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PARTE III:

Discussao Geral: contém a interpretacao dos resultados obtidos nos Capitulos 1 e 2,
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Resumo

A hipodxia-isquemia (HI) neonatal moderada a grave afeta 1-3 a cada 1.000 nascidos a
termo e continua sendo uma causa significativa de deficiéncia do neurodesenvolvimento
de longo prazo. A morbidade neurologica nos sobreviventes envolve dificuldades de
aprendizado, epilepsia e paralisia cerebral. O uso de hipotermia ¢ a Uinica terapia utilizada
na clinica, no entanto, o tratamento deve ser iniciado dentro de uma janela terapéutica de
6h apés o evento hipoxico-isquémico. Os efeitos neuroprotetores da hipotermia
terapéutica experimental iniciada em momentos distintos apds a HI, bem como a provavel
influéncia do dimorfismo sexual sobre tais efeitos ainda ndo foram elucidados. A eficacia
de potenciais agentes neuroprotetores tem sido testada em modelos animais. Ha razao
para se pensar que a progesterona tem um forte potencial para o tratamento da HI
neonatal, ja que a sua utilizacdo tem se mostrado benéfica em pesquisas relacionadas a
lesdo cerebral traumadtica, lesdo cerebral isquémica e outros modelos de lesdo do sistema
nervoso central em adultos. Essa Tese tem como objetivos avaliar os efeitos da
administracdo de progesterona e da hipotermia terapéutica sobre a lesdo neural, a
reatividade astrocitaria e o neurodesenvolvimento em ratos Wistar submetidos a hipoxia-
isquemia neonatal. No primeiro capitulo da Tese avaliamos o efeito da progesterona em
animais machos neonatais submetidos ao modelo de HI neonatal. Os animais foram
divididos em cinco grupos experimentais: SHAM, HI, HI+PROG-PRE (PRE),
HI+PROG-POS (POS), HI+PROG-PRE/POS (PP). Os termos PRE e POS referem-se a
administracio de progesterona (na dose de 5 mg/kg) antes ou apos o procedimento de HI
neonatal. Dependendo do grupo experimental, os animais foram tratados com
progesterona imediatamente antes da isquemia e/ou 6 e 24 horas ap0s o inicio da hipoxia.
Foram analisados volume de lesao do hemisfério e do hipocampo ipsilateral a lesdo, além
de células degenerativas nas areas CA1 e hilo do hipocampo, como também a expressao
das proteinas Akt, caspase-3 ¢ GFAP. Neste capitulo foi possivel observar neuroprote¢ao
da administra¢do da progesterona quando administrada 6 e 24h ap6s a lesdo, reduzindo
todos as propriedades analisadas em comparagdo ao grupo HI sem tratamento. No
segundo capitulo avaliamos os efeitos da hipotermia terapéutica experimental em animais
submetidos a0 modelo de HI neonatal de ambos os sexos em diferentes janelas
terapéuticas. Animais machos e fémeas foram tratados por hipotermia (32°C) por 5h, o
comeco do tratamento foi distinto para cada grupo: 2h, 4h, e 6h apds a lesao. Apos 7 dias
da lesdo os animais foram a testes comportamentais e foram avaliados o volume de lesdo
no hemisfério, hipocampo e cortex cerebral, além de células degenerativas e astrogliose
no hipocampo. Neste capitulo foi observado que os efeitos da hipotermia terapéutica
podem ser dependentes tanto do momento de inicio do tratamento como do sexo dos
animais. A HT iniciada 2h apos a HI causou reducdo da lesdo neural e dos tempos de
laténcia nos testes comportamentais em ratos de ambos os sexos. Também foi possivel
ver um efeito na astrogliose dependente do sexo, uma vez que apenas fémeas que
iniciaram o tratamento 2h apds o inicio da lesdo apresentaram reducao dos parametros
morfoldgicos de astrogliose. No entanto, quando o tratamento tinha inicio ao final da
janela terapéutica (6h), as fémeas apresentavam aumento de células degenerativas e do
tempo de laténcia em comparacdo ao grupo submetido ao modelo, mas sem
tratamento. Os resultados na presente tese sugerem que a progesterona € um potencial
candidato para o tratamento da HI neonatal, por ter produzido melhoras mesmo quando
administrada apos 6h da lesdo; ja os efeitos da hipotermia sao dependentes do tempo de
inicio do tratamento e do sexo dos animais.

Palavras-chave: hipoxia-isquemia neonatal (HI); progesterona; hipotermia terapéutica;
janela terapé€utica, astrogliose.



Abstract

Moderate to severe neonatal hypoxia-ischemia (HI) affects 1-3 per 1,000 full-term births
and remains a significant cause of long-term neurodevelopmental deficiency.
Neurological morbidity in survivors involves learning disabilities, epilepsy and cerebral
palsy. The use of hypothermia is the only therapy used in the clinic, however, treatment
must be started within a therapeutic window of 6 hours after the hypoxic-ischemic event.
The neuroprotective effects of experimental therapeutic hypothermia initiated at different
times after [H, as well as the likely influence of sexual dimorphism on such effects have
not yet been elucidated. The effectiveness of potential neuroprotective agents has been
tested in animal models. There is reason to think that progesterone has a strong potential
for the treatment of neonatal HI, since its use has been shown to be beneficial in research
related to traumatic brain injury, ischemic brain injury and other models of central
nervous system injury in adults . This Thesis aims to evaluate the effects of progesterone
administration and therapeutic hypothermia on neural injury, astrocytic reactivity and
neurodevelopment in Wistar rats submitted to neonatal hypoxia-ischemia. In the first
chapter of the Thesis we evaluated the effect of progesterone in neonatal male animals
submitted to the neonatal HI model. The animals were divided into five experimental
groups: SHAM, HI, HI + PROG-PRE (PRE), HI + PROG-POST (POST), HI + PROG-
PRE / POST (PP). The terms PRE and POST refer to the administration of progesterone
(at a dose of 5 mg / kg) before or after the neonatal HI procedure. Depending on the
experimental group, the animals were treated with progesterone immediately before
ischemia and / or 6 and 24 hours after the onset of hypoxia. Lesion volume of the
hemisphere and hippocampus ipsilateral to the lesion were analyzed, as well as
degenerative cells in the CAl and hilum areas of the hippocampus, as well as the
expression of the Akt, caspase-3 and GFAP proteins. In this chapter, it was possible to
observe neuroprotection of progesterone administration when administered 6 and 24h
after the injury, reducing all the properties analyzed in comparison to the HI group
without treatment. In the second chapter, we evaluated the effects of experimental
therapeutic hypothermia in animals submitted to the neonatal HI model of both sexes in
different therapeutic windows. Male and female animals were treated by hypothermia
(32°C) for 5h, the beginning of treatment was different for each group: 2h, 4h, and 6h
after the injury. After 7 days of the injury, the animals underwent behavioral tests and the
volume of injury in the hemisphere, hippocampus and cerebral cortex was evaluated, in
addition to degenerative cells and astrogliosis in the hippocampus. In this chapter it was
observed that the effects of therapeutic hypothermia can be dependent both on the time
of initiation of treatment and on the sex of the animals. HT initiated 2h after HI caused a
reduction in neural injury and latency times in behavioral tests in rats of both sexes. It
was also possible to see an effect on sex-dependent astrogliosis, since only females who
started treatment 2h after the beginning of the lesion showed a reduction in the
morphological parameters of astrogliosis. However, when treatment started at the end of
the therapeutic window (6h), females had increased degenerative cells and latency time
compared to the group submitted to the model, but without treatment. The results in the
present thesis suggest that progesterone is a potential candidate for the treatment of
neonatal HI, as it produced improvements even when administered 6 hours after the
injury; the effects of hypothermia, on the other hand, are dependent on the time the
treatment started and the sex of the animals.

Keywords: neonatal hypoxia-ischemia (HI); progesterone; therapeutic hypothermia;
therapeutic window, astrogliosis.



1. Introducao
A encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal, ou apenas hipdxia-isquemia (HI), é
uma das principais causas de mortalidade e morbidade em criancas (Knox et al., 2013).
A HI ocorre em cerca de 0,2% dos recém-nascidos, sendo que 60% destes sdo prematuros.
Quando sobrevivem, 25% apresentam deficiéncias neuropsicologicas permanentes, como
dificuldade de aprendizado, epilepsia e paralisia cerebral (McQuillen and Ferriero, 2006).
As causas da HI, em sua maioria, ocorrem durante a gesta¢do, porém podem ocorrer

também no momento e apds o nascimento (Douglas-Escobar and Weiss, 2013).

Segundo estudos clinicos, 20% dos casos de HI sdo causados por insulto
anteparto; em 35% por disturbios maternos, como diabetes, retardo de crescimento
intrauterino e infegdes; ja 10% dos casos sdo causados por eventos pos-natais; € em 35%
dos casos a HI surge em decorréncia de problemas durante o trabalho de parto (Silveira

and Procianoy, 2015).

A compreensao da fisiopatologia da HI neonatal ¢ essencial para a concepgao de
intervengoes eficazes para os recém-nascidos que sofrem eventos hipoxico-isquémicos
encefalicos (Vannucci and Hagberg, 2004), ja que ha poucas opgdes terapéuticas para o
tratamento da HI (Ferriero, 2004). A unica terapia bem estabelecida atualmente para a HI
em neonatos nascidos a termo ¢ a hipotermia terapéutica (HT). No entanto, a HT ¢ apenas
parcialmente protetora, reduzindo a taxa combinada de morte e de deficiéncias graves aos
18 meses de vida em torno de 11% (Cho et al., 2020). Além disso, ainda se estima um
resultado adverso em 45% dos casos nos quais a hipotermia € utilizada. Devido a isso, a
eficacia de outras abordagens neuroprotetoras tém sido testada em modelos animais (Rees

etal., 2011).
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1.1 Modelo experimental de hipoxia-isquemia neonatal

Modelos experimentais tentam reproduzir as lesdes do sistema nervoso central
(SNC) encontradas em recém-nascidos humanos acometidos por HI (Johnston et al.,
2001; Rice et al., 1981). Para a padronizacdo de um melhor modelo experimental, estudos
também tém observado certas semelhancas na maturacao encefalica de ratos de 7 dias de
idade com bebés recém-nascidos a termo (Rice et al., 1981). Utilizando o modelo animal
de HI de Rice e Vannucci (Figura 1) € possivel observar danos encefalicos semelhantes
aos encontrados em recém-nascidos a termo acometidos por HI neonatal (Vannucci,

1990).

