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RESUMO

A HI neonatal é uma das causas mais comuns de mortalidade e morbidade
infantil. Estudos estatisticos sugerem que a taxa de mortalidade de recém-nascidos
asfixiados no periodo neonatal é de 20 a 50%, sendo que mais de 25% dos sobreviventes
apresentam incapacidades neuropsicoldgicas permanentes, tais como retardo mental,
paralisia cerebral, epilepsia e dificuldade de aprendizagem. O modelo experimental de HI
neonatal, proposto por Rice e colaboradores, € 0 mais aceito na comunidade cientifica,
mimetizando diversos aspectos da fisiopatologia na condi¢cdo humana. Neste modelo
animal, o dano cerebral é obtido através da associa¢do da oclusdo permanente da artéria
cartida comum direita e subsequente exposi¢do a um ambiente hipdxico (8% Oz). A
lesdo limita-se ao hemisfério cerebral ipsilateral a oclusdo e, semelhante a realidade
clinica, hé grande variabilidade da les@o cerebral. Tais observagdes estimulam pesquisas
experimentais que objetivam entender o desenvolvimento da lesdo cerebral e, a
posteriori, manter a integridade do SNC a partir de intervencdes terapéuticas. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a lesdo cerebral de ratos adultos previamente
submetidos a HI neonatal, através da andlise in vivo do metabolismo cerebral de glicose,
e correlacionar estes achados com o desempenho cognitivo destes animais. Para este
estudo foram utilizados um total de 22 ratos Wistar machos com 7 dias de vida. Aos 7 dia
de vida, ratos Wistar foram submetidos ao modelo de HI neonatal. Aos 60 dias de vida,
53 dias apo6s a inducédo da Hl, estes animais foram submetidos a exames de imagem por
microPET (microtomografia por emissdo de pdsitrons) e do radiofarmaco 8F-FDG (*éF-
fluordesoxiglicose), para analise do metabolismo cerebral de glicose. Posteriormente, 0s
animais foram avaliados quanto a memoria espacial através do teste do Labirinto
Aquatico de Morris. Através do escaneamento de microPET-FDG, observamos um
hipometabolismo cerebral significativo no hemisférico ipsilateral a oclusdo carotidea nos
animais adultos hipdxico-isquémicos que apresentavam éarea supostamente lesional
detectavel na imagem funcional. Além disso, demonstramos que existe uma correlacéo
inversamente proporcional entre a alteragdo do metabolismo cerebral e o déficit na

mem©ria espacial de ratos adultos previamente submetidos ao modelo de HI neonatal.

Palavras Chaves: Hipoxico-isquémico; Lesdo cerebral; Asfixia; Modelos Animais;
MicroPET



ABSTRACT

Perinatal hypoxia-ischemia (HI) is one of the most common causes of infant
mortality and morbidity. Statistical studies suggest that the mortality rate of newborns
asphyxiated in the neonatal period is 20 to 50%, and more than 25% of the survivors
present permanent neuropsychological disabilities, such as mental retardation, cerebral
palsy, epilepsy and learning disabilities. The experimental model of neonatal HI,
proposed by Rice et al., is the most accepted in the scientific community, mimicking
several aspects of pathophysiology in the human condition. In this animal model, brain
damage is achieved through the association of permanent occlusion of the right common
carotid artery and subsequent exposure to a hypoxic environment (8% O2). The lesion is
limited to the cerebral hemisphere ipsilateral to the occlusion and, similar to the clinical
reality, there is great variability of the cerebral lesion. These observations stimulate
experimental research aimed at understanding the development of brain injury and, a
posteriori, maintaining the integrity of the CNS from therapeutic interventions. Thus, the
objective of this study was to evaluate the brain injury of adult rats previously submitted
to neonatal HI, through the in vivo analysis of cerebral glucose metabolism, and to
correlate these findings with the cognitive performance of these animals. For this study,
a total of 22 male Wistar rats with 7 days of life were used. At 7 days of life, Wistar rats
were submitted to the neonatal HI model. At 60 days of life, 53 days after the induction
of HI, these animals were submitted to imaging examinations by microPET (positron
emission microtomography) and the 18F-FDG radiopharmaceutical (18F-
fluorordesoxyglucose) for analysis of cerebral glucose metabolism. Subsequently, the
animals were evaluated for spatial memory through the Morris Water Maze test. Through
microPET-FDG scanning, we observed a significant hemispheric cerebral
hypometabolism ipsilateral to carotid occlusion in hypoxic-ischemic adult animals with
possible detectable lesional area in the functional image. In addition, we have shown that
there is an inversely proportional correlation between altered brain metabolism and spatial

memory deficit of adult rats previously submitted to the neonatal HI model.

Keywords: Hypoxic-ischemic; Brain Injury; Asphyxia; Animal Models; MicroPET
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1. INTRODUCAO

A HI neonatal € uma das causas mais comuns de mortalidade e morbidade
infantil, ela pode levar a 6bito ou acarretar em variados graus de dano cerebral e sequelas
(1). Estudos estatisticos sugerem que a taxa de mortalidade de recém-nascidos asfixiados
no periodo neonatal é de 20 a 50%, sendo que mais de 25% dos sobreviventes apresentam
incapacidades neuropsicoldgicas permanentes, tais como retardo mental, paralisia
cerebral, epilepsia e dificuldade de aprendizagem (2). Infelizmente, 0 manejo de criancas
com asfixia neonatal tem sido limitado a medidas de suporte, ndo dirigem-se diretamente
a interrupcédo ou prevencado do processo de lesdo cerebral (3). Tais observag@es estimulam
pesquisas experimentais que objetivam entender o desenvolvimento da leséo cerebral e,

a posteriori, manter a integridade do SNC a partir de intervencdes terapéuticas.

Atualmente, a proposta experimental de Rice e colaboradores (4) é o modelo
animal de HI neonatal mais aceito na comunidade cientifica. Semelhante ao contexto
clinico ha grande variabilidade da lesdo cerebral frente ao insulto HI (5). Isto ocorre
devido as individualidades anatomo-fisioldgicas e de neuroplasticidade de cada animal
(1,6). Sendo assim, tal variabilidade dificulta as analises experimentais e, apesar dos
esforcos em compensar este obstaculo, ndo existe um protocolo amplamente difundido
para otimizar o grau de lesdo cerebral. Alguns grupos de pesquisa usam como parametros
o coeficiente de difusdo aparente (ADC) obtido por microressonancia magnética (7,8) ou
a diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral por Doppler (6,9). Rivers e colaboradores
(2011) correlacionaram a indugdo de convulsdo tdnico-clénica durante a hipdxia com a
presenca de infarto cerebral (10). Porém, ndo ha um trabalho na literatura que tenha
caracterizado o funcionamento metabdlico cerebral in vivo de animais submetidos ao

modelo de hipdxia - isquemia neonatal.

Recentemente, tornou-se disponivel no Brasil uma gama de tecnologias de
imageamento pré-clinico que permitem investigar de forma ndo invasiva e in vivo ratos e
camundongos. O imageamento molecular pré-clinico refere-se a visualizagdo molecular
ndo invasiva e em tempo real de eventos bioquimicos complexos que ocorrem nas células,
tecidos ou em organismos vivos em contexto de pesquisa basica. Sem requerer a eutanasia
do roedor, permite obter quantificagbes dinamicas em delineamentos longitudinais,

reduzindo drasticamente o numero de animais utilizados e contribuindo para a
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fidedignidade dos dados investigados. Sendo assim, objetivamos utilizar este recurso na
caracterizacdo in vivo da lesdo cerebral HI neonatal, especificamente nas alteragoes

estruturais e no metabolismo de glicose.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Encefalopatia Hipoxica - Isquémica

A Hipdxia Isquemia (HI) € uma das principais causas de dano cerebral durante
o0 desenvolvimento do neonato. Podendo levar a 6bito ou gerar sequelas neuroldgicas em
variados graus que vdo desde comprometimentos leves ou incapacidades
neuropsicoldgicas permanentes(11). Por isso a HI neonatal estd relacionada com a
presenca de algumas patologias como a epilepsia, o autismo, o transtorno de déficit de
atencdo e hiperatividade (TDAH) e transtornos de aprendizagem, causando
comprometimentos cognitivos nos individuos acometidos. Os achados neuropatoldgicos
da HI variam de acordo com a maturidade fetal, a natureza e a extensdo da lesdo e podem

resultar em diferentes tipos de lesdes. (11-17)

Nas Ultimas décadas, os estudos em HI tem despertado interesse ha comunidade
cientifica, visto que a mesma é uma condicdo que ocorre em 1-6 por 1000 nascidos Vivos,
a incidéncia é de até 10 vezes maior nos paises em desenvolvimento em que 15-20% dos
recém-nascidos afetados morrerdo no periodo pos-natal e 25% apresentardo déficits
neuroldgicos (18,19). Devido ao aumento da taxa de sobrevivéncia dessas criancas, houve
um aumento na incidéncia de pacientes com déficits a longo-prazo resultantes da lesao.
Aproximadamente 90% das criancas com diagndéstico de encefalopatia severa (Sarnat 111)
no periodo perinatal apresentam incapacidades neurofuncionais e psicoldgicas
permanentes, o que inclui retardo mental, paralisia cerebral, epilepsia, dificuldades de
aprendizado ou evoluem para 6bito. Nos casos de encefalopatia moderada (Sarnat I1), 30-
50% dos recém-nascidos desenvolvem sérios déficits neuroldgicos a longo prazo. Ja
neonatos com encefalopatia HI leve geralmente apresentam sequelas minimas ou

nenhuma (20).

