0,05; Figura 18A,C,E). Entretanto, na regido do giro
denteado, os animais DPN1 tiveram maiores niveis quando comparado
com DPN21 (H#=8,674, p=0,049; Figura 18G). Ao considerar possiveis
diferencgas sexo especificas, 0 modelo GZLM ndo mostrou interacdo entre
os fatores idade e sexo nas regifes avaliadas na pesquisa (CAL:
H@)=1,704; CA3: H#=2,996; Hilo: H#)=7,772 e Giro denteado: H4)=6,729,
p>0,05; Figura 18B,C,D,E,F,H,I,K,L e 19C,F,l,L). Similarmente, ndo houve
diferencas significativa entre sexos (CAl: H)=0,720; CA3:H= 0,746; Hilo:
H)=1,264, Giro denteado: H@)= 1,870, p>0,05), nem entre as idades (CA1:
H#=14,631; CA3: H@=1,498; Hilo: H@=1,203 e Giro denteado:
Hw@=14,276), p>0,05; Figura 18B,C,D,E,F,H,|,K,L e 19C,F,|,L; Tabela 1)
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Figura 18: Imunofluorescéncia MCT4 nas regides hipocampais. A Quantificacédo
de MCT4 na regido CA1 de acordo com o numero total de animais usados no
experimento. B Analise da quantidade de MCT4 nos animais machos e fémeas na
regido CAl. C Quantificagcdo de MCT4, na regido CA3 de acordo com 0 numero
total de animais usados no experimento. D Andlise da quantidade de MCT4 nos
animais machos e fémeas na regido CA3. E Quantificacdo de MCT4, na regido do
hilo considerando o nimero total de animais usados no estudo. F Andlise da
guantidade de MCT4 nos animais machos e fémeas na regido do hilo. G

Quantificacdo de MCT4, na regido do giro denteado, de acordo com o numero
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total de animais usados no experimento. H Analise da quantidade de MCT4 nos
animais machos e fémeas na regido do giro denteado. A-C-E-G As andlises foram
realizadas mediante o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de
comparacao multipla. B-D-F-H Niveis de MCT4 nos machos e fémeas ao longo do
neurodesenvolvimento. As avaliacbes foram executadas pelos Modelos lineares

generalizados (GZLM). Barra de calibragdo em 100um. * Diferencas entre os as

idades avaliadas. A diferenca significativa foi aceita quando p<0,05. Os dados sdo
expressos como mediana e percentil interquartil 25 e 75 (n=5-6 por cada janela

temporal e sexo).

4.15 A colocalizagdo de GFAP e MCT4 diminuiu acentuadamente a

partir do desmame

A andlise de colocalizacao entre GFAP e MCT4 demonstraram que 0s
animais DPN1 tiveram um maior niamero de células com dupla marcacéo
positiva em comparacao com os roedores DPN14, DPN21 e DPN60, em
todas as regides hipocampais, bem como os animais DPN7 em relacéo aos
DPN21 e DPNG60. Entretanto, nas regides CA3 e giro denteado, os animais
DPN14 apresentaram um aumento no numero de colocalizacdes que
DPN21 (CAl: H@=52,117, CA3: H#=51,723, Hilo: H#=50,957, Giro
denteado: H@=51,095, p=0,0001, Figura 19 A,D,G,J). A andlise pelo
modelo GLZM demostrou uma interacao significativa entre idade e sexo.
Tanto os machos quanto as fémeas DPN1 tiveram maior colocalizacdo que
todas as outras idades avaliadas. As fémeas DPN7 mostraram dupla
marcacgao positiva aumentada quando comparadas aos machos DPN14,
DPND21 e DPN60, do mesmo modo que as ratas fémeas DPN14 em
relacdo aos machos DPN21 e DPN60 (CAl: Hw= 14,799; CAS3: Hw=
15,921; Hilo: Ha= 14,930; Giro denteado: Hw)= 20,399, p=0,0001; Figura
19A-L; Tabela 1).
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Figura 19: Colocalizacdo GFAP e MCT4. A Colocalizacdo positiva na regido CA1

considerando todos os animais do estudo. B Colocalizag&o positiva na regidao CA1

nos animais machos e fémeas. C Imagens representativas dos marcadores na
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regido CA1 do hipocampo. D Colocalizacdo positiva na regido CA3 considerando
todos os animais do estudo. E Colocalizacao positiva na regido CA3 nos animais
machos e fémeas. F Imagens representativas dos marcadores na regido CA3. G
Colocalizacao positiva na regido do Hilo considerando todos os animais do estudo.
H Colocalizac&o positiva ha regido CA3 nos animais machos e fémeas. | Imagens
representativas dos marcadores na regido Hilo. J Colocaliza¢éo positiva na regido
do giro denteado considerando todos os animais do estudo. K Colocalizac&o
positiva na regido do giro denteado. L Imagens representativas dos marcadores
na regido do giro denteado. A-D-G-J As anadlises foram realizadas mediante o
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de compara¢ao multipla. B-E-H-
K As avaliagOes foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM),
cujo resultados constituiram em mediana e percentil interquartil 25 e 75 (n=6 por
grupo). Barra de calibragdo em 100um. Setas Branca: Indicam colocalizag&o
positiva. *Diferencas entre as idades. @Interacéo entre os fatores sexo e idade. A
diferenca significativa aceita foi p<0,05.

4.16 A intensidade do MCT2 diminuiu consideravelmente a partir da

segunda semana de vida dos neonatos

As analises evidenciaram que nas regides CA1 e CA3 os animais
DPN60 apresentaram menor quantidade do transportador quando
comparado com os e DPN7, DPN14, mas também, em relagdo ao DPN1
no hilo e giro denteado. De modo semelhante, os animais DPN21
demonstraram uma menor intensidade de fluorescéncia do que os roedores
DPN14 nas regides CA1, CA3 e hilo, além de serem mais baixo em relacéo
ao DPN1 no giro denteado (CAl: H#=22,829; CA3: H#=25,161; Hilo:
H)=25,855; Giro denteado: H4)=30,232, p=0,0001; Figura 20 A-C-E-G). O
modelo GZLM nédo constatou interacdo entre sexo e idade (Hus)= 1,667 CAL;
H4)=5,486 CA3; H4)=8,951 Hilo; H@4=6,599 giro denteado, p>0,05), mas
interessantemente houve diferenca entre 0s sexos apenas no giro
denteado, com os machos possuindo maior quantidade do transportador do
que as fémeas (Hw)=4,763, p=0,029; Figura 20B,D,F,H). Em contrapartida,
0os animais machos DPNG60 exibiram valores menores de MCT2 em
comparagao com os neonatos DPN1 e DPN7 na regiao CA1, porém, entre
DPN7 e DPN14 nas outras regifes hipocampais. De maneira semelhante,

73



A)

)

E)

G)

0s niveis do transportador estavam diminuidos nos ratos machos DPN21
em relacdo ao DPN7 em CAl e DPN14 no hilo (CAl: H«=29,268; CAS:
25,645; Hilo: H#)=36,002; Giro denteado: H#=24,111, p=0,0001; Figuras
20B,D,F,H e 21C/F,I,L; Tabela 1). As fémeas DPN1 e DPN7, por sua vez,
possuem maior intensidade que os animais DPN60 nas regides CA1l e giro
denteado, enquanto que na regido CA3, os animais DPN60 apresentaram
niveis mais baixos em comparacdo aos DPN7 e DPN14. As ratas DPN21
apresentaram menor intensidade que as roedoras DPN1 nas regibes do
hilo e giro denteado, mas também em relagdo aos DPN7 no giro denteado
(CAL: H(4)=20,010; CA3: H(4)=14,596; Hilo: H(4)=22,846; Giro denteado:

