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Resumo

A isquemia cerebral (IC), importante causa de morbimortalidade na populacao
mundial, possui incidéncias e prevaléncias distintas entre os sexos. A incidéncia da
IC é maior nos homens do que em mulheres até uma idade avangada, momento em
gue as taxas passam a se igualar ou mesmo tornarem-se maiores no sexo feminino.
Evidéncias experimentais e clinicas mostram que reducdo ou mesmo bloqueio do
fluxo sanguineo de uma dada area cerebral causa diminuicdo do suprimento de
oxigénio e glicose, de forma a promover neuroinflamagédo, com progressao para
morte neuronal. Como consequéncia, apés um episodio isquémico, podem ocorrer
alteracbes de humor e déficits de memoria. No entanto, séo escassas as evidéncias
experimentais das consequéncias da IC para animais do sexo feminino. Neste
estudo, comparamos as alteragbes neurohistolégicas da IC entre camundongos
machos e fémeas. Observou-se significativa injuria neuronal no hipocampo dos
animais machos em contraste com a auséncia de lesdo neuronal significativa em
fémeas. Estudos futuros devem esclarecer as causas destas diferencas.

Introducéo

A isquemia cerebral (IC) representa importante causa de incapacidade e mortalidade
na populacdo mundial, além de causar impacto negativo sobre o0s custos dos
sistemas de saude. A lesdo cerebral isquémica aguda ocorre mediante dois
mecanismos principais: i) A oclusdo de uma artéria cerebral (acidente vascular
cerebral — AVC), que leva a reducdo do Fluxo Sanguineo Cerebral (FSC) em uma
especifica regido cerebral, ou ii) Parada cardiaca, com redugdo global do FSC
(PERCIE DU SERT, et al, 2017). Em ambas as situacdes, disfuncdes
neuropsicoldgicas e défictis de memoéria, sdo as principais consequéncias
observadas no paciente, o que leva a incapacitacdo, e necessidade de maiores
cuidados em saude (FERNANDES et al., 2008). Entretanto, existem diferencas no
risco de ocorréncia e também no grau de comprometimento decorrente da IC entre
homens e mulheres. Em geral, a incidéncia de IC e as taxas de mortalidade sao
menores em mulheres na pré-menopausa em relacdo aos homens da mesma idade.
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Parte dessa vantagem feminina em relacdo a IC estéa relacionada com os diferentes
niveis de hormdénios sexuais inerentes a diferenca de género (AHNSTEDT et al.,
2016). A literatura aponta varios mecanismos envolvidos na fisiopatologia da IC que
podem ser alvos para novas ferramentas farmacolégicas. Embora muitos estudos
pré-clinicos apontem para terapias neuroprotetoras promissoras, a translacao destes
estudos para a clinica neurolégica ndo ocorre. Uma das razoes para esta deficiéncia
decorre que os estudos pré-clinicos sdo realizados em animais do sexo masculino,
jovens e sem co-morbidades (Dhir et al., 2020; Gutiérrez-Vargas et al., 2020).
Portanto, ha uma necessidade e recomendacdo para que se teste a IC animais de
ambos 0s sexos, envelhecidos e na presenca de diabetes e hipertenséo entre outras
condicdes. Isto, poderd facilitar a compreensdo das diferengcas sexuais no
desenvolvimento da IC e alavancar o desenvolvimento de ferramentas
farmacoldgicas que possam auxiliar no tratamento das sequelas da IC. Desta forma,
este trabalho teve por objetivo, comparar as consequéncias neurohistologicas da IC
em camundongos machos e fémeas. O canabidiol (CBD), sera utlizado em
experimentos futuros para se verificar se o efeito neuroprotetor desta droga é
varidvel quanto ao sexo.
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Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas black linhagem C57/B6J, com 12
semanas de idade, pesando entre 20 e 30g. Os animais foram mantidos em biotério
com temperatura controlada (22 = 1 °C) e ciclo de luz claro/escuro (12h), e agua e
racao ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo comité de ética
da UEM (CEUA n° 9668310119).

