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Resumo

A isquemia cerebral (IC), umas das maiores causas de morbimortalidade na
populacdo mundial, possui comportamento e incidéncia diferente entre os sexos. O
disturbio é menos frequente em mulheres até o periodo pré-menopausa, momento
em que as incidéncias se igualam ou mesmo se tornam maiores. Evidéncias
experimentais e clinicas mostram que uma reducdo ou bloqueio do fluxo sanguineo
de uma dada area cerebral causa diminuicdo do suprimento de oxigénio, levando a
um processo isquémico com intensa neuroinflamacéo que pode progredir para morte
neuronal. Em consequéncia a esse dano neuronal, podem ocorrer disfungdes
neuropsicomotoras e déficits de memoria. No entanto, sdo escassas as evidéncias
experimentais das consequéncias da IC para animais do sexo feminino. Neste
estudo, foram comparadas alteragcbes comportamentais da IC em camundongos
machos e fémeas, e observadas significativas sequelas comportamentais apenas
nos primeiros. Estudos futuros sdo necessarios para esclarecer estas diferencas.

Introducéo

A isquemia cerebral (IC) € uma manifestacdo do acidente vascular cerebral ou da
parada cardiaca, e possui grande impacto socio-econdmico global, devido ao dano
cerebral e a consequente incapacitacéo funcional (Flynn et al., 2008). Pacientes que
sobrevivem aos danos de uma IC, mormente apés uma parada cardiaca, séo
particularmente vulneraveis ao desenvolvimento de disfun¢cdes neuropsicologicas e
déficits de memoria (Geri et al., 2014). Diferentes modelos experimentais foram
desenvolvidos para avaliar os danos neuronais e as sequelas comportamentais,
além do desenvolvimento de potenciais estratégias terapéuticas, (Hall and
Traystman, 2009). 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 sdo menores em mulheres na pré-
menopausa em relacdo aos homens da mesma idade. Parte dessa vantagem
feminina em relacdo a IC esta relacionada com os diferentes niveis de horménios
sexuais inerentes a diferenca de género (AHNSTEDT et al., 2016). Em modelos
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animais de IC, grande parte dos estudos sédo realizados com animais machos,
jovens e sem co-morbidades (Dhir et al., 2020;). Portanto, ha a necessidade de se
avaliar os efeitos da IC em animais de ambos os sexos a fim de se distinguir
possiveis diferencas de resposta entre géneros, para entdo se avaliar os possiveis
mecanismos dessas diferencas, e desenvolver terapias farmacolédgicas apropriadas.
Desta forma, este trabalho teve como objetivo comparar os efeitos da isquemia
cerebral global e transitoria (ICGT) sobre alguns parametros comportamentais de
camundongos machos e fémeas. O canabidiol (CBD) sera utilizado em experimentos
futuros para se verificar se o efeito neuroprotetor desta droga € variavel quanto ao
sexo.

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), 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®!], Cristalia, Sdo 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, o0s 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.

Testes comportamentais:

Campo aberto (CA): Os animais foram colocados individualmente em um campo
circular delimitado, para se locomoverem livremente por 5 min. O parametro
analisado foi a distancia percorrida (metros). CA € um método experimental utilizado
para avaliacdo da atividade locomotora dos animais, sendo o comportamento
filmado e analisado pelo software Any-maze.

Teste do nado for¢cado (TNF): Cada animal foi colocado individualmente em um
tanque preenchido com agua a 25 °C por 6 min. Os parametros analisados foram:
laténcia para o primeiro episédio de imobilidade e tempo total de imobilidade. A
imobilidade é definida quando o animal ndo exerce esforcos, apenas movimentos
necessarios para manutencdo da cabeca acima do nivel de agua. O TNF tem sido
utilizado em estudos para avaliacdo de compostos com acdo antidepressiva
(PORSOLT et al. 1978).
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Teste de localizacado de objetos (TLO): O teste (T) é realizado em 2 sessfes, com
3min de duracgéo/sessdo. No primeiro teste (T1), o animal é colocado dentro de um
campo circular delimitado, no qual dois objetos idénticos s&o dispostos
simetricamente a uma distancia fixa entre eles. Apés 1h de intervalo, é realizado o
segundo teste (T2). O animal volta para o campo, porém, agora com um dos objetos
em uma nova posicdo. O tempo de exploracdo dos objetos é registrado
manualmente, em T1 e T2. Como indicativo do processo de aprendizagem, calcula-
se o indice de discriminagdo (D2) dos objetos nas posi¢cfes ‘familiar’ e ‘nova’. O
célculo é da seguinte forma: D2 = (tempo de exploracdo na nova localizacdo —
tempo de exploracdo na localizagcdo familiar) / (tempo de exploragdo na nova
localizacéo + tempo de exploracdo na localizacao familiar).
Tratamento
Os experimentos com CBD néo foram realizados devido a pandemia COVID-19
Andlise estatistica
Para a andlise estatistica dos dados e ilustracdes graficas, foi utilizado o Software
GraphPad PRISM 8. Os valores foram analisados pelo Teste t de Student (Student t-
test), sendo o valor de p < 0,05 indicativo de diferengas significativas entre grupos.
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Resultados e Discussao

As fig. 1 e 2 mostram os resultados da analise comportamental. Nos camundongos
fémeas ndo houve diferencas significativas entre os grupos ‘sham’ (controle) e
isquémico, independentemente do parametro comportamental analisado (p>0,05).
Em contrapartida, no sexo masculino, foram notadas diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) quanto ao indice de discriminacdo D2 (fig.1, B) e ao tempo
total de imobilidade no teste de nado forcado (TNF) (fig. 1, D, p < 0,05). Esses dados
indicam comprometimento da memaria de reconhecimento da localizacdo de objetos
e o desenvolvimento de comportamento do tipo depressivo. No teste de campo
aberto (CA), a atividade locomotora em ambos os sexos nao foi comprometida pela
isquemia (p > 0,05). Estes dados sugerem que camundongos machos podem ser
mais susceptiveis aos efeitos emocionais e cognitivos provocados pela isquemia
cerebral.
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Figura 1 — Efeitos da isquemia cerebral sobre o comportamento de camundongos machos. (A)
Distancia percorrida no teste CA (B) Indice de discriminacdo no TLO (C) Laténcia para primeira
imobilizacdo no TNF (D) Tempo de imobilidade total no TNF
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Figura 2 — Efeitos da isquemia cerebral sobre o comportamento de camundongos fémeas. (A)
Distancia percorrida no teste CA (B) Indice de discriminac&o no TLO (C) Laténcia para primeira
imobilizagdo no TNF (D) Tempo de imobilidade total no TNF

Conclusoes

A isquemia cerebral provocada por 20 minutos de oclusédo bilateral das artérias
carotidas comuns (OBACC) resultou em alteragbes comportamentais indicativas de
disfuncbes cognitivas e emocionais em animais do sexo masculino, mas néao
naqueles do sexo feminino. Estes dados sugerem uma susceptibilidade diferencial
entre camundongos dos géneros masculino e feminino aos efeitos comportamentais
da isquemia cerebral. Estudos adicionais sdo necessarios para se averiguar 0S
mecanismos dessa diferenciacdo, e seu impacto sobre os efeitos de um potencial
farmaco neuroprotetor.
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