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RESUMO

VOLPON SANTOS, M. Analise dos efeitos clinico-radiolégicos, histopatologicos e
bioquimicos da deriva¢do ventriculo-subcutinea na hidrocefalia induzida por caulim em
ratos . 2016. 123 f. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2016.

Introdugdo. A hidrocefalia ¢ uma doenca de complexa fisiopatologia, que ndo so afeta a
dindmica do liquido cefalorraquidiano (LCR), mas também outras estruturas do sistema
nervoso central, e consequentemente pode trazer sequelas graves em criangas. Sua
fisiopatologia, principalmente no nivel bioquimico-celular, ainda ¢ pouco conhecida.
Objetivos. Avaliar aspectos clinicos (ganho ponderal, comportamento motor € memoria),
radiologicos (razao ventricular e transferéncia de magnetizagdo), histopatologicos (astrocitose
reativa e proliferacao celular na matriz germinativa) e bioquimicos (presenca de interleucinas
inflamatoérias no liquor) na fase aguda da hidrocefalia experimental induzida por caulim e o
efeito do tratamento com deriva¢do adaptada (ventriculo-subcutianea). Materiais e métodos.
Utilizaram-se ratos Wistar com 7 dias de vida, que foram divididos em trés grupos: controle
sem injecdo de caulim (n = 5), hidrocefalico sem tratamento (n=17), e hidrocefalico tratado
com derivagdo ventriculo-subcutdneo (DVSC), a partir do 7° dia pds-indugdo (n=24). Os
animais dos grupos hidrocefélicos tratado e ndo tratado receberam uma injecdo de caulim a
15% na cisterna magna, para a indug¢do da hidrocefalia, no 7° dia do estudo. Resultados. O
ganho de peso foi semelhante nos grupos hidrocefalicos mas menor que no grupo controle.
Animais tratados e ndo tratados exibiram desempenho inferior aos controles no
comportamento motor pelo teste Open Field, ao passo que o desempenho no teste de memoria
foi melhor no grupo tratado. A DVSC reduz drasticamente as dimensdes ventriculares, porém
ndo reverte a desmielinizacdo causada pela hidrocefalia, como visto na avaliacdo por
ressonancia magnética. Da mesma forma, os processos de astrocitose reativa (que aumenta
com a hidrocefalia) e proliferagdo na matriz germinativa (que se reduz) nao se alteram apds o
tratamento com a DVSC. A hidrocefalia aumenta os niveis liquoricos das interleucinas 1 e 6
e TNF-a, que retornam ao normal apos o tratamento. Conclusdes. O tratamento com a DVSC
foi eficaz (considerando-se a redu¢do ventricular) e trouxe beneficios comportamentais e
celulares, porém ndo foi suficiente para alterar o curso dos processos de injlria e reparagao
celular cerebral ja estabelecidos. Depreende-se que ha participagdo de mecanismos
inflamatérios neste modelo de hidrocefalia experimental a partir do achado de aumento de

interleucinas inflamatdrias no liquor.

Palavras-chave: Citocinas. Hidrocefalia. Interleucinas. Derivacao ventriculo-subcutanea.



ABSTRACT

VOLPON SANTOS, M. Analysis of the clinical, radiological, histopathological and
biochemical effects of a ventricular-subcutaneous shunt in rats following kaolin-induced
experimental hydrocephalus. 2016. 123 p. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdao Preto, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Introduction. Hydrocephalus is a complex disease, which affects not only cerebrospinal fluid
dynamics, but also other cerebral structures, and therefore may result in severe disability for
children. Its pathophysiology is still widely unknown, especially on a cellular-biochemical
level. Objectives. Assessment of clinical (weight gain, behavior), radiological (ventricular
index and magnetization transfer ratio), histopathological (reactive astrocytosis and cell
proliferation over the germinal matrix) and biochemical (dosage of inflammatory interleukins)
aspects of acute kaolin-induced experimental hydrocephalus and the effects of the treatment
with an adapted shunt (ventricular-subcutaneous). Methods. 7-day-old Wistar rats were
divided into three groups: untreated hydrocephalic (n=17), hydrocephalic treated with shunt
on the 7" day after induction (n=24) and controls (n=5). Hydrocephalic animals, both treated
and untreated, were injected with a 15% kaolin solution on the cisterna magna, to produce
hydrocephalus. Results. Weight gain was similar on both hydrocephalic groups but lower
than in controls. Motor behavior was also worse than controls for both groups, but treated
animals showed better memory performance than their untreated counterparts. Shunting
drastically reduces ventricular size, even though it does not reverse demyelination caused by
hydrocephalus, as seen in magnetic resonance scanning analyses. Likewise, reactive
astrocytosis and cell proliferation at the germinal matrix do not change after treatment.
Interleukins 1B and 6 and TNF-a levels are raised in hydrocephalic rats and return to normal
after shunting. Conclusions. The ventricular-subcutaneous shunt for treatment of kaolin-
induced hydrocephalus in rats is effective (i.e, reduces ventricular size) and has clinical and
histological benefits, but is not enough to change the evolution of previously established
injury and cellular reparation processes on the hydrocephalic brain. The finding of raised
inflammatory interleukins on the cerebrospinal fluid suggests a role for inflammation in the

pathogenesis of this experimental model of hydrocephalus.

Keywords: Cytokines. Hydrocephalus. Interleukins. Ventricular-subcutaneous shunt.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hidrocefalia

1.1.1 Epidemiologia, fisiopatogénese, aspectos etiolégicos e clinicos

A hidrocefalia ¢ uma das doengas que mais comumente acometem o sistema nervoso
central (SNC) durante o periodo neonatal e infincia. Apresenta incidéncia estimada de 1:2000
nascidos vivos e estd associada a um terco de todas malformagdes congénitas do SNC. Nos
Estados Unidos, ha registro de 69.000 casos/ano (BONDURANT et al., 1995; LAM et al.,
2014).

Williams et al. (2007), definiram-na como um aumento do volume dos ventriculos
cerebrais secunddrio a alteracdo da secrecao, circulagdo ou reabsor¢ao liqudrica, resultando no
aumento da pressdo intracraniana (PIC) e surgimento de sintomas / sinais clinicos.

Difere da hidrocefalia “ex-vacuo”, que ¢ caracterizada pela dilatacdo do sistema
ventricular decorrente de atrofia cerebral e geralmente sem repercussdes clinicas, bem como
da hidranencefalia, quadro grave em que ha auséncia, parcial ou total, de formacdo dos
hemisférios cerebrais, que sdo substituidos por liquido cefalorraquidiano (LCR), devido a
obstrucdo precoce das artérias cardtidas nos estagios iniciais da embriogénese (PAVONE et
al., 2014).

Mais comumente reconhecida como uma condigdo tipica da faixa etaria pediatrica, a
hidrocefalia também ocorre em adolescentes, adultos e idosos (WILLIAMS et al., 2007).

A hidrocefalia estd relacionada a diversas etiologias tais como: malformagdes
congénitas, hemorragias, infec¢gdes do SNC, traumatismo cranio-encefalico, dentre outros.

Independentemente da causa, a dilatacdo ventricular culmina em mecanismos de lesdo
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cerebral secundaria, incluindo morte neuronal e de células da glia, além de degeneragdo
axonal e dendritica, astrogliose e ativacao da microglia com consequente diminui¢ao do fluxo
sanguineo cerebral e alteragdo do metabolismo celular (DEL BIGIO, 2010). No entanto, ainda
ndo estd totalmente esclarecida a fisiopatologia da disfungdo neuronal, vascular ¢ da glia
relacionada a instalacdo da hidrocefalia e também como estas lesdes sdao revertidas apos o
tratamento (WILLIAMS et al., 2007).

O diagnostico de hidrocefalia baseia-se em aspectos clinicos e radiologicos. Na faixa
etaria pediatrica, os sintomas mais relatados sdo irritabilidade, cefaleia e vomitos. Os sinais
mais frequentes sdo atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM), aumento do
perimetro craniano e aumento da fontanela anterior em lactentes (DRAKE et al., 2000).

Quanto a investigacdo radiologica, os principais métodos sdo a ultrassonografia
transfontanelar (UST), a tomografia de cranio (TC) e a ressonancia magnética (RM) (DRAKE
et al., 2000).

A UST ¢ um método util, de facil aplicabilidade e que permite estudar, a beira do
leito, pacientes com fontanela patente (lactentes). A associa¢do da tecnologia do ecodoppler
transcraniano estabelece parametros funcionais importantes na avaliacdo da hidrocefalia
(OLIVEIRA et al., 2003).

Os sinais radiologicos caracteristicos sdo aumento do indice ventricular, dilatagdo do
corno temporal, dilatacdo do terceiro ventriculo e edema transependimario (DRAKE et al.,
2000).

A RM com estudo de fluxo permite o detalhamento das caracteristicas anatomicas da
obstrucao do fluxo liqudrico; além disso, pode ser associada a TC, particularmente em casos
de lesdes calcicas, hidrocefalias complexas, neoplasias, entre outros (DRAKE et al., 2000).

No entanto, a desvantagem destes métodos em neurocirurgia pedidtrica consiste na
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necessidade de remover do ambiente de terapia intensiva, por vezes, criancas prematuras e

criticamente enfermas, além da dose de radiagdo pela TC (OLIVEIRA et al., 2003).

1.1.2 Classificacao da Hidrocefalia

A dindmica de fluxo do liquido cefalorraquiano tem sido estudada had mais de um
século tanto em ensaios clinicos quanto em pesquisas da area basica (Ol et al., 2006).

A hidrocefalia foi definida como uma alteragdo da dinamica do fluxo liquoérico e
classificada pela primeira vez por Dandy e Blackfan em 1914 (DRAKE et al., 2000) em
“comunicante ou nao comunicante”. A comunicagdo do fluxo liquérico ocorre entre os
ventriculos laterais e o terceiro ventriculo através do forame interventricular (de Monro), entre
o terceiro e quarto ventriculos pelo aqueduto mesencefalico (de Sylvius) e do quarto
ventriculo para o espaco subaracnoideo espinal, podendo ser confirmada pela inje¢ao de
corantes no ventriculo lateral e detec¢@o deste por pun¢do lombar (Ol et al., 2006).

A terminologia de hidrocefalia obstrutiva e ndo obstrutiva difere quanto a
interpretacdo pratica. A obstrucdo do fluxo pode ocorrer em qualquer ponto de passagem do
liquor, incluindo o sistema ventricular, cisternas e espago subaracnoideo. Portanto, a condi¢ao
de hidrocefalia ndo obstrutiva estaria limitada a duas condig¢des: hiperprodugdo de liquor por
neoplasias do plexo coroide ou falha da absor¢do liqudrica (OI et al., 2006). Esta falha de
reabsorcdo surge devido a processos obstrutivos no nivel das granulagdes aracnoides (de
Pacchioni), o que faz com que esta classificacdo continue a ser discutida nos dias atuais, e
considera-se que mesmo hidrocefalias comunicantes também tém componente obstrutivo

(REKATE et al., 2011).
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Um dos aspectos mais controversos quanto as classificagdes da hidrocefalia refere-se
ao fato da dinamica de fluxo liquorico no periodo fetal, neonatal e durante a primeira infancia
ser ainda pouco conhecida e diferir do adulto (WILLIAMS et al., 2007; OI et al., 2006).