A oferta adequada de oxigénio aos tecidos é fundamental para que as células
mantenham o metabolismo e suas fungdes vitais. Assim, se ha uma hipoperfuséo tecidual
significativa e diminuicdo da oferta de oxigénio, o que interfere na transferéncia de
substrato e leva a asfixia fetal, pode ocorrer um dano encefélico. Frente a isso, e

decorrente de alteracOes circulatorias e/ou complicagfes obstétricas, como a perfuséo
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placentaria inadequada do lado materno (ex.: hipotensdo materna), feto comprometido
que ndo tolera o estresse do trabalho de parto (ex.: retardo do crescimento intra-uterino),
falha ao inflar os pulmdes ap6s o nascimento, diminuigdo do fluxo sanguineo pelo cordéo
umbilical (ex.: compressdo do corddo), insuficiente troca de gases pela placenta (ex.:

descolamento de placenta), também sdo causas da HI neonatal (3,11,13,14,21).

Nos seres humanos, a fase de maturacéo cerebral comeca no primeiro trimestre
gestacional e se estende até os primeiros anos de vida (22), o que sugere que o cérebro
imaturo € particularmente mais suscetivel a lesdes e responde de formas distintas em
relacdo ao adulto (23). No estado né&o patogénico, o sistema nervoso central neonatal
possui uma regulacdo do fluxo sanguineo independente, devido ao mecanismo de auto
regulacdo (24), e possui uma atividade relativamente elevada com altas exigéncias de
oxigénio e glicose que é metabolizada principalmente pela fosforilacdo oxidativa (25,26).
Embora as consequéncias da HI neonatal possam ser observadas clinicamente, os
processos patoldgicos precedentes ao inicio do dano ainda ndo estdo totalmente
elucidados. Estudos sugerem que nao é apenas uma rea¢cdo, mas uma complexa sequencia
de eventos que depende tanto da idade gestacional quanto da intensidade e da duracéo da
HI, em que as lesdes cerebrais resultantes sdo a consequéncia da isquemia sobreposta a
hipoxia (27).

O processo de HI inicia imediatamente ap0s o processo de asfixia neonatal,
afetando a atividade neuronal devido a uma diminuicdo da oferta de oxigénio e glicose
aos tecidos. Conforme o dano isquémico avanga, o Sistema Nervoso Central (SNC) é
diretamente atingido e a atividade metabolica necessaria para a manutencdo da
integridade funcional das células nervosas diminui (28). Este processo leva a uma lesédo
encefalica por meio da ativacdo de mecanismos excitotoxicos e apoptéticos, causadores
de dano e morte celular, que permanecem ativos por horas ou dias (29,30). A morte celular
apos a HI tem seu auge 24 horas apés a lesdo e mantém-se em niveis elevados até72 horas,

onde neurdnios e a linhagem de oligodendrdcitos sdo os mais atingidos (5).

A caréncia energética decorrente da HI leva a uma alteragdo no metabolismo
celular, com excessiva liberagdo de neurotransmissores excitatérios (ocasionando
excitotoxicidade glutamatérgica) e aumentando a producdo de espécies reativas de
oxigénio. Este € um estado de energia ineficiente que resulta na rapida deplecdo de

reservas de fosfato de alta energia, incluindo a molécula de adenosina trifosfato (ATP)
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com neurotoxicidade subsequente (25,32,33). A reducédo da disponibilidade de ATP faz
com que bombas dependentes de energia ndo consigam exercer suas funcdes, altera o
equilibrio i6nico através da membrana celular e a célula neuronal fica impossibilitada de
desencadear um potencial de acdo. Em seguida, ha um distdrbio na bomba de sodio e
potassio, causando acimulo de Na+ intracelular, difusdo de K+ para fora da célula e
aumento do influxo de célcio. O acumulo do célcio citosolico € o principal fator
desencadeante que causa a morte celular induzida pela HI e reperfusdo (34-36). O ganho
de soluto é acompanhado de ganho isosmotico de agua e consequentemente edema
celular. O aumento desses compostos promove uma agressdo intensa as células, com
inibicdo total das mitocondrias, faléncia completa das bombas idnicas, edema e lise
celular, ruptura das organelas, extravasamento do citoplasma no meio extracelular e
presenca de resposta inflamatéria intensa com fagocitose e peroxidacdo lipidica de

membrana induzindo a necrose (34).

A morte de células nervosas pode desenvolver-se de duas formas: a necrose e
apoptose. Na necrose ha edema, fratura das membranas celulares e reacéo inflamatéria
intensa, determinada por insulto intenso e de curta duracdo. A apoptose decorre da
agressao lenta a célula, com inibicdo parcial da fosforilacdo oxidativa, reducdo do
tamanho da célula e ruptura do DNA. Frente a isso, a lesdo HI produz cistos necréticos
dentro do parénguima cerebral, tratando-se de um processo passivo de morte celular.
Ap0s este processo, da-se inicio a uma fase tardia de dano tecidual caracterizada pela

morte celular apoptética (18,37-39).

A resposta imune no SNC ¢é mediada principalmente por células gliais, como
astrécitos e microglia. Esses atuam como sensores intrinsecos na deteccdo de padrdes
moleculares associados ao dano (PMADs), reagindo a insultos de forma rapida e efetiva,
principalmente na liberacdo de citocinas préinflamatdrias (40). O conjunto de reacdes das
celulas gliais frente a um insulto é chamado de gliose reativa (31,41). As células
microgliais sdo o componente imunitario do sistema nervoso, com uma importante
fungdo, mesmo na auséncia de lesbes. Estas, ao detectarem PMADSs, tornam-se reativas,
passando a liberar citocinas e adquirindo uma funcédo fagocitica (31,42). Os astrocitos,
por sua vez, sdo protagonistas nos eventos relacionados com a progressao da lesédo Hl.
Essas células ddo suporte metabdlico para os neurdnios, fator que € de especial

importancia em eventos isquémicos, pois neles o suprimento de glicose é reduzido.
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Astrécitos também fazem a recaptacdo de neurotransmissores, que, durante insultos como
a HI, séo liberados em excesso e geram excitotoxicidade. Por fim, eles participam do
combate as producdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) que também sdo liberadas

em excesso apos a lesdo (31,41,42).

Infelizmente, o tratamento de criangas com asfixia neonatal tem sido limitado a
medidas de suporte, as quais ndo se dirigem diretamente & interrupcdo ou prevencao do
processo de lesdo cerebral (3). Dessa forma, o diagnostico destas criancas dependera de
observacdes de um clinico experiente, investigacdes por imagem e laboratoriais. Segundo
os critérios da Academia Americana de Pediatria, para se estabelecer o diagnostico de
asfixia perinatal, ¢ necessario haver manifestacdes neuroldgicas e de disfuncdo
multissistémica. Os recém-nascidos com asfixia tém baixos indices de Apgar aos
primeiros 5 minutos, exibem exame neuroldgico anormal, acidose metabdlica e muitas
vezes tém convulsdes, podendo haver a necessidade de suporte respiratorio nas primeiras
horas de vida pds-natal (39,43). A presenca - ou auséncia - de edema cerebral pode ser
um achado precoce da HI, identificando &reas de necrose/apoptose cerebral.
Clinicamente, o0 aumento da pressdo intracraniana do recém-nascido manifesta-se muito
tardiamente na evolucdo do edema cerebral, observando-se fontanela abaulada e tensa,
hipertermia de origem central, convulsbes e demais manifestacBes neuroldgicas
observadas em HI neonatal. Nestes casos, ja existe necrose cerebral extensa e irreversivel
(44).

Tais evidéncias estimulam pesquisas experimentais que objetivam elucidar ainda
mais o desenvolvimento da lesdo cerebral e, a posteriori, manter a integridade do SNC a
partir de intervencdes terapéuticas. Para tal, a utilizacdo de um modelo animal apropriado

é parte fundamental deste processo de pesquisa translacional.
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2.2 Modelo Animal de Hipoxia Isquemia neonatal

Frente as dificuldades de diagnostico e a procura por intervencdes terapéuticas
inovadoras, foram desenvolvidos modelos animais de HI neonatal. Tais modelos servem
para o estudo dos mecanismos fisiologicos e patoldgicos, a compreensdo sobre a evolugéo
da leséo e os seus desfechos, bem como o desenvolvimento de terapias. Muito do nosso
conhecimento atual a respeito da fisiologia neonatal em humanos, assim como a utilizagao
de intervencdes e desdobramentos dos mecanismos envolvidos, deriva de estudos pré-
clinicos. Tais avangos sao possiveis em virtude dos modelos animais permitirem

investigacGes controladas e prospectivas (45).

Esses modelos sdo adequados quando conseguem mimetizar o fendmeno em
questdo e, também, quando possibilitam desenvolver complicacdes agudas semelhantes
aclinica. Embora a correlacdo do desenvolvimento humano e de roedores seja ainda foco
de discusséo, observacOes sobre o crescimento cerebral e processos de mielinizagdo na
substancia branca sugerem que as primeiras duas semanas de desenvolvimento de
roedores sejam compativeis com o periodo de desenvolvimento cerebral de fetos com 32-

34 semanas de idade gestacional (46).

O modelo experimental descrito por Levine (1960), em ratos adultos, e
posteriormente adaptado para ratos neonatos, por Rice e colaboradores (1981), é
amplamente utilizado para o estudo da lesdo HI no periodo neonatal (47,48). O respectivo
modelo combina a ligacdo unilateral da artéria car6tida comum a posterior exposicéo dos
animais a um periodo varidvel de hipdxia, visando mimetizar a combinacéo de hipoxemia
e isquemia encontrada em neonatos humanos apés um quadro de asfixia (4) (Figura 1).
Esse modelo é amplamente utilizado e mimetiza diversos danos observados na clinica
como alteracdes no desenvolvimento e morte de oligodendrécitos, cistos necréticos na
substancia branca e cortex, dano axonal, ativacdo microglial, morte neuronal e

ventriculomegalia (49).
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Figura 1. Representacdo esquematica do modelo hipdxia — isquemia. (a) demonstra o fluxo cerebral em
uma situagdo normal. Em (b), a artéria carotida comum direita foi ligada permanentemente. No entanto, a
ligagdo sozinha ndo causa danos cerebrais. Quando o animal é sujeito a hipdxia sistémica, a combinacao de
ligacéo e hipdxia leva a uma redistribuicéo do fluxo sanguineo cerebral. O fluxo sangiiineo no hemisfério
cerebral contralateral a oclusdo ndo apresenta alteragdes significativas. J4 o cortex parietal e frontal, bem
como a substancia branca subcortical ipsilateral a oclusdo, recebem apenas 15-20% do fluxo sangiineo
prévio. Quando a hipdxia sistémica é interrompida, o fluxo sanguineo é restabelecido e, 30 minutos apés a
hipoxia ( ¢ ), o hemisfério ipsilateral a ligacdo tem fluxo sangiiineo igual ao do hemisfério contralateral a
ligadura, ou seja, é reperfundido. Este fluxo sanguineo é mantido pelo menos até 24 h apés a hipdxia ( d )
(50).