H(4)=39,937, p=0,0001; Figuras 20B,D,F,H e 21C,F,I,L; Tabela 1)
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Figura 20: Imunofluorescéncia MCT2 no hipocampo. A Quantificacdo na regido
CALl de acordo com o numero total de animais usados no experimento. B Analise
da quantidade de MCT2 nos animais machos e fémeas na regidao CAl. C
Quantificacdo na regido CA3 considerando o nimero total de animais usados no
experimento D Analise dos roedores machos e fémeas na regido CA3. E
Quantificacdo na regido do Hilo levando em conta o niumero total de animais
usados no experimento. F Analise dos ratos machos e fémeas na regido do Hilo.
G Quantificagdo na regido do giro denteado considerando o numero total de
animais usados no experimento. H Quantificagdo do transportador no giro
denteado em ambos os sexos. A-C-E-G As analises foram realizadas mediante o
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparac¢ao multipla. B-D-F-
H Niveis de MCT4 nos machos e fémeas ao longo do neurodesenvolvimento. As
avaliagOes foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM). *
Diferencas entre os as idades avaliadas. “Diferenca entre os sexos. A diferenca
significativa foi aceita quando p<0,05. Os dados sao expressos como mediana e

percentil interquartil 25 e 75 (n=5-6 por cada janela temporal e sexo)

4.17 Houve diminuicdo acentuada da colocalizagcdo entre NeuN e
MCT2 a partir do desmame

Os animais DPN60 apresentaram uma reducao significativa na dupla
marcagdo em comparacdo com os neonatos DPN1, DPN7 e DPN14 em
todas as regides hipocampais avaliadas, do mesmo modo que os animais
DPN21 em relagcdo aos DPN1 e DPN7 nas regides CALl e hilo, bem como
em relacdo com os animais DPN1 no giro denteado e CA3 (CALl:
H#=43,856; CA3: H#=40,801; Hilo: H#=32,850 e Giro denteado:
H@=28,313, p=0,0001, Figura 21A,D,G,J). As analises GLZM néao
evidenciaram diferencas entre os sexos em nenhuma das regides, mas
demonstrou interacao entre os fatores (sexo e idade). Os animais DPN60
machos e fémeas apresentaram menor colocalizacédo que os DPN1 e DPN7
em todas as regifes avaliadas. Ademais, nas regides CA3, hilo e giro
denteado, os animais adultos, de ambos os sexos também demonstraram

0 numero de colocalizacdo diminuido em relagdo aos animais DPN14.
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Apenas nas regides do hilo e giro denteado, as fémeas DPN60 mostraram
menor dupla marcacao que os machos DPN21 e DPN60. Em contrapartida,
as fémeas DPN21 tiveram a colocalizacdo aumentada quando comparadas
aos animais machos DPN60 e DPN21 na regido CA3, enquanto que as
ratas fémeas DPN7 e DPN14 também se apresentaram aumentadas em
comparacao aos machos DPN21 e DPN60 (CAl: H#=11,561, p=0,021;
CA3: H@=20,835, p=0,0001; Hilo: H@4=37,828, p=0,0001 e Giro denteado:
H@)=48,342, p=0,0001; Figura 21B,C,E,F,H,|,K,L).
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Figura 21: Colocalizagdo de NeuN e MCT2 no hipocampo. A Contagem de
colocalizacéo na regido CA1 de acordo com o numero total de animais usados no
experimento. B Contagem de colocalizagdo entre os marcadores nos animais
machos e fémeas na regido CAl. C Imagens representativas dos marcadores na
regido CALl. D Contagem de colocalizagéo entre os marcadores na regido CA3
considerando o numero total de animais usados no experimento E Contagem de
colocalizagéo entre os marcadores na regido CA3 em machos e fémeas. F
Imagens representativas dos marcadores na regido CA3. G Contagem de
colocalizagéo na regido do hilo considerando o numero total de animais usados
no experimento. H Contagem de colocalizacdo entre os marcadores nos animais
machos e fémeas na regido do hilo. | Imagens representativas dos marcadores na
regido do hilo. J Contagem de colocalizacdo na regido do giro denteado
considerando o numero total de animais usados no experimento. K Contagem de
colocalizagé@o entre os marcadores nos animais machos e fémeas na regido do
giro denteado. L Imagens representativas dos marcadores na regido do giro
denteado. A-D-G-J As andlises foram realizadas mediante o teste de Kruskal-

Wallis seguido do teste de Dunn de comparacdo mdultipla. B-E-H-K Niveis de
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MCT4 nos machos e fémeas ao longo do neurodesenvolvimento. As avaliagbes
foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM). Barra de
calibracdo em 100um. * Diferencas entre os as idades avaliadas. *Diferenca entre
o0s sexos. @ Interagdo entre os fatores sexo e idade. A diferenga significativa foi
aceita quando p<0,05. Os dados sdo expressos como mediana e percentil

interquartil 25 e 75 (n=5-6 por cada janela temporal e sexo)

4.18 O GLUT1 aumentou principalmente apés o desmame, no corpo

caloso, sem alterac&do no hipocampo

As andlises constataram um crescente aumento do GLUT1 ao longo
da maturacéo cerebral, tendo os animais DPN60 maior quantidade que os
animais DPN1, DPN7 e DPN14 em ambas as regides do corpo caloso, do
mesmo modo que os animais DPN21 em comparagdo ao DPN7, mas
também em relacdo aos DPN1 na regido mais superior do corpo caloso.
N&o foi evidenciado interacdo entre o0 sexo e a idade dos animais
(H@=4,719 e H@4=5,572, p>0,05) nem mesmo divergéncias significativas
entre os sexos, (Hw=0,057 e H»=0,012, p>0,05; Figura 22 C,D). As
analises especificas em cada sexo evidenciaram gque 0s animais machos
DPN60 e DPN21 obtiveram maior numero do transportador em
comparacao com as idades previas ao desmame (do DPN1 ao DPN14) na
regido superior, e nos animais DPN60, em relacdo a regido inferior. Além
disso, os animais DPN21 apresentaram niveis aumentado de GLUT1 em
comparacao aos DPN7 na regido inferior do corpo caloso (H4=74,340 e
H#=39,759, p=0,0001; Figuras 22B,D e 23E,F; Tabelal). As fémeas
DPN60 demonstraram maiores niveis de GLUT1 em comparagcao com 0s
outros periodos avaliados em ambas as regides do corpo caloso. De
maneira similar as fémeas DPN21 exibiram niveis elevados em relacdo as
ratas DPN7 na regido superior, mas também em relagdo aos DPN1, DPN7
e DPN14 na regido inferior (Regido superior: H@)=77,675, Regido inferior:
H)=70,634, p=0,0001; Figuras 22 B,D e 23 E,F; Tabela 1).
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Figura 22: Imunomarcacdo GLUT1 no hipocampo durante o

neurodesenvolvimento. A intensidade da colocaliza¢&o positiva na regido superior
do corpo caloso considerando todos os animais do estudo. B intensidade da
colocalizagéo positiva na regido superior do corpo caloso, nos animais machos e
fémeas. C intensidade da colocalizac&o positiva na regido inferior do corpo caloso
considerando todos os animais do estudo. D intensidade da colocaliza¢do positiva
na regido inferior do corpo caloso, em ambos os sexos ao longo da maturacdo
cerebral. C imagens representativas dos marcadores na regido superior do corpo
caloso. D Imagens representativas dos marcadores na regido inferior do corpo
caloso. A-B As avaliacbes foram executadas pelos Modelos lineares
generalizados (GZLM), cujo resultados constituiram em mediana e percentil
interquartil 25 e 75 (n=6 por grupo). *Diferencas entre as idades. A diferenca

significativa aceita foi p<0,05.
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4.19 Maior colocalizacéo pelos entre os oligodendrocitos e o GLUT1