O modelo consiste na associacdo da oclusdo unilateral de uma das artérias
cardtidas comuns com a exposi¢do a uma atmosfera hipoxica (geralmente 8% de
oxigénio) para produzir dano cerebral unilateral. Os danos podem variar desde morte
neuronal, por necrose e/ou apoptose, infarto tecidual generalizado ou até uma combinagao
de ambos (Johnston et al., 2001; Rice et al., 1981). A lesdo ocasionada por este modelo é
normalmente restrita ao hemisfério ipsilateral a ligadura carotidea e ¢ observada
principalmente no cortex cerebral, na substancia branca periventricular, no estriado, no
tdlamo e no hipocampo. Esses danos sdo raramente observados no hemisfério

contralateral (Vannucci and Hagberg, 2004).
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(a) Situacdo Normal (b) Durante a hipoxia
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Figura 1. A figura "a" apresenta a situagdo normal, com fluxo sanguineo através
de ambas artérias carotidas comuns. Em "b", a artéria caroétida comum direita esta ocluida
permanentemente. No entanto, a oclusdo ndo causa dano cerebral por si s6. Entretanto,
quando o animal ¢ submetido a hipoxia, a combinagao entre oclusdo da cardtida e hipdxia
leva a uma redistribui¢do do fluxo sanguineo cerebral. O fluxo sanguineo no hemisfério
cerebral contralateral a oclusdo nao sofre mudancas significativas, enquanto o cortex
parietal e frontal, bem como a substancia branca subcortical ipsilateral a oclusao, recebem
apenas 15-20% do fluxo sanguineo. Assim, o hemisfério ipsilateral a isquemia esta sujeito
a hipdxia e isquemia, enquanto o hemisfério contralateral a oclusdo esta sujeito apenas a
hipéxia. Quando a hipdxia termina, o fluxo sanguineo € restabelecido, € 30 minutos apds
a hipoxia (c¢) o hemisfério ipsilateral a isquemia tem fluxo sanguineo igual em
comparacao com o hemisfério contralateral a oclusao, ou seja, ¢ perfundido novamente e
a isquemia ¢ encerrada. Este fluxo sanguineo ¢ mantido pelo menos até 24 horas apds a
hipoxia (d). Adaptado de Brekke e colaboradores (Brekke et al., 2017).
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1.2 Fisiopatologia da HI

Estudos experimentais in vivo e in vitro, e observacdes clinicas permitiram
desenvolver conhecimento sobre a fisiopatologia do evento HI; o entendimento ¢ de que
ndo se trata de um Unico "evento", mas de um processo evolutivo que leva a morte celular
retardada (Figura 2) (Davidson et al., 2015). Durante o periodo imediato de HI (a fase
"primaria" da lesdo), a deterioracdo do estado energético estd associada a reducdo da
sintese de ATP, prejudicando o equilibrio i6nico através da membrana celular, invertendo
as concentragdes ionicas e gerando edema cerebral (Korc et al., 1995; Prandini et al.,
2005). Em fun¢do desta diminui¢do da concentracdo de ATP, ha uma dificuldade em
manter a atividade das bombas idnicas, como a bomba Na"/K"-ATPase, levando a uma
despolarizagao da célula que causa uma massiva liberacdo de neurotransmissores,
especialmente do aminodcido excitatério glutamato (du Plessis and Johnston, 1997; E F
Sanches et al., 2013). Durante o evento hipoxico, 0s neurdnios pds-sindpticos que
respondem a glutamato sao ativados pela maior entrada de calcio devido a despolariza¢ao
(Delivoria-Papadopoulos and Mishra, 1998), e ocorre acimulo de neurotransmissores na
fenda sindptica devido a falha da recaptacdo pelos astrocitos e a liberagdo excessiva

mediada pela despolarizagdo (Davidson et al., 2015).

Embora possa haver morte neuronal durante um periodo suficientemente
prolongado de isquemia ou asfixia, muitos neuronios podem se recuperar do insulto, ao
menos parcialmente, em um periodo conhecido como "fase latente", que normalmente se
estende ao longo das primeiras 6 horas apos a lesdo (Cho et al., 2020). Estudos mostraram
que neonatos com evidéncias de asfixia moderada a grave apresentam recuperagao
transitoria do metabolismo oxidativo cerebral apds o nascimento, seguida por
deterioragdo secundaria com insuficiéncia energética cerebral entre 6 a 15 horas apds o

nascimento (Azzopardi et al., 1989).
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A gravidade da fase secunddria estd intimamente relacionada com o
neurodesenvolvimento avaliado no primeiro ¢ no 4° anos de vida, e neonatos com
encefalopatia que ndo apresentaram recuperagdo inicial do metabolismo oxidativo
cerebral tiveram piora em seus resultados (Azzopardi et al., 1989). Um padrdo idéntico
de recuperagdo inicial do metabolismo oxidativo cerebral seguido por falha energética
("secundaria") também ¢ visto apds a HI em modelos animais de diversas espécies como
porcos, ratos e ovelhas, e estd intimamente relacionado a gravidade da lesdo neuronal
(Bennet et al., 2006; Blumberg et al., 1997; Lorek et al., 1994). O momento da falha
energética apds a HI esta estreitamente associado ao aparecimento de dano cerebral, o
que pode ser interpretado como um aumento da morte celular em andamento (Davidson

et al., 2015).

Ap6s a morte celular durante a fase secundéria, ha uma fase terciaria de reparo e
reorganizagdo. Durante este periodo, o desenvolvimento de novas células e a
“reconfiguracdo” dos circuitos neuronais sobreviventes sdo estimulados. Ao mesmo
tempo, héa evidéncias de que em alguns ambientes a apoptose fisioldgica pode ser regulada
positivamente, prejudicando a maturagdo e a sobrevivéncia de novas células em longo
prazo (Cho et al., 2020; Marin-padilla, 1997). Os mecanismos precisos que contribuem
para o desenvolvimento prolongado da lesdo ndo sdo totalmente conhecidos, mas
envolvem inflamag¢ao cronica e alteragdes epigenéticas (Davidson et al., 2015). A reagdo
inflamatoria tem inicio com a infiltragdo de leucdcitos periféricos, indugdo microglial
local e astrogliose (Xiong et al., 2009). Astrocitos reativos liberam citocinas
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e a IL-6 por meio de um
mecanismo que pode resultar em acdo modulatéria sustentada em neurdnios vizinhos

(Davidson et al., 2015; Xiong et al., 2009).
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A regulagdo da proliferacdo celular e de vias apoptdticas associadas a morte
celular ¢ uma abordagem importante para o entendimento do evento hipoxico-isquémico.
PI3K/Akt/mTOR sao cinases ativadas por muitos estimulos celulares e regulam fungdes
celulares fundamentais, incluindo transcri¢do, traducdo, proliferagdo, crescimento e
sobrevivéncia (Asati et al., 2016). A ativagdo da PI3K por citocinas promove a
fosforilacdo da Akt nos residuos T308 e S473 (Calautti et al., 2005). A Akt ativada
também impede a liberagdo de calcio da mitocondria, um processo importante para a

apoptose (Asati et al., 2016).

A ativacdo da Akt estimula substratos envolvidos na sobrevivéncia celular e inibe
substratos pro-apoptoticos, como Bad e caspase-9, inibindo as vias de apoptose e
contribuindo para a sobrevivéncia celular (Cardone et al., 1998; Kim et al., 2007; Nair
and Olanow, 2008).

A maioria dos estudos sobre o envolvimento da proteina Akt na lesdo isquémica
observou algum grau de alteragcdo na fosforilacdo dessa enzima, nos mais variados
periodos apos a lesdo. Os processos de fosforilagdo/desfosforilagdo sdo mecanismos
regulatorios que levam a ativacao/inativagdo da Akt (Kitagawa et al., 2002a). Entretanto,
outra forma de inativacdo da enzima ¢ sua clivagem pela caspase-3, que anula os efeitos
anti-apoptoticos da Akt (Frangois and Grimes, 1999). A ativacdo da Akt promove
sobrevivéncia através de diferentes agdes celulares. Uma a¢ao que pode mediar os efeitos
neuroprotetores da Akt durante eventos hipdxicos ¢ o aumento da captacdo de glicose

pelas células afetadas (Li et al., 2015).
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Figura 2. Mecanismos de evolucao da lesdao neural na fase primaria, fase latente,
fase secundaria e fase tercidria que contribuem para a geracdo de danos cerebrais e
incapacidade a longo prazo. Adaptado de Cho e colaboradores (Cho et al., 2020).

1.3 Astrogliose no modelo de HI neonatal

Os astrécitos sdo o tipo celular mais abundante do SNC, com capacidade de
modular o ambiente metabodlico e i6nico dos neurdnios, além de ter fungdes importantes
no tecido neurovascular. Os astrocitos também possuem papel importante no
fornecimento aos neurénios de uma fonte renovavel de neurotransmissores (Gordon et

al., 2008; Mishra et al., 2016). Os astrocitos interagem com as cé¢lulas neurais e nao
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neurais, incluindo neurdnios e suas sinapses, oligodendrocitos, células progenitoras de
oligodendrocitos (OPCs), microglia, varias células perivasculares, fibroblastos
meningeos e células imunes circulantes (Sofroniew, 2020). Quando um dano ou doenga
afeta o SNC, sdo desencadeadas respostas multicelulares coordenadas que envolvem

células da glia, neurdnios e células ndo neurais (M. V. Sofroniew, 2015).