Para mimetizar a HI em nascidos prematuros, utiliza-se 0 modelo no dia pés-
natal 3 (DPN3) em roedores (17,51,52). Essa idade é utilizada porque a maturacéo de
oligodendrocitos, o desenvolvimento do sistema imunitario e a formagdo da barreira
hematoencefalica sdo equivalentes ao encontrado em fetos entre a 232 e 322 semana de
gestacdo. O modelo que simula a HI em recéem-nascidos a termo, no entanto, € realizada
em ratos no dia pés-natal 7(DPN7), pois com essa idade ha o pico de crescimento

encefélico e gliogénese, aumento da densidade axonal e dendritica, maior maturacéo de
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oligodendracitos, e a consolidacdo do sistema imunitério, que sdo equivalentes ao

encontrado em humanos entre a 362 e 40 semana de gestacgao (53).

A soma da isquemia unilateral com a hipdxia sistémica causa danos localizados
predominantemente no hemisfério ipsilateral a carétida ocluida, sendo o hemisfério
contralateral afetado em menor grau ou mesmo nao afetado morfologicamente (4,54,55).
O modelo de HI perinatal realizado no DPN7 causa lesGes no cortex cerebral, substancia
branca periventricular e subcortical, estriado (nucleos da base). No entanto, a estrutura
mais afetada € o hipocampo (16,56). Além disso, este modelo apresenta alta
reprodutividade, baixo custo, baixa mortalidade e cerca de 90% dos animais apresentam

danos cerebrais (57).

Todas as alteracOes referentes a esse modelo de lesdo HI neonatal sé&o
condizentes com os achados observados em recém-nascidos ap6s o insulto HI, o que torna

esse modelo um importante aliado para os estudos fisiopatologicos.

2.3 Metabolismo cerebral de glicose

O metabolismo da glicose tem sido estudado minuciosamente no cérebro adulto.
Contudo, pouco se sabe sobre 0 metabolismo de glicose neonatal, embora alguns aspectos
ja tenham sido publicados, tais como a ontogénese dos transportadores (58) os niveis
enzimaticos e as atividades enzimaticas (59,60). Apesar dos niveis circulantes de glicose
ndo apresentarem grandes variagOes durante o desenvolvimento, 0 seu consumo no

encéfalo varia muito (50).

O consumo de glicose encefalico no neonato é de aproximadamente 50% do
consumo adulto, além disso todas as enzimas da via glicolitica e do ciclo do acido
tricarboxilico aumentam entre o periodo neonatal e o adulto (50). O aumento no consumo
de glicose no encéfalo esta diretamente relacionado com a presenca de transportadores de
glicose (GLUT), entre os principais estdo o GLUT1 e 0 GLUT3. GLUT1 é o transportador
responsavel pelo transporte de glicose sobre a barreira hemato-encefalica (BBB), mas

também esta presente na glia, enquanto que GLUT3 GLUT3 € o transportador
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predominantemente expresso em neurdnios (50,58-61). A glicose dentro da célula é entdo
fosforilada pela hexoquinase (HK) para produzir glicose-6-fosfato. A glicose 6-fosfato
pode ser processado atraves de diferentes vias metabdlicas, sendo as principais: a

glicolise, a via pentose fosfato (PPP) e a glicogénese (em astrdcitos) (figura 2) (62).
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Figura 2. Vias metabdlicas. A glicose entra nas células através de transportadores de glicose (GLUTS) e
é fosforilada por HK para produzir glicose-6-fosfato (glicose-6P). A glicose-6P pode ser metabolizada em
trés principais vias. Em primeiro lugar, pode ser metabolizado através da glicélise (i), dando origem a duas
moléculas de piruvato e produzindo ATP (2 ATP) e NADH. O piruvato pode entdo entrar mitocéndrias,
onde é metabolizado através do ciclo do acido tricarboxilico e fosforilagdo oxidativa produzindo ATP (30
a 34) e CO; +H;0, enquanto consome oxigénio. O piruvato também pode ser reduzido a lactato pela lactato
desidrogenase (LDH). O lactato é libertado no espago extracelular através de transportadores de
monocarboxilato (MCTs). Alternativamente, a glicose-6P pode ser processada através da via pentose
fosfato (PPP) (ii), que leva a producdo de ribose-5-fosfato, CO2 e 0 NADPH. A PPP e a glicdlise estdo
ligados ao nivel de gliceraldeido-3-fosfato (GA3P) e frutose-6-fosfato (frutose-6P). Em astrocitos, a

glicose-6P também pode ser utilizada para armazenar glicogénio pela glicogénese (iii) (62).

O cérebro € o 6rgdo que mais necessita de energia por peso corporal. Cerca de

20% do oxigénio e 25% da glicose consumida pelo corpo humano sdo dedicados a
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funcgdes cerebrais (63). No cérebro adulto, a glicose € a principal fonte energética, ja para
0 cérebro neonatal é possivel utilizar corpos cetonicos e lactato além de glicose (62—-65).
Os corpos cetbnicos e o lactato sdo capturados sobre o BBB através dos transportadores
de monocarboxilato (MCTs). Enquanto MCT1 é encontrado tanto na glia como nos
neurdnios em um cérebro imaturo, a expressao do MCT2 é primariamente neuronal (73-
74). Os niveis de GLUT1 e GLUT3 sdo baixos no nascimento em relacdo ao cérebro
adulto, e aumentam gradualmente para atingir os niveis de adultos em 30 dias no caso de
GLUT1 e em 21-30 dias no caso de GLUTS3. Isto significa que o metabolismo cerebral da
glicose pode ser limitado pela capacidade de transporte nesta fase de desenvolvimento
(66).

Na HlI, a falta de oxigénio reduz a fosforilagdo oxidativa e a atividade do ciclo
TCA nas mitocondrias. Assim, a glicélise anaerdbia torna-se a principal fonte de ATP. A
demanda de energia é suprida pela degradacdo do glicogénio nos astrocitos e por uma
regulacdo positiva da glicolise anaerdbia. A utilizacdo de glicose para a glicolise
anaerobia é altamente ineficiente e, em conjunto com o armazenamento limitado de
glicogénio, provoca uma rapida deplecdo da glicose cerebral (64). Os astrocitos sdo 0s
principais defensores do metabolismo neuronal através da geracdo de intermediarios do
ciclo TCA pela carboxilacdo do piruvato e transferéncia de glutamina para 0s neurénios
(1,62-67). Mas mesmo que a demanda de energia no cérebro neonatal possa ser suprida
em grande parte pelo fornecimento de corpos cetdnicos, a glicose é essencial devido a sua
participacdo em uma via funcional da PPP e atividade de piruvato carboxilase.
Semelhante ao observado no cérebro adulto, os neurénios metabolizam a maior parte da
glicose ao nivel do piruvato. Durante a elevada producdo de neurotransmissores, a
atividade de piruvato carboxilase é priorizada, pois existe transferéncia substancial de
glutamina dos astrécitos para neurénios e uma baixa transferéncia de glutamato dos
neurdnios para os astrocitos (50). Por fim, o metabolismo neonatal é longe de ser idéntico
ao dos adultos e por isso hd uma grande necessidade de novas pesquisas de metabolismo

cerebral em modelos neonatais.
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2.4 Microtomografia por emissao de pdsitrons (MicroPET)

A utilizacdo de animais de pequeno porte tem um papel fundamental na
experimentacdo cientifica. Recentemente, tornou-se disponivel no Brasil uma gama de
tecnologias de imageamento pré-clinico que permitem investigar de forma néo invasiva
e in vivo ratos e camundongos. Com isso, a visualizacdo anatbmica e molecular, sem
requerer a eutanasia do roedor, permite aos pesquisadores a oportunidade de obter
quantificagcbes dindmicas em delineamentos longitudinais. Além disso, pode-se
acompanhar a origem e progressao de doencas, reduzindo drasticamente o numero de
animais utilizados e contribuindo para a fidedignidade dos dados investigados. Ao
contrario das analises que utilizam células, 6rgaos e amostras teciduais isoladas, os dados
obtidos através da imagem molecular, de maneira ndo-invasiva e em tempo real, sdo
adquiridos em condicdes fisioldgicas reais e sem alteracdo do microambiente natural
celular. Pode-se destacar uma destas tecnologias: a microtomografia por emissdo de
positrons (microPET), derivada do equipamento clinico de tomografia por emisséo de
positrons (PET) (68).