O1 e Di Rocco (2006) propuseram uma nova classificacdo baseada na fisiologia da
dinamica de fluxo liquérico desde o desenvolvimento embriologico do sistema nervoso até a
idade adulta. Relatam que existem dois caminhos para o a absorcao liquoérica: a via maior
(classica) e a via menor (fluxo ocorreria através do epéndima ventricular, plexo coroide com
drenagem para o sistema venoso profundo e espago perineural para as vias linfaticas).
Acreditam que a via maior, cuja absor¢do liquorica se faz pelas granulagdes aracnoideas (de
Pacchioni), passe a ser dominante no fim do primeiro ano de vida (OI e Di ROCCO, 2006;

TURNER, 1961).

1.2 As Citocinas e os biomarcadores na hidrocefalia

1.2.1 Definicao e aspectos biologicos das citocinas

As citocinas formam um grupo diversificado de proteinas de sinalizagdo intercelular,
secretadas pelo sistema imunolodgico (inato e adquirido) que regulam ndo apenas as respostas
inflamatorias e imunoldgicas locais e sist€émicas, como também a cicatrizacdo de feridas, a
hematopoese e muitos outros processos biologicos (BEEMS et al., 2003; ZHANG et al.,
2007) (Figura 1).

Sdo produzidas predominantemente por linfocitos T auxiliares e macrofagos, em
resposta a diferentes microrganismos e outros antigenos (por exemplo, a proteinas ou

substratos exogenos e endogenos, ativacdo de moléculas de adesdo e co-estimulatorias), além
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de estimular respostas diversas das células envolvidas na imunidade e na inflamagdo

(KONDZIELLA et al., 2002).
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Figura 1 - Ilustragdo demonstrando as propriedades e fungdes bioldgicas de algumas das
principais citocinas humanas (ABBAS et al., 2011).

A acdo das citocinas pode ser autdcrina ou paracrina, podendo ainda participar de
algumas fases do desenvolvimento durante a embriogénese (ZHANG et al., 2007).

As diferentes citocinas podem ser enquadradas em diversas categorias: interferons
(IFN), interleucinas (IL), fator estimulador de coldnias (CSF), fator de necrose tumoral (TNF-
a ¢ TNF-), e fator de transformagao de crescimento (TGF) (JANEWAY, 1999).

Na fase de ativacdo das respostas imunes adquiridas, as citocinas estimulam o
crescimento e a diferenciacdo de linfocitos e nas fases efetoras da imunidade inata e
adquirida, elas ativam diferentes células efetoras para a eliminacdo de componentes
estimulantes nao proprios (ABBAS et al., 2011).

Além disso, sdo capazes de participar ativamente na hematopoese, atuam de forma

importante na intervengdo terapéutica e podem ser consideradas alvo para antagonistas
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especificos em numerosas doengas imunoldgicas inflamatorias. Desse modo, essas proteinas
podem ser capazes de estimular, proliferar, maturar, recrutar e induzir retroalimentacao
negativa celular (ROITT, 1999).

Alguns estudos avaliaram a possibilidade de ocorréncia da cascata de inflamagao no
tecido nervoso e a fungdo das citocinas na hidrocefalia clinica e experimental. Muitas destas
citocinas tornam-se potenciais biomarcadores, por serem passiveis de dosagem e refletirem a

progressao e a resposta a determinados tratamentos, e serdo apresentadas a seguir.

1.2.2 Biomarcadores na hidrocefalia

Marcadores bioldgicos sao substancias que podem ser usadas para indicar o inicio, a
presenca ou a progressao de determinada condicdo clinica, podendo estar intimamente
relacionados a sua fisiopatologia (TARNARIS et al., 2006).

O termo biomarcador, ou marcador biologico, foi definido pela Organizacdo Mundial
de Saude em 2001 como “qualquer substancia, estrutura, ou processo que pode ser mensurado
no organismo ou seus produtos (secrecdes) e influencia ou prediz a incidéncia ou desfecho de
certa doenca (STRIMBU e TAVEL, 2014). Deste modo, os biomarcadores agem como
indicadores de um processo biolodgico normal ou patologico, ou da resposta farmacolédgica do
organismo a determinada intervengao terapéutica.

De maneira geral, no contexto da hidrocefalia, os biomarcadores podem ser divididos
em quatro categorias principais: marcadores de atividade do coldgeno e matriz extracelular,
marcadores de fibrindlise e coagulagdo (mais importantes nos casos de hidrocefalia pds-
hemorragica), marcadores de hipdxia e morte celular e marcadores inflamatérios (MERHAR,

2011).
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O fator transformador de crescimento ; (TGF- ;) e o sulfato de condroitina (CSPG)
constituem dois marcadores de atividade do coldgeno e matriz extracelular ja estudados na
literatura médica (WHITELAW, 2001). O TGF- B, ¢ conhecido por promover a expressao de
genes que regulam a produgdo de proteinas da matriz extracelular, como a fibronectina, ¢ o
segundo ¢ componente dos mecanismos cicatriciais do SNC (MERHAR, 2012). No entanto,
ndo ha diferenga nas concentragdes liquéricas de TGF- B; entre individuos normais e
hidrocefalicos (HEEP et al., 2004). Por sua vez, as concentracdes de CSPG no LCR
aumentam com a ocorréncia de hidrocefalia, e parecem estar relacionados a dano da
substancia branca periventricular, havendo correlagdo inversa entre os niveis deste
proteoglicano e a evolugdo clinica dos pacientes estudados (CHOW et al., 2005).

Tarnaris et al. (2006), identificaram apenas quatro estudos para avaliacdo de
biomarcadores séricos em pacientes com hidrocefalia de pressao normal (HPN). Nestas séries
foram analisadas a vasopressina, a gligoproteina D2 e a melatonina, porém nao foi
relacionada a atividade dos marcadores com exames de imagem e evolugdo clinica dos
pacientes.

A partir da década de 1990, algumas proteinas marcadoras especificas de dano
cerebral t€m sido investigadas (DEL BIGIO et al., 2010). Em casos de traumatismo
cranioencefalico grave e acidente vascular cerebral os niveis séricos de proteina S-100b e de
enolase neuronal especifica (NSE) estdo elevados e relacionam-se com o grau de injuria
cerebral (BEEMS et al., 2003).

Wikkelso et al. (1982), avaliaram as caracteristicas do LCR em pacientes com
hidrocefalia de pressdo normal (HPN), tratados com derivagdo ventriculoperitoneal (DVP) e
postularam que a avaliagdo deveria ser realizada antes e apos o tratamento da hidrocefalia

devido a mudancgas na composi¢do do LCR. Do mesmo modo, niveis liquoricos aumentados
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de IL-1B em criangas com hidrocefalia retornam a normalidade ap6és DVP (SCHMITZ et al.,
2007).

A proteina acida fibrilar glial (GFAP), considerada uma proteina monomérica de
filamento intermedidrio, encontrada no esqueleto astroglial, foi descrita pela primeira vez em
1971 por Eng e colaboradores (1971). E regulada fortemente durante a astrogliose, ¢ é
encontrada tanto na substancia branca quanto na cinzenta (PELINKA et al., 2004).

Beems et al. (2003), relataram que niveis de citocinas como a GFAP e proteina
S100b estdo aumentados no LCR de pacientes com hidrocefalia, denotando atividade
astrocitaria em resposta ao aumento da pressao intracraniana.

Os marcadores de lesao neuronal NSE (enolase neuronal especifica) e MBP (proteina
basica da mielina) também estdo aumentadas nestes pacientes e correlacionam-se com a
gravidade da lesao neuronal, porém ndo com a evolucao neurologica dos pacientes.

Atualmente, estd bem estabelecido que a resposta imune e inflamatéria ocorre no
SNC decorrente de afec¢des como infec¢do, doengas neurodegenerativas, trauma, hemorragia
e hipoxia (SCHMITZ et al., 2007).

A resposta inflamatoria cerebral é caracterizada pela infiltragdo e ativacao de células
circulantes e da microglia. A IL-1B tem sido uma das citocinas proinflamatdrias mais
amplamente estudadas no SNC (SCHMITZ et al., 2007).

Ha evidéncia de envolvimento direto desta interleucina em processos de lesdo do
tecido cerebral, tanto em adultos quanto em criangas (SCHMITZ et al., 2007).

A avaliacdo histoldgica por GFAP e de genes da via de interagdo dos receptores
citocina-citocina por Western blot, em ratos com hidrocefalia induzida por caulim, sugere que
ha uma “up-regulation” da resposta inflamatoria (DEREN et al., 2010). Aumento da
interleucina-1p, interleucina-6 e interleucina-10 foi observado em 20 pacientes com

hidrocefalia de pressdo normal (SOSVOROVA et al., 2014).
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Alguns autores encontraram aumento da IL18 e IFN-y no liquor de pacientes com
hidrocefalia neonatal, e levantaram a hipdtese de que ha lesdo inflamatéria da substincia
branca nestes casos (SIVAL et al., 2008). A ativagdo dos mecanismos anti-apoptoticos e
inflamatérios em casos de hidrocefalia neonatal ¢ demostrada pelo aumento nos niveis
liquéricos do fator de crescimento endotelial (VEGF), fator de crescimento insulina-simile
tipo 1 (IGF-1) e fator de crescimento de hepatocitos (HGF), além dos marcadores
inflamatoérios IL-6 e TNF-o (NAUREEN at al., 2014).

O IFN-y ¢ um importante regulador da resposta imune e inflamatoria que ativa
células “natural Killer” e T-citotoxicas e estimula macrofagos a produzir uma infinidade de
substancias toxicas como os ROI (radicais livres) (SCHMITZ et al., 2007).

Heep et al. (2004), identificaram que as IL-6 e IL-10 agem na cascata de resposta a
infeccdo e inflamacdo no SNC. A indugdo de citocinas proinflamatorias no cérebro foi
demonstrada in vitro e em modelo animal.

Baumeister et al. (2000), relacionaram altos niveis liqudricos de IL-6 com
diagnostico precoce de ventriculite em recém-nascidos pré-termo, observando sensibilidade e
especificidade de 80% e 98%, respectivamente. A expressao do RNAm da IL-6 induzida por
isquemia cerebral em modelo animal demonstrou o importante papel desta interleucina na
fisiopatologia da cascata inflamatdria cerebral. A IL-10 apresenta fun¢do de inibi¢do da
sintese de citocinas pro inflamatoérias como TNF-alfa, IL-1 e IL6.