Embora os principais efetores da inflamac¢ao do SNC sejam leucdécitos circulantes
derivados da medula 6ssea, hd um reconhecimento crescente de que as células intrinsecas
do SNC tém papéis essenciais no recrutamento, instrugao e retencao destes leucocitos em
locais do SNC que sofreram insultos. Entre as células intrinsecas do SNC, as células
microgliais estdo estabelecidas como sensores precoces de dano (Prinz and Priller, 2014).
Além disso, os astrdocitos podem exercer fungdes pro-inflamatdrias potentes ou fungdes
anti-inflamatorias cruciais para a neuroprotecdo, dependendo do tipo especifico de

sinalizacdo (M. V. Sofroniew, 2015).

Astrécitos em tecido saudavel expressam muitos receptores para padroes
moleculares associados a patogenos e padrdes moleculares associados a danos ou perigo,
que sao conhecidos por desencadear respostas imunes inatas (Gong et al., 2020), em

particular receptores Toll-like (TLRs), incluindo o TLR4 (Gong et al., 2020).

Entretanto, além de suas fungdes no SNC saudavel (sem lesdao), os astrocitos
exibem uma resposta evolutivamente antiga a lesdo e a doenga do SNC, comumente
referida como reatividade astrocitaria, que por muito tempo foi considerada homogénea
e funcionalmente passiva (Plog and Nedergaard, 2018; Sofroniew and Vinters, 2010).
Atualmente, a literatura mostra que os astrocitos reativos podem responder a diversos
sinais moleculares que derivam de muitos tipos de células, incluindo neuronios, outras

células da glia, células estromais locais, e proteinas séricas, bem como células imunes
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transportadas pelo sangue, além de moléculas associadas a distirbios metabolicos de

outros tecidos (Sofroniew, 2020).

Durante o processo de astrogliose, os astrocitos envolvem o tecido danificado que
contém infiltragdo de leucocitos, proliferagdo de células estromais e fibrose apos trauma,
isquemia, infeccdo, inflamacdo autoimune, acimulo de toxinas, vazamento da barreira

hematoencefalica (BHE) ou doen¢a neurodegenerativa (Sofroniew, 2020).

Além disso, durante a astrogliose ha possibilidade de liberacao de diversas
moléculas que afetam as c€lulas proximas de todos os tipos de muitas maneiras distintas.
Ha evidéncias clinicas e experimentais acumuladas de que disfuncdes de astrdcitos e
astrogliose, seja por perda de fungdes benéficas ou ganho inadequado de efeitos
prejudiciais, tém o potencial de contribuir para ou serem as principais causas de disturbios

do SNC, levando a nogao de astrocitopatias (M. V Sofroniew, 2015).

Estudos com roedores ja demonstraram que os astrocitos localizados na substancia
cinzenta do hipocampo e do cortex cerebral apresentam morfologia complexa
(Nedergaard et al., 2003). Por exemplo, astrdcitos nestas regides podem envolver
milhares de sinapses individuais (Fields et al., 2015; Halassa et al., 2009, 2007) e uma
infinidade de vasos sanguineos do parénquima (Iadecola and Nedergaard, 2007), sendo
células-chave para a modulacdo da atividade sinaptica e a regulacdo do fluxo sanguineo
local, permitindo ajustar o fluxo sanguineo cerebral aos niveis de atividade neuronal
(Sheikhbahaei et al., 2018). Embora o significado funcional desses arranjos astrocitarios
complexos ndo tenha sido definitivamente estabelecido, sugere-se que a sua morfologia
esteja intimamente relacionada ao seu papel na funcdo encefalica (Nedergaard et al.,

2003; Sheikhbahaei et al., 2018).
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A proteina glial fibrilar acida (GFAP) ¢ um componente vital do citoesqueleto dos
astrocitos durante o desenvolvimento do encéfalo (Middeldorp and Hol, 2011). A GFAP
¢ essencial para o funcionamento dos astrocitos, principalmente na formagao da barreira
hematoencefalica e na regulacdo das atividades do SNC em desenvolvimento (Tripathi et
al., 2017), além de desempenhar papel benéfico, estimulando as interagdes neurdnio-glia
e regulando a transdugdo sinaptica (Albee and Michael, 2003; Middeldorp and Hol,

2011).

Por outro lado, a mudanca nos niveis de GFAP altera o funcionamento dos
astrocitos com consequéncias prejudiciais aos neurdnios circundantes (Tripathi et al.,
2017). Dessa forma, a astrogliose torna-se prejudicial, impedindo a plasticidade neural e,
portanto, o crescimento do encéfalo (Pekny and Pekna, 2015). O aumento da expressdo
de GFAP e a hipertrofia glial estdo associados a uma gama de patologias do SNC,
incluindo trauma, isquemia e neurodegenera¢do (Middeldorp and Hol, 2011). O aumento
da expressdo de GFAP também induz astrogliose, agravando disturbios neuroldgicos
inflamatorios e a lesdo cerebral (Williams et al., 2001). Portanto, a expressao de GFAP e
a morfologia astrocitaria sdo variaveis importantes para entender o funcionamento do

astrocito.

Estudos sugerem que o aumento da expressaio GFAP em modelos de lesdao
aumentam a expressao da caspase-3 (Aras et al., 2012). No entanto, um estudo mostrou
que a via da Akt induzida por FABP7 ¢ essencial para o desenvolvimento glial e facilita
a gliogénese em linhagens gliais anormais (Hegedus et al., 2007). Estudo anterior de
nosso grupo mostrou que Akt-p (Akt fosforilada) pode regular negativamente a expressao
de GFAP. Portanto, o aumento da expressdo da Akt-p poderia levar a redugdo da
expressao da caspase-3 de forma direta, além de reduzir a expressao da GFAP, podendo

levar a uma reducao da caspase-3 de forma indireta (Fabres et al., 2020).
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1.4 Dimorfismo sexual

As diferencas do sexo em resposta a hipoxia ja foram demonstradas em recém-
nascidos prematuros humanos e em roedores nos periodos pré-natal e pds-natal (Burnsed
et al., 2015). Estudos experimentais com animais de ambos os sexos descreveram
diferencas no metabolismo basal e na expressdo e atividade das enzimas mitocondriais
(Brekke et al., 2017; Dukhande et al., 2009), com as fémeas apresentando maior atividade
de transporte de elétrons mitocondrial do que os machos (Weis et al., 2012). Além disso,
estudos recentes com humanos e animais adultos indicam que o sexo pode ser um
modulador da morte de células isquémicas cerebrais: ha evidéncias de que tanto a
vulnerabilidade para o dano cerebral HI quanto os mecanismos de morte celular apds a

HI diferem entre os sexos (Netto et al., 2017).

Foi recentemente demonstrado em ratos submetidos a HI neonatal que uma
translocagcdo mais pronunciada do fator indutor de apoptose (AIF) ocorreu em machos,
enquanto a caspase-3 foi mais ativada em fémeas (Zhu et al., 2006). A diferenca sexual
em modelos experimentais de lesdo encefalica pode ter influéncia em mecanismos
apoptéticos dependentes de caspase: liberacdo de citocromo C da mitocondria e
subsequente ativagdo da caspase-3, culminando em aumento da apoptose (Netto et al.,
2017). Como consequéncia, o dimorfismo sexual pode ser um fator determinante no

desenvolvimento de novos tratamentos para a HI neonatal.

1.5 Hipotermia terapéutica
Hé mais de uma década surgiram evidéncias experimentais e, posteriormente,
estudos clinicos, sugerindo que a HT pode reduzir a lesdo encefalica, e assim melhorar o

desfecho neurologico, em recém-nascidos, apos a HI (Silveira and Procianoy, 2015).
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Nas décadas de 1950 e 1960, Miller e Westin estudaram a base fisiologica do
papel neuroprotetor da hipotermia no tratamento da “asfixia neonatal”, primeiro em
animais neonatos e depois em recém-nascidos humanos. Eles e outros demonstraram
melhora na sobrevida, sem paralisia cerebral ou retardo mental, nos recém-nascidos
apneicos que foram resfriados rapidamente para 23°C a 32°C ap6s o parto, quando as
técnicas convencionais de ressuscitagdo falharam. Apesar de seus resultados, a hipotermia
ndo se tornou uma terapia aceita no cuidado neonatal, em parte porque nunca foi avaliada

por ensaios clinicos randomizados (Blackmon et al., 2006).

Ainda na década de 1960, a parada circulatdria hipotérmica (temperatura central
de 18-20°C) foi introduzida para facilitar o reparo de cardiopatias congénitas complexas
(Kirklin et al., 1961). Essa técnica permitiu o reparo precoce de alteracdes e, portanto,
menos morbidade cardiaca na primeira infancia. Logo a técnica foi amplamente adotada,
embora a durag@o da isquemia aceita para que o tratamento fosse iniciado sem ter chances
de efeito que intensificasse a lesdo no SNC nao foi estabelecida. A heterogeneidade das
lesdes e a falta de uniformidade dos procedimentos operatorios e da duragdo da parada
circulatoria dificultaram conclusdes sobre a seguranga do tratamento com hipotermia

(Blackmon et al., 2006).