Desenvolvido pelo Dr. Simon Cherry e seus colaboradores (69), o sistema de
microPET, assim como o seu equivalente clinico, possui a capacidade de determinar a
distribuicdo espacial e temporal in vivo de compostos marcados com um dado
radionuclideo. A técnica consiste no principio de que um is6topo, produzido em um
ciclotron e ligado ao um radiofarmaco, decai com a emissdo de positrons. Ap6s uma série
de colisGes com elétrons atdmicos do tecido, este pdsitron se aniquila com um elétron,
produzindo dois fotons de alta energia que sdo emitidos em direcGes opostas. A deteccdo
coincidente destes fotons é a base para a geracdo de uma imagem por microPET (70). O
microPET é uma modalidade de imagem funcional para investigacdo de processos

bioguimicos, fisiologicos, patologicos ou farmacolégicos in vivo (Figura 3) (71,72).
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Figura 3. Representacdo esquemética para o principio do microPET. (a) O ciclotron gera
radionuclideos emissores de positrons. Estes compostos sdo geralmente isdtopos tais como oxigénio-15
(*50), nitrogénio-13 (*3N), carbono-11 (*C) e flior-18 (*®F) com tempo de meia-vida de 2, 10, 20 e 110
minutos, respectivamente. (b) Estes radionuclideos sdo incorporados em moléculas durante uma etapa de
radiosintese, gerando um “radiotragador” especifico (**F-FDG). (c) Exames de microPET s&o obtidos apds
a administracdo intravenosa ou intraperitoneal deste radiotragcador. O marcador acumula-se no tecido em
estudo e o seu radionuclideo decai através da emissdo de um pdsitron. Apos percorrer alguns poucos
milimetros, o positron colide com um elétron e libera, simultaneamente, dois raios gama (fétons) com
energia de 511 KeV em direcBes opostas. Estes fotons sdo detectados por uma cédmara PET e
simultaneamente localizados dentro de um periodo fixo de tempo por uma série de detectores opostos, que
corresponde a multiplos anéis constituidos por cristais de cintilagdo. (d) Através de um ndmero significativo
de eventos radioativos, algoritmos matematicos reconstroem tridimensionalmente uma imagem que

demonstrara a distribuicdo de moléculas emissoras de positron em determinado tecido corpora (71).

Para que um escaneamento de microPET possa ser realizado, sempre havera a
necessidade de administrar no animal um radiotracador, muitas vezes referido como
radiofarmaco. As imagens de PET obtidas sdo quantitativas e por isso sdo importantes
para estudo da pesquisa basica e clinica. A unidade quantitativa utilizada é o standardized
uptake value (SUV) (73) que define a razédo entre a concentracdo do radiofarmaco em

determinada regido para a concentracdo média no corpo (59).
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Existem varios radiofarmacos disponiveis para exames de microPET.
Atualmente, o mais usado na medicina nuclear e, possivelmente, na pesquisa bésica é a
18F-Fluordesoxiglicose (18F-FDG) (74). Este € um analogo da glicose e possui um atomo
de 18F na posicdo 2 da molécula em substituicdo ao grupo hidroxi. Uma vez injetado no
organismo, é rapidamente captado por células que utilizam grandes quantidades de
glicose e por isso é excelente para o estudo de tecidos com alta atividade metabdlica
(74,75).

O 18F-FDG é transportado para a interior das células através do facilitador do
transporte de glicose (GLUT) sendo absorvido por células que possuem alta atividade
metabdlica de glicose. No citoplasma, sofre fosforilacdo através das HK, impedindo que
seja novamente liberada. O grupo 2-hidroxila (OH) da glicose é necessario para promover
a glicolise. No caso do FDG, este grupo hidroxila esta ausente, impedindo que a molécula
seja metabolizada e permanecendo retida no interior da célula. Como resultado, oacimulo
de 18F-FDG é um indicativo preciso da metabolizacéo celular de glicose (Figura5) (75,76).
Assim, a utilizacdo desta refinada técnica computacional oferece uma oportunidade Unica
para analises metabdlicas, visto que fornecem dados globais e regionais sobre o consumo
de glicose no cérebro. Permitindo definir padrdes do metabolismo cerebral que podem
ser utilizadas para comparacdo com exames de seguimento realizados no mesmo

individuo, possibilitando avaliar a evolucdo de possiveis alteraces cerebrais.
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Figura 4. Imagens obtidas com o TriumphTM MicroPET no InsCer PUCRS. As imagens acima
indicam o metabolismo de glicose in vivo, através do 18F-FDG, no cérebro de um rato Wistar controle em

trés cortes anatdmicos (coronal, sagital e transversal) (Centro de Pesquisa Pré-Clinica do InsCer PUCRS).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar o metabolismo cerebral de glicose in vivo e a memoria espacial de

ratos adultos previamente submetidos a hipdxia-isquemia neonatal.

3.2 Objetivos especificos

— Quantificar in vivo o metabolismo cerebral de glicose em ratos adultos controle
e daqueles submetidos a hipdxia-isquemia neonatal, através do escaneamento por

microPET e do emprego do radiofarmaco ®F-FDG;

— Avaliar a capacidade de aprendizagem e memdria espacial de ratos adultos
controle e daqueles submetidos a hipoxia-isquemia neonatal, através da versdo espacial

do teste do Labirinto Aquatico de Morris;

— Correlacionar os achados do metabolismo cerebral de glicose e do desempenho

cognitivos de ratos adultos controle e daqueles submetidos a hipdxia-isquemia neonatal.



4. HIPOTESES

29

O metabolismo cerebral de glicose esta alterado em ratos adultos previamente

submetidos ao modelo de hipoxia-isquemia neonatal,

correlacionado ao desempenho cognitivo destes animais.

sendo este parametro
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5. METODOLOGIA

5.1 Animais

5.1.2 Aspectos Eticos e de Biosseguranca

Os protocolos experimentais utilizados foram submetidos para avaliagéo e
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, sob o nimero de protocolo
31939 e seguiram as normas internacionais de experimentacdo com animais de

laboratorio.

Os procedimentos realizados no presente projeto foram feitos por
experimentadores treinados no manejo dos animais, respeitando a lei no 11,794 de 8 de
outubro de 2008, diretrizes do CONCEA e os Principios Internacionais Orientadores para
a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Council for International Organizations of
Medical Sciences [CIOMS] NIH publication 85-23, 1985).

Foram utilizadas 06 ratas fémeas Wistar prenhas, com idade superior a 90 dias,
obtidas no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica da UFRGS. As fémeas
foram mantidas em caixas isoladas (a partir do 19° dia gestacional) até 0 momento do
nascimento. Ap6s o nascimento, as ninhadas foram padronizadas em até 10 ratos machos
neonatos (a adequacdo ao numero de animais € realizada no DPN1). A padronizacao e
distribuicdo dos animais nos grupos experimentais ocorreram de forma randomizada (70—
74). Os animais foram mantidos em condic¢des controladas de luz — ciclo 12/12h de claro-
escuro — e temperatura — 23°C + 1°C — e 4gua e racdo ad libitum. Apds o desmame,0s

animais foram mantidos em um méaximo de quatro animais por caixa-moradia.

Os procedimentos com material radioativo foram acompanhados pelo supervisor
de protecdo radiologica do Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul (InsCer) e

realizados por profissionais qualificados e treinados para utilizar o microPET.
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5.1.3 Delineamento experimental

Aos 7 dias de vida (DPN 7), os animais foram submetidos ao modelo de HI no
instituto de Bioguimica da UFRGS e randomizados em dois grupos experimentais: Sham
(n=11) e grupo HI (n=11). O grupo Sham foi constituido de animais controles que foram
submetidos aos mesmos procedimentos cirargicos, com excec¢do da ligadura da artéria

carétida e da exposi¢do a ambiente hipdxico.

Para os exames de imagem por microPET os animais foram transportados até o
biotério do Centro de Pesquisa Pré-Clinica do InsCer 48 h antes do dia do scan e ap6s
retornaram para o instituto de Bioquimica da UFRGS para o teste comportamental do

labirinto aquético de Morris.

Apds as andlises das imagens de microPET, os animais do grupo HI foram
subdivididos em dois grupos: HI com lesdo detectavel no microPET (HI L, n = 5),
constituido daqueles animais que apresentaram &rea cistica e de hipometabolismo

evidente na imagem, e HI sem lesdo aparente no microPET (HI SL, n= 6).
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Figura 5. Delineamento Experimental: Os animais aos 7 dias de vida (DPN7) foram submetidos ao

procedimento cirlrgico de Hipdxia isquemia (HI). O teste de imageamento foi realizado aos 60 dias de vida

do animal. Com 65 dias de vida os animais realizaram do Labirinto aquatico de Morris.

5.1.4 Modelo experimental

No presente estudo, foi utilizado o0 modelo experimental descrito por Levine e,
posteriormente, modificado por Rice e colaboradores (1981) para ratos neonatais (4,48).
Na primeira fase do estudo, os animais aos 7 dias de vida (DPN7), com peso variando de
12 a 15g, foram anestesiados com halotano através de uma mascara facial. A artéria
cardtida comum direita foi identificada através de uma incisao transversal na linha média
da face anterior do pescoco, isolando o nervo vago, e ocluindo permanentemente em dois
locais com linha cirdrgica de seda 7.0, utilizando-se do microscépio cirargico durante os
procedimentos. O procedimento cirirgico ao todo foi concluido dentro de 15 min. Depois
de suturados, os animais ficaram em observacdo sob luz aquecida até a recuperacdo da
anestesia, quando entdo foram devolvidos para recuperacdo em suas caixas moradias

juntamente com suas mées.