Koehne et al. (2002), avaliaram a atividade do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) em criangas com hidrocefalia e observaram que em resposta a hipoxia,
neurdnios, astrocitos e microglia aumentam expressivamente a secre¢do desta citocina. As
principais acdes do VEGF sdo angiogénese e aumento da permeabilidade vascular, ambos

observados no parénquima cerebral desses pacientes.
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Esta atividade pode levar a edema causado pela quebra da barreira hematoencefalica.
Portanto, ao antagonizar a atividade do VEGF pode-se observar reducao do edema tecidual e
de dano apds evento de isquemia e reperfusdo, inclusive no parénquima cerebral (KOEHNE
et al., 2002; HEEP et al., 2004).

Heep et al. (2004), estudaram a funcdo da concentracdo liquérica do VEGF em
criancas prematuras com hidrocefalia. Relataram que esta citocina tem papel importante no
desenvolvimento cerebral e que estudos de imuno-histoquimica revelaram expressdo deste
marcador no cortex, leptomeninges ¢ camada subependimaria. Niveis aumentados de VEGF
foram encontrados no liquor de criangas com hidrocefalia, infec¢do e hipertensao
intracraniana.

Portanto, a identificacdo de mecanismos, mediadores ¢ marcadores da hidrocefalia
pode contribuir para a melhor compreensdo de sua fisiopatogénese, bem como otimizar os
resultados do tratamento e prevencao de sequela neurologica (SCHMITZ et al., 2007;
WILLIAMS et al.,, 2007). Os estudos sobre os biomarcadores abrem uma perspectiva
interessante na compreensao da hidrocefalia e de possiveis fatores relacionados ao resultado
do tratamento cirurgico nos pacientes portadores de hidrocefalia.

Os marcadores séricos tém papel importante na avaliacdo e seguimento de outras
doengas do SNC devido a relativa facilidade de coleta da amostra. Entretanto, a dosagem de
marcadores no LCR constitui uma ferramenta muito util para o diagnostico e
acompanhamento das doengas que afetam o SNC (BEEMS et al., 2003). No entanto,
frequentemente o aumento na concentragdo liqudrica de marcadores especificos nido ¢
suficiente para proporcionar aumento dos niveis séricos (TARNARIS et al., 2006). Outros
fatores que dificultam esta andlise sdo a deficiéncia da reabsor¢do liquorica e a integridade da

barreira hematoencefalica (BEEMS et al., 2003). Estes mesmos autores concluem que
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marcadores liquoricos apresentam potencialmente maior utilidade que os marcadores séricos,

pois propiciam avaliacao intrinseca do comportamento do tecido cerebral.

1.3 Modelo de hidrocefalia induzida por caulim em ratos

A indugdo experimental de hidrocefalia vem sendo praticada ha véarias décadas,
tendo-se utilizado, no passado, algodao, sangue, glicerina e outras substancias com o intuito
de causar hidrocefalia em modelo animal (CARDOSO et al., 2011). O uso do caulim tem sido
preferido devido as vantagens que oferece, como alto indice de indu¢do de hidrocefalia, baixo
custo e facilidade de uso (LOPES et al., 1998).

A injecdo intracisternal suboccipital de caulim aluminio-silicato leva a obstrugdo
mecanica das vias liquoricas na fossa posterior além de diversas reagdes imuno-mediadas em
varias areas especificas do encéfalo, como corpo caloso, substdncia branca periventricular,
pedunculos cerebrais e ntcleos vestibulares (DARDER et al., 1984).

Shinoda et al. (1997), demonstraram a agrega¢ao de altos nimeros de linfocitos T e
macrofagos OX42 e EDI positivos no espago subaracnoideo e terceiro e quarto ventriculos
em ratos injetados com caulim intracisternal.

Lopes et al. (2009), comprovaram a eficacia deste modelo ao demonstrarem a
presenga de dilatagdo ventricular com estudos de RM em animais submetidos a inje¢do

intracisternal de caulim (Figura 2).



Introducédo | 27

1

Figura 2 - Modelo experimental de hidrocefalia em ratos por injecdo intracisternal de caulim.
(A) Animal antes (1) e depois (2) da injecdo de caulim e inducdo da hidrocefalia; nota-se o
formato globoso do cranio, sinal tipico de ratos hidrocefalicos; (B) Cortes de encéfalo de rato
que evidenciam a dilatagdo ventricular progressiva induzida pela injecao de caulim. (Extraido
de Lopes LS, Machado HR, Oliveira RS et al: Neonatal model of chronic experimental
hydrocephalus in rats. Brazilian Journal of Morphological Sciences 14: 151 — 152, 1997).

1.3.1 Tratamento da hidrocefalia por deriva¢ido ventriculo-subcutianea

O principal tratamento definitivo da hidrocefalia ¢ ainda geralmente feito por meio
de derivacdes entre os ventriculos e determinadas cavidades ou espagos intra-corpdreos, como
a cavidade peritoneal, o espago pleural e o atrio cardiaco direito, cujas capacidades absortivas
permitem recirculagdo e excre¢ao do excesso de LCR (DRAKE et al., 2000).

Em humanos, a hidrocefalia também pode ser tratada estabelecendo-se uma
comunicacdo entre os ventriculos e o espago subgaleal — derivagdo ventriculo-subgaleal,
usada como uma alternativa, principalmente em neonatos, que nao tém ainda condi¢des de
serem submetidos a derivacdo definitiva (NAGY et al., 2013). Trata-se de técnica fisioldgica

€ menos invasiva, com morbidade relativamente pequena (NAGY et al., 2013).
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Em ratos, esta técnica foi modificada para uma derivacdo ventriculo-espago
subcutaneo dorsal, e vem sendo utilizada para tratamento da hidrocefalia ha varios anos
(LOPES et al., 1998). No caso da hidrocefalia experimental, as derivacdes liquoricas ainda
constituem a Unica opcao de tratamento, por questdes de ordem pratica, ainda que apresentem
riscos nao despreziveis de funcionamento inadequado e complicagdes (MILLER et al., 2007).
Até o presente momento, nao ha alternativa terap€utica clinica para a hidrocefalia (YU et al.,
2011). Surpreendentemente, considerando o numero crescente de estudos relacionados a
hidrocefalia experimental nos ultimos anos, ha poucas descricdes publicadas de derivagdes
experimentais (MILLER et al., 2007; ESKANDARI et al., 2012; CASTRO et al., 2012;
CATALAO et al., 2014). A técnica utilizada neste trabalho envolveu uma derivagdo entre os
ventriculos laterais do animal e o espago subcutaneo criado préximo a sua cauda, que se
mostrou simples e confiavel (SANTOS et al., 2016).

Ainda ndo esta definitivamente esclarecido se a derivacdo liquoérica promove a
recuperacdo de estruturas cerebrais que sofreram injuria pelo quadro da hidrocefalia.
Aparentemente, embora as conexdes neuronais aferentes e eferentes melhorem apds a
derivacdo, o restabelecimento completo dos circuitos cortico-subcorticais ndo ocorre
(ESKANDARI et al., 2004). Por outro lado, Cataldo e colaboradores mostraram que o
tratamento precoce da hidrocefalia evitou a ocorréncia de dano estrutural e restaurou a
mielinizacdo axonal em ratos submetidos a derivacdo sete dias apos a indugdo de hidrocefalia

(CATALAO et al., 2014).

1.3.2 Ressonancia Magnética (RM)

A ressonancia magnética ¢ um exame utilizado para fins diagnosticos que produz

imagens de alta definicdo dos 6rgdos por meio dos campos magnéticos. Os primeiros estudos
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sobre esse equipamento surgiram na década de 1920, contudo os primeiros experimentos nao
tiveram um resultado satisfatorio. Apds varias tentativas, em 1953 surgiram os primeiros
espectrometros de RM no mercado, j& com uma elevada resolucdo e grande sensibilidade
(SOUZA et al., 2002).

Embora, como ja mencionado, a hidrocefalia possa ser diagnosticada e avaliada por
outros métodos, notadamente a ultrassonografia transfontanelar (UST) e a tomografia
computadorizada (TC), a ressondncia magnética ainda fornece as imagens de melhor resolugao
anatomica (KIM et al., 2011). Conforme as técnicas de RM se foram aperfeigoando, métodos de
avaliagao funcional do cérebro foram desenvolvidos de maneira a prover maior volume de
informagoes sobre a dindmica cerebral e do fluxo liquérico (MARTIN-FIORI et al., 2005).

O principio basico da formacdo de imagens por RM consiste na medida da
magnetizacdo total dos nucleos atomicos que sdo submetidos a um campo magnético e
estimulados por um pulso curto de radiofrequéncia exatamente em ressonancia com seu
predecessor, de modo que um sinal ressonante resultante possa ser observado (HUPPI et al.,
2005). De fato, estes sinais variam de acordo com a localizagdo dos nticleos dentro das
diferentes moléculas, e portanto diferentes tecidos produzem variados sinais, cujo
processamento resultara na imagem de RM propriamente dita (DOSHI et al., 2011).

Com a evolucdo dos métodos de RM, tornou-se possivel analisar também a
movimentagdo e o deslocamento das moléculas nos tecidos, bem como a difusdo de moléculas
de 4gua. Assim, surgiram as técnicas avancadas de difusdo, perfusdo, tratografia e
espectroscopia por RM (MARTIN-FIORI et al., 2005).

As inovagdes continuaram, e atualmente existem no mercado equipamentos de RM
capazes de criar imagens por transferéncia de magnetizagdo (MT); esta técnica tem a
finalidade de analisar a interagdo entre protons de hidrogénio ndo aquoso com prétons de

hidrogénio moveis em 4gua, comumente imperceptivel para a ressonancia magnética
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convencional. Ela utiliza a troca de magnetizacdo entre esses protons, através de processos
quimicos, como difusdo e relaxamento (VAVASOUR at al., 2011).

Esta técnica permite localizar com maior precisao, nos casos de hidrocefalia, a
presenca de fluxo liquorico, sua obstrucdo, e a presenca de area de injuria (direta ou
isquémica) nos tecido neuronal (VAVASOUR et al., 2011). Embora a mielina seja o alvo
principal do processo de transferéncia de magnetizagdo, o aumento de mediadores
inflamatérios e metabodlicos também pode ser detectado, razdo pela qual este método ¢
particularmente util para a avaliacdo do impacto destes mecanismos fisiopatologicos no tecido

cerebral (HARRISON et al., 2015).