A patogénese da lesao neural de um insulto hipdxico-isquémico foi melhor
definida e mecanismos tecnicamente aplicdveis para resfriar neonatos foram
desenvolvidos. Redu¢des na temperatura do encéfalo entre 2°C e 5°C fornecem
neuroprote¢ao em modelos animais recém-nascidos e adultos de isquemia cerebral (Cho
et al., 2020; Gunn et al., 1997; Sabir et al., 2012; Shankaran et al., 2005). A temperatura
alvo de 33,5°C foi selecionada com base em estudos em animais que mostraram
atenuacgao da lesao cerebral nesta temperatura sem os efeitos adversos (por exemplo, lesao

miocardica) que ocorrem em temperaturas mais baixas (Weinrauch; et al., 1992). O
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resfriamento do encéfalo tem um efeito redutor da fatores que contribuem para a lesdo
cerebral, incluindo aminoécidos excitatorios, o estado de energia cerebral, fluxo
sanguineo cerebral e metabolismo, producao de 6xido nitrico e apoptose (Shankaran et

al., 2005).

A protegdo parcial, e ndo total, com os atuais protocolos de hipotermia
encontrados em estudos clinicos estd em grande parte relacionada as dificuldades clinicas
envolvidas para que se possa iniciar a hipotermia dentro da janela de oportunidade ideal
ou janela terap€utica. Os protocolos clinicos atuais recomendam que, para recém-
nascidos com HI moderada a grave, a hipotermia deve ser iniciada nas primeiras 6 horas

de vida com uma temperatura entre 33-34°C, e continuada por 72h (Cho et al., 2020).

Ja estudos pré-clinicos utilizando fetos de ovelha mostraram que, quando a
hipotermia ¢ iniciada na fase latente, em 90 minutos ou 3h apos o final da isquemia, a
morte de neurdnios e de oligodendroécitos € reduzida e a atividade cerebral retorna aos
niveis basais encontrados em animais controle, que ndo foram submetidos a HI (Bennet
et al., 2006; Rutherford et al., 2010). No entanto, quando o tratamento ¢ iniciado ao final
da fase latente, em torno de 5,5h ap6s a isquemia, ¢ observada apenas uma melhora parcial
na sobrevida neuronal e na recuperacao da atividade no eletroencefalograma (EEG), sem
melhora na sobrevida dos oligodendrocitos (Fleiss and Gressens, 2012; Vannucci et al.,
2004). Se a HT for adiada para 8,5h apos o fim da isquemia, o tratamento ndo mais se
associa a qualquer melhora na sobrevivéncia celular ou recuperacao da atividade do EEG
(Fleiss and Gressens, 2012). Logo, ¢ importante ressaltar que hd evidéncias consistentes
de que a hipotermia iniciada o mais cedo possivel na fase latente melhora seus efeitos

neuroprotetores em animais submetidos a HI neonatal (Sabir et al., 2012).
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Ademais, existem poucos estudos publicados sobre o efeito da HT iniciada
tardiamente apds HI de gravidades diferentes, e ainda menos estudos que questionam se
a HT pode aumentar a lesdo se iniciada tardiamente (Sabir et al., 2012; Taylor et al.,
2002). Ainda, em estudos experimentais com fetos de ovelha, a extensdo da duragdo da
hipotermia para 120h foi associada a sobrevida neuronal prejudicada em algumas regides,
em comparacdo com 72h de HT. Os resultados dos estudos que utilizam HT como
tratamento para animais submetidos ao modelo de HI neonatal podem apresentar
resultados distintos por haver diferencas de espécie, idade, intensidade de lesdo e
diferenca de sexo entre os estudos realizados (Burnsed et al., 2015; Sabir et al., 2012;

Smith et al., 2015, 2016).

Os mecanismos de protecdo que fundamentam a HT sdo multifatoriais (Wassink
et al., 2018). A neuroprotecdo produzida pela hipotermia apos HI grave estd intimamente
associada a supressao de processos apoptoticos e necroticos, provavelmente por meio da
reducdo da permeabilidade mitocondrial e ativacao reduzida de vias extrinsecas de morte
celular (Cho et al.,, 2020). A hipotermia também pode ter efeitos que reduzem
propriedades excitatorias no SNC, conforme mostrado pela restauragdo da expressdo
(reduzida por isquemia) do mRNA do GluR2, a subunidade que limita o influxo de ions
de céalcio por meio do receptor de 4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA) e, portanto, sugerindo que a hipotermia pode ajudar a

prevenir a excitagdo excessiva (Colbourne et al., 2002).

Um mecanismo chave da protecao da HT ¢ a imunossupressao. A hipotermia apos
a HI tem caracteristica de inibir a ativagao microglial e a indugdo de citocinas pro-
inflamatérias (Wassink et al., 2018, 2014). A hipotermia também pode suprimir a

translocacdo e a ligagdo dos principais fatores de transcri¢ao da inflamagao, incluindo o
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fator nuclear k-B (NF-kB), a interleucina-1p (IL-1B) e TNF-a apds isquemia transitdoria

focal (Han et al., 2003).

No entanto, estudos clinicos e ensaios experimentais mostraram que a hipotermia
ndo ¢ neuroprotetora em todos os casos de HI moderada, e também nao mostra efeitos
benéficos em casos de HI grave (Sabir et al., 2012; Silveira and Procianoy, 2015; Wood
et al., 2016). Portanto, ¢ necessario o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento

baseadas na fisiopatologia do evento hipdxico-isquémico.

1.6 Progesterona

Os mecanismos moleculares que ativam a cascata de lesdo isquémica no encéfalo
adulto sao semelhantes aos encontrados pela HI encefalica em animais neonatos (Peterson
et al., 2015). Ambos os modelos de lesao encefalica, adulta e neonatal, produzem edema
cerebral, infiltracdo de macrdéfagos e ativagao microglial e aumento de astrogliose, o que
pode levar a uma resposta inflamatéria exacerbada, excitotoxicidade e morte celular
(Sayeed et al., 2009). A medida que a cascata de lesio progride, pode ocorrer
desmielinizagdo, geracao de radicais livres e indugdo de apoptose, o que significa mais

danos e, consequentemente, morte celular (PETERSON et al., 2015).

A progesterona (PROG) pode amenizar a lesdo cerebral ao afetar muitos
mecanismos diferentes para prevenir danos imediatos e de longo prazo. O conceito de
que os esteroides gonadais tém fungdes apenas de controle reprodutivo, de que sua sintese
¢ realizada apenas pelas glandulas adrenais, e de que regulam apenas respostas
adaptativas e a homeostase de fluidos corporais tem mudado com o passar dos anos
(Schumacher et al., 2004). Diversos estudos mostram agdes diversas tanto da PROG,

quanto de outros esteroides como estradiol e androgénios no SNC. A influéncia desses
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esteroides pode afetar o funcionamento de neurdnios e das células gliais (Sayeed et al.,

2007; Schumacher et al., 2004; Stein, 2011).

Os esteroides nao apresentam fungdes apenas enddcrinas, mas também exercem
acdo como neurotransmissores (Baulieu, 1998). Portanto, foi criado o termo "esteroides
neuroativos" (Paul and Purdy, 1992) referindo-se a todos os esteroides capazes de regular
as fungdes neurais, incluindo hormoénios esteroides, neuroesteroides e esteroides

sintéticos (Melcangia et al., 2008).

Como mencionado, a PROG ¢ um neuroesteroide e pode ser sintetizada a partir
do colesterol ou a partir de precursores esteroides importados de estruturas periféricas
que sao metabolizados “in situ” (Dubrovsky, 2006), no SNC e periférico, nas células
gliais e em neurdnios (Chen et al., 2008; Stein, 2009). A PROG ¢ capaz de modular a
atividade neural e de regular diversas outras funcdes do organismo, como
desenvolvimento, diferenciagdo, metabolismo e reproducao de fémeas de varias espécies

(Dubrovsky, 2006).

Sendo um esteroide, a PROG pode atravessar a membrana plasmatica e atuar em
receptores intracelulares, produzindo efeitos gendmicos de longo-prazo (minutos a horas)
como fatores de transcri¢do, regulando a expressao de genes de redes neurais para o inicio
ou para a manutencao de respostas fisiologicas (Schumacher et al., 2004). Por outro lado,
a PROG também pode produzir efeitos ndo-gendmicos, que podem ser observados de
milissegundos até poucos segundos, ou seja, sdo muito mais rapidos do que os efeitos
classicos sobre a expressao génica (Arbo et al., 2014). Muitos desses efeitos sao mediados
por metabolitos da PROG, como por exemplo, a alopregnanolona. Esses efeitos incluem
a modulacao da excitabilidade neuronal através de acdes na superficie celular e efeitos

moduladores sobre a funcao e composicao de alguns receptores, como por exemplo, os
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receptores serotoninérgicos e o receptor GABAa (Arbo et al., 2014). Este efeito da
ativacao do receptor GABAA também ¢ dependente da idade do animal, como explicado
por Tsuji e colaboradores (Tsuji et al., 2012). Especula-se que a lesdo produzida pela
hipoxia-isquemia poderia atrasar o desenvolvimento do receptor GABAAa ou afetar outros
mecanismos, além da acdo do GABA, que podem ocorrer em animais imaturos (Tsuji et

al.,, 2012).

Alguns autores ja demonstraram que a PROG também pode diminuir o edema
cerebral, diminuir a peroxidagao lipidica, diminuir a apoptose e anormalidades neuronais,
promover a estabilidade da BHE, além de melhorar a cognicdo apos danos cerebrais
(AGGARWAL et al., 2008; SARKAKI et al., 2013). A PROG também pode diminuir o
edema, a inflamagao, a excitoxicidade do glutamato, os radicais livres e a apoptose em

lesdes de encéfalos adultos (Jiang et al., 2017; Wang et al., 2013).