Ap0s o periodo de recuperacao e de alimentacdo (2-4 horas apds procedimento
cirurgico), os filhotes foram colocados dentro de uma cdmara feita de acrilico transparente
(1500 mL) e expostos a ambiente a 8 % de oxigénio - 92 % nitrogénio (White Martins®)
liberado a 5 I/min por 1hora. A cdmara permaneceu imersa parcialmente em agua morna

(36-37°C) para manter a temperatura constante dentro dos limites fisiologicos. Foi



33

colocado um medidor de oxigénio do ar conectado a cAmara para monitorar as

concentragdes no interior do recipiente (39,40,70-74).
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Figura 6. Representa¢do gréfica do protocolo de inducdo do modelo experimental de HI neonatal (82)

5.2 Escaneamento cerebral com FDG por MicroPET

Os animais foram submetidos a exames de imagem por microPET, Triumph™
microPET (LabPET-4, TriFoil Imaging, Northridge, CA, USA), no Centro de Pesquisa
Pré-Clinica do Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul, 53 dias ap6s a inducao da HI
(DPN 60) (Figura 8). Os animais foram transportados até o CPPC do InsCer 48 h antes
do dia do scan e permaneceram em jejum pré-scan de 12 a 24 horas a fim de intensificar
a captacdo cerebral de ®F-FDG. No dia do scan, os animais foram individualmente
anestesiados com uma mistura isoflurano e oxigénio (3-4% para indugdo e 2-3% de
manutencio) e 1 mCi de ®F-FDG foi administrado por via intraperitoneal. Em seguida,
os animais foram devolvidos a gaiola e permaneceram conscientes durante um periodo de
40 minutos para captacdo do radiofarmaco. Os animais permaneceram sobre uma placa
aquecida para manter a temperatura fisioldgica corporal (36°C). Apds o periodo de

captacdo, os ratos foram, individualmente, posicionados sobre a cama apropriada na
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camara de imageamento para a aquisi¢ao da imagem, que foi aquecida a fim de manter a
temperatura do animal, e permaneceram anestesiados durante todo o procedimento.
Foram realizadas aquisi¢des estaticas por 10 minutos com um campo de viséo (FOV: 3,75
cm) centrado na cabeca do rato. Ao término dos escaneamentos, o rato foi retirado do
aparelho e permaneceu dentro de sua caixa, sobre uma placa de aquecimento, atécompleta
recuperagdo. O algoritmo de reconstrucdo para o processamento das imagens de
microPET foi MLEM-3D e a captacdo de FDG cerebral foi quantificada através do
software PMOD v3.5 e Fusion Toolbox (PMOD Technologies, Zurich, Suica) (86).

Triumph

Figura 7. MicroPET do Centro de Pesquisa Pré-Clinica do Instituto do Cérebro (InsCer) - PUCRS.
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5.3 Labirinto Aquatico de Morris

Para avaliar a memoria espacial dos animais, foi utilizado a versdo espacial do
labirinto aquatico de Morris (LAM), que consiste de um tanque circular, de 200 cm de
didmetro e 40 cm de profundidade, virtualmente divido em 4 quadrantes, com &gua a uma
altura de 25 cm mantida a temperatura de £ 23°C. O tanque fica situado em uma sala
contendo pistas visuais nas paredes que o cercam. Em um dos quadrantes uma plataforma
de 10 cm de diametro fica posicionada submersa a 2 cm abaixo da superficie da agua,
invisivel ao animal. Nos 4 quadrantes existe um ponto de partida designados como N
(norte), S (sul), L (leste) e O (oeste). O LAM é dividido em duas fases: treino e teste.

Na fase de treino, durante 5 dias consecutivos 0s animais séo treinados a achar a
plataforma. Cada rato € solto no tanque uma vez a partir de cada um dos 4 pontos de
partida situado nos quadrantes. Deixa-se o animal nadar livremente até achar a plataforma
por no maximo 60 segundos, para cada trial o tempo de laténcia até o animal encontrar a
plataforma é cronometrado. A plataforma permanece no mesmo local durante todo o
periodo de treino. Vinte e quatro horas apés o Gltimo dia de treino, na fase de teste, foi
realizado o teste de retencdo de memdria. A plataforma é retirada e os animais sao
deixados para nadar livremente por 60 segundos partindo de um nico ponto (Oeste), mais
uma vez o tempo até o animal encontrar a plataforma é cronometrado. Os animais foram
filmados e os dados registrados pelo software ANY-MAZE. A curva de aprendizado ao
longo dos dias de treinamento e o tempo de laténcia para encontrar a plataforma no dia

do teste foram os parametros avaliados (83).
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Treino Teste

4 trials/dia 1 trial

Figura 8. Teste para avaliacdo de memdria espacial. Representacdo gréfica do protocolo para a avaliagdo
de memdria espacial no Labirinto aquatico de Morris (85).

5.4 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do software PrismGraph 6.0
(Graph-Pad Software, San Diego, CA). Os dados foram expressos em média e erro padrédo
para variaveis de distribuicdo normal, e para todas as variaveis foi considerado um nivel

de significancia p< 0,05.

A ANOVA de uma via ou teste t de Student foram aplicados para analise dos
resultados obtidos nos exames de imageamento por microPET. Para andlise da curva de
aprendizagem do LAM foi utilizado ANOVA de duas vias seguidas do post-hoc de
Bonferroni e para a laténcia ANOVA de uma via. Para analise de correlacdo foi utilizado

o teste de correlacdo de Pearson (r).
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6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que ha uma alteragdo no metabolismo de glicose
em ratos adultos previamente submetidos & HI neonatal, apresentando é&rea
hipometabolica detectavel no exame de microPET-FDG. Foi demonstrado também uma
correlacdo entre o hipometabolismo cerebral e déficits na memoria espacial de ratos
adultos hipoxico-isquémicos.

No entanto, alguns animais hipdxico-isquémicos ndo desenvolveram area “lesional”
de hipometabolismo evidente e alteragdo deste pardmetro na imagem funcional o que
demonstra a neuroplasticidade do encéfalo imaturo.
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Resumo:

A hipdxia-isquemia (HI) neonatal € uma causa importante de mortalidade e
morbidade na infancia, causa severas sequelas e faz parte da etiologia de diversas doencas
neuroldgicas. Em decorréncia da significancia clinica e do impacto socioeconémico
gerado por esta patologia, novas estratégias vém sendo estudadas. Os fatores que
culminam na diferenca de resposta a lesdo hipoxico-isquémica ainda ndo foram
elucidadas. No entanto, as diferencas no metabolismo encefalico de glicose parecem estar
entre os fatores que mais contribuem para a diferenca de severidade da lesdo. Por isso 0s
sistemas de imagem ndo-invasivo, em conjunto com testes cognitivos podem contribuir
com a elucidacdo dessas lesbes. O PET é uma importante ferramenta para o
monitoramento in vivo por imagem molecular. Este estudo propde a aplicacdo dessa
tecnologia para verificar in vivo a detectabilidade da lesdo cerebral em ratos adultos
previamente submetidos ao modelo de HI neonatal, através do escaneamento de
microPET e correlacionar os desfechos de imagem funcional com os parametros de
memoria espacial. Foram utilizados um total de 22 ratos Wistar machos com 7 dias de
vida. No DPN60 os animais foram submetidos ao escaneamento por microPET-FDG
posteriormente foram avaliados quanto a memoria espacial através do teste do Labirinto
Aquatico de Morris. Ap6s 0 escaneamento por microPET — FDG os animais do grupo HI
foram separados entre animais com lesdo e sem lesdo. Os animais com lesdo apresentaram
um hipometabolismo cerebral de glicose em relacdo ao grupo controle. O
hipometabolismo cerebral ficou restrito ao hemisfério direito do grupo HI com lesdo
quando comparado aos hemisférios cerebrais dos animais dos grupos Sham. Observamos
um hipometabolismo cerebral significativo no hemisférico ipsilateral a oclusdo carotidea
nos animais adultos HI que apresentavam area supostamente lesional detectavel na
imagem funcional. Por fim, foi analisado se o metabolismo de glicose cerebral teve
influéncia em relacdo a capacidade de aprendizado, através do teste de correlacdo de
Pearson. Além disso, observamos que existe uma correlagdo inversamente proporcional
entre a alteracdo do metabolismo cerebral e o déficit na memoria espacial de ratos adultos

previamente submetidos ao modelo de HI neonatal.

Palavras-chave: hipdxia-isquemia neonatal (HI); neurodesenvolvimento; metabolismo
encefalico; microPET-FDG



48

Abstract:

Perinatal hypoxia-ischemia (HI) is an important cause of mortality and morbidity
in childhood, it causes severe sequelae and is part of the etiology of several neurological
diseases. Due to the clinical significance and socioeconomic impact generated by this
pathology, new strategies have been studied. The factors that culminate in the difference
in response to hypoxic-ischemic injury have not yet been elucidated. However,
differences in brain glucose metabolism seem to be among the factors that most contribute
to the difference in injury severity. Therefore, non-invasive imaging systems, together
with cognitive tests can contribute to the elucidation of these lesions. PET is an important
tool for in vivo monitoring by molecular imaging. This study proposes the application of
this technology to verify in vivo the detectability of brain damage in adult rats previously
submitted to the neonatal HI model, through microPET scanning and to correlate the
functional image outcomes with the parameters of spatial memory. A total of 22 7-day-
old male Wistar rats were used. At DPN60, the animals were scanned by microPET-FDG
and subsequently evaluated for spatial memory using the Morris Aquatic Maze test. After
scanning by microPET — FDG, the animals in the HI group were separated into animals
with and without injury. The injured animals showed a cerebral hypometabolism of
glucose in relation to the control group. Cerebral hypometabolism was restricted to the
right hemisphere of the injured HI group when compared to the cerebral hemispheres of
the animals in the Sham groups. We observed a significant cerebral hypometabolism in
the hemisphere ipsilateral to the carotid occlusion in adult HI animals that presented a
supposedly lesional area detectable in the functional image. Finally, it was analyzed
whether the cerebral glucose metabolism had an influence in relation to the learning
capacity, through the Pearson correlation test. Furthermore, we observed that there is an
inversely proportional correlation between the alteration in brain metabolism and the

deficit in spatial memory in adult rats previously submitted to the neonatal HI model.