apo6s o desmame

Em ambos as regides do corpo caloso, os animais DPN60 mostraram
maior colocalizagdo entre MBP e GLUT1 que os neonatos DPN1, DPN7 e
DPN14, enquanto que na regiao superior, os animais DPN21 apresentaram
um maior numero de células duplamente marcadas em relacdo ao DPN7,
e ao DPN1, naregido inferior (Regido superior: H#)=42,279, Regiao inferior:
H@)=37,870, p=0,0001, Figura 23A e C). A analise da colocaliza¢cao do MBP
e GLUT1 nas regides do corpo caloso ndo evidenciou interacdo entre 0s
fatores (sexo e idade) (Regido superior: H@=4,354; Regido inferior:
H@)=4,445, p>0,05; Figura 23 B,D). Por outro lado, as analises por sexo
demostraram que em ambas as regides os roedores machos DPNG60
obtiveram dupla marcacdo positiva aumentada quando comparado as
outras idades usadas no estudo, bem como os ratos DPN21 em relacéo
aos neonatos entre DPN1 e DPN21, e os roedores DPN14 em comparagao
com o DPN1 (Regido superior: H@= 252,778; Regido inferior:
H@)=424,699, p=0,0001; Figura 23 B,D,E,F Tabela 1). Similarmente, as
roedoras adultas demonstraram, em ambas as regides do corpo caloso, um
namero elevado de células duplamente marcadas em comparacdo aos
outros periodos avaliados. Os animais DPN21 apresentaram valores
maiores que as outras idades neonatais, assim como os animais DPN14
em comparacao aos DPN17 e DPN7 (H#)=354,669 Superior; H4)=264,906
Inferior, p=0,0001, Figura 23 B,D,E,F, Tabela 1).
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Figura 23: Colocalizagdo do MBP e GLUT1 no hipocampo durante o

DPN1

DPN7

DPN14

DPN21

DPN60

neurodesenvolvimento. A Quantificacdo na regido CA1 de acordo com o nimero
total de animais usados no experimento. B Analise da quantidade de GLUT1 nos

animais machos e fémeas na regido CAl. C Quantificagdo na regido CA3
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considerando o numero total de animais usados no experimento D Analise dos
roedores machos e fémeas na regido CA3. E Quantificacdo na regido do Hilo
levando em conta o nimero total de animais usados no experimento. F Analise
dos ratos machos e fémeas na regido do Hilo. G Quantificacdo na regido do giro
denteado considerando o numero total de animais usados no experimento. H
Andlise da quantidade do transportador no giro denteado em ambos 0s sexos. A-
C-E-G As andlises foram realizadas mediante o teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de Dunn de comparac¢Bes multiplas. B-D-F-H As avaliacbes foram
executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM), cujo resultados
constituiram em mediana e percentil interquartil 25 e 75 (n=5-6 por grupo). Barra
de calibracdo em 100um. *Diferencas entre as idades. A diferenca significativa

aceita foi p<0,05.

4.20 A quantidade do GLUTL1 astrocitario permaneceu constante ao

longo do neurodesenvolvimento

As analises do transportador GLUT1 presente nos astrocitos nao
demonstraram diferencas no decorrer da maturacdo cerebral nas regides
hipocampais usadas no estudo (CAl: H@«)=7,389; CA3: H«=8,004; Hilo:
H@)=3,214; Giro denteado: H@)=4,354, p>0,05; Figura 24 A,C,E,G). As
analises feitas mediante o modelo GZLM nao apresentaram interacdo entre
sexo e idade nas regides do hipocampo H#=2,033 CA1; H#=1,839 CA3;
H4)=1,075 Hilo e H#=0,329 Giro denteado, p>0,05) nem diferenca entre 0s
sexos (CA1: H=0,348; CA3: H1)=0,409; Hilo : H1)=0,720 e Giro denteado:
H»)=0,121, p>0,05), ou as idades (CALl: H@)=7,906; CA3: H#=8,786 ; Hilo:
H#=5,996 Giro denteado: H@=9,383, p>0,05; Figura 24B,D,F,H e
25C,F,IL).
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durante o

neurodesenvolvimento. A Quantificacdo na regido CA1 de acordo com o nimero

total de animais usados no experimento. B Andlise da quantidade de GLUT1 nos

animais machos e fémeas na regido CAl. C Quantificacdo na regido CA3

considerando o numero total de animais usados no experimento. D Analise dos

roedores machos e fémeas na regido CA3. E Quantificacdo na regido do Hilo

levando em conta o numero total de animais usados no experimento. F Andlise

dos ratos machos e fémeas na regido do Hilo. G Quantificagdo na regiao do giro

denteado considerando o numero total de animais usados no experimento. H

Analise da quantidade do transportador no giro denteado em ambos 0s sexos. A-

C-E-G As analises foram realizadas mediante o teste de Kruskal-Wallis seguido
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do teste de Dunn de comparagbes multiplas. B-D-F-H As avaliacdes foram
executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM), cujo resultados
constituiram em mediana e percentil interquartil 25 e 75 (n=5-6 por grupo). Nao
foram encontradas diferencas significativas. A diferenca significativa aceita foi
p<0,05.

4.21 Apesar da maior quantidade de GLUT1 ap6s o desmame, 0s
filhotes do DPN1 apresentaram maior colocalizagéo

A colocalizacdo do GFAP e GLUT1, néo evidenciou interacdo entre
os fatores (idade e sexo) em nenhuma das regifes hipocampais avaliadas
(CAL: H#=4,590; CA3: H®»=2,971; Hilo: H@=6,397, Giro denteado:
H4)=0,987, p>0,05), porém na regido CA1l, foi constatada uma diferenca
entre os sexos. Assim, 0os machos apresentaram um maior numero de
células duplamente positivas quando comparado com as fémeas na regiao
CAl1l (Hw=5,332, p=0,021; Figura 25B). Avaliando individualmente cada
sexo (Tabela 1), os animais machos DPN1 obtiveram maior colocalizagéo
entre os marcadores em comparacdo as outras idades avaliadas, similar
aos animais DPN21 e DPN60 que mostraram maior colocaliza¢do que 0s
neonatos DPN7 e DPN14 (CA1: H#=1343,514; CA3: H)=647,771; Hilo:
H4=832,866 e Giro denteado: H@= 551,982 , p= 0,0001, Figura
25B,C,E,F,H,I,K,L). Mantendo um perfil similar ao previamente descrito, as
fémeas DPN1 apresentaram um maior nimero de células duplamente
marcadas em comparacao com as outras idades. Além disso, 0s animais
DPN21 e DPNG60 exibiram maiores valores que as fémeas DPN7 e DPN14
(CAL: H4)=566,257; CA3: H4=748,787; Hilo: H4)=639,592, Giro denteado:
H@=657,837, p=0,0001, Figura 25 B,C,E,F,H,I,K,L).
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Figura 25: Colocalizacdo de GFAP e GLUT1 no hipocampo. A Contagem de

colocalizacéo na regido CA1 de acordo com o numero total de animais usados no
experimento. B Contagem de colocalizagdo entre os marcadores nos animais

machos e fémeas na regido CALl. C Imagens representativas dos marcadores na
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regido CAl. D Contagem de colocalizagéo entre os marcadores na regidao CA3
considerando o numero total de animais usados no experimento E Contagem de
colocalizacdo entre os marcadores na regido CA3 em machos e fémeas. F
Imagens representativas dos marcadores na regido CA3. G Contagem de
colocalizacdo na regido do hilo considerando o nimero total de animais usados
no experimento. H Contagem de colocalizacao entre os marcadores nos animais
machos e fémeas na regido do hilo. | Imagens representativas dos marcadores na
regido do hilo. J Contagem de colocalizacdo na regido do giro denteado
considerando o numero total de animais usados no experimento. K Contagem de
colocalizacdo entre os marcadores nos animais machos e fémeas na regido do
giro denteado. L Imagens representativas dos marcadores na regido do giro
denteado. A-D-G-J As andlises foram realizadas mediante o teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn de comparacdo mdltipla. B-E-H-K Niveis de
MCT4 nos machos e fémeas ao longo do neurodesenvolvimento. As avaliagbes
foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM). Barra de
calibragdo em 100um. * Diferencas entre os as idades avaliadas. *Diferenca entre
0s sexos. A diferenga significativa foi aceita quando p<0,05. Os dados sé&o
expressos como mediana e percentil interquartil 25 e 75 (n=5-6 por cada janela
temporal e sexo).