O possivel mecanismo neuroprotetor da PROG ainda ndo estd completamente
esclarecido. Estudos sobre o efeito neuroprotetor da PROG tém focado principalmente
nos danos encefalicos em ratos adultos, enquanto aqueles em ratos recém-nascidos sao
raramente relatados (Wang et al., 2013). As concentracdes séricas da PROG e da
alopregnanolona, principal metabolito da PROG, em uma gestante, tendem a aumentar
durante a gravidez, mostrando uma elevacao em torno de 10 a 100 vezes no momento do
parto (LUISI et al., 2000). Ja foi demonstrado que a concentragdo de alopregnanolona
encontrada no cordao umbilical ¢ praticamente a mesma daquela encontrada no sangue
materno (Hill et al., 2000). Além disso, esses esteroides t€ém a caracteristica de cruzar
facilmente a BHE (Li et al., 2013). O encéfalo do rato recém-nascido também esta exposto
a altas concentragdes de PROG e alopregnanolona (Grobin et al., 2003). Estes dois
neuroesteroides sdo fornecidos pela circulagdo materna, além de serem produzidos pelo

encéfalo do feto. Por outro lado, as concentragdes de PROG e de alopregnanolona
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diminuem muito no encéfalo do neonato apds o nascimento, devido a perda do

fornecimento de sangue materno (Wang et al., 2010).

Sabe-se que a PROG ativa algumas vias de sinalizagdo envolvidas com estimulos
pré-sobrevivéncia em diferentes areas encefalicas, promovendo a fosforilagdo da Akt e a
fosforilacdo da Erk (componente da via das proteinas cinases ativadas por mitégenos -
MAPK) (GUERRA-ARAIZA et al., 2009; KAUR et al., 2007). Essas cinases participam
das agdes da PROG envolvendo o controle da diferenciacdo e da funcao neuronal e do
comportamento reprodutivo, além das a¢des de neuroprotecao (KAUR et al., 2007). A
PROG pode, ainda, reduzir a expressdo e a atividade da enzima caspase-3, que ¢
considerada a caspase efetora central e final, sendo responsavel pela maior parte da
apoptose biologica. O efeito preventivo ao dano cerebral e 0 mecanismo de agdo da PROG

tém atraido cada vez mais a atengao dos pesquisadores (WANG et al., 2013).

As amplas propriedades neuroprotetoras da PROG ja foram demonstradas em
varias espécies animais ¢ em uma variedade de modelos de lesdo neurologica (Skolnick
etal., 2014). Ha razdes para se pensar que o neuroesteroide PROG tem um forte potencial
para o tratamento da HI neonatal ja que o mesmo apresenta efeitos benéficos em pesquisas
relacionadas com lesdo cerebral traumadtica, lesao cerebral isquémica e outros modelos de
lesdo do sistema nervoso central (SNC) de adultos (KAORE et al., 2012; LUOMA;

STERN; MERMELSTEIN, 2012; STEIN, 2011).

A PROG também tem caracteristica modulatoria na astrogliose apds lesdes do
SNC (Djebaili et al., 2004; Fabres et al., 2020; Labombarda et al., 2011). A astrogliose ¢
um fendmeno comum em casos de lesdo do SNC, dano excitotoxico, envelhecimento,
neurodegeneracao, neuroinflamagdo, isquemia e doencas metabolicas (Benarroch, 2005;

Sofroniew, 2009). Astrocitos podem ter efeitos prejudiciais apos lesdes do SNC, levando
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a exacerbacdo da cascata inflamatoria, liberacdo de niveis neurotoxicos de espécies
reativas de oxigénio e glutamato e ao comprometimento da fun¢do da BHE, aumentando
a formacdo de edema citotoxico (Sofroniew, 2009). Em muitas dessas condic¢des, os
hormdnios esterdides desempenham um papel anti-gliotico, diminuindo a astrogliose. O
efeito anti-glidtico ja foi demonstrado para muitos esterdides, incluindo estradiol,
moduladores seletivos do receptor de estrogénio, PROG, andrégenos e glicocorticoides
(Djebaili et al., 2004; Garcia-Segura et al., 1999). Uma vez que os astrdcitos expressam
receptores intracelulares e de membrana para a PROG (Labombarda et al., 2011;
Schumacher et al., 2004; Waters et al., 2008), especula-se que os efeitos dos esterdides
sobre os astrocitos podem ser diretos. Exemplos de efeitos da PROG administrada in vivo
sobre da func¢do dos astrocitos incluem a inibi¢ao da 6xido nitrico sintase, da GFAP e de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-18 (Coughlan et al., 2005; Labombarda et
al., 2011; Meyer et al., 2010). Também ¢é conhecido que uma inativagdo seletiva do fator
NF-kB astroglial, um regulador chave da inflamacao e da cascata de lesdo secundaria, leva
a uma melhora da recuperacdo funcional em modelos de esclerose multipla (Brambilla et
al., 2009). A este respeito, a inibi¢cdo de NF-kB pela PROG sugere que a PROG possa agir

como um regulador da astrogliose e dos danos secundarios provocados pela HI.

1.6 Hipotese

A HI neonatal envolve a ativagdo de diversas vias moleculares, o que dificulta a
busca por um tratamento unico adequado. Entretanto, um dos processos centrais
associados a lesdo cerebral pos-HI ¢ a astrogliose, a qual intensifica o processo
neuroinflamatdrio. A HT, tratamento usado na clinica neonatoldgica, apresenta efeitos
multifatoriais como reducdo do metabolismo e da neuroinflamag¢ao; porém esse método
ndo ¢ efetivo em todos os casos e deve ser iniciado em até 6 horas ap6s o inicio da lesdo.

Tendo em vista essa limita¢ao de janela terapéutica, novos tratamentos tém sido buscados.
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A PROG apresenta caracteristicas multifatoriais agindo em diversas vias do SNC
(inclusive como anti-inflamatério), podendo ser uma boa candidata a agente

neuroprotetor mesmo se administrada tardiamente apos a HI.

Com base no que foi exposto, nossa hipotese ¢ de que a PROG ird reduzir a lesao
encefalica em animais neonatos submetidos ao modelo de HI, mesmo sendo utilizada
apos a janela terapéutica da HT. Também prevemos que os beneficios do tratamento
hipotérmico serdo dependentes do periodo de inicio da HT, com tratamentos iniciados
mais cedo levando a um maior grau de neuroprotecdo. Ambos os tratamentos (PROG e
HT) reduzirdo a reatividade astrocitaria causada pela HI, contribuindo para a diminui¢ao
da lesdo cerebral e melhora dos pardmetros comportamentais. Por outro lado, os efeitos
do resfriamento podem ser dependentes do dimorfismo sexual, com uma melhor resposta
neuroprotetora sendo observada nas fémeas (cuja morte celular ¢ dependente de caspase-

3), devido a uma reversdo ou inibigdo das vias apoptoticas ativadas pela HI.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Avaliar os efeitos da administracdo de PROG ¢ da HT sobre a lesdo neural, a
reatividade astrocitaria € o comportamento em ratos Wistar submetidos a hipoxia-

isquemia neonatal.

2.1. Especificos
- Avaliar o grau de severidade da lesdo encefalica, a expressdo de proteinas anti-
e pro-apoptoticas e a astrogliose no hipocampo ipsilateral a lesdo em ratos machos

submetidos a HI neonatal e tratados com PROG;

- Investigar, em ratos machos e fémeas submetidos a HI, os efeitos da TH iniciada
em diferentes intervalos pds-HI (janela terapéutica), sobre parametros do
neurodesenvolvimento (peso corporal e reflexos de geotaxia negativa e endireitamento),
parametros morfologicos (volume de lesdo cerebral e porcentagem de células
hipocampais em degeneragdo) e parametros astrocitarios (imunorreatividade 8 GFAP e

morfologia astrocitéria);

- Avaliar os efeitos do dimorfismo sexual sobre os desfechos produzidos pela TH

iniciada em diferentes intervalos pos-HI (janela terapéutica).
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Abstract

Neonatal hypoxia—ischemia (HI} is the leading canse of mortality and morbidity in newborns, occurring in approximately
2% of live births. Newroprotective actions of progesterone (PROGH) have already been described in animal models of brain
fesions. However, PROG actions on neonates are still controversial. Here, we treated male Wistar rats exposed o Hl with
PROG. Five ﬂpenmmat groups were defined {n=8'group) according to the scherme of PROG administration { 10 mgkgk
SHAM {animal ittt 1o a fetitious surgery. without ischemia induction, and maintained under normoxia), HI (animals
undergoing HI). BEFORE (animals undergoing HI and receiving PROG immediately before HI). AFTER (animals ander-
going HI and receiving PROG at 6 and 24 h afier HI} and BEFOREAFTER {animals undergoing HI and receiving FROG
immnediately before and 6 and 24 h afier HI). At P14 (T days following HT). the volumes of lesion of the cerebral hemisphere
and the hippocampus ipsilateral to the cerebral ischemia were evaluated, along with p-Akt cleaved caspase-3 and GFAP
expression in the hippocampus. FROG reduces the loss of brain tisswe cansed by HL Moreover, when administered afier HIL
PROCG was able to increase p-Akt expression and reduce both cleaved caspase-3 and GFAP expression in the hippocampus.
In suemmary, it was possible to observe a newroprotective sction of PROG on the brain of neonatal animals exposed 1o experi-
miental HIL This is the first study suggesting PROG-dependent Akt activation is able 1o regulate negatively cleaved caspase-3
and GFAP expression protecting revnatal hyposic-ischemic brain tissue from apoptosis and reactive gliosis,

Keywords Neonatal hypoxia—ischemia - Akt - GFAP - Caspase-3 - Airogliosis - Neuropeotection

Introduction

Neonatal hypoxia—ischemia (HI) i2 a condition associated
with a variety of harmful events. such as perinatal asphyxia,

= Lwciono Stemer de Fraga

Tocianof @ighg b imiraventricular bemorrhage, stroke among others. There-
fore_ HI is 4 major cause of movtality and motbidiy for neo-
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Here, we proposed o use the administration of the ster-
oid progesterone (PROG) as a treatment for neonatal HI. A
neuroprofective role of PROG bas already been shown in
several studies of lesions in the adult central nervous system
(for review see Deutsch et al. 20013} including stroke {for
review see Guenmoun et al. 2009 On the other hand, just
a few studies using FROG have been performed in animal
models of neonatal HI; sill, results ane controversial {Tsuji
et al 2002 Wang er al. 2003: Li et al. 2004b, 2015; Peterson
et al. 2015; Fabres et al. 2018

PROG regulates cell proliferation, apoptosis, exciioionic-
ity and anti-inflammatory features during brain deve lopmen
(Whitaker-azmitia et al. 20004; Anif er al. 2006} In addition,
PROG also modulates cell sarvival pathways by increas-
ing p-Akt expression and inhibiting caspase-3 expression
(Dijebaili et al. 2004: Li et al. 3015; Stanojlovid et al. 2009).