Keywords: neonatal-hypoxia ischemia (HI); neurodevelopment; brain metabolism;

mitochondrial function.
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Introducéo

A hipoxia isquemia neonatal (HI) é um evento nocivo ao sistema nervoso central
(SNC) normalmente provocado por asfixia intra-uterina grave ap6s uma reducao aguda
no fluxo uterino ou umbilical. (1). Esta condicéo pode levar a 6bito ou a variados graus
de les&o cerebral que vdo desde comprometimentos leves (perda de tonus muscular) a
danos cognitivos severos, tais como paralisia cerebral, epilepsia e retardo mental (2).
Estima-se que esta condi¢do ocorra em 1-6/1000 nascidos vivos, e incidéncia até 10 vezes
maior nos paises em desenvolvimento, onde 15 a 20% dos recém-nascidos afetados

morrem no periodo pos-natal e 25% apresentardo déficits neurologicos (3,4).

Tendo em vista a grande variabilidade de graus da lesdo hipoxico-isquémica
neonatal, a neurplasticidade parece atuar na recuperacdo espontanea parcial e, muitas
vezes, quase total do cérebro do recém-nascido (5-7) No entanto, para as lesdes mais
graves, ainda ndo existe uma alternativa terapéutica capaz de impedir efetivamente a
progressao da lesdo hipoxico isquémica e amenizar as sequelas em longo prazo. Apesar
de amplamente utilizado na investigacdo de alternativas de tratamento, 0 modelo de HI
em ratos neonatos ainda mostra desfechos variados quanto aos déficits motores e
cognitivos (8-12), que estdo associados a variacao da lesdo cerebral inerente ao modelo,
semelhante ao contexto clinico. Assim, estudos que busquem ferramentas que

aperfeicoem metodologias e intervencgdes sao vistos com muito interesse.

No cérebro adulto, a glicose € a principal fonte energética, ja para o cérebro
neonatal é possivel utilizar corpos cetbnicos e lactato além de glicose (13-16). Os corpos
cetbnicos e o lactato sdo capturados sobre o BBB através dos transportadores de
monocarboxilato (MCTs). Enquanto MCT1 é encontrado tanto na glia como nos
neurdnios em um cérebro imaturo, a expressdo do MCT2 é primariamente neuronal (73-
74). Os niveis de GLUT1 e GLUTS3 séo baixos no nascimento em relagcdo ao cérebro
adulto, e aumentam gradualmente para atingir os niveis de adultos em 30 dias no caso de
GLUT1 e em 21-30 dias no caso de GLUTS3. Isto significa que o metabolismo cerebral da
glicose pode ser limitado pela capacidade de transporte nesta fase de desenvolvimento
(17). Assim, o SNC neonatal possui uma regulacdo do fluxo sanguineo independente,
devido ao mecanismo de auto regulacdo (18), e uma atividade relativamente elevada com
altas exigéncias de oxigénio e glicose que é metabolizado principalmente pela

fosforilacdo oxidativa (19,20)
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O microPET, microtomografia por emissdo de pdsitrons, assim como 0 seu
equivalente clinico, é uma modalidade de imagem funcional para investigacdo de
processos bioquimicos, fisiologicos, patoldgicos ou farmacoldgicos in vivo (21,22). O
sistema possui a capacidade de determinar a distribuicdo espacial e temporal in vivo de
compostos marcados com um dado radionucleotideo, de forma n&o invasiva. (23). O 8F-
Fluordesoxiglicose (*¥F-FDG) é um analogo da glicose e o radiofarmaco mais utilizado
na medicina nuclear atualmente (24). Quando injetado no organismo, é rapidamente
captado por células que utilizam grandes quantidades de glicose e por isso é excelente

para investigacdo de tecidos com alta atividade metabdlica (24,25).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi caracterizar funcionalmente a lesédo
cerebral de ratos adultos previamente submetidos ao modelo de HI neonatal, através da
analise in vivo do metabolismo cerebral de glicose por microPET-FDG, e correlacionar

estes achados com parametros de memoria espacial.

Materiais e Métodos
Aspectos éticos
Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica

em Pesquisa da UFRGS (31939) e seguiram as normas internacionais de experimentacao

com animais de laboratorio.
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Animais

Um total de 22 ratos Wistar machos foi utilizado para este estudo. Os animais
foram mantidos em condicGes controladas de luz ciclo 12/12h de claro-escuro e
temperatura — 23°C £ 1°C — e agua e racao ad libitum. Apds o desmame aos 21 dias de

vida, os animais foram mantidos em um méaximo de quatro animais por caixa-moradia.

Modelo experimental em Hipoxia Isquemia Neonatal

Para a inducdo do modelo de hipdxia-isquemia utilizamos o modelo de Levine e
colaboradores, adaptado para ratos neonatos. Ratos Wistar machos com 7 dias de vida
(DPNY7), foram profundamente anestesiados com mistura de halotano e oxigénio (30x70)
através de uma méscara facial. A artéria carétida comum direita foi identificada através
de uma incisdo transversal na linha média da face anterior do pescogo e ocluida
permanentemente em dois locais com linha cirtrgica de seda 7.0. Apds a recuperacdo
total da cirurgia, os neonatos foram colocados dentro de uma camara de acrilico
transparente (1500 mL) e expostos a ambiente a 8% de oxigénio e de 92% nitrogénio
(White Martins®) liberado a 5 I/min, monitorado por um oximetro. A cAmara permaneceu
parcialmente imersa em agua morna (36-37°C) para manter a temperatura constante
dentro dos limites fisioldgicos, e os animais foram mantidos no ambiente hipdxico por 1
hora. (23,24,26,27). Ap0s, retornaram para suas maes para recuperacgdo total. Animais do
grupo Sham foram anestesiados e a car6tida foi exposta, mas ndo foram submetidos a

oclusdo da artéria nem expostos ao ambiente hipdxico.
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Escaneamento cerebral com FDG por MicroPET

No DPNG60, 53 dias apds a inducéo de HI neonatal, os animais foram submetidos
a exames de imagem por microPET, Triumph™ microPET (LabPET-4, TriFoil Imaging,
Northridge, CA, USA), no Centro de Pesquisa Pré-Clinica do Instituto do Cérebro do Rio
Grande do Sul, 53 dias ap6s a inducdo da HI (DPN 60) (Figura 8). Os animais foram
transportados até o CPPC do InsCer 48 h antes do dia do scan e permaneceram em jejum
pré-scan de 12 a 24 horas a fim de intensificar a captacéo cerebral de ®F-FDG. No dia do
scan, os animais foram individualmente anestesiados com uma mistura isoflurano e
oxigénio (3-4% para inducdo e 2-3% de manutencio) e 1 mCi de F-FDG foi
administrado por via intraperitoneal. Em seguida, os animais foram devolvidos a gaiola e
permaneceram conscientes durante um periodo de 40 minutos para captagdo do
radiofarmaco. Os animais permaneceram sobre uma placa aquecida para manter a
temperatura fisiologica corporal (36°C). Apds o periodo de captacdo, os ratos foram,
individualmente, posicionados sobre a cama apropriada na cdmara de imageamento para
a aquisicdo da imagem, que foi aquecida a fim de manter a temperatura do animal, e
permaneceram anestesiados durante todo o procedimento. Foram realizadas aquisicdes
estaticas por 10 minutos com um campo de visdo (FOV: 3,75 cm) centrado na cabeca do
rato. Ao término dos escaneamentos, o rato foi retirado do aparelho e permaneceu dentro
de sua caixa, sobre uma placa de aquecimento, até completa recuperacao. O algoritmo de
reconstrucdo para o processamento das imagens de microPET foi MLEM-3D e a captacédo
de FDG cerebral foi quantificada através do software PMOD v3.5 e Fusion Toolbox
(PMOD Technologies, Zurich, Suica) (28).
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Labirinto Aquatico de Morris

A versdo espacial do labirinto aquéatico de Morris consiste de um tanque circular
(200 cm de diametro e 40 cm de profundidade), virtualmente divido em 4 quadrantes,
com agua a uma altura de 25 cm e temperatura de £+ 23°C. O tanque fica situado em uma
sala com pistas visuais nas paredes, e em um dos quadrantes encontra-se uma plataforma
de 10 cm de didmetro submersa a 2 cm abaixo. Durante 5 dias consecutivos 0s animais
foram treinados a achar a plataforma saindo de 4 pontos de partida diferente situado em
cada um dos quadrantes, com duracdo maxima de 60 segundos ou até o animal achar a
plataforma. A plataforma permanece no mesmo local durante todo o periodo de treino.
Vinte e quatro horas ap6s o Ultimo dia de treino foi realizado o teste de retengdo de
memoria, a plataforma foi retirada e os animais foram deixados para nadar livremente por
60 segundos partindo de um unico ponto. A curva de aprendizado ao longo dos dias de
treinamento e o tempo de laténcia para encontrar a plataforma no dia do teste foram os

parametros avaliados (29,30).

Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas atraves do software PrismGraph 6.0
(Graph-Pad Software, San Diego, CA). Os dados foram expressos em média e erro padrao
para variaveis de distribuicdo normal, e para todas as varidveis foi considerado um nivel
de significancia p< 0,05. A ANOVA de uma via seguida do post-hoc de Bonferroni ou
teste t de Student foram aplicados para analise dos resultados obtidos nos exames de
imageamento por microPET. Para analise da curva de aprendizagem do LAM foi utilizado
ANOVA de duas vias e para a laténcia ANOVA de uma via ambas seguidas dopost-hoc

de Bonferroni. Para analise de correlagdo foi utilizado o teste de correlagdo de Pearson

(r).
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Resultados

Metabolismo cerebral de glicose esta alterado em ratos adultos hipdxico-
isquémicos gque apresentaram area hipometabolica supostamente lesional no exame de

imagem molecular

Os animais foram submetidos ao exame de imagem por microPET no DPNG0,
53 dias apds a inducdo do modelo de hipdxia-isqguemia. Neste periodo ndo houve
diferencas significativas no metabolismo cerebral de glicose entre os animais do grupo
Sham e do HI (Fig. 1A e B). No entanto, quando os animais do grupo HI foram separados
entre 0s animais com area hipometabolica supostamente lesional no hemisfério cerebral
direito (HI L, n=5) e animais sem area hipometabdlica supostamente lesional (HI SL, n=
6), o grupo HI L apresentou um hipometabolismo cerebral estatisticamente significativo
em relacdo ao grupo HI SL (*p<0,05; Fig. 1C). Optou-se por utilizar o termo “area
hipometabolica supostamente lesional”, uma vez que nao ha confirmagdo definitiva da
presenca de lesdo cerebral ou cisto porencefalico através de técnicas histoldgicas
(contagem de neurdnios e/ou volumetria hemisférica cerebral). Quando os hemisférios
cerebrais foram analisados separadamente, o hipometabolismo cerebral ficou restrito ao
hemisfério direito do grupo HI L quando comparado aos hemisférios cerebrais dos
animais dos grupos Sham (“p<0,01 vs. Sham wg; *#p<0,01 vs. Sham wp; Fig. D) e HI SL
(%%p<0,01 vs. HI SL wp; **p<0,01 vs. HI SL wg; Fig D). Apesar de ndo significativo, o
metabolismo cerebral do hemisfério esquerdo dos animais HI L, contralateral a oclusdo
da cardtida, apresentou uma tendéncia para hipometabolismo. Néo houve diferencas de
metabolismo cerebral entre os hemisférios direito e esquerdo do grupo HI L. A Figura 1F
apresenta cortes coronais do encéfalo de animais representantes dos grupos
experimentais, onde observam-se os diferentes graus de alteragdo metabdlica por imagem
funcional: (a) corte coronal do cérebro de rato do grupo Sham mostrando um metabolismo
cerebral normal; (b) animal do grupo HI SL, apesar de ter sido submetido ao modelo de
HI neonatal, ndo desenvolveu uma lesdo aparente no microPET; (c) animal do grupo HI

L, desenvolveu uma lesdo de grau leve; (d) animal do grupo HI L, desenvolveu uma lesdo
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de grau moderado-severo e (e) animal do grupo HI L que desenvolveu uma lesdo de grau

muito severo.
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Figura 1. Metabolismo cerebral de glicose no modelo de HI. A) Gréfico referente & comparagdo do
metabolismo cerebral dos grupos Sham e HI, ndo houve diferenca; B) Gréfico referente & comparacdo do
metabolismo dos hemisférios cerebrais dos grupos Sham e HI, ndo houve diferenga; C) Grafico referente a
comparagdo do metabolismo cerebral entre os grupos Sham, HI SL e HI L, grupo HI L apresenta um
metabolismo cerebral diminuido em relacdo ao HI SL, *p<0,05; D) Grafico referente a comparacéo do
metabolismo dos hemisférios cerebrais dos grupos Sham, HI SL e HI L. Grupo HI L apresenta um
metabolismo diminuido no hemisfério cerebral direito em comparagdo aos grupos Sham (*“p<0,01 vs. Sham
rp; #p<0,01 vs. Sham we); Fig. D) e HI SL (%¥p<0,01 vs. HI SLyp; **p<0,01 vs. HI SLyg); e F) cortes
coronais do cérebro de rato (a) do grupo Sham, mostrando um metabolismo cerebral normal; (b) animal do
grupo HI SL, apesar de ter sido submetido ao modelo de HI neonatal, ndo desenvolveu uma &rea
hipometabdlica supostamente lesional no microPET; (c) animal do grupo HI L, desenvolveu uma area
hipometabdlica supostamente lesional de grau leve; (d) animal do grupo HI L, desenvolveu uma area
hipometabdlica supostamente lesional de grau moderado-severo e (e) animal do grupo HI L que

desenvolveu uma area hipometabolica supostamente lesional de grau muito severo.
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Além disso, o metabolismo cerebral de glicose foi quantificado em 31 regides
cerebrais separadamente, dividas em hemisfério esquerdo (HE) e direito (HD). Quando
avaliamos o grupo HI vs. Grupo Sham, o grupo HI apresentou um hipometabolismo
cerebral no hemisfério direito nas seguintes regides: cortex entorrinal (*p< 0,05 Sham Hp
vs. HI wp), cortex parietal (*p< 0,05 Sham wp vs. HI wp e # p< 0,05 Sham ne vs. HI 1p) e
cortex visual (*p< 0,05 Sham wp vs. HI wp e # p< 0,05 Sham we vs. HI wp) (Fig.
complementar 1). Quando a captacdo de glicose é avaliada nos grupos HI SL e HI L
separadamente, esta diferenca fica mais uma vez restrita ao hemisfério direito dos animais
com lesdo para a grande maioria das regides avaliadas, tais como amigdala, cortex
entorrinal, cortex parietal, cortex somatosenssorial, cortex visual, tdlamo, hipocampo,
entre outras. Em contrapartida, regies como hipotalamo ndo tiveram seu metabolismo

cerebral comprometido (Fig. complementar 2).

Ratos adultos submetidos ao modelo de HI neonatal, mas que né&o
desenvolveram area hipometabdlica supostamente lesional, tiveram a capacidade de

aprendizado preservada

No DPN 65, os animais do foram testados quando a capacidade de memoria e
aprendizado na versao espacial do labirinto aquéatico de Morris (LAM). Durante 5 dias
consecutivos, os animais foram treinados nesta tarefa e, na andlise da curva de
aprendizagem, pode-se observar que os animais do grupo Sham e HI SL apresentaram um
melhor desempenho do que o grupo HI L (dia 3, "p< 0,05; dia 4, “"p< 0,01; dia 5, “p<0,05;
Fig. 2). Ndo foram identificadas diferencas significativas entre os animais Sham e HI. Tal
evidéncia sugere que o desenvolvimento de uma area hipometabdlica supostamente
lesional no hemisfério ipsilateral & oclusdo carotidea contribui para um déficit de

aprendizagem no LAM.
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Figura 2. Curva de aprendizado LAM. Gréfico referente & curva de aprendizagem ao longo dos dias de
treino no LAM. Valores em segundos representados em média + erro padrdo. Dia 3 *p< 0,05, dia 4 **p<
0,01 e dia 5 *p< 0,05 Sham vs. HI L. Ndo houve diferencas entre os grupos Sham vs. HI SL e HI SL vs. HI

L.

Quando a retencao da memoria espacial, os animais foram testados 24 horas ap0s

0 Ultimo dia de treino. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas

entre os trés grupos experimentais (Fig. 3).
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Figura 3. Laténcia de escape. Gréfico referente a laténcia de escape até o local da plataforma testada 24h

apos o treino. N&do houve diferencas entre os grupos avaliados.

Correlagéo entre o metabolismo de glicose cerebral e na capacidade de

aprendizado no LAM
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Para avaliar se as alteracbes no metabolismo de glicose cerebral estdo
relacionadas a capacidade prejudicada de aprendizado dos animais no LAM, foi aplicado
0 teste de correlagcdo de Pearson. Ao se testar a correlacdo entre a laténcia de escape do
dia 4 do LAM — dia em que houve maior diferenca entre o grupo Shameo HI L —e o
indice de metabolismo de glicose no hemisfério cerebral direito, verificou-se uma
correlagédo negativa significativa (Pearson r = -0,4596 e p = 0,0314). Assim, quanto menor
a captacdo de FDG pelo hemisfério cerebral direito, maior é a laténcia de escape até a

plataforma o LAM (Figura 4).
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Figura 4. Correlacéo entre o metabolismo de glicose no hemisfério cerebral direito e a laténcia de
escape do LAM. Representacdo gréafica do teste do coeficiente de correlacdo de Pearson entre o
metabolismo de glicose do hemisfério cerebral direito dos grupos experimentais e a laténcia de escape do
dia 4 do treino no LAM. Existe uma correlagdo negativa entre as vaiaveis onde r = -0,4596 e *p<0,05.
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Discussao

Este € o primeiro estudo que faz uma correlagdo entre déficit cognitivo e o
metabolismo de glicose cerebral in vivo na HI neonatal, através do imageamento por
microPET e o radiofarmaco FDG. A grande demanda metabolica cerebral de glicose faz
com que a utilizacéo do radiofarmaco FDG, na imagem molecular para o rastreamento de
neuropatologias, seja uma ferramenta muito interessante.

Neste estudo, 45% dos ratos que foram submetidos ao modelo de HI neonatal
apresentaram uma “area hipometabolica supostamente lesional” detectavel no exame de
imagem por microPET-FDG. Os animais do grupo HI L demonstraram um
hipometabolismo cerebral de glicose estatisticamente significativo quando comparado
aos outros grupos experimentais. Os outros 55% dos animais HI (HI SL, n = 6), ndo
tiveram um comprometimento do metabolismo cerebral, ou seja ndo apresentaram ““area
hipometabdlica supostamente lesional”. Optou-se por utilizar o termo “area
hipometabdlica supostamente lesional”, uma vez que ndo hé confirmagdo definitiva da
presenca de lesdo cerebral ou cisto porencefalico através de técnicas histoldgicas
(contagem de neur6nios e/ou volumetria hemisférica cerebral). Se analisarmos mais
cuidadosamente, ao separarmos 0 metabolismo de glicose entre os hemisférios cerebrais,
o hipometabolismo do grupo HI L fica restrito ao hemisfério direito, ou seja, limita-se ao
hemisfério que recebeu o insulto hipéxico-isquémico. Em contrapartida, o hemisfério
contralateral a oclusao carotidea dos animais HI L também apresentou uma tendéncia ao
hipometabolismo. Demonstrando assim que ratos adultos submetidos ao modelo de HI
neonatal, mas que ndo desenvolveram area hipometabdlica supostamente lesional,
tiveram a capacidade de aprendizado preservada.