4.22 Maior presenca de GLUT3 na primeira semana pés-natal

Com excecao da regidao CAl, os animais DPN7 apresentaram maior
intensidade de GLUT3 que os roedores DPN21, mas também em
comparacao aos DPN60 nas regides do hilo e giro denteado (H@= 18,719
e H@=15,630, p=0,001 e p=0,004, respectivamente; Figura 25 A,C,E,G).
Interessantemente, as avaliagbes realizadas pelo modelo GLZM
mostraram que na regido do Hilo, os animais machos obtiveram maior
quantidade do que as fémeas (H@w)= 4,014, p<0,05, Figura 26F ). Ademais,
foi demonstrada interacao entre os fatores (sexo e idade) na regiao do hilo.
As fémeas DPNG60 apresentaram menor intensidade de fluorescéncia que
os machos DPN1, DPN7, DPN14 e DPN60, além das ratas DPN21 também
demonstrar a intensidade reduzida em relagcdo aos machos DPN7 (Hw)=
21,836, p=0,0001, Figura 26F). Ademais, a analise individual em cada sexo
evidenciou que, como representado na Tabela 1, os animais machos DPN7
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e DPNG60 apresentaram maior intensidade quando comparados aos DPN21
na regido CA3 e giro denteado (CA3: H#=19,223; Hilo: H#=17,316; Giro
Denteado: H@=15,806, p=0,0001; Figura 26 B,D,F,H e 27 C,F,,L). Na
regido CAl, as fémeas DPN7 apresentaram maior valor em relagdo aos
animais DPN21 e DPN60 nas regides CAl e giro denteado, mas também
em relacdo aos DPN1 e DPN14 no giro denteado (CAl: H#=8,439; Hilo:

H@)=70,023, Giro denteado: H@=26,526, p=0,0001; Figura
26B,C,E,F,H,I,K,L e 27 C,F,I,L)
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Figura 26: Intensidade do transportador GLUT3 no hipocampo. A Intensidade de
GLUT3 na regido CA1l de acordo com o0 numero total de animais usados no
experimento. B Analise da intensidade de GLUT3 nos animais machos e fémeas
na regido CAL. C Intensidade de GLUT3 na regidao CA3 considerando o numero
total de animais usados no experimento D Analise da intensidade de GLUT3 nos
roedores machos e fémeas na regido CA3. E Intensidade de GLUT3 na regido do
Hilo levando em conta o numero total de animais usados no experimento. F
Intensidade de GLUT3 nos ratos machos e fémeas na regido do Hilo. G Andlise
da intensidade de GLUT3 na regiao do giro denteado considerando o niumero total
de animais usados no experimento. H Intensidade de GLUT3 no giro denteado em
ambos 0s sexos. A-C-E-G As analises foram realizadas mediante o teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparacfes multiplas. B-D-F-H As
avaliagbes foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM), cujo
resultados constituiram em mediana e percentil interquartil 25 e 75 (n=5-6 por
grupo).*Diferenca entre as idades avaliadas @Interacdo entre sexo e idade.
“Diferenca entre os sexos. A diferenca significativa aceita foi p<0,05.

4. 23 Maior colocalizacdo de NeuN e GLUT3 no primeiro dia pds-natal,

seguido de uma queda ap6s o desmame

Os animais DPN1 apresentaram maior colocalizagdo entre NeuN e
GLUT3 que todas as outras idades avaliadas na regido do hilo, mas
também em comparacédo aos DPN21 e DPNG60 nas regides CA1, CA3 e giro
denteado, assim como com o DPN14 na regido de CA3 e ao DPN7 no giro
denteado (CA1l: H@#=33,920; CA3: H4=37,120; Hilo: H#%=36,406; Giro
denteado: H#=37,603, p=0,0001, Figura 27 A,D,G,J). Como evidenciado
na tabela 1, o modelo GZLM demonstrou diferenga entre os sexos, com as
fémeas possuindo maior colocalizacdo que os machos na regido CA1l
(H2)=11,686, p=0,001). Além disso, houve interacdo entre os fatores fixos
(sexo e idade), no qual os animais machos e fémeas DPN1 apresentaram
maior dupla marcagao positiva que as outras idades em todas as regides
avaliadas. Nas regides do giro denteado e CA3, os animais adultos de
ambos 0s sexos tiveram colocalizacdo reduzida em comparacdo aos
animais DPN7. Os animais DPN60 fémeas também demonstraram menor

colocalizacdo que os ratos machos DPN7 e DPN14 na regiao do hilo,
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contrario as ratas fémeas DPN14 que obtiveram maior colocalizagéo que
os machos DPN7 e DPN14. Ademais, unicamente na regidao CA1l, os
animais DPN7 fémeas apresentaram dupla marcacao positiva aumentada
em comparacdo aos machos na mesma idade (CAl: Ha= 12,284; CAS:
H@=11,547; Hilo: H@w=9,516; Giro denteado: H«=48,342, p=0,015,
p=0,021, p=0,049 e p=0,018, respectivamente; Figura 27 B,C,E,F,H,I,K,L).
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Figura 27: Colocalizagdo de NeuN e GLUT3 no hipocampo. A Contagem de
colocalizacéo na regido CA1 de acordo com o numero total de animais usados no
experimento. B Contagem de colocalizagdo entre os marcadores nos animais
machos e fémeas na regido CALl. C Imagens representativas dos marcadores na
regido CALl. D Contagem de colocalizag@o entre os marcadores na regido CA3
considerando o numero total de animais usados no experimento E Contagem de
colocalizagéo entre os marcadores na regido CA3 em machos e fémeas. F
Imagens representativas dos marcadores na regido CA3. G Contagem de
colocalizagéo na regido do hilo considerando o numero total de animais usados
no experimento. H Contagem de colocaliza¢@o entre os marcadores nos animais
machos e fémeas na regido do hilo. | Imagens representativas dos marcadores na
regido do hilo. J Contagem de colocalizacdo na regido do giro denteado
considerando o nimero total de animais usados no experimento. K Contagem de
colocalizagéo entre os marcadores nos animais machos e fémeas na regido do
giro denteado. L Imagens representativas dos marcadores na regido do giro
denteado. A-D-G-J As andlises foram realizadas mediante o teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn de comparacdo mdltipla. B-E-H-K As avaliacdes

foram executadas pelos Modelos lineares generalizados (GZLM). Barra de
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calibracdo em 100um. * Diferencas entre os as idades avaliadas. #Diferenca entre
o0s sexos. @ Interagdo entre os fatores sexo e idade. A diferenga significativa foi
aceita quando p<0,05. Os dados sédo expressos como mediana e percentil
interquartil 25 e 75 (n=5-6 por cada janela temporal e sexo).
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Tabela 1: Resumo dos resultados obtidos nos experimentos ao longo do

mestrado
Machos Fémeas
I i el e sl el e
MCT1 (WB) y v = A A A v v A v
MCT2 (WB) A v v v A 4 v v v A
MCT4 (WB) 4 v + v = v v \/ 4 f
GLUT1 (WB) 4 ¢ v v ¥ 4 v v v v
GLUT3 (WB) 4 ¥ v v v A v = A o
S100B (ELISA) 4 4 v v v v 4 A A A
GFAP (ELISA) 4 & 4 v v 4 v v v v
o S S S
Dosagem =
Glivose (5 4 v v 4 4 v v v v
La[:to:taog;r:‘;ﬂ 4 v ¢ \ 4 v f # v v v
Dosagem =
Lactato (S) v * * 4 v v v v ¢
Dosag(z:;)BOHB ‘ * A * A + * A * 4
Dosagi:)\ BOHB ‘ ﬁ A A A * * n " N
ividade
At face BHD s ' v v s 4 ¢ v N A
Ativid?:)e BHD * N v ‘ & f - * + v
MBP (IF) N ' ' ' v s ' ' v
GFAP(IF) N ' ' v N N ' v . A
NeuN (IF) v & A v N + * * % *
MCT1 (IF) A v v - R s I v * v
MCT2 (IF) I s A 4 A } A 4 4 A
MCT4 (IF) A v v i } A A 4
GWILVER A v 4 v v A v v vy
GLUT}E)GFAP ? v v v N R v v v "
SUBI e A h v v A Ay
+/ +
MBP“:;ICTI 4 ¢ il v N s ! v v .
MBP‘([ItFS]LUTl‘ A | ' v N s ' v v v
GFAP;{FI';ACTN ¢ N s N N ¢ A s A R
GFAP‘(,I’SLUTI‘ v A ‘v i = & N l, v A
NeuN*/MCT2*
{IF) v o+ s 4 v g ST 4
e S T S O T S