1.4 Hipoéteses

Nossas hipoteses foram:

1. A hidrocefalia induzida por caulim promove, em ratos Wistar jovens:
dificuldade de ganho de peso (inapeténcia);
distirbios de comportamento e de memoria;
redu¢do de mielinizagdo cerebral a analise indireta por ressonincia magnética;
alteracdes destrutivas do parénquima cerebral e revestimento ependimario dos
ventriculos;
aumento de processos reparativos neuronais com aumento de astrocitos
reativos;
reducdo da replicagdo celular na matriz germinativa ainda presente nestes
animais;

aumento de citocinas inflamatorias no liquido cefalorraquidiano.
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2. O tratamento desta condi¢do, por meio de derivagdo ventriculo-subcutanea,
promove a reversao parcial ou completa destes processos patologicos

supracitados.

1.5 Relevancia do Estudo / Justificativa

O uso de biomarcadores como ferramentas de diagnostico e avaliagao da resposta ao
tratamento da hidrocefalia tem grande potencial devido a relativa facilidade da coleta de
liquor.

Os estudos existentes que correlacionaram biomarcadores séricos e liquéricos com a
ocorréncia de hidrocefalia utilizaram pacientes portadores de hidrocefalia de pressdao normal
(HPN), entidade predominante em idosos € que podem nao se relacionar com os demais tipos
de hidrocefalia supradescritos. Ha uma paucidade ainda maior de estudos em individuos
jovens.

Este trabalho visou a contribuir para melhor compreensdo dos fenomenos celulares e

bioquimicos associados a hidrocefalia experimental induzida em ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Induzir a hidrocefalia em ratos Wistar com 7 dias de vida, através do
modelo experimental da inje¢ao intracisternal de caulim;

Submeter estes animais a tratamento da hidrocefalia por meio da
instalagdo de cateter comunicando as cavidades ventriculares com o
espaco subcutaneo criado junto a cauda do animal (derivacao
ventriculo-subcutanea);

Comparar os resultados obtidos nos grupos de animais hidrocéfalos
submetidos e ndo submetidos ao tratamento com derivagdo ventriculo-

subgaleal com grupo controle de ratos sem hidrocefalia.

2.2 Objetivos especificos

Estudar os efeitos da hidrocefalia experimental antes e apds o
tratamento com derivagao ventriculo-subcutdnea na maturagdo e
mielinizacdo do encéfalo através da transferéncia de magnetizacdo por
imagem de ressonancia magnética, testes de comportamento do animal,
histopatologia com hematoxilina-eosina e solocromo-cianina € imuno-
histoquimica por Ki67 e GFAP;

Avaliar e quantificar, durante a fase aguda da hidrocefalia, as
concentragdes liquoéricas das interleucinas 1B, 6 ¢ TNF-a;

Comparar estes valores com as concentragdes liquoricas das

interleucinas 1B, 6 e TNF-a obtidas apos o tratamento da hidrocefalia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo experimental animal com modelo induzido controlado.

3.2 Amostragem

Todos os procedimentos envolvendo os animais estiveram de acordo com as
diretrizes estabelecidas pelo Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério /
Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (SBCAL/COBEA) e aprovados pela Comissao
de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdio Preto
da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP). Todos os esforcos foram feitos a fim de
minimizar o sofrimento e a quantidade de animais usados nesta pesquisa.

Utilizaram-se ninhadas de ratos machos da linhagem Wistar, com sete dias de vida,
oriundas do Servico de Biotério da Prefeitura do Campus Administrativo de Ribeirdo Preto,
em numero suficiente para composi¢ao dos grupos experimentais.

Cada ninhada era constituida pela rata-mae e 8 a 10 filhotes, transportados em uma
unica caixa alojamento, no dia do nascimento, para o Biotério da Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto. Durante a
permanéncia dos animais no Biotério, dieta padrdo de laboratdrio para roedores e agua foram
oferecidas ad libitum as maes. Os filhotes em fase de desmame também tinham acesso a dieta
e a agua.

Devido as perdas que ocorreram no desenrolar dos experimentos, foram utilizados no

total 80 animais neste estudo.
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3.3 Grupos experimentais

. Grupo Hidrocefalico (HNT) (N=17): os animais foram sacrificados 14
dias apds a injecdo de caulim (21 dias de vida).

. Grupo Hidrocefilico tratado (HTDVS) (N=24): os animais que
receberam o tratamento com o sistema de DVSC no sétimo dia de
evolucdo da hidrocefalia foram sacrificados 14 dias apds a injecao de
caulim (21 dias de vida).

. Grupo Controle (C) (N=5): os animais foram sacrificados com 21 dias

de vida.

Todos os animais injetados foram observados diariamente quanto a possiveis
alteragdes clinicas, tais como: perda de peso e desidratacdo, alteragdes da marcha e da
consciéncia, negligéncia com a higiene).

A sequéncia de etapas utilizada para a realizacdo dos experimentos encontra-se

representada no fluxograma abaixo (Figura 3).
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Figura 3 - Fluxograma da sequéncia de etapas do estudo.

3.4 Inducio da hidrocefalia

Com sete dias de idade, os filhotes foram escolhidos aleatoriamente e submetidos a

inducdo da hidrocefalia pelo método da inje¢do intracisternal de caulim conforme descrito

anteriormente (LOPES et al., 1998).

Neste método, cada animal € posicionado por um auxiliar, que segura a cabe¢ca com uma

mao € o corpo com a outra mao, flexionando o pescoco do animal, e deixando livre a regido

cervical dorsal. Através da palpacdo, identifica-se o espago entre a margem posterior do forame

magno, no osso occipital, e a borda cranial do arco dorsal da primeira vértebra cervical.
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Com uma agulha odontologica Mise 0,3, de bisel curto, realiza-se uma pungdo
suboccipital percutanea, e injeta-se, por injecdo lenta, 0,04 ml de uma suspensdo de caulim
(Merck®) a 15% em agua destilada, esterilizada em autoclave (60°C) (Figura 4).

Um rato de cada ninhada ndo era puncionado, sendo identificado para ser usado
como animal controle. A seguir, os animais eram recolocados em sua caixa alojamento de

origem, retornando ao Biotério.

Figura 4 - Técnica da inducdo de hidrocefalia em ratos jovens. (A) agulha de Mise 0,3 mm
utilizada para a pung¢ao suboccipital; (B) método utilizado para preensao do animal e injecao
intracisternal de solugdo de caulim a 0,04 ml a 15% diluida em &4gua destilada; (C)
Representagdao esquematica da pungao da cisterna suboccipital no rato.
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3.5 Implante da derivaciao liquorica ventriculo-subcutanea (DVSC) (SANTOS et al.,

2016)

Apo6s a determinagdo, clinica e/ou por RM de encéfalo, do sucesso na producao da
hidrocefalia e do grau de dilatacdao ventricular, os ratos eram anestesiados com associagao de
quetamina 10% e xilasina 10% (Dopaser®) intraperitoneal (nas doses de 0,1 ¢ 0,05 mg/100g
de peso corporal), e posicionados em decubito ventral.

Ap6s administracdo de antibioticoterapia profilatica (Cefalotina 50mg/Kg,
intraperitoneal), tricotomia da cabega, antissepsia da pele da cabeca e do dorso, utilizando
uma solucao de iodopolividona, e colocagdo de campos operatdrios, uma pequena incisao era
realizada na cabeca 3 mm a direita da linha média e 2 mm da sutura coronal, envolvendo
todos os planos do tegumento, para exposi¢ao Ossea.

Com auxilio de um perfurador elétrico rotativo com ponta delicada, era feito um
orificio no cranio, ¢ aberta a dura-mater. O ventriculo lateral direito era puncionado com
cateter de polipropileno de 0,7 mm de didmetro e 8 mm de extensdo, angulado em 90°, cuja
extensdo posterior de 8-10 cm constituia o cateter distal que, apos passagem pelo subcutineo
do pescoco e do dorso, era sepultado no subcutaneo do dorso, proximo a raiz da cauda.

O sistema de derivacdo era esterilizado em o6xido de etileno e todos os outros
materiais eram estéreis. Apos sutura da incisdo cutdnea, com mononylon 4.0 e recuperacao
anestésica, os animais retornavam a caixa-alojamento de origem. Quando possivel, uma
semana apos a implanta¢do do sistema de DVSC, outra RM era realizada demonstrando a

diminui¢do ou ndo da area ventricular.
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Figura 5 - Representacdo iconografica sequencial da técnica de derivacao ventriculo-
subcutanea num rato Wistar de sete dias de vida. (A) Preparagdo e raspagem dos pelos da
cabeca; (B) Incisdo cutanea com pequeno bisturi nimero 15; (C) Tunelizagdo do cateter
distal; (D) Burr-hole com drill de 1mm de diametro; (E) Pungdo ventricular; (F) Uma gota de
cola de cianoacrilato ¢ colocada para selar a perfuragdo craniana e evitar migragao do cateter;
(G) Sintese da pele; (H) Outra gota de cola de cianoacrilato ¢ colocada sobre a incisdo
cutanea.

Figura 6 - Cateter de polipropileno de 0.7 mm de didmetro usado na derivagao ventriculo-
subcutanea. Nota-se o angulo reto do cateter (Seta).
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3.6 Estudos comportamentais

Ap6s indugdo da hidrocefalia, os animais foram pesados diariamente. Para estudo do
desenvolvimento sensério-motor, 0 comportamento deambulatorio foi avaliado pelo teste do “Open
Fidd” a cada 2 dias, a partir do dia 6 apos a injecio (BRENES SAENZ et al., 2006) (Figura 5).

Cada animal foi observado individualmente em uma arena de acrilico transparente de 60
cm de lado e 45 cm de altura, por 2 minutos, sendo avaliados cuidados de higiene, exploracao do
ambiente e marcha, de acordo com a escala: 4 = alerta, com exploragdo ¢ marcha normais; 3 =
discretamente letargico, com atividade reduzida, mas com marcha normal quando estimulado; 2 =
cifotico, caminha, mas a marcha tem base alargada, instavel ou ataxica; 1 = mal consegue andar,
mas ainda se alimenta; 0 = préximo da morte ou eutanasiado.

Para a realizagdo dos testes de comportamento foram utilizados crondmetros a partir
do inicio dos movimentos no Open Field. As arenas eram limpas com solugdo de alcool a

70% apds a observagdo de cada animal.

Figura 7 - Animal sendo avaliado no teste de open field. Observa-se individualmente cada
animal na caixa transparente por 2 minutos; ao término deste periodo, o animal ¢ classificado
de acordo com sua capacidade de movimentagao e exploracao do ambiente.
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Para o estudo da memoria e aprendizagem espacial, os ratos foram submetidos ao
teste com labirinto Aquatico de Morris modificado (water maze). O aparelho é composto por
uma piscina circular (100 cm de didmetro, 50 cm de altura) e uma plataforma transparente (34
cm de altura, 8 cm de didmetro) posicionada 2 cm abaixo da superficie da agua.