Caspase-3 is the leading factor in the scivation of the
apopiosis pathway (Djebaili ot al. 2004: Li et al. 20015 Afier
an initial phase of mecrosis cawsed by HI, apoptosis is the
main process involved in the increase of neural cells death
(Davidsom et al. 20035 Afierwards, pearcinfammation plays
a role in the extension of the brain lesion with astrocytic
hypertrophy being the main component of the neuroin-
flammatory process (Li et al. 200 4a; Odorcyk enal. 2017).
Astrocytes have an important role in the metabolism, ghe-
ranate uplake and mainemance of the blood-brain barrier
following a HI event. However, astrocyics hyperactivation
produces harmful effects {Teo et al. 20035; Concepeion and
Zhang 2015; Burda and Sofroniew 2014). Hyperactivation
of astrocytes is associated with secretion of proinflammatory
cytokines, beading to a secondary nearonal damage {Riocha-
Ferreira and Hristova 201 6; Buorda and Sofronbew 2004}

In a previons smdy. we did not find any effect of FROG
on the expression of procaspase-3 and p-Akt when animals
were evalugied just 48 h following HI. Here, we used the
same schedule of PROG admindstration (before HI andfor
6 hoand 24 b after HI) but evaluated the animals a week
later. One-week post-injury period was chosen because i
encompasses brain damage due 1o all mechanizms of injury
(Teo et al. 2005). Notwithstanding we did not observe any
neuroprotective effect of FROG 24 h following HI (Fabres
etal. 2018), FROG mearoprotective effects had already been
demonstrated when neonatal animals submited 1w HI reach
adulthood (Peterson ef al. 2015).

Our hypothesis is that asirogliosis is increased afier
injury. which may be related to the scrivation of apoptosis
pathways. In addition, administration of FROG a few hours
following HI will produce long-lasting effects reducing brain
damage when it is evaluared a week following HI insult.
Thus, the aim of the present study was to evalaate the effec
of PROG on the volume of brain lesion. astrogliosis and
cell survival and apoptosis pathways a week later neonatal
cerebral HL

£} Springer

Material and Methods
Animals

For this study we used 6 seven-day-old (PT) male Wisiar
rats {n=6/group). since at this age the level of brain matu-
ration is comparable to that of full-term human neopstes
(Dobbing and Sands 1979 Metto et al. 2007). Poppies
waere kept together with their dams which received food
and water sd libitum. Light—dark cycle (12 h light/12 h
darky and emperanere (22 °C £ 2 °C) were comrolled. This
study was approved by the Institwional Animal Care and
Use Commiee of Federal University of Rio Grande do
Sul (UFRGS, #2666%9) and Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HOPA, #14-05T78).

HI procedure was performed according to the meodel of
Rice et al. (1981) {see Fig. | for details). Animals were
anesthetized with isoflurane (5% for induction and 3% for
maintenance), and then submimed 1o surgical occlosion of
the right common carolid anery. Animals were exposed 1o
isoflurane for no more than 10 min daring surgery. After
recovering under a heat lamp. pups were left with their
mothers during 1-2 h and then placed in a hypoxic cham-
ber (8% C0M92% Mo, SLimin) for 60 min at 37°C {animal
by temperatare). Afier hypoxic exposure. the puppies
were kept in a box under heating for approxinsately 30 min
and then returned o their mothers.

Experimental Groups And Progesterone
Administration

PROMG (Sigma) was dissolved in 22.3% cyclodexirin
( 2-hydroxypropyl-f-cyclodextring and sdministered at a
dose of 10 mafkg of body weight (a1 a concentration of
5 mgiml). Animals were assigned to five experimental
groaps depending on the schedule of PROG and/or vehi-
cle {cyclodexiring administration, according o our pre-
vinus paper (Fabwes et al. 2008) (see Fig. | for details):
SHaM, HIL, HI+PROG-BEFORE (BEF). HI + PROG-
AFTER (AFT). HI + PROG-BEEFOREFAFTER (BA). The
firse adminisiration of PROG was performed immedi-
ately before ischemia (1o produce in P7 rats high levels
of PROWG similar to-the high prenatal physiological ones)
{Tsuji et al. 2012). This first administration was performed
intraperitoneally {with animals anesthetized) for guick
absorpion. The next rwo administrations were performed
6l and 24 h after the onset of hypoxia and were done sub-
cutancously for slower shearption. SHAM group was used
as a control group and injected only with vehicle. SHAM
animals were submitted 1o a Aetitious sargery (withoot
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Fig. 1 Experimental design (mpper panel} and experimemtal gsoaps
{lower pans). The procedure of hypoxia=ischemia (HI) was pers
foemed accosding o the model of Rice et al. (1981). Animals wene
submitved vo HI oo the seventh postatal day {FT) and eothanized
at P14 for tissue collection and processing. The HI procedure cone
sised of two sieps: arimals were first ancsheiized and submitied
o a surgery b occlusion af the right common carotid aery (bme
= X} Then, after a pericd of recovery, animals were placed izxide
a hypoxic chansher (8% 0,) for 60 min o 37°C (body iemperabare ).
The beginning of hypoxia exposare was taken as (ime zero (0 b
Every amimal wes injected three times with progesterone (PROCG)H
dissobved in cyclodextrin andior wehicke {cycbodextring, depending
o the specific experimental groap. First injection wes performed
with anional betized @ diaiely befose the surgery bo carofid
occhasion (time = 2 hj Second and thind mjections were admimis-
seved 6 b2 24 h afier the beginning of bypoxia, respectively. Animals

carntid occhision) and kept under normodtia throughoo
the experiment; HI animals were submitted 1o the hypoic-
ischemic procedure {carotid occlusion followed for expo-
sure 1o a hypoxic atmosphere) and were also infected with
vehicle: BEF animals were submitted o HI and received
PROG before ischemia: AFT animals were submitted 1o HI
receiving FROG after hypoxia: BA animals were submit-
ted o HI and received PROG before ischemia and after

hypoxia,

wepe assigned o five experimental groaps (lower paael) depending
an the schedule of PROG andfor wehicle administration. acconding
b our previous paper (Fabres o2 al. 2008 SHAM, HI, Hl +PROG-
BEFORE {BEF}), HI +PROGAFTER (AFT). HI+ PROG-BREFORES
AFTER {BA). SHAM group was used as a control group and inpected
anly with vehicle. SHAM animals were subminied 1o a fictiious sur=
gery {withous caratid coclusion) and kept ender normoxis throughout
the experiment; HI anirals were submisted to the bypoxiceischamic
procedure [cartid occlusion followed for exposure 0 2 hypoxic
aimosphere) and were aso injecied with vehicle; BEF amimals were
sabmitted to HI and recemved PROG befors ischemia), AFT ani-
mals were sabmitied o HI and received PROG after hypoxia; B
aninmls were sobmitied © HI and received PROG before ischemia
and afier hypaxia. COscarotid cochsi PROG
VEHIC =vehicle. i.p. =inraperitoneal, 5.0.= sl

Erain Volume Measurement

In order 1o estimate the volume of lesion of the cerebral
hemisphere and hippocampas ipsilateral 1o carotid occlu-
sion animals were deeply anesthetized with isoflurane at
PLd and transcardizgcally perfused with cooled saline (009%
NaCl) followed by 4% paraformaldehyde (PFA). Brains
were dissected out, post-fixed in 4% PFA overnight and

£ Springer
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dehydrated using an aleoholic series. Mext. brains were
embedded in paraffin and then sectioned coronally (7 gm)
using a microtome (Microm HM 340E, ThermoScien-
tific). Sections were collected on gelatin-coated slides and
stained with hematoxylin and eosin (HE).