Resumo dos resultados obtidos em todo o estudo nos animais machos e fémeas.
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Para o desenvolvimento da tabela, os animais adultos foram utilizados como grupo
padréo, sendo o comparativo para os outros periodos pés-natais. O tamanho das
setas reflete a variacdo, para mais ou para menos, das andlises em relacdo aos
DPN60. WB: Western Blot; ELISA: Teste de ELISA; H: Hipocampo; S: Soro; CSF:

Liquido cerebroespinal, F: Figado; IF: Imunofluorescéncia.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo investigar as alteracdes
metabolicas durante o neurodesenvolvimento em ratos, com foco na
utilizacdo dos corpos cetbnicos como substrato energético. Observamos
aumentos significativos no imunoconteudo dos transportadores de
monocarboxilatos e transportadores de glicose no hipocampo ao longo da
maturacao cerebral. Além disso, tanto a captacéo de glicose no hipocampo
guanto a glicemia evidenciaram incrementos ao longo do desenvolvimento,
especialmente ap6s o desmame. Contrastando com isso, 0S niveis
circulantes de lactato e beta-hidroxibutirato foram elevados no primeiro dia
pés-natal evidenciando sua importancia para sustentar o metabolismo
basal em resposta a eventos hipoglicémicos ap6s o0 nascimento. A
atividade hepatica elevada da beta-hidroxibutirato desidrogenase no DPN1
foi corroborada pela alta concentracdo de BOHB na circulacdo sanguinea
nesse periodo, destacando novamente sua funcdo metabdlica nesse
estagio. A analise morfolégica revelou padrfes distintos de expressao de
transportadores de monocarboxilato ao longo do desenvolvimento, como o
MCT2, cuja expressao foi significativamente reduzida apés o desmame.
Esses achados confirmam a alterndncia metabodlica durante o
desenvolvimento neural e revelam uma resposta sexo-especifica em
parametros bioguimicos e morfoldgicos, podendo reforcar a maior
vulnerabilidade dos animais machos a desafios metabdlicos em periodos

criticos do neurodesenvolvimento.

5.1 A disponibilidade e utilizacdo dos substratos energéticos

variam nos periodos pés natais ao longo do neurodesenvolvimento

A glicose é o principal metabdlito usado para a producédo de ATP e
também atua como precursora de intermediarios metabodlicos como o
NADPH, devido a sua oxidagdo na via das pentoses fosfato, além de ser
essencial para a sintese de polimeros estruturais, neurotransmissores e
neuromoduladores %8112, Nossos resultados evidenciaram um aumento

progressivo do imunoconteddo dos transportadores de glicose (GLUT1,
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presente em astrocitos e oligodendrécitos e GLUT3, presente em
neurdnios) ao longo do neurodesenvolvimento (Figuras 5A-D). Além disso,
observamos aumento na captacao de glicose no hipocampo (Figura 7A,B)
e na glicemia (Figura 8A,B), especialmente nas idades préximas ao
desmame (DPN21). Esses achados estéo de acordo com a literatura, que
correlaciona a mudanca da dieta, do leite materno para alimentos saélidos,

com a maior utilizacdo de glicose como principal substrato energético
4,113,114_

Notavelmente, observamos que as fémeas apresentaram maior
captacdo de glicose e maior conteudo de GLUT3 em comparagcdo aos
machos. ISso sugere que as fémeas sao mais eficientes nesse caso, em
utilizar a glicose disponivel, o que pode explicar a maior vulnerabilidade dos

machos a certos insultos cerebrais 27:108.115.116

Durante o desenvolvimento, h4 uma notavel adaptacdo metabdlica
relacionada as mudancas na dieta do animal, com predominéncia do leite
materno nos neonatos, seguida pela transi¢éo para alimentos sélidos apos
o desmame!’-119 QO leite materno, rico em gordura, fornece acetoacetato,
beta-hidroxibutirato, acidos graxos livres e glicerol**”:118, além de 12% de
carboidratos!?%*?1, Devido ao periodo neonatal ser rico em acidos graxos
e baixa em glicose, o cérebro utiliza outros recursos energéticos para
sustentar o metabolismo e prevenir disfuncdes na cadeia respiratéria,
estresse oxidativo e neuroinflamagcdo, aspectos que caracterizam 0S
eventos neurodegenerativos''?1?2, Assim, nossos resultados mostraram
gue o beta-hidroxibutirato estava presente em maiores quantidades no
liquido cefalorraquidiano durante o periodo neonatal, especialmente em
DPN14, com queda acentuada nos animais adultos (Figura 10 C,D). O
DPN14 é marcado pelo apice da mielinizagéo, pelo desenvolvimento das
células gliais e por uma maior expressédo de MCT1 e MCT210123, Estudos
indicam que os CC sao usados preferencialmente na sintese de
esfingolipideos e fosfolipidios, essenciais para o processo de mielinizacédo
durante o neurodesenvolvimento!®1?4, Assim, a maior concentracdo de

beta-hidroxibutirato no liquido cefalorraquidiano no DPN14 sugere sua
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importadncia nesses eventos criticos do neurodesenvolvimento. Como
mencionado previamente, a composicdo do leite materno varia durante a
lactacdo; sendo o primeiro leite ingerido pelo filhote, conhecido como
“colostro”, rico em acidos graxos!?%125126 A beta oxidacdo dessa grande
quantidade de &cidos graxos no colostro pode explicar a alta concentragéo
de beta-hidroxibutirato no soro no DPN1. Nas primeiras horas apds o
nascimento, o metabolismo neonatal sofre um evento hipoglicémico
transitorio!?’. Assim, o beta-hidroxibutirato no soro pode ser utilizado como

substrato energético, culminando na manutencdo da homeostase sistémica
128

A beta-hidroxibutirato desidrogenase desempenha um papel
essencial na beta-oxidagcdo. No figado, ela converte acetoacetato em beta-
hidroxibutirato mediante a oxidacdo do NADH em NAD*, e em outros
tecidos faz a reacdo contraria, convertendo o beta-hidroxibutirato a
acetoacetato, por intermédio da reducdo do NAD* em NADH,
possibilitando, assim, a sua utilizacdo no metabolismo celulart??13, Desse
modo, avaliamos a atividade da enzima pela reducdo do NAD* a NADH
apoés a adicdo de BOHB, conforme descrito por Zhang®®'. No tecido
hepatico dos neonatos DPN7, DPN14 e DPN21, observou-se uma baixa
taxa de reducdo de NAD™ (Figura 11A,B), indicando que a oxidacdo do
NADH em NAD* é predominante nessas idades. Isso sugere uma maior
producdo de BOHB ©pela beta-hidroxibutirato desidrogenase,
disponibilizando-o para outros tecidos durante a lactacdo!3-136, Por outro
lado, os neonatos DPN1 mostraram elevada atividade enzimatica no ensaio
in vitro, sugerindo que a beta-hidroxibutirato desidrogenase esté utilizando
beta-hidroxibutirato como substrato, refletido pela reducdo de NAD* em
NADH. Esses dados podem simular o que acontece in vivo, ja que NoSsos
resultados indicaram uma alta quantidade de beta-hidroxibutirato serico
nesse periodo pés-natal (Figura 10 A,B). Como o figado néo utiliza beta-
hidroxibutirato como substrato energético por falta da enzima tioforase,
pode-se sugerir que o beta-hidroxibutirato sistémico é convertido em
acetoacetato pela beta-hidroxibutirato desidrogenase e disponibilizado