A temperatura da agua da piscina foi controlada em aproximadamente 22°C, sendo
dividido em duas fases (adaptagdo e aprendizagem espacial). A fase de adaptagcdo e
treinamento foi realizada no dia correspondente ao 9° dia pés-inducao da hidrocefalia (P09),
no qual os ratos tinham 60 segundos livres para nadar na piscina, sem a plataforma. A seguir,
a plataforma foi introduzida no tanque, posicionada em um quadrante (o tanque ¢ dividido
aleatoriamente em 4 quadrantes).

O treinamento era feito em quatro séries, sendo que em cada uma o animal era
colocado na agua voltado para um dos 4 pontos cardeais. Esse cuidado era feito para que o
rato memorizasse a parede iluminada como ponto de referéncia para localizar a plataforma
camuflada sob a superficie aquatica, e ndo o encontro ao acaso da mesma pela natacdo em
linha reta.

A sala que abriga o tanque ¢ totalmente escura, exceto por uma pequena fonte
luminosa fixada préxima a um dos lados externos do tanque (norte), para que o animal
identifique o ponto de referéncia a ser memorizado. O teste foi entdo, aplicado nos dias P10 e
P11 pos-indugdo, com o animal sendo posicionado em cada sessdo, voltado para um dos
pontos cardeais (com 4 sessdes sequenciais), em 2 turnos em um mesmo dia.

O tempo limite para o animal alcangar a plataforma e ser considerado um acerto ¢ de
60 segundos. No final de cada sessdo o animal foi colocado na plataforma para descanso de
15 segundos, apds foi recolocado junto a parede da piscina, para iniciar uma nova sessdo. Foi
cronometrado o tempo gasto do ponto de partida até o encontro da plataforma de descanso. O

tempo médio de cada turno didrio, foi calculado pela média do tempo gasto para o encontro da
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plataforma em cada uma das 4 sessdes. Se o animal ndo encontrasse a plataforma até um
tempo limite de 60 segundos, seria colocado na plataforma para descanso de 30 segundos, € o
tempo considerado para execucdo da tarefa naquela sessdo seria de 60 segundos. No final do
teste, o animal foi seco com uma toalha macia e mantido em uma caixa aquecida, e entdo,
recolocado junto a made e os outros filhotes da ninhada. Entre cada animal examinado, foi
recolhida com uma peneira toda sujeira (dejetos animais solidos e particulas da cama de

maravalha) visivel na 4gua da arena.

3.7 Estudos de ressonincia magnética

Os animais com hidrocefalia e seus controles, eram encaminhados para aquisi¢ao de
imagens por RM do encéfalo, sob anestesia com quetamina 10% e xilasina 10%
intraperitoneal (nas doses de 0,1 e 0,05 mg/100g de peso corporal), em aparelho com campo
de 3T. Os animais do grupo HTDVS foram submetidos ao exame no 6° ¢ 13° dia pos-indugéo
(antes e depois da derivagdo), ao passo que os animais do grupo HNT e os controles foram
submetidos & RM apenas no 13° dia pds-indugio.

O protocolo de RM utilizado para a aquisi¢do das imagens era constituido pelas
sequéncias obtidas por transferéncia de magnetizagdo (3D MTR) e em T2 (3D T2), de acordo

com os parametros abaixo:

Tabela 1 - Parametros utilizados para aquisicao dos estudos da RM experimental.

Sequéncias 3D T2 3D MTR
Tempo do echo 60ms 11ms
Tempo de repeticao 1500ms 23ms
Plano Sagital Sagital
Dimensdes do voxel 0.3mm x 0.3mm x 0.3mm 0.3mm x 0.3mm x 0.3mm
Espessura 0.3mm 0.3mm
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A aquisi¢do de MR foi realizada em um scanner 3T (Philips Achieva®, Rotterdam,
The Netherlands) usando uma bobina indicada somente para pequenos roedores. O protocolo
incluiu uma imagem 3D ponderada em T2 e duas sequéncias de MTR/3D quase idénticas
(figura 8). A sequéncia T2 A- 3D ponderada foi escolhida para aumentar o contraste entre o
fluido cerebrospinal e tecido cerebral, com alta resolugdo espacial. Usamos a transferéncia de
magnetizacao pré-pulso definido como padrao do pulso no scanner MR Philips (composto de
121 pulsos de radiofrequéncia com 90 ° e 4 elementos retangulares com uma duragao de 275
milissegundos cada). A partir de ambas as imagens, o valor MT em cada pixel foi calculado
usando a seguinte expressao:

MTR [%] = (PIwoMT - PIwMT) x 100 / PiwoMT; em que PIWMT e PIwoMT
representam a intensidade dos pixels na imagem com a transferéncia de magnetizagdo pré-
pulso.

Ademais, o MT foi obtido no plano coronal médio usando-se a imagem do cérebro
total gerado na segmentacdo e o mapa MT. Os dados de transferéncia de magnetizagdo foram
obtidos através de demarcagdes de areas de interesse (ROI), uma na regido dorsal e a outra na
regido ventral do ventriculo lateral esquerdo, por convencao (figura 8).

A segmentacdo manual dos ventriculos laterais e total do cérebro foi realizada no
plano coronal em imagem 3D- T2W usando o STARTX software for Linux CYGWIN 4.1.10
version. Por fim, a razdo ventricular (RV) foi calculada dividindo-se a area dos ventriculos
laterais pela a area total do cérebro, como se segue:

RV = AVL/AVL+AC, onde:[/AVL = area do ventriculo lateral (colorido em

vermelho, na figura 8) AC = 4rea do cérebro (colorido em verde, na figura 8)
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Label 1 - Vermelho - Ventriculos Laterais Label 3 - Azul - Regifo SubCortical Dorsal

o

Label 2 - Verde - Encéfal '
o e 13 Label 7 - Roxo - Regido SubCortical Ventral

Figura 8 - A e B Técnica de realizagdo de exame de RM em animal do grupo hidrocefélico
controle. Nota-se que o animal estd devidamente anestesiado e acondicionado em estrutura
apropriada para obtengdo das imagens. C Imagem obtida através de RM, em sequéncia ponderada
em T2 em corte coronal, em animal do grupo hidrocefélico controle. Nota-se presenca de
dilatagdo das cavidades ventriculares (vermelho). As regides subcorticais dorsal e ventral (pontos
azul e lilas) constituiam as areas de interesse para analise da transferéncia de magnetizagao.

3.8 Técnica de coleta e preparacio do tecido cerebral

Ao final dos tempos experimentais, os animais de cada grupo eram profundamente
anestesiados com injecdo intraperitoneal de quetamina 10% e xilasina 10% (nas doses de 0,1 e
0,05 mg/100g de peso corporal).

Ap0s posicionamento na mesa cirirgica, em decubito dorsal, realizou-se uma ampla

incisdo em “Y” em cada animal, no térax, das duas claviculas até o apéndice xiféide, e, no



Materiais e Métodos | 44

abdome, incisdo mediana, xifo-pibica. Com uma agulha BD 20G (Becton Dickinson, New
Jersey, US), puncionava-se a ponta do ventriculo cardiaco esquerdo, introduzindo-se a mesma
até a raiz da aorta.

Apds uma pequena incisdo na auricula direita, iniciava-se a perfusdo cardiaca com
solugdo salina, usando os mesmos parametros da retirada do sangue, agora com uma agulha
BD 21 G1 25x0,80 (Becton Dickinson, New Jersey, US), até o clareamento do liquido de
saida (cerca de 1 ml/g de peso do animal), com auxilio de uma bomba de perfusdo peristaltica
(Fisher Sientific ®).

A seguir, os animais tinham seus encéfalos retirados em bloco através de uma
craniectomia de vértex. Os encéfalos foram divididos na linha mediana e as metades
esquerdas subdivididas em 3 amostras: cortex frontal, temporal e parieto-occipital, que sao
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer -80°C para posteriores

analises.

Figura 9 - Aspecto macroscopico de cérebro hidrocefélico apds craniectomia do vértex.
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As metades direitas dos encéfalos eram entdo imersas em uma solucao fixadora de
diluido em tampéo fosfato (PBS) 0,1M (pH 7,3 — 7,4) por 24 horas a temperatura de 4°C,
subdividas no plano coronal, em uma por¢do anterior (frontal) e outra posterior (parietal),
tomando-se como referencial o quiasma 6ptico, sendo posteriormente mantidas em uma nova
solugdo de paraformaldeido 3% fresca, permanecendo nesta solugdo fixadora por mais sete
dias @ mesma temperatura.

A seguir, eram desidratadas em solucdes crescentes de alcool (50% a 100%)
diafanizadas em xilol e emblocadas em parafina. Eram, entdo, cortadas coronalmente em
microtomo rotativo em sec¢des de Sum de espessura e os cortes estendidos em laminas
histoldgicas. As amostras de tecido encefalico previamente congeladas eram maceradas e

homogenizadas com o homogenizador de tecidos PowerGen 125 (Fisher Scientific®).

3.9 Histologia e imuno-histoquimica

Para andlise histologica, as 1dminas foram mantidas em estufa (60°C) por uma hora
para derretimento da parafina. A seguir, os cortes foram submetidos ao processo de
desparafinizagdo, seguidos de banhos sequenciais de xilol, 4lcool em concentragdes
decrescentes e dgua; posteriormente, foram corados com hematoxilina e eosina e solocromo-
cianina (cada amostra era corada com ambas as coloragoes).

Foram observadas (hematoxilina e eosina) a citoarquitetura geral, distribuicdo das
estruturas e densidade celular. O grau de mielinizag¢do da substancia branca periventricular e a
espessura do corpo caloso foram avaliados subjetivamente com a coloragdo por solocromo-
cianina.

Para 0 método de imuno-histoquimica, as ldminas foram mantidas em estufa a 60°C,

por 30 min, e desparafinizadas em banhos sequenciais de xilol e alcool. Foram realizados
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estudos por imuno-histoquimica para GFAP (glial fibrillary acidic protein), para avaliacdo da
distribuicao e aspecto morfoldgico da astroglia, além de Ki67 para estudo da frequéncia de
mitoses no tecido cerebral.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com peroxido de hidrogénio a 3% em
metanol. Posteriormente foi feito o bloqueio com soro de cabra 10% em PBS, por 30 minutos
em camara umida. Logo apos, os cortes foram incubados de um dia para o outro a temperatura
de 4°C com o anticorpo primario [de coelho anti-GFAP (DAKO Z0334, Dinamarca), diluido
1:6000 (GFAP) ou 1:400 (Ki67) em BSA.

Retirado o anticorpo primario, adicionou-se o anticorpo secundario apropriado
(anticorpo biotinilado de cabra anti-coelho - Santa Cruz Biotechnology SC-2040, ou anti-
camundongo - Santa Cruz Biotechnology SC-2039) diluido 1:300 em BSA. Posteriormente,
foram incubados com o anticorpo terciario estreptavidina conjugada com HRP (Thermo
Scientific JG 122591) diluido 1:400 em PBS.