Sections were collected as from the corpus callosum was
visualized until the disappearance of the hippocampos, cor-
responding from bregma+ 252 to— 6,84 mm in adulr eaes,
according to Paxinos and Watson rat beain atlas (Paxinos
amd Watson 2007 ). Twenty-five sections were collected per
aninal (one every thirty sections. ie.. one every 210 pm of
interval} in order 1w evaluate the whole cerebral hemisphere
volame. For analysis of hippocampal volume. fifteen sec-
thons per animal were analyzed (— 204 po—6.12 mm). lso
with an interval of 210pm in between. The images were
captured and digitalized and the area of each hemisphere and
hippocampus was measured vsing Imaged software (NIH,
Bethesda, LISA)Y. The Cavalien method was used 1o calcolate
the volume of the structures (Arteni et al. 2000). Briefly,
the areas of the analyzed structures were summed up and
multiplied by the distance between each section. The nesulis
were expressed as 4 percentage of volume of lesion relative
o the volume of the contralateral hemisphese. according 1o
Som et al. (Sun er all 2005)

Cell Counting

Using the HE stained slides we were able to caprure images
of the hippocampal areas of CAl and hilus of the denae
@yrus, in order 1 quantify the number of degenerated and
total pyramiedal cells (Fig. 2). The images wene captured with

SHAM v
#n_:.*l’ig'-u %
o Gleer Y

Fig. 2 Represeniative images of HE stained sections from hippocanz=
pal neurnns ipsilateral to cerebral ischemvia of [4-day-old s for
visualization of normal cells and degenerative cells. a neg i
bezin saction of a8 SHAM animal ool submitted to HL Arrow is indis
cating o normal cell. b Represensative brain section of an asimal from
the HI groap. Arrow indicates a degeneraiive cell. Bars 10 pm
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a microscopy (Zeiss) at magnification of x400. The average
of T0 pyramidal neurons per capiared image was counted
and the mean valoe of five different sections was calculaed
{one field for each section totalizing five images per animal).
‘The cells which showed shrinkage and deformiry of the cell
bandy or karyordhectic and pyknotic nucles were defined as
degenerated cells (Garman 200 I Mano et al. 2004}, The
results were expressed as the percentage of degenerative
cells, i.e., the mean of the degenerative cells divided by the
mizan of the wotal cells= W0 (%)

GFAP Immunofluorescence

Sectioned slices were washed with phosphate-baffer saline
(FBS) and cell membranes were permeabilized in (0.25%
PHBS-Tricon X-100. Sections were then blocked with 1%
albumin for 30 min and incubated with the anti-glial fibrl-
lary acidic profein antibody (anii-GFAP, #G9269. rabbi
IgG. 1:200, Sigma-Aldrich) o idemify astrocytes. This
procedure was carried out in ['% albomin in PBS-Triton
M- 10 ae 4 2C for 24 he Following FBS washes. sections
were incubated with the Alexa 555 anti-rabbit secondary
antibody {12300, A32732, Molecular Probes. Invitrogen).
Slices were mounted with mounting medium containing
DAPL (Merck, FO05T) and coverslipped. In order to quan-
Hatively compare GFAP immunofluorescence among
groups, we choose two hippocampal areas (CAL and hilus)
for fluorescence mmtensity analysis. An area of optical interesa
was determined (3200 pm®) and positioned on each of five
images. A toial of ten images {five for each area, Le. CAl
and hilos) was evaluated per animal. Images were analyzed
with the Imagel software (NIH, Bethesda, USA), and the
value of the integrated density per unit of area was oblained
{Micola et al. 2016),

Western Blotting

After ewthanasia, the hippocanipus was quickly dissecied o
and frozen in liguad nitrogen and stored ar — 80 °C for subse-
quent homogenization. Right hippocampas (e, hippocam-
pus ipsilateral 1o canotid ceclusion) was processed apart, and
40 pg of proteins were separated by SDE-PAGE (polyacryla-
mide gel electrophoresis with sodium dodecyl sulfaie) and
transferred o nitrocelluloze membranes. The membranes
were incubated with primary antibodies anti-phospho-
AkU{ 1250, #50-293125, Santa Cruz), ant-GFEAP (1: 1H00,
#6269, Sigma), and anti-cleaved caspase-3 (1: 1000, #9661,
Cell Signaling). The resulis were normalized by the expres-
sion of ghyceraldehyde 3-phosphate dehyvdrogenase (GFAFS
GAPDH), total Akt {phospho-Akifiotal Akt) and procas-
pase-3 {cleaved caspase-3fprocaspase-3). The concentration
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wied for the anti-GAPDH antibody (#MAB-374, Millipore )
wis §r 20000, for the vocal ane- Ak antibody (#2c-53298. Santa
Cruz) was 1250 and for the anti-procaspase-3 (#9662, Cell
Sigmalling) was 1:1000. The following secondary antibodics
coupled 1o peroxidase were ased: ant-mouse IgG {1 LOLOD0,
#AP1 24P Millipore) for GAPDH and GFAP and anti-rabbiz
12 (L 10000, #API32E, Millipore) for phospho-Aka, toeal
Akt caspase-3 and cleaved caspase-3. Membranes were
deseloped by chemdluminescence and were analyzed den-
siroetrically wsing the Image) software (NIH, Bethesda,
USA}

Data Analysis

All data were analyzed using a one-way analysis of varance
(ANOVA) followed by Bonferroni post-hoc test. The data
were expressed as mean + SEM. The significance level was
setas p= 0005

Results

Volume of Cerebral Hemisphere and Hippocampus

Figure 3 {upper panel} shows representative images of his-
eodogical slices stained with HE from animals of all experi-
mental groups. Images were used 1o cabenlate the volume
of lesion of the cerebral hemisphere and hippocampus
ipsilateral to carotid ecclusion of each group. An increase
in the volame of kesion of both hemisphere (Fig. 3a) and

hippecampus (Fig. b) ipsilateral to carotid occlusion was
seen in-animals of the HI groap (p<0.05). On the other
hand, the volume of lesion in the brain of animals from
groups receiving PROG was similar to the SHAM group
(p=0.05).

Cell Counting

The percentage of degenerative neuronal cells in relation 1o
thi total neuronal cells was analyzed in the CAl and hilus
of the hippocampus ipsilateral to carotid ecclusion (Fig. 4).
A significant increase in the percentage of degenerative
cells was seen in the hippocampos of animals submined 1o
HI a5 compared to SHAM animals (Fig. 4a. b, p<0.05).
Administration of PROG caused a significant decrease in
the percentage of degenerative cells compared to the animals
of the HI groap (p <005} in both areas, CA L and hilos.
Howewver, FROG was it able 1o retum the number of degen-
erative cells o vabwes similar to those of the SHAM group
(p<0.05).

GFAP Immunoreactivity and Immunocontent

GFAF immunofluorescence was evaluated in the CAL and
hilus of the hippocampos ipsilateral to the carotid occlu-
sion 7 days after the hypoxic-ischemic event (Fig. 3).
Animals from groups H] and BEF showed a significam
increase in GFAP immuonofiuorescence in both areas {CAL

SHAM Hi BEF AFT BA
A B

[
T

(]
(=]
L

&

SHAM  HI BEF  AFT BA

Vaolume of lesion (%}
2

Fig. 3 Volume of lesion (%) in the hemisphere (a) and hippocampus
b} ipsilateral so carotid occlusion. Lpper parel represensative images
of HE stsined sections of the brain from animals of each experimens

504

g 8 &

Volume of leslon (%)
=

SHAM Hi BEF AFT BA

i groap. Daga wene anxhvzed by 7 ANOVA fodl i by Bons
ferroni and expressed as mean +SEM. *significant differenices coms
pared to the SHAM groap (p<005). Bar=(.5 cm
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SHAM Hi BEF  AFT BA

Fig. 4 Percemiage of degenerative pewross in the areas of CAl
(a} and hilus {b) of the hippocampus ipsilateral 1o capslid coclus
sion. Upper pamel pepresentative images of HE shained sections of
the hrzin from animals of each experimenial grougp. Dala were ana-

and hilus) relative 1o SHAM animals (Fig. 3a, b, p<0L.05).
Groups AFT and BA did not present significant differences
in relation 1o the SHAM group (jp = 0L03). These resulis
were corroborated when GFAP immundcontent from the
hippocampus ipsilateral to ischemia was analyzed by
Wiestern bloming (Fig. 6).

£ Springsr

SHAM  HI BEF AFT BA

hyzed by one-way AMOVA followed by Bonferponi sod expressed
as mean>SEM. *significant differences compamred o the SHaM
group (p<003) #<gnificant differences compared to the HI group
{p<(L05). Bars: main photomacrographs = 200 pm; insets = 10 pm

Expression of Survival and Apoptosis
Proteins

The ratios of p-Akthotal Akt and cleaved caspase-3/
procaspase-3 are represented in Fig. 7. The p-Akuftotal
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Fig. § GFAP immanoflucrescence in the aress of CAl {x) and hilos
b} of the hippocampas ipsilseral o carotid occlasion. Lipper pamel
represeniative images of GFAP immunofisorscence stiming of
the hezin from animals of sach experimenial group. Diata were ana-

Akt ratio in the hippocampus of HI animals did not show
significan differences in relation to the SHAM group
(Fig. Ta, p =005} Despite that, when PROG was admin-
istered in neonates submitted to HI, an increase in p-Aki
immunocontent was seen (Fig. Ta, p < 0L05). The opposite
effiect was observed when analyzing the cleaved caspase-3
content {Fig. Th). The HE group showed higher valoes
of cleaved caspase-3 in relation to all the other groups
(o= 0.05)

Discussion

Most studies using PROG adminisization in animal models
of brain injury in both adelts and newbomns show that this
steroid displays peuroprotective effects (Ishrat et al. 2000,
2012; Li et al. 2004b: Dong et al. 2018; Guennown et al.

Optical Denslty

% of tha SHAN}

SHAM Hi BEF  AFT B

tvzed by one=way ANOVA followed by Bonfesroni and cxpressed ax
mean + S, *signaficand differences compared 1o the SHAM group
{p<L05). Bar= {00 pm

2011%). However, there are also studies showing an absence
of protective effecis (Fabres et al. 2008) or even harmiful
effects {Murphy et al. 2002; Tsuji et al. 20000 of PROG
in peonates submited to HE. Therefore, there is a need for
further studies in order w slacidate the mechanism of action
and the physiological effects of PROG.