para uso como energia alternativa pelos tecidos, especialmente durante o
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evento hipoglicémico apds o nascimento!®’. No entanto, a técnica in vitro
apresenta limitacGes, evidenciadas pela alta atividade enzimatica no
DPNG60 (Figura 11A,B), fato que pode nao estar refletindo o que ocorre in
vivo, dado que foi observada uma baixa quantidade de beta-hidroxibutirato
sérico nesses animais (Figura 10A,B). Com a baixa disponibilidade
sistémica de beta-hidroxibutirato, ndo haveria substrato suficiente para a
enzima apresentar uma alta atividade, entretanto, se houver substrato
disponivel, rapidamente o mesmo seria metabolizado, pois haveria
capacidade enzimatica para isso. Além disso, é bem estabelecido na
literatura que animais adultos possuem baixa atividade da beta-
hidroxibutirato  desidrogenase no figado e um metabolismo

predominantemente glicolitico'3,

Como o enfoque do trabalho é o SNC, a avaliacdo da enzima no
hipocampo evidenciou uma alta taxa de reducdo do NAD*, especialmente
nos neonatos dos DPN14 e DPN21 (Figura 11C,D), em ambos 0s sexos.
Isso poderia indicar que o beta-hidroxibutirato estd sendo convertido em
acetoacetato e utilizado como substrato energético nessas idades. A maior
disponibilidade de BOHB no liquido cefalorraquidiano (LCR), bem como a
maior atividade enzimética no hipocampo durante o periodo neonatal,
corroboram o uso dos corpos cetdnicos como fonte energética

predominante durante esse estagio do neurodesenvolvimento015.133,

Em contrapartida, mesmo com baixa disponibilidade de beta-
hidroxibutirato no LCR (Figura 10C,D), a atividade enzimatica foi alta nos
animais DPNG60 (Figura 12C,D). Esse fato, assim como no figado, pode ser
explicado por limitagbes da técnica, uma vez a capacidade da enzima €&
elevada, porém, a falta de substrato impede sua atividade, além do

metabolismo nos adultos serem predominantemente glicolitico?*38,

O lactato pode servir como uma fonte potencial de energia durante
todo o periodo perinatal, tanto para o cérebro quanto para os pulmdes
139140 Nos ultimos dias da gestacdo, o feto acumula quantidades

significativas de lactato no plasma sanguineo, possivelmente devido a
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glicélise na placenta, assim como tecidos fetais e maternos'4-143, Logo
apés o nascimento, o neonato ndo possui tecido adiposo branco®#.
Consequentemente, o lactato presente na corrente sanguinea é utilizado
como fonte de esqueleto de carbono durante metabolismo energético3:141,
confirmando o resultado em que os animais DPN1 apresentaram maiores
niveis de lactato sistémico quando comparado com as outras idades pos-
natais (Figura 9A,B). Com o inicio da amamentacéo, especialmente com a
ingestéo do colostro, h4 um aumento no fornecimento de acidos graxos nao
esterificados para o neonato, permitindo a iniciagdo da beta oxidag&o no
figado. Assim, o beta-hidroxibutirato também se torna um substrato crucial

para manter o metabolismo celular 394,

Como amplamente documentado na literatura, a glicose desempenha
um papel fundamental como fonte primaria de energia para a manutencao
do metabolismo das células neurais em adultos. Ela esta envolvida em
processos como neurotransmissédo, neuromodulagédo, defesa contra o
estresse oxidativo e biossintese de aminoacidos, monossacarideos e
carboidratos mais complexos!'2145 A producdo de energia ocorre
principalmente através da glicdlise, que resulta na formacéo de piruvato, e
do metabolismo oxidativo, onde o piruvato € convertido em COz via TCA e
cadeia de transporte de elétrons46.147,

Para a maxima producéo de ATP a partir do piruvato, a presenca de
coenzimas redutoras como o NADH é essencial. Contudo, o NADH formado
durante a glicélise ndo pode atravessar a membrana mitocondrial. Para
contornar essa limitacéo, a lactato desidrogenase (LDH) regenera o NAD*
no citoplasma, convertendo o piruvato em lactato!*®. No entanto, para que
a glicolise continue, o lactato deve ser liberado da célula, seguindo a lei de
acdo das massas'*®. Estudos recentes descrevem a existéncia de uma
lancadeira de lactato mitocondrial, em que o lactato seria transportado para
a mitocbndria e seria reconvertido a piruvato na matriz intracelular,
permitindo, do mesmo modo, o processo glicolitico **1. Como os vasos
sanguineos e o LCR podem se comunicar, e os MCT1 e MCT2 sao

expressos em células endoteliais vasculares, o lactato liberado pelas
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células do SNC pode ser transportado para o LCR e estar disponivel para
uso conforme necessario 2544150 Esse fendbmeno explica o porqué os
animais adultos apresentarem niveis mais elevados de lactato no LCR em
comparagcdo com neonatos (Figura 9C,D), além de estarem captando

maiores quantidades de glicose que as outras idades (Figura7A-B).

5.2 Marcacdao das células neurais e seus respectivos

transportadores ao longo do neurodesenvolvimento

A MBP, expressa especificamente por oligodendrdcitos, desempenha
um papel crucial na morfogénese durante os estagios finais da
diferenciacdo celular>. Nossos resultados mostraram um aumento
progressivo na intensidade de MBP ao longo do neurodesenvolvimento
(Figura 13A,B, 17E,F e 23E,F), em conformidade com dados prévios da
literatura®®?., Além disso, o transportador de glicose presente nos
oligodendrocitos (GLUT1) foi imunomarcado e apresentou aumento
durante a maturagéo cerebral, especialmente apds o desmame, conforme
evidenciado pelas analises de colocalizacdo dos marcadores (Figura
23E,F). Esses resultados estdo alinhados com os niveis proteicos de
GLUT1 (Figura 5A,B), e com a dosagem e captacao de glicose no soro e
hipocampo, respectivamente (Figura 8 A,B e 7 A,B). Isso reforca a ideia
de que animais adultos utilizam a glicose como principal substrato

metabdlico 4113114,

Além do GLUT1, o MCT1, um transportador de lactato e BOHB, foi
marcado junto a MBP. Embora individualmente ndo tenha mostrado
diferencas significativas (Figura 16 A-D), a colocalizacdo dos marcadores
revelou um aumento, principalmente em adultos de ambos os sexos (Figura
17 A-F). Estudos prévios tém descrito uma correlagdo estreita entre as
densidades de MCT1 e GLUT1 em diversas regides cerebrais dos animais
adultos, incluindo o hipocampo. Assim, regides com alta captagao e
utilizagdo de glicose também conseguem transportar quantidades
consideraveis de monocarboxilatos, proporcionalmente a disponibilidade

dos substratos'®>3155, Portanto, os oligodendrécitos podem utilizar tanto
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corpos cetdnicos quanto lactato, dependendo da disponibilidade desses

substratos.

Os astrécitos, principais células gliais do cérebro, sdo indispensaveis
para a integracdo, sobrevivéncia e manutengdo neuronal durante o
desenvolvimento e a vida adulta®®156.157 Para avalia-los analisamos o
imunocontetdo de S100B e GFAP. S100B, uma proteina de ligacdo de
Ca?* amplamente expressa em astrécitos outras células gliais e neurdnios,
esta diretamente envolvida na proliferacdo celular, migracdo, atividade
enzimatica, maturacgéo glial e neuronal, e manutencéo da forma celular %8,
A sua relevancia no sistema nervoso central pode explicar o alto
imunocontetdo de S100B no PND1 e PND60 (Figura 6C,D). Nos neonatos,
h& uma intensa proliferacao e diferenciacdo celular, enquanto nos adultos,
a S100B auxilia na manutencao da forma e estrutura das células neurais,

bem como nas atividades enzimaticas 246:65107,156,157

O GFAP ¢é essencial para a estrutura do citoesqueleto glial,
manutencdo da forca mecanica das células gliais, suporte aos neurénios
vizinhos e integridade da barreira hematoencefalica®%’. Durante o
neurodesenvolvimento, a maturagdo dos astrocitos é caracterizada pelo
aumento em numero e complexidade, e estd associada ao aumento da
expressdo de GFAP nessas células?+1%9.160 Esse aumento progressivo no
imunocontetdo de GFAP durante o desenvolvimento foi confirmado, onde
os animais DPN60 exibiram niveis superiores em comparacdo com as
outras idades avaliadas (Figura 6A,B, 14A-F, 19C,F e 25C,F).