A seguir, foram revelados com DAB (3,3°- diaminobenzidina - Sigma®). Por fim, as
laminas foram submetidas a contracoloracdo com hematoxilina, lavadas em 4gua corrente,
desidratadas por uma série sequencial de banhos crescentes de alcoois e xilol, e recobertas por
laminulas montadas com Permount®. Para a imuno-histoquimica, os cortes foram estendidos
em laminas histologicas gelatinizadas.

A documentagdo fotografica das laminas histoldgicas foi realizada no laboratério de
Neurologia Aplicada e Experimental do Departamento de Neurociéncias e Ciéncias do
Comportamento da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, através de um
microscopio de luz AxiosKop2 plus (Carl Zeiss) e uma camera digital AxioCam Hrc (Carl
Zeiss) acoplados a um computador Pentium II equipado com o software Axio Vision 3.1,
utilizando a objetiva de 40x. Para as laminas coradas com solocromo-cianina, obtiveram-se

fotografias da regido do corpo caloso e realizou-se a medi¢cdo da sua espessura. Nas laminas
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marcadas por GFAP, foram feitas as contagens das células marcadas diretamente no cortex
cerebral, utilizando-se o programa de computador IMAGEJ versao 1.42q, distribuido pelo

National Institutes of Health (NIH), USA.

3.10 Dosagem das interleucinas

Apo6s a craniectomia do vértex, logo antes da retirada dos encéfalos, realizou-se
coleta do liquor via pun¢do ventricular direta transcortical, com agulha reta nimero 23G e
seringa de policarbonato descartavel estéril de Iml com bico Luer-Lock (Becton Dickinson,
New Jersey, US). O volume coletado era apenas o suficiente para analise (cerca de 0,25 ml).

Em placas de 96 pogos (NUNC 442404, Sigma Aldrich, Missouri, US), 50 ul de
anticorpo especifico para a citocina em estudo (IL-1B, II-6 e TNF-a), eram adicionados,
diluidos em PBS e incubados por um periodo noturno de 12 horas a 4°C. As placas foram
entdo lavadas trés vezes com solugdo de lavagem constituida de PBS e 0,05% de detergente
ndo i6nico polietilenoglicol monolaurato de sorbitan (Tween 20, Sigma Aldrich, Missouri,
US). Em seguida eram adicionados 100 pl de tampao de bloqueio (PBS + 1% de BSA)
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, US) para que as placas fossem incubadas por 2
horas em temperatura ambiente. Nova tripla lavagem com PBS + Tween 20 era realizada. As
placas eram entdo novamente incubadas por um periodo noturno de 12 horas a 4°C.
Posteriormente, 50 pl de anticorpo de deteccdo eram adicionados e incubados em temperatura
ambiente. Nova tripla lavagem com PBS + Tween 20 era realizada, e procedia-se a adi¢do de
50 ul de avidina peroxidase (diluicdo de acordo com o fabricante) e incubagdo por 30 minutos
em temperatura ambiente. Nova tripla lavagem com PBS + Tween 20 era realizada.
Finalmente, a reagdo dos pogos com 50 ul de substrato cromogeno tetrametilbenzidina (TMB)

protegido da luz era observada por aproximadamente 10 minutos até o desenvolvimento da
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cor azulada. A solugdo era entdo interrompida com 50 pl de acido sulfurico para leitura da
densidade optica em espectrofotometro com comprimento de onda a 450 nm. Os resultados

foram expressos em picogramas por ml para cada citocina.

3.11 Analise estatistica

Os dados com distribuicdo normal foram expressos em média e desvio padrao
(xdesvio padrao) e os dados com distribuicio ndao normal, em mediana (variagdo). As
variaveis categdricas foram descritas por meio de suas frequéncias relativas em porcentagem
e numeros absolutos. As comparagdes entre os grupos foram feitas utilizando-se, no caso das
variaveis continuas: teste de ANOVA para a analise do ganho de peso, modelo linear de
efeitos mistos para a avaliagdo da memoria pelo labirinto de Morris, teste t de Student para a
razao ventricular e a quantificacdo da transferéncia de magnetizagdo. Para as dosagens das
interleucinas inflamatérias no liquor, utilizaram-se teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de
Dunn e modelo Log-binomial sob o enfoque Bayesiano. No caso das variaveis categoricas,
utilizou-se o teste exato de Fisher para as notas conferidas no desempenho do Open Field e o
modelo de regressdao Poisson dupla para as contagens de astrdcitos reativos e células mitoticas
marcadas por GFAP e Ki67, respectivamente. Foram utilizados os programas estatisticos SAS
9.2, R 2.15.1 (SAS'STAT® User’s Guide, Version 9.2, Cary, NC: SAS Institute Inc., 2008) e
Graphpad Prism® 6.0 (Graphpad Software, La Jolla, CA, USA). Foram considerados

significantes os resultados quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao do peso corporal

Todos os animais foram pesados diariamente, desde o PO (7 dias de vida), até o final
do experimento no P14 (21 dias de vida). As tabelas contendo os dados totais de ganho
minimo, méximo e os quartis ¢ medianas, bem como a analise estatistica, encontram-se nos
apéndices.

No dia inicial (PO) ndo houve diferenca significativa de peso entre os varios grupos
experimentais. O ganho de peso dos animais foi dividido em dois periodos, para efeito de
comparagdo: entre o P7 ¢ o P14 (ou seja, na semana logo antes a derivacdo no grupo
hidrocefalico tratado) e entre o P14 e o P21.

Entre o P7 e o P14, encontraram-se os seguintes valores de ganho de peso: o
grupo tratado (HTDVS) ganhou em média 168,9 g (DP=30,3); o grupo nao tratado (HTN)
ganhou em média 142,4 g (DP=17,3); e o grupo controle ganhou em média 203,1 g
(DP=8,4) (Grafico 1). Comparativamente, o ganho de peso do grupo controle, nesta
primeira semana, foi significativamente maior em relacdo aos grupos HTDVS (p<0,01) e

HTN (p<0,01).
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Grafico 1 - Grafico representativo das médias dos pesos diarios, entre 0 7° ¢ o 14° dia de
experimento, dos ratos dos diferentes grupos experimentais. Grupos: C controle, HNT
hidrocefalico sem tratamento ¢ HTDVS hidrocefalico tratado com DVSC. Houve diferenga

estatistica entre todos os grupos (p<0,01).

Ja entre o P14 e o P21, ou seja, apés a derivagdo cirargica no grupo HTDVS, os
ganhos médios de peso foram, respectivamente, 160,5 g (DP=19,6) no grupo HTDVS, 168,3
g (DP=34,4) no grupo HNT e 156,6 g (DP=5,9) no grupo C (Grafico 2). Desse modo, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=034, 0,88 e 0,46 para a
comparacao entre os grupos HTDVS e HNT e entre os grupos HTDVS e HNT e o grupo

controle, respectivamente (vide tabela 2).
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Grafico 2 - Grafico representativo das médias dos pesos diarios, entre o 14° ¢ o 21° dia de
experimento, dos ratos dos diferentes grupos experimentais. Grupos: C controle, HNT
hidrocefalico sem tratamento e HTDVS hidrocefalico tratado com DVSC. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa (p=0,34 entre os grupos HTDVS e HNT; 0,88 entre os
grupos HTDVS e controle; 0,46 entre os grupos HNT e controle.

Tabela 2 - Analise estatistica da diferenga do ganho de peso entre os grupos experimentais,
mostrando os limites inferior e superior do intervalo de confianca de 95% nos periodos P7-
P14 e P14-P21

Ganho P14/P7
1C95%
Comparacdes Estimativa p-valor LI LS
HTDVS - HNT -26,47 < 0,01 -42.,25 -10,69
HTDVS -C 34,22 <0,01 9,75 58,69
HNT -C 60,68 <0,01 35,36 86,01
Ganho P21/P14
1C95%
Comparacdes Estimativa p-valor LI LS
HTDVS - HNT 7,80 0,34 -8,48 24,08
HTDVS -C -1,91 0,88 -27,16 23,33

HNT - C -9,71 0,46 -35,84 16,42
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4.2 Avaliacao comportamental

4.2.1 Teste de campo aberto (Open Field)

Nao foram detectadas diferengas estatisticamente significativas no desempenho final
dos animais, tanto hidrocefalicos quando tratados, antes e depois do tratamento, em relacao
aos controles no teste Open Field.

Os animais foram entdo divididos em trés grupos, de acordo com o ganho de pontos
na nota atribuida a seu desempenho no teste: 0, 1 ou 2 pontos. No grupo HTDVS, 3 animais
ndo ganharam nenhum ponto de desempenho mesmo ap6s a derivagdo, e 7 animais ganharam
um ponto apos o tratamento. O grupo HNT apresentou 15 animais ganhando um ponto e 4
animais com 2 pontos. Todos os animais do grupo controle ganharam 2 pontos entre os dias
inicial e final do experimento. Utilizando-se o teste exato de Fisher, observou-se que o grupo
controle apresentou melhor desempenho (p<0,01) e que ndo houve diferenca significativa

entre os demais grupos experimentais.

4.5

0.5

0
HTDVS HNT G

Grafico 3 - Representagao grafica da nota média dos animais no teste Open Field (p<0,01 na
comparacao entre o grupo C e os demais).
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4.2.2 Labirinto aquatico de Morris

Os animais foram submetidos a teste de memoria no labirinto aquatico no 10° e 11°
dia apos a indu¢ao da hidrocefalia, ou seja, apos a derivagdo nos animais do grupo HTDVS.
Os tempos médios necessarios para atingir a plataforma, no periodo da manha (M1) e tarde
(T1) do P10 e no periodo da manha (M2) e tarde (T2) do P11, encontram-se sumarizados na

tabela 3.

Tabela 3 - Médias do intervalo de tempo (segundos) necessario para atingir a plataforma do
labirinto aquatico dos diferentes grupos experimentais

Grupo Tempo Média DP
M1 41,6 8,9
T1 38,8 13,2
HTDVS
M2 38,6 13,0
T2 36,1 12,1
Ml 47,5 9,8
T1 53,2 8,4
HNT
M2 51,6 6,0
T2 43,1 15,5
M1 443 12,1
T1 51,6 5,1
Controle
M2 343 12,4
T2 34,7 12,6

O grupo tratado (HTDVS) ndo apresentou redu¢do do tempo de chegada a
plataforma, quando comparados os tempos nos diferentes periodos estudados. O grupo
hidrocefalico ndo tratado (HNT) tampouco apresentou melhora no desempenho de memoria.
J& o grupo controle apresentou diferenga estatisticamente significativa quando comparados os
tempos no periodo M2-T1 e T1-T2. A tabela 4 mostra as comparagdes entre o desempenho

dos animais nos diferentes periodos dentro do mesmo grupo.
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Tabela 4 - Comparacao estatistica, dentro de um mesmo grupo, do desempenho dos animais
no labirinto aquatico no periodo matutino e vespertino do P10 e P11 (M1 e T1; M2 e T2,
respectivamente). Apenas os animais do grupo controle apresentaram melhora do desempenho
entre M2-T1 e T1-T2.