Neste estudo, demonstramos também que os animais do grupo HI L tém sua
capacidade de aprendizado prejudicada quanto a memdria espacial. Assim, como em
estudos prévios, o déficit de memdria espacial e aversiva, por exemplo, persistem até a
vida adulta de ratos submetidos ao modelo de HI neonatal, o que também € visto na clinica
dependente do grau de leséo cerebral (8-10,31,32). Ja o grupo HI SL néo apresentou
déficits cognitivos, possivelmente devido ao tamanho amostral ser baixo frente a
variabilidade do modelo.

Na HI neonatal, a falta de oxigénio reduz a fosforilacdo oxidativa e a atividade
do ciclo TCA nas mitocondrias. Assim, a glicélise anaerdbia torna-se a principal fonte de

energia. A demanda energética e suprida pela degradacdo do glicogénio nos astrocitos e



60

por uma regulacao positiva da glicolise anaerdbia. A utilizacdo de glicose para a glicolise
anaerdbia é altamente ineficiente e, em conjunto com o armazenamento limitado de
glicogénio, provoca uma répida deplecéo da glicose cerebral (14). O SNC neonatal possui
uma regulacao do fluxo sanguineo independente, devido ao mecanismo de auto regulacéo
(18), e uma atividade relativamente elevada com altas exigéncias de oxigénio e glicose
que é metabolizado principalmente pela fosforilacdo oxidativa (19,20).

A plasticidade cerebral é uma propriedade intrinseca do SNC, sendo uma
resposta adaptativa frente aos insultos ambientais. A sua dindmica é inversamente
proporcional a idade do individuo, onde quanto mais jovem maior é a neuroplasticidade
observada (5-7,44,45). Jung e colaboradores demonstraram, por ressonancia magnética
funcional, que a plasticidade do cérebro em desenvolvimento pos-HI neonatal faz com
que as funcdes antes executadas pelo hemisfério lesionado sejam transferidas para o
hemisfério contralateral através de reorganizacdo de redes neurais, promovendo a
recuperacdo espontanea dos animais acometidos (44). Possivelmente, o fato dos animais
submetidos ao modelo de HI neonatal, que ndo apresentam lesdes cerebrais graves, ndo
sofrerem alteracbes do metabolismo cerebral esteja relacionado a um processo de
compensacao executado pela plasticidade do hemisfério contralateral.

Na clinica, a presenca, severidade e distribuicdo das lesdes neuropatoldgicas
resultantes da hipdxia isquemia dependem de diversos fatores, incluindo a natureza e a
duracdo do insulto, a idade gestacional do feto ou do recém-nascido, entre outros (33—
40). Da mesma forma, a variabilidade dos graus de lesdes cerebrais também é reproduzida
no modelo experimental de HI, o que acarreta em discrepancias entre os estudos pré-
clinicos, tais como presenca ou auséncia de déficit motor e cognitivo (8,41,42). Em
estudos clinicos ja foi demonstrado que o exame de imagem por PET poderia fornecer
dados fisiopatologicos de eventos hipdxico-isquémicos em recém-nascidos mais
precocemente do que técnicas de imagem morfoldgicas convencionais
(33,35,36,38,39,43). Assim, ferramentas como microPET poderiam fornecer o
rastreamento in vivo da lesdo hipdxico-isquémica, em contexto pré-clinicos, a fim de
separar os diferentes graus de lesdo cerebral e otimizar a utilizagdo do modelo para o
melhor entendimento da fisiopatologia ou a busca de alternativas terapéuticas.

Em estudo prévio de nosso grupo de pesquisa, demonstramos uma correlacdo
entre a perda de tecido cerebral e déficits de aprendizagem e memoria espacial no modelo
de HI neonatal (11,12,31). Da mesma forma, no presente estudo encontramos uma

correlacdo entre déficit de aprendizagem e a diminuicdo do metabolismo cerebral. Esses
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estudos corroboram com nossos achados da importancia da integridade do metabolismo
cerebral de glicose para a manutencdo da memoria e cognicao apds o insulto cerebral no
periodo neonatal.

Desta forma, demostramos um possivel biomarcador para o progndstico de
comprometimento cognitivo na HI neonatal, a partir dos dados de correlacdo entre o
indice de metabolismo de cerebral de FDG e déficits de memoria espacial observados na
fase adulta. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios a fim de aumentar o tamanho
amostral dos grupos HI estratificados e elucidar se estas alteracbes podem ser
identificadas nas fases iniciais do neurodesenvolvimento. Além disso, é primordial uma
avaliacdo histoldgica dos encéfalos destes animais a fim de caracterizar anatomicamente
as lesbes cerebrais e correlaciona-las com os dados funcionais. Sabe-se que um
hipometabolismo cerebral ndo corresponde necessariamente a lesdo tecidual, podendo
limitar-se apenas a uma disfuncéo com repercussdo cognitiva. Somente assim, poderemos
afirmar que as ‘“areas de hipometabolismo supostamente lesional/disfuncional” do
hemisfério direito correspondem as lesGes histoldgicas do cérebro de ratos adultos

hipdxico-isquémicos.
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Figura complementar 1. Analise do metabolismo de glicose nas diferentes regides cerebrais analisadas por microPET. O grupo HI apresentou um hipometabolismo cerebral no
hemisfério direito nas seguintes regides: cdrtex entorrinal (*p< 0,05 Sham - HD vs. HI - HD), cortex parietal (*p< 0,05 Sham - HD vs. HI - HD e # p< 0,05 Sham - HE vs. HI - HD) e

cortex visual (*p< 0,05 Sham - HD vs. HI - HD e # p< 0,05 Sham - HE vs. HI - HD).
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Figura complementar 1. Andlise do metabolismo de glicose nas diferentes regides cerebrais analisadas por microPET. O grupo HI apresentou um hipometabolismo cerebral no
hemisfério direito nas seguintes regides: cortex entorrinal (*p< 0,05 Sham - HD vs. HI - HD), cortex parietal (*p< 0,05 Sham - HD vs. HI - HD e # p< 0,05 Sham - HE vs. HI - HD) e
cértex visual (*p< 0,05 Sham - HD vs. HI - HD e # p< 0,05 Sham - HE vs. HI - HD).
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Figura complementar 2. . Anélise do metabolismo de glicose nas diferentes regiGes cerebrais por microPET entre os grupos Sham, HI SL e HI L. O grupo HI L apresentou um
hipometabolismo cerebral no hemisfério direito na maioria das regides cerebrais analisadas: ndcleo accubens (HI SLue vs. HI Lup, +p< 0,05), amigdala (Shamup vs HI Lyp, ***p<
0,001; Shamye vs. HI Lup, ###p< 0,001; HI SLup vs. HI Lup, +++p< 0,001; HI SLye vs. HI Lup, 888p< 0,001; HI Lye vs. HI Lup, $p< 0,05), caudado putamem (Shamup vs HI Lup,
***p< 0,001; Shamue vs. HI Lyp, ###p< 0,001; HI SLyp vs. HI Lyp, +++p< 0,001; HI SLye vs. HI Lyp, 888p< 0,001 e HI Lue vs. HI Lup, $p< 0,05), cortex auditério (Shampp vs HI
Lup, **p< 0,01; Shamue vs. HI Lup, ##p< 0,01; HI SLup vs. HI Lup, ++p< 0,01 e HI SLyevs. HI Lup, 88p< 0,01), cértex cingulado (Shamup vs HI Lyp, *p< 0,05; HI SLup vs. HI Lip,
++p< 0,01 e HI SLne vs. HI Lup, 88p< 0,01), cértex entorrinal (Shamup vs HI Lup, ***p< 0,001; Shampe vs. HI Lup, ###p< 0,001; HI SLup vs. HI Lyp, +++p< 0,001 e HI SLye vs. HI
Lup, 888p< 0,001), cortex insular (Shamup vs HI Lyp, ***p< 0,001; Shamue vs. HI Lup, ###p< 0,001; HI SLyp vs. HI Lyp, +++p< 0,001 e HI SLue vs. HI Lup, §88p< 0,001), cortex
motor (Shampup vs HI Lyp, *p< 0,05; HI SLip vs. HI Lyp, +p< 0,05 e HI SLye vs. HI Lyp, 8p< 0,05), cortex parietal (Shampp vs HI Lyp, ***p< 0,001; Shamue vs. HI Lup, ###p< 0,001;
HI SLup vs. HI Lyp, +++p< 0,001, HI SLue vs. HI Lup, §88p< 0,001 e HI Ly vs. HI Lup, $$$p< 0,05), cortex retrosplenal (Shamup vs HI Lip, *p< 0,05; Shamue vs. HI Lyp, #p< 0,05;
HI SLup vs. HI Lup, +p< 0,05 e HI SLne vs. HI Lyp, 88p< 0,01), cdrtex somatosenssorial (Shampup vs HI Lip, ***p< 0,001; Shampe vs. HI Lup, ###p< 0,001; HI SLup vs. HI Lup,
+++p< 0,001, HI SLyevs. HI Lyp, 888p< 0,001 e HI Lyevs. HI Lup, $$p< 0,01), cortex visual (Shampp vs HI Lup, ***p< 0,001; Shamue vs. HI Lyp, ###p< 0,001; HI SLnp vs. HI Lip,
+++p< 0,001, HI SLnevs. HI Liup, 888p< 0,001 e HI Luevs. HI Lyp, $3$p< 0,001), hipocampo (Shamup vs HI Lyp, ***p< 0,001; Shamue vs. HI Lyp, ###p< 0,001; HI SLup vs. HI Lip,
+++p< 0,001, HI SLne vs. HI Lup, 888p< 0,001 e HI Lue vs. HI Lup, $3p< 0,01), coliculo superior (HI SLup vs. HI Lup, +p< 0,05), tAlamo (Shamup vs HI Lup, **p< 0,01; Shampe vs.
HI Lup, ##p< 0,01; HI SLip vs. HI Lyp, +++p< 0,001 e HI SLye vs. HI Liup, §88p< 0,001), septo (Sham vs. HI L, *p< 0,05) e medula (Sham vs. HI L, **p< 0,01).