As analises de colocalizacdo realizadas com dupla marcacdo GFAP
e MCT4 mostraram que os neonatos DPN1, DPN7 e DPN14 apresentaram
maior quantidade em comparacao aos animais adultos e DPN21 (Figura
19A-L). Devido a dieta rica em gordura e a capacidade dos astrocitos de
produzir corpos cetbnicos e lactato, é possivel inferir que os animais
lactantes possam transportam esses metabdlitos de forma mais
eficientemente para o meio extracelular, suprindo assim as demandas

energéticas dos neurdnios e de outras células gliais!8133.139.157,161
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Em adicdo, a colocalizacdo entre GFAP e GLUTL1 revelou que os
animais DPN21 e DPN60 apresentaram valores superiores aos DPN7 e
DPN14 (Figura 25A-L), reforcando a ideia de que, ap6s o desmame, a
atividade metabolica seja predominantemente glicolitica, conforme bem
documentado na literatura®®17.157 De forma interessante, na dupla
marcacado de GFAP e MCT4 os animais DPN1 mostraram um alto nivel de
colocalizacdo, maior do que todos o0s outros periodos estudados,
provavelmente para exportar lactato para os neurdnios, e assim, manter o
metabolismo energético (Figura 21A-L). As caracteristicas do periodo
neonatal, logo ap06s o0 nascimento sugerem que 0S astrocitos
desempenham um papel crucial na manutencéo da funcéao neuronal e glial
durante esse periodo. Por outro lado, o feto acumula glicogénio no figado
durante os ultimos cinco dias de gestacdo para manter um nivel basal de
glicose nos tecidos durante o poés-parto imediato 2. A expressiva
colocalizacéo observada entre GFAP e GLUT1 no DPN1 sugere que 0s
astrocitos captam a maxima quantidade de glicose basal disponibilizada
pela degradacéo do glicogénio hepéatico, sustentando, seu metabolismo e
o das outras células neurais. Além disso, eles convertem glicose em lactato,
fornecendo-o aos componentes do sistema nervoso central, prevenindo

disfuncdes metabdlicas 146157,

Os neurdnios exibem variacbes metabdlicas durante o
desenvolvimento83112.124.163 Como bem compreendido, a dieta do animal e
a disponibilidade de substratos afetam diretamente o metabolismo celular
112,120133,164  Andlises de imunofluorescéncia de NeuN (marcador neuronal)
e MCT2 (exclusivo dos neurbnios) no hipocampo mostraram que as
intensidades de fluorescéncia de NeuN e MCT2 eram maiores nos periodos
neonatais em aos adultos, com uma queda acentuada de MCT2 apos o
desmame. Esse padrao também foi observado nas colocalizacdes dos
marcadores (Figura 15A-F, 20A-H, 21A-L). Esses resultados sugerem que
0s neur6nios de animais neonatos de ambos 0s sexos utilizam tanto lactato
quanto beta-hidroxibutirato como substratos energéticos. Isso é

evidenciado pela maior quantidade de MCT2, que facilita a captacdo dos
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monocarboxilatos (Figura 20A-H), e pela disponibilidade de lactato e beta-
hidroxibutirato, especialmente nas primeiras horas de vida, presentes no
LCR até o DPN14 (Figuras 9C,D, 10C,D,). Além disso, a captacdo de
glicose é menor nos neonatos em comparagéo aos adultos (Figura 7 A,B),
e a taxa de reducéo de NAD* no hipocampo aumentou (Figura 11C,D). Isso
sugere que o BOHB esta sendo convertido em acetoacetato e utilizado
como fonte metabdlica pelas células cerebrais, incluindo os neurénios,

nesse periodo.

Durante a fase final da gestacao, os animais acumulam glicogénio no
figado e nas células gliais como protecédo contra a hipoglicemia pos-parto
146,157 Estudos mostram que a diminuicdo do glicogénio comeca em DPN1
e perdura até DPN7, com a beta-oxidacdo se tornando mais eficiente a
partir desse periodo”149:165166  Esses fatores podem explicar a maior
intensidade de GLUT3 (transportador de glicose presente em neurbnios)
nas idades pés-natais observada nas regides hipocampais, bem como as
analises de colocalizacédo, que foram maiores no DPN1 em comparacgao as
outras idades, especialmente em relacdo ao DPN21 e DPNG60 (Figura 26A-
H, 27A-L). Isso sugere que a degradacao do glicogénio nas células gliais e
no figado disponibiliza glicose para as células neuronais, permitindo que

captem eficientemente a minima glicose presente.

5.3 Alternancia metabdlica durante a maturacéo cerebral

Nas primeiras horas pos-parto, ocorre uma acentuada queda
glicémica, levando os animais do DPN1 a utilizarem outros substratos para
suprir o metabolismo energético. Esses substratos sdo acumulados nos
ultimos dias gestacionais ou provém do colostro materno!'2120. A alta
quantidade de beta-hidroxibutirato e lactato sistémico (Figura 9A,B, 10A,B),
a elevada atividade enzimatica da beta-hidroxibutirato desidrogenase no
figado e hipocampo (Figura 11A-D), e a baixa captacdo de glicose no
hipocampo (Figura 7A,B), juntamente com a alta colocalizacdo dos
marcadores NeuN com MCT2 e GFAP com MCT4 (Figura 21A-L, Figura

19A-L), sugerem que esses filhotes utilizam outras fontes metabdlicas para
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compensar o déficit energético. Isso é essencial, pois as células cerebrais
estdo em intensa proliferacdo e desenvolvimento, como demonstrado pelo
alto imunocontetido de S100B4>157.167.168  Q figado acumula glicogénio
durante o periodo gestacional tardio 5. Assim, os animais podem
direcionar a glicose disponivel para utilizacéo no ciclo das pentoses fosfato,
enquanto que o beta-hidroxibutirato e o lactato sédo utilizados para a
producdo de energia*-112166 Portanto, o metabolismo adequado durante
esse periodo € crucial para o desenvolvimento cognitivo dos animais,

sustentado por varios substratos energeéticos.

Nos animais DPN7, observou-se maior imunomarcacdo de MCT2 e
colocalizagdo entre NeuN e MCT2 (Figura 20A-H e Figura 21A-L) no
hipocampo em comparagao com DPN21 e DPN60, em ambos os sexos. No
entanto, tanto a concentracdo de lactato e beta-hidroxibutirato no soro
guanto no LCR foram baixas (Figura 9A-D, 10A-D), assim como a atividade
enzimatica da beta-hidroxibutirato desidrogenase (Figura 11A-D). Apesar
disso, a captacao de glicose foi superior as outras idades neonatais (Figura
7A,B), e a intensidade de fluorescéncia do GLUT3 (Figura 26A-H), assim
como sua colocalizacdo com NeuN nas regides hipocampais, foi maior que
nos animais DPN21 e DPN60 (Figura 27A-L). Estudos indicam maior
degradacdo de glicogénio no figado e células gliais durante a primeira
semana de vidal®®, sugerindo que os neurdnios podem utilizar e glicose
hepatica como substrato energético, além do lactato proveniente da

degradacéao do glicogénio glial, mesmo em menor quantidade.

O DPN14 é um periodo critico no neurodesenvolvimento,
caracterizado pelo desenvolvimento de células gliais, poda sinaptica,
sinaptogénese e intensa mielinizacdo'%25%8, Ademais, estudos que
evidenciam a preferéncia pelo beta-hidroxibutirato como substrato para a
sintese de fosfolipidios e esfingolipidios, mediante o crescimento e a
mielinizacdo cerebral’®. Contudo, como nossos resultados sugerem que
durante a segunda semana pds-natal o metabolismo cerebral dos neonatos
€ predominantemente cetogénico, pode-se sugerir que 0 beta-

hidroxibutirato cumpre um papel indispensavel nos eventos do
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neurodesenvolvimento, suprindo eficientemente o metabolismo das células

neurais e prevenindo insultos metabolicos no sistema nervoso central.

Na literatura € amplamente reconhecido que o DPN21 marca o
periodo de desmame nos roedores, equivalente a cerca de 2 anos de idade
nos humanos'®61%® O desmame é caracterizado por uma mudanca
drastica na dieta, deixando de ser predominantemente cetogénico para um
metabolismo glicolitico 1’°. Nossos resultados demonstram justamente a
transicdo metabdlica durante esse periodo, que apesar de se apresentar
mais glicolitico, ainda assim possui disponibilidade de lactato e beta-
hidroxibutirato para serem utilizados como substratos energéticos quando
necessario. Mesmo que previamente os filhotes comecam a mordiscar a
racdo disponibilizada para a mae!’, o que explicaria o metabolismo ja
glicolitico, a disponibilidade de substratos alternativos pode ser uma forma
de protecdo contra possiveis instabilidades metabdlicas devido mudanca

na dieta, o que poderia acarretar em déficits cerebrais.

Ao se tratar dos animais DPNG60, nossos dados bioquimicos e
morfolégicos sugerem o predominio do metabolismo glicolitico, tanto nas
células gliais quanto nas células neurais, corroborando com dados ja
definidos na literatura, metabolismo esse diretamente relacionado com a

dieta do animalll7.133.172

5.4 Diferencas sexo-especificas no aproveitamento dos substratos
energéticos pelas células neurais no hipocampo

Diversos estudos tém explorado o dimorfismo sexual no sistema
nervoso central, com particular énfase no hipocampo. Este interesse &
motivado pelo papel critico do hipocampo na formacao e consolidacéao da
memoria, bem como pela presenca de neurdnios que acumulam esteroides
gonadais®:173. Nos neurdnios masculinos predomina-se o metabolismo
oxidativo, sendo mais suscetiveis a insultos cerebrais, além de dados
prévios demonstraram que os astrécitos hipocampais das fémeas séo mais

resistentes a eventos de privacédo de oxigénio e glicose'’*. Estudos também
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revelam que no hipocampo feminino, tanto os neurdnios quanto 0s
astrocitos favorecem predominantemente a glicélise. As fémeas
apresentam maior abundancia de enzimas relacionadas a glicolise e a via
das pentoses fosfato em comparacdo com os machos!’®. Além disso,
astrocitos femininos exibem niveis elevados de lactato desidrogenase,
aumentando a disponibilidade de lactato para o0 uso energético
neuronall’®¢1’’, Nossas andlises focadas em respostas sexo-especificas
mostraram que as ratas fémeas apresentavam maior captacdo de glicose
no hipocampo, com maior imunocontelido de MCT2 e GLUT3 em
comparacao com os animais machos (Figuras 4D, 5D, 7B). Combinando
essas descobertas com pesquisas anteriores, sugerimos que neurénios
femininos possuem maior capacidade de captar glicose diretamente e de
utilizar lactato produzido pelos astrécitos?®9, Essa flexibilidade metabélica
e possivelmente melhor capacidade de utilizacdo dos substratos, pode ser
0 que confere vantagens as fémeas na mitigacdo de desafios metabdlicos,
potencialmente reduzindo a vulnerabilidade a insultos cerebrais especificos

em comparacéo aos machos:1%,

Pesquisas adicionais indicam que os animais machos tendem a ter
maior abundancia de astrocitos, neurénios maduros e em proliferagdo no
hipocampo, com neurogénese predominante na area do giro dentado em
adultos®2. Nossos resultados morfolégicos sugerem maior expressdo de
MCT2 e GLUT3 nas regifes do giro denteado e do hilo, bem como de
GLUT1 na regido CA1 em machos (Figuras 21A-L, 25A-L e 27A-L),
correlacionando-se possivelmente com a maior populacdo astrocitaria e
neuronal nestas areas especificas do hipocampo. Entretanto, embora os
machos apresentem uma maior quantidade de transportadores, iSso nao
se traduz necessariamente em uma melhor utilizagdo dos substratos
energéticos. Além disso, a predominancia do metabolismo oxidativo
neuronal nos machos e a maior eficiéncia das fémeas em captar e utilizar

metabolitos sustenta o fato dos machos serem mais vulneraveis a insultos
Cerebrais%,108,174,178,179

As divergéncias entre o0os nossos resultados em relagdo aos
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transportadores neuronais (MCT2 e GLUT3 )segundo o sexo podem ser
atribuidas a aspectos técnicos, dado que a imunofluorescéncia permite
uma avaliacdo detalhada de cada regido, enquanto o Western blotting
analisa a estrutura como um todo sem distinguir células ou regides

individuais.

Em resumo, apesar das variacoes resultantes de diferentes técnicas,
o hipocampo continua sendo uma estrutura cerebral diretamente
influenciada pelos sexos. Essa caracteristica desempenha um papel
fundamental na compreensdo e no estudo em tratamento de

neuropatologias que apresentam uma prevaléncia especifica do sexo 198,

116



6. CONCLUSAO

Os dados apresentados neste trabalho indicam que nos primeiros dias
de vida, os neonatos utilizam substratos acumulados nas fases finais da
gestacdo, como lactato, glicose proveniente do glicogénio e beta-
hidroxibutirato do colostro rico em lipidios. Na segunda semana pés-natal,
o beta-hidroxibutirato emerge como a principal fonte de energia. Antes do
desmame, hd uma transicdo metabdlica da utilizacdo de gorduras para
carboidratos como fonte energética predominante. Na fase adulta, a glicose
assume o papel central como metabdlito principal. Além disso, o estudo
confirmou nossa hipétese de trabalho ao evidenciar diferencas metabdlicas
entre machos e fémeas, enfatizando a adaptacéo cerebral as variacées nos
substratos energéticos. Essas descobertas, além de corroborar com a
alternancia de substratos ao longo da maturacdo cerebral enfatizam o
melhor aproveitamento das moléculas energéticas pelas fémeas,
concedendo vantagens relacionadas ao dimorfismo sexual na prevencao
de deficiéncias metabdlicas em diferentes etapas do desenvolvimento

encefalico.
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7. PERSPECTIVAS

A variacdo de substratos ao longo do desenvolvimento cerebral
desempenha um papel crucial nos eventos de neurodesenvolvimento.
Assim, objetivamos avaliar a expressdo dos transportadores de
monocarboxilato ao longo do tempo, por intermédio de analises
moleculares. Além disso, nossos dados indicam que tanto o beta-
hidroxibutirato quanto o lactato estdo disponiveis como substratos
metabdlicos para suprir a demanda energética. No entanto, a compreensao
sobre a possivel competicdo entre esses metabdlitos e a preferéncia das
células neurais ainda € limitada. Para investigar isso, planejamos utilizar
métodos bioquimicos e moleculares para avaliar a preferéncia metabdlica
entre lactato e beta-hidroxibutirato em células gliais e neuronais. Além
disso, nossos dados indicam que o glicogénio desempenha um papel
fundamental no metabolismo dos animais no DPN7, e futuras analises
estardo focadas na degradacdo desse substrato, tanto no figado quanto
nas células gliais. Essas investigacfes aprofundadas nos ajudardo a
compreender melhor o perfil metabdlico durante a maturacdo cerebral e
podem fornecer insights valiosos para o tratamento de doencas

relacionadas ao neurodesenvolvimento
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