IC95%

Comparacdes p-valor LI LS
(M1-T1) HTDVS 0,54 -6,30 11,97
(M1-M2) HTDVS 0,51 -6,13 12,13
(M1-T2) HTDVS 0,23 -3,63 14,63
(T1-M2) HTDVS 0,97 -8,97 9,30
(T1-T2) HTDVS 0,56 -6,47 11,80
(M2-T2) HTDVS 0,59 -6,63 11,63
(M1-T1) HNT 0,19 -14,36 2,96
(M1-M2) HNT 0,35 -12,79 4,54
(M1-T2) HNT 0,31 -4,26 13,06
(T1-M2) HNT 0,72 -7,09 10,24
(T1-T2) HNT 0,02 1,44 18,76
(M2-T2) HNT 0,05 -0,14 17,19
(M1-T1) Controle 0,24 -19,55 4,95
(M1-M2) Controle 0,11 -2,20 22,30
(M1-T2) Controle 0,12 -2,65 21,85
(T1-M2) Controle 0,01 5,10 29,60
(T1-T2) Controle 0,01 4,65 29,15
(M2-T2) Controle 0,94 -12,70 11,80

A comparagao entre o desempenho dos diferentes grupos, entretanto, mostrou que os
ratos do grupo HTDVS apresentaram desempenho melhor (menor tempo para atingir a
plataforma) em relagdo ao grupo HNT nos periodos T1 e M2. Além disso, no periodo M2, o
grupo HNT apresentou desempenho significativamente inferior ao grupo controle; ja os

animais do grupo HTDVS apresentaram desempenho semelhante (Tabela 5) (Grafico 4).
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Tabela 5 - Comparacao estatistica do desempenho no teste do labirinto aquatico entre os
diferentes grupos

1C95%
Comparacoes Estimativa p-valor LI LS
(HTDVS - HNT) M1 -5,84 0,26 -16,07 4,40
(HTDVS - Controle) M1 -2,66 0,67 -15,08 9,76
(HNT - Controle) M1 3,18 0,60 -9,02 15,37
(HTDVS - HNT) T1 -14,37 0,01 -24,60 -4,14
(HTDVS - Controle) T1 -12,79 0,04 -25,22 -0,37
(HNT - Controle) T1 1,58 0,80 -10,62 13,77
(HTDVS - HNT) M2 -12,96 0,01 -23,19 -2,73
(HTDVS - Controle) M2 4,39 0,48 -8,03 16,81
(HNT - Controle) M2 17,35 0,01 5,15 29,55
(HTDVS - HNT) T2 -6,94 0,18 -17,17 3,30
(HTDVS - Controle) T2 1,44 0,82 -10,98 13,86
(HNT - Controle) T2 8,38 0,17 -3,82 20,57
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Grafico 4 - Médias e dispersdo dos tempos necessarios para se atingir a plataforma do teste do
labirinto aquatico. Os animais do grupo HTDVS apresentaram melhor desempenho que os
animais do grupo HNT nos periodos T1 e M2 (p<0,01).
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4.3 Avaliacao por Ressonincia Magnética

4.3.1 Razao ventricular

Nos exames de ressonancia magnética do encéfalo com incidéncia em T2, a razdo
ventricular (RV) foi calculada a partir da divisdo (ou razdo) entre a area do ventriculo lateral
no corte coronal médio e a area total do encéfalo no mesmo corte (Figura 14).

A RV média antes da derivagdo no grupo HTDVS foi de 0,68 (variagdo 0,55-0,85
com DP 0,09). Apos a derivacdo, a RV média passou a 0,5 (variagdo 0,29-0,62 com DP 0,12).
Andlise pelo teste t de Student demostrou que esta redugdo foi estatisticamente significativa

(p<0,01; L1 0,07 LS0,29 com IC 95%) (Grafico 5).

Figura 10 - Imagens de RM ponderada em T2 de animais antes (A) e depois (B) da derivacao
(seta), confirmando a redu¢do acentuada das dimensdes ventriculares. Note a ponta do cateter
ventricular localizada no corno anterior do ventriculo lateral esquerdo.
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Grafico 5 - Média e variagdo da razdo ventricular antes e depois da derivagdo ventriculo-
subcutanea (p<0,01).

4.3.2 Transferéncia de magnetizagao

A taxa de transferéncia de magnetizacdo foi avaliada em duas regides de interesse
(regides dorsal — RSD e ventral - RSV do ventriculo lateral) e no encéfalo total. Nesta etapa
foram utilizados apenas os animais do grupo HTDVS (total de 8 ratos), que possuiam RM pré
e pos-derivagdo, e que foram comparados ao grupo C.

As taxas médias encontram-se descritas na tabela 6. Nao foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas nos animais com hidrocefalia antes e apds a

derivagao (Graficos 6, 7 ¢ 8).
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Tabela 6 - Valores das taxas de transferéncia de magnetizacao nas regides dorsal e ventral do
ventriculo lateral e do encéfalo total

Tempo Variavel Média DP
ET 37,21 1,82
Pré RSD 41,07 5,9
RSV 37,06 1,48
ET 33,76 10,06
Pos RSD 26,26 14,77
RSV 33,36 6,92
9- ’ °
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Grafico 6 - Média e variacao da taxa de transferéncia de magnetizagdo pré e pos-derivacao no
encéfalo total dos animais submetidos a DVSC (p=0,17).
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Grafico 7 - Média e variacdo da taxa de transferéncia de magnetizagdo pré e pds-derivagdo na
regido dorsal do ventriculo lateral dos animais submetidos a DVSC (p=0,02).
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Grafico 8 - Média e variacdo da taxa de transferéncia de magnetizagdo pré e pds-derivagdo na
regido ventral do ventriculo lateral dos animais submetidos a DVSC (p=0,18).
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A comparagdo entre os valores das taxas de transferéncia de magnetizagao pré e pos-
derivagdo com os controles também nao mostrou diferenca estatisticamente significativa,
embora tenha havido uma tendéncia a maior mielinizagdo do encéfalo total dos animais

hidrocefalicos tratados (grupo HTDVS) em relacao ao grupo controle (P=0,02) (Tabela 7).

Tabela 7 - Comparagao, por meio do teste t de Student, dos valores das taxas de transferéncia
de magnetizagdo nas regides dorsal e ventral do ventriculo lateral e do encéfalo total dos ratos
hidrocefalicos tratados (grupo HTDVS pos-derivagao) com os animais do grupo controle (C)

1C95%
Variavel p-valor LI LS
ET 0,34 -0,21 0,55
RSD 0,02 0,09 1,14
RSV 0,18 -0,06 0,32

4.4 Avaliacoes histologicas

Analisou-se, basicamente, a citoaquitetura geral em duas regides cerebrais ao redor
dos ventriculos laterais, a matriz germinativa € o corpo caloso. Em animais normais
(controles), a coloracao por hematoxilina-eosina revelou que o revestimento ependimario ¢
continuo, constituido de epitélio cubico simples cujas células tem nucleo central. O corpo
caloso mostrou-se integro. Os animais hidrocefalicos, por sua vez, mostraram grave
comprometimento ependimdrio (maior quanto mais acentuada fosse a hidrocefalia), que
apresentava células achatadas e com pontos de ruptura intercelular. Nestes espécimes, o corpo
caloso encontrava-se comprimido e estirado, com sinais de edema e nitidas areas de
destruicao da continuidade celular. O tratamento com a derivagdo, nos animais do grupo

HTDVS, resultou em melhora dos sinais de estiramento do corpo caloso e achatamento
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celular, embora ainda persistissem sinais de perda da continuidade celular do epéndima na

maioria das laminas estudadas (Figura 19).

Figura 11 - Fotomicrografias do encéfalo de rato controle (A corpo caloso, B matriz
germinativa), hidrocefalico ndo tratado (C corpo caloso, D matriz germinativa) e hidrocefalico
tratado (E corpo caloso, F matriz germinativa), corados com hematoxilina-eosina.
Magnificacao de 40X.
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A apreciagdo das laminas coradas por solocromo-cianina mostrou que o corpo caloso
dos animais hidrocefalicos era claramente mais fino que os dos animais controles, € que nos
animais tratados a espessura desta estrutura aproximava-se dos normais. Ainda notamos uma
tendéncia a maior intensidade da tonalidade azul da coloracdo no grupo HTDVS em

comparagdo ao grupo HNT, sugerindo que aqueles encontravam-se mais mielinizados (Figura

12).

AT FLNR I 1 ! - e ' 4 ol
Figura 12 - Fotomicrografias do corpo caloso dos animais experimentais (A) controle (B)

hidrocefalico nao tratado (C) hidrocefalico tratado com DVSC, mostrando menor espessura

(setas) do corpo caloso no grupo hidrocefélico. Coloragdo: solocromo-cianina. Magnificagao
de 10X.

4.5 Avaliacées imuno-histoquimicas
4.5.1 Estudo imuno-histoquimico do GFAP

Do ponto de vista qualitativo, a andlise das laminas em que realizou-se estudo
imuno-histoquimico por GFAP demostrou diferencas significativas entre os trés grupos. Os
animais do grupo HNT apresentavam astrécitos intensamente marcados (reativos), com
prolongamentos grosseiros e irregulares, enquanto que os animais do grupo HTDVS, embora

também apresentassem certo numero de astrocitos marcados, nestes os prolongamentos eram
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mais finos e delicados (Figura 13). Os poucos astrocitos vistos nas amostras do grupo
controles ndo apresentavam hipertrofia nem marcacdo intensa, € tampouco seus

prolongamentos eram claramente visiveis.

Figura 13 - Fotomicrografias do encéfalo de rato controle (A corpo caloso, B matriz
germinativa), hidrocefalico ndo tratado (C corpo caloso, D matriz germinativa) e hidrocefalico
tratado (E corpo caloso, F matriz germinativa), imunomarcados para GFAP. Observa-se que o
grupo hidrocefalico ndo tratado apresenta astrocitos intensamente marcados, quando
comparados com os outros grupos experimentais. Magnificagcdo de 40X.
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A pesquisa de astrdcitos reativos foi feita em duas regides: no corpo caloso € na
matriz germinativa. As médias e desvios padrdoes da quantidade de astrécitos reativos
encontrados nas amostras dos diferentes grupos experimentais encontram-se dispostas na

Tabela 8 e apresentadas no Grafico 9 (abaixo):

Tabela 8 - Média e desvio padrao do nimero de astrdcitos reativos encontrados nas regides
cerebrais estudadas nos diferentes grupos experimentais

Grupo Variavel Média DP
Corpo caloso 4.80 4.80

HTDVS
Matriz germinativa 6.10 5.88
Corpo caloso 2.75 2.01

HNT

Matriz germinativa 2.58 2.15
Corpo caloso 0.40 0.55

Controle

Matriz germinativa 0.20 0.45
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Grafico 9 - Distribui¢do da quantidade de astrécitos reativos e as médias, respectivamente no
corpo caloso e na matriz germinativa, dos grupos experimentais.