Here we have calenlated the hemispheric and hippocam-
pal volumes of lesion of neonates exposed o HI whether
or not receiving PROG administration. It was possible 1o
observe a reduction of the volume of brain lesion in animals
treated with PROG as compared 1o animals that received
only vehicle. regardbess of the time-point of hormone admin-
istration (before andfor after HIL As compared 1o Hl groups,
animals that recedved PROG showed a significant reduction
in the volume of lesion, suggesting a beneficial effect of
PROG. It is worth to mention brain volume of lesion was
evaloated a week following HI. In a previous siedy osing

'E Springer
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SHAM Hi BEF  AFT BA
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Fig. & GFAPF immunocomient in the hippocampus ipmilateral 1o
carotid acchasion. Uipper pane! represeniative Western blonting bands
of GFAP i coaent in the ipsilateral hippocanpas from sximal
of each experimental group. GAPDH was uzed as 2 loading control
{GFARGAPDH). Data were analyzed by one=way ANOVA followed
by Bonfesroni and expressed as mean + SEM. *significant differences
compared 1o the SHAM group (p<(.05)

thi same experimental design presented here we evaluated
animals just 48 h followdng HI {Fabres et al. 2008} In tha
case, we were nol ahle v see any effect of PROG administra-
o in reducing the brain volume of lesion. We are confident
thise differences ane due to the distinctions in the time-poin
of analbysis. It is well known HI lesion continwe extending
for days or even months folbowing the HI event (Mano et al.
201 4) and PROG coubd act reducing this Fater neuroinflam-
MATOrY PIOCEss.

For example. ina study by Peterson e1 al. (Peterson
et al. 201 5) anmmals submined o HI in PT and receiving
PROG right afier injury showed a reduction in the hemi-
aphere-injured area ipsilateral g0 ischemia when evaluated
at 52 days of life (P52). A more recent study also showed
a decrease in the area of lesion 8 weeks after injury in
mce receiving PROG treatment for one week following
HI (Dong et al. X018

However, in the literature. only our previous (Fabres
et al. 2018 and carrent papers have evaluated the effecis
of PROG using histodogical and binchemical analysis in a
short peried after the injury. respectively 48 hoand 7 days
following neonatal HI. The evaluation of the animals
following a longer period afier the insult may be more
adequate o observe the effects of PROG on the brain vol-
onme. Mevertheless, in onder to understand the biochemical
pathways rexponsible for the extension of injury it is nec-
essary b0 stedy shon periods after the HI event. sinee cell
signaling pathways activated there could be responsible
for stroctaral changes observed in more advanced ages.

Thus, the maintenance of brain volume observed in
PROG-treated animals coubd be related to the activation of
signaling pathways involved in cell survival {[shrat et al.
2012y, When we evaluared the percemtage of degenera-
tive pyramidal neursns in the areas of CAl and hilos of
the ipzilateral hippocampas, it was possible to note HI
animals showed a 7-8.5-fold increase in the number of
degenerative cells as compared o SHAM animals. Other-
wise, animals submitted to HI and which received PROG
{groups BEF, AFT and BA) showed a reduction about 0%
in the number of degenerative cells. This resolt snggests a

A SHaAM Hi BEF AFT BA B SHAM Hi BEF AFT BA
Rkl L — ——, Lf VT\Y ‘Chramag Campana-3 . —, — —, - TT W04
Total Ay . — i . | — L B Frocasgass-d —— — — — " W RO
400- R 1 300,
£
. L %
= 200+ =
- E; 200
3 5%
i EE
=4 B 4004
£ 100 Be
o
S
a- E 0=
SHAM HI BEF  AFT BA =

Fig. 7 peAkt {a) and cleaved caspases3 (b immusocontent in the hip-
pocampus ipsilsteral to carolid cochesion. Dpper panel representative
Wesiern blotting bands of pAkt and cleaved caspase-3 immanoco=
temt in the ipsilateral hippocamges from animaks ol each expenimens=
izl group. Toial Akt amd procaspase=3 were osed s loading contrals
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SHAM Hi

BEF AFT BA

ip=Akufiotal Akt and cleaved caspace-Yprocaspase=3 1 Data were ana-
hyred by ¥ ANOWA foll | by Bonfesromi and exj i as
mean+ SEM. *significant differences compased to the SHAM group
{p<LiE)
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neroprotective action of PROG on cell sarvival and cor-
roborates with our brain volume data.

Since PROG reduces the volume of heain lesion along
with reducing degeneration of neurons, we decided also
chieck the effects of PROG adminisiration on asirocyies,
Some studies have shown that increases in GFAP immuno-
reactivity are related 1o increases in neuronal death indica-
tive of brain injury (Widestrand et al. 2007; Li et al. 2008).
In the present study. an increase in GFAP immunoreactivity
was observed in CA | and hilus of hippocampus ipsilateral i
injury in Hl and BEF groups. When PROG was administered
after injury {groups AFT and BA), GFAP immunoreactivity
was similar o the SHAM group. These same resalis were
obiained to the ipsilateral hippocampuos when the i -

different periods after its administration. Thus, i onder o
mmprove PROG-beneficial effects is necessary 10 elucidare
the best therapeutic window for PROG adminisiration.

Along with Akt sctivation, inhibiting caspase pathway
is the best way o block apoptosis. We showed cleaved cas-
pase-3 expression in hippocampas was raised even 7 days
following HI. This Gnding is similar 1o that of Teo and
colleagues (Teo et al. 2015) which showed an increase in
caspase-3 expression in the s0malossensory CoMes mEunmns
T days afier HIL

MNevertheless. PROG adminisiration was able 1o revert
this increade in cleaved caspase-3 caused by HL as shown
here. In a previous study (Fabres of al. 2008, we showed

content of (GFAF was evaluated by Westem bloting.

The effects of changes in GFAP expression on nenronal
injury are controversial. Some smdies show thar increases
i GFAP expression are nearoprotective (Li et al. 2008).
Chherwise, it has also boen suggested GFAP expression may
mnhibit normal restorative processes in later stages follow-
ing adult cemral nervous system injury { Wille lmsson 2004,
Widestrand et al. 2007 However. a sudy wsing GFAP-
knockout mice showed po effect on the size of the lesion,
besides improved neurogenecsis following HI (Tirlested
et al. 2000). It shows the importance of reducing GFAP-
overexpression following peonatzl HL The administration
of PROG following HI seems 1o have a beneficial effect on
the reduction of GFAP expression.

In the present study. the expression of p-Akt and cleaved
caspase-3 in PROG-treated animals was also evaluated
at PE4. The PROG-treated groups showed an increase in
the expression of p-Aki relative 1o HI and SHAM groups.
Wheneas, a reduction in the expression of cleaved caspase-3
could be observed in the groups receiving administration
of FROG. Aliogether, these findings suggest the effects of
PROHG can last for many days following injury, inhibiting the
process of apoptosis along this firss week post brain infury
{Eshrat ot al. 200 2).

Apoptosis is one of the major processes of cell death acti-
vated afier HE injury in neonates {Davidson et al. 201 5%
Moreover, caspase-3 is one of the main proteins involived
in the effector phase of apoptosis (Srinivasan et al. 1998).
Inhibition of caspase-3 may be a consequence of the effects
of Akt phosphorylation (Asati et al. 2006). Thas, PROG-
dependent increase of Akl expression may be involved in
the beneficial effects of PROKG in animal models of brain
injury (Izhratet al. 2002; Li e al. 2084b, 200 5; Stanojloved
et al. 2019}, In our previous paper (Fabres et al. 2008),
PROG (when sdministrated immediately before ischemia)
wias unable (o increase p-Akt expression 48 b after HL Li
and coworkers (Li e al. 2015) administered PROG 30 min
before ischemia and observed an increased expression of
p-Akt 24 b after HI. These resulis show PROG can act at

the expression of procaspase-3 in the hippocampas ipsi and
coniralateral to ischenda was similar between HI and SHAM
animals when evaluated 48 h after HL Thus. i is likely that
an increase in caspase-3 is occurring later, between 48 h and
T days following HL In other words, it 15 Hkely the exist-
ence of distinet periods of increase in caspase-3 expression
between the onset of injury. related 1o the HI event itself,
and the later neuroinflamimatory process which occurs along
days after HL It is imperant o parsoe this emporal patiern
of caspase activation in order 1o determine more accusately
the timing of an inervention s PROG administration

Our resuls suggest a relatbonship between astrogliosis
and incressed caspase-3 expression. consequently a rise in
apoprosis following HI. Tripathi er al. {Tripathi et al. 200T)
alsp suggest p-Akl can regulare negatively GFAP expression
through FABPT-PPARY and MKP3. In the present smudy,
animals which showed increased p-Akt expression (hecause
they were treated with PROG) also showed a decrease in
GFAP expression. Thus. we have shown for the first time an
increase in p-Akt expression associated with a decrease in
GFAP expresaion in neonates submined o HIL

Here, we have shown that the administration of PROG
i a dose of 10 mafkg is effective in protect the neonatal
brain from male Wistar rats exposed w0 HI irrespective of
the moment of administration {immediately prior ischemia
or after hypoxia). All groups meated with PROG showed
increased expression of p-Ake and a decrease in cleaved
caspase-3 expression. PROG exerts a long-lasting effect
since this nearoprotection was observed T days afier the HI
event. On the other hand. a decrease in GFAP was observed
only in animals that received FROG afier HI {AFT and BA
groups), suggestng the timing of administration ix relevam
for FROG regulation of astrogliosis (Fig. 8). I is a Hmitaion
of the present study we have evalozted just ome G -point
(P14} following PROG administration. However, it does et
exclode the fact that animals receiving FROG showed a posi-
tive outcome one week after the induction of brain injury
when compared 1o animals in the HI group.

In summary. the present study was the first one o
evaluae the effect of PROG on the asirogliosis in rodents

£ Springer
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Fig. & Schematic diagram of the proposed mechanism for progesiers
ome (PROG) aprotection followd szl hypovis=ischemis
MNeoemtal hypoxia=ischemia activases caspases3 and induces exacers
bated axtrogliosis which. i turn, causes. hippocampal damage (i)

submitted to neonatal HL. Resulis suggest PROG promotes
Akt signal and decreases caspase-3 and GFAP expression
T days afier Hl. However, we have also shown thar PROG
administration before ischemia was not able to redoce
astroglinsis. Thus, sudies evaluating different doses of
PROG. gender effects and other cell signaling pathways
are necessary i élucidate the effects of PROG and allow
its wse as a clindcal therapy for HI treatmem.
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