Cirurgia

A IC foi induzida pela oclusdo bilateral das artérias carotidas comuns (OBACC). Os
animais, posicionados em decubito dorsal em mesa cirargica, foram anestesiados
com uma mistura de isoflurano + oxigénio (Isoforine®! 1, Cristalia, S&o Paulo, Brazil)
aplicada com a ajuda de um sistema de liberacdo continua de anestésico gasoso
(1,3-1,5% de isoflurano em oxigénio 100%) em uma mascara encaixada no focinho
do animal. Por meio de uma incisdo na parte ventral do pescoco, as artérias
cardtidas comuns foram expostas, dissecadas, isoladas do nervo vago e, em cada
uma delas, colocado um clip de aneurisma para oclusdo do fluxo sanguineo durante
20 minutos, periodo em que 0s animais permaneceram em uma caixa aquecida (30
+ 1 °C) para evitar uma possivel hipotermia induzida pela isquemia. Apés 20
minutos, os animais foram novamente anestesiados, os clips de aneurisma
removidos e a incisdo suturada. Os animais pertencentes ao grupo Sham foram
submetidos aos mesmos procedimentos cirdrgicos com excecao da oclusdo das
artérias carotidas com os clips de aneurisma. Foram obtidos 4 grupos experimentais:
machos sham, machos isquémicos, fémeas sham e fémeas isquémicas.

Analise histologica: Coloracéo de Nissl

Para obtencado do tecido cerebral, ap0s os animais serem anestesiados, realizou-se
perfusdo transcardiaca com paraformaldeido 5% (PFA 4%) e posterior decaptacao.
Os cérebros retirados foram armazenados por 24h em vidros ambar com PFA 4%, e
posteriormente solucdo de glicose 5% por 5 dias. O tecido cerebral foi congelado
com o uso de nitrogénio liquido e armazenado a -20 °C. Utilizando um Criostato (CM
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1350, Leica, Alemanha), foram obtidas secc¢des cerebrais, em posi¢cao coronal, na
espessura de 30um, de toda extensao do hipocampo. Os cortes foram montados em
laminas previamente gelatinizadas, resultando em 8 cortes por lamina e uma lamina
por animal. As laminas ficaram embebidas nas solu¢des de Nissl, seguidas de etanol
100%, isopropanol e xilitol, e posteriormente as laminas foram montadas com
Permount. ApGs a secagem, as laminas foram analisadas através do microscopio
Optico de luz (Olympus AX-70 microscope), acoplada a camera digital, onde foram
obtidas fotos das regides CAl e CA3, de ambos os hemisférios cerebrais de cada
animal. Para analise semi-quantitativa da lesdo neuronal, por meio do software
ImageJ (National Institutes ofHealth, Bethesda,MD,USA), foram obtidos os valores
da densidade Optica integrada (DOI) das regides CA1l e CA3 do hipocampo, em
areas previamente estabelecidas. Foram calculadas as médias dos valores obtidos
em cada hemisférico de cada animal. Os resultados sdo mostrados com a média do
grupo experimental.
Tratamento
Os experimentos com CBD néo foram realizados devido a pandemia COVID-19
Analise estatistica
Para a analise estatistica dos da os e ilustracdes graficas, foi utilizado o Software
GraphPad PRISM 8. Os valores foram analisados por Student t-test, sendo p < 0,05
considerado significativo.
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Resultados e Discussao

A coloracdo de Nissl proporciona resultados referentes a neurodegeneracdo do
tecido. Uma reducdo da densidade celular nas areas do hipocampo dos animais
submetidos a OBACC evidencia a existéncia de sequelas isquémicas neste grupo de
camundongos. A fig. 1 mostra o resultado da avaliacéo histolégica em neurdnios do
hipocampo nas areas CA1 e CA3 no que se refere a DOI. Camundongos isquémicos
machos apresentaram significativa diminuicdo das DOIs em relacdo aos seus
controles Sham, tanto nas areas CAl quanto CA3 (p<0,05). Em contrapartida,
percebe-se que ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos experimentais
do sexo feminino (p>0,05). Os achados deste estudo evidenciam sequelas
neurohistolégicas significativas no hipocampo, apenas para camundongos do sexo
masculino. A partir deste resultado, surgem teorias explicativas para tal fato, como
possivel existéncia de neuroprotecdo feminina mediada por horménios sexuais, ou
possivel tempo de OBACC insuficiente para o sexo feminino.
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Figura 1 — Efeitos da OABCC sobre a densidade éptica integrada (DOI) no hipocampo de
camungondos submetidos a OBACC (Isch) e falso operados (Sham) machos e fémeas. (A1) CAl de
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camungondos machos (A2) CA3 de camundongos machos (B1) CAl1 de camundongos fémeas (B2)
CA3 de camundongos fémeas.

Conclusodes

Neste trabalho foi possivel observar que a OBACC com duragdo de 20 minutos
significativa neurodegeneracdo do hipocampo de camundongos machos. A mesma
intervengdo cirurgica, ndo resultou em lesdo significativa em fémeas. Estudos
futuros poderao investigar as possiveis causas da diferenca entre machos e fémeas
submetidos a OBCCA. Estes estudos poderéo possibilitar a melhor compreensao da
fisiopatologia da IC bem como o desenvolvimento de terapias que atuem
especificamente em cada sexo.
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