Foi utilizado, para andlise estatistica destes dados, modelo de regressdo Poisson
Dupla. Com isso, foi possivel comprovar que havia diferenca significativa entre os trés
grupos, exceto pela comparacao da quantidade de astrocitos reativos no corpo caloso entre os

grupos HTDVS e HNT, em que houve apenas tendéncia a maior nimero no grupo HTDVS
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(p=0,02), conforme mostra abaixo a tabela 9. Assim, observou-se que nao houve reducao da
quantidade de astrécitos reativos apos o tratamento; pelo contrario, os animais tratados
apresentaram maior quantidade de astrocitos reativos em relacdo aos ndo tratados.
Comparativamente, ainda houve maior astrocitose reativa nos animais derivados € nao

derivados em relagdo aos controles.

Tabela 9 - Resultados da analise estatistica da comparagdo grupo a grupo dos numeros de
astrocitos reativos, por método imuno-histoquimico de GFAP

Corpo Caloso

1C95%
Comparacoes -
Grupos p-valor LI LS
HTDVS - HNT 0.02 0.32 3.78
HTDVS - Controle <0,01 2.86 5.93
HNT - Controle <0,01 1.21 3.50
Matriz Germinativa
1C95%
Comparacoes -
Grupos p-valor LI LS
HTDVS - HNT <0,01 1.65 5.38
HTDVS - Controle <0,01 4.24 7.55
HNT - Controle <0,01 1.35 342

4.5.2 Estudo imuno-histoquimico do Ki67

A andlise imuno-histoquimica com anticorpo Ki-67 teve como objetivo contabilizar
as células em divisdo mitdtica marcadas na regido da matriz germinativa, localizada no angulo
externo dos ventriculos laterais cerebrais (Figura 14). As médias e desvios padroes do numero
de células mitoticas nos trés grupos experimentais encontram-se sumarizadas na tabela 10 e

representados no Grafico 10.
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Figura 14 - Fotomicrografias da matriz germinativa dos animais experimentais (A) controle
(B) hidrocefalico ndo tratado (C) hidrocefalico tratado com DVSC, com imunomarcagdo para
Ki67, mostrando maior proliferacdo celular nos grupos controles. Magnificagao de 40X.
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Tabela 10 - Média e desvio padrao do numero de células mitéticas encontradas nas amostras
dos diferentes grupos experimentais

Grupo Média DP
HTDVS 2.45 3.7
HNT 1.36 2.24
Controle 90.5 22.23
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Grafico 10 - Distribui¢ao e média do numero de células mitoticas.

Utilizando também modelo de regressao de Poisson Dupla, verificou-se que houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos HTDVS e HNT e o grupo controle,
mas nao entre si, ou seja, neste estudo, a hidrocefalia reduziu a frequéncia de células em
mitose na matriz germinativa; entretanto, o tratamento com a DVSC nao trouxe melhora
significativa neste aspecto, embora a média de células mitoticas no grupo derivado tenha sido
maior que no grupo nao tratado (2,45 versus 1,36, com desvio padrao 3,7 versus 2,24,

respectivamente).
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Tabela 11 - Resultados da andlise estatistica da comparag¢ao grupo a grupo dos ntimeros de
células mitdticas, pelo método de Ki67

IC95%
Comparacoes Estimativa  p-valor LI LS
HTDVS - HNT 0,84 0,35 -0,95 2,63
HTDVS - Controle -87,70 <0,01 -103,04 -72,36
HNT - Controle -88,54 <0,01 -103,84 -73,24

4.6 Dosagem das citocinas inflamatérias no liquor

As citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a foram dosadas no liquor colhido por pungado
ventricular direta apos a craniectomia do vértex. Foi possivel a obtencao de amostras de 8
animais do grupo HTDVS, 11 amostras do grupo HNT e 4 amostras de animais do grupo C.
As dosagens foram expressas em picogramas/ml. Todas as amostras do grupo controle
apresentaram valores de zero para as dosagens de IL-1B, IL-6 e TNF-a, ou seja, em ratos
normais, ndo encontramos expressao destas interleucinas.

Nos ratos do grupo hidrocefalico tratado (HTDVS), o valor médio da IL-1f no liquor
foi 62,3 pg/ml (variagao 0-249 pg/ml). J4 nos animais do grupo hidrocefalico ndo tratado
(HNT), o valor médio foi 249,6 pg/ml (variagao 0-1076,5 pg/ml).

Quanto a IL-6, nos ratos do grupo HTDVS, o valor médio foi 104,2 pg/ml (variagao
0-431,2 pg/ml). Ja nos animais do grupo HNT, o valor médio foi 364,7 pg/ml (variacao 0-
984,8 pg/ml).

O nivel médio do TNF-a, por sua vez, foi de 4,9 pg/ml no grupo HTDVS e 170,5

pg/ml no grupo HNT.
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Grafico 11 - Média e variagdo dos valores dos niveis de IL-1P nos grupos experimentais.
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Grafico 12 - Média e variagao dos valores dos niveis de IL-6 nos grupos experimentais.
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Grafico 13 - Média e variagao dos valores dos niveis de TNF-a nos grupos experimentais.

A comparacdo direta entre os grupos dos niveis das trés interleucinas foi feita por
teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn; esta analise mostrou que havia diferenca
significativa entre os grupos, sendo que o grupo HNT apresentou os niveis mais altos,
estatisticamente maiores que os grupos HTDVS e C (p<0,01) que, por sua vez, nao
apresentaram diferenca entre si. Entretanto, 5 dos 8 animais do grupo HTDVS e 5 dos 11
animais do grupo HNT apresentavam niveis indetectaveis de IL-1B e IL-6 no liquor.
Outrossim, apenas 2 animais derivados apresentavam niveis positivos de TNF-a, enquanto 9
ratos do grupo HNT apresentavam elevagdo do TNF-a liquorico. Deste modo, optou-se por
realizar também uma avaliagdo por meio de modelo Log binomial e andlise da razdo de

prevaléncias, cujos resultados encontram-se na Tabela 12.
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Tabela 12 - Razdo de prevaléncias, em relacdo ao grupo HTDVS, da presenca de niveis
elevados de IL-1B, IL-6 e TNF-a nos grupos experimentais

Grupo

HTDVS HNT Razao de Prevaléncias (IC95%)

IL1p
0 7(87.50)  5(45.45) Referéncia: HTDVS
1 1(12.50)  6(54.55) 4,36 (0,65-29,50)
IL6
0 5(71.43)  5(50.00) Referéncia: HTDVS
1 2(28.57)  5(50.00) 1,75 (0,47-6,59)
TNFa
0 6(75.00)  2(22.22) Referéncia: HTDVS
1 2(25.00)  7(77.78) 3,11 (0,89-10,86)

Portanto, observou-se que, embora a prevaléncia de niveis aumentados de IL-1f nos
animais do grupo HTDVS foi menor que nos animais do grupo HNT, ndo foi possivel
concluir se havia diferenca estatistica, uma vez que o intervalo de confianca para 95% contém

o numero 1. O mesmo se aplica a [L-6 ¢ TNF-a.
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5 DISCUSSAO

A fisiopatologia da hidrocefalia, especialmente em criangas, ainda permanece
desconhecida em véarios aspectos, a despeitos dos avangos obtidos nas duas tltimas décadas
por grupos que se dedicam aos estudo da hidrocefalia experimental. Obviamente, este
conhecimento ¢ fundamental para a compreensdao dos fendmenos clinicos que ocorrem em
criancas hidrocefélicas e, principalmente, tem implicagdes terapéuticas. O desenvolvimento
de novos métodos de tratamento deve ter como alvo os mecanismos fisiopatolégicos iniciais,
em nivel celular e bioquimico.

Deste modo, o presente trabalho objetivou analisar e correlacionar as alteracdes
clinicas, radiologicas, celulares e bioquimicas da inducao de hidrocefalia pelo método da
injecdo cisternal de caulim em ratos de 7 dias de vida. Clinicamente, os animais foram
avaliados com testes especificos para avaliar capacidade de aprendizagem, memoria e
desenvolvimento sensorio-motor. Avaliacdo anatdmica, da citoarquitetura geral e do grau de
mielinizacdo cerebral foram obtidos por métodos de ressonancia magnética (transferéncia de
mielinizacdo) e histopatologia. Além disso, foram realizadas andlises imuno-histoquimicas
para constatar o grau de astrogliose e o numero de células em divisdo mitdtica na matriz
germinativa, assim como dosagens de interleucinas no liquor a fim de investigar a
participagdo de mecanismos inflamatdrios na patogénese desta doenca.

Estudaram-se as lesdes do parénquima cerebral resultantes da hidrocefalia, que foram
comparadas com animais controles sem a patologia; contudo, o segundo e principal foco deste
trabalho foi analisar o efeito do tratamento da hidrocefalia, por meio de derivagdo ventriculo-
subcutanea, nestes mesmos pontos, com énfase na reversibilidade a curto prazo dos danos

provocados pela hidrocefalia.
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A inje¢do de solucdo de caulim na cisterna suboccipital sabidamente produz
obstrucdo mecanica bem como reagdo inflamatoria local, culminando com obstrucao dos
forames de saida do IV ventriculo e hidrocefalia proeminente (KHAN et al., 2006). A escolha
de ratos Wistar deveu-se ao fato de sua ampla utilizagdo em modelos de hidrocefalia
experimental; ademais, um rato Wistar de 21 dias corresponde, no que se refere a
mielinizagdo e desenvolvimento cerebral, a uma crianca de 6 meses de idade (ROMIJIN et al.,
1991). Ha descrigdes na literatura de modelos felinos e caninos para hidrocefalia experimental
(BAYSTON et al., 2008; ESKANDARI et al., 2011), que, embora também sejam confiaveis,
tem a inconveniéncia de trabalhar com animais maiores e, em algumas universidades e
centros de pesquisa (como € 0 nosso caso), seu uso atualmente encontra-se bastante restrito.

Escolheu-se como tratamento a derivagao ventriculo-subcutdnea por ser de facil
instalagdo e compativel com ratos de pequeno tamanho, em que derivagdes para outras
cavidades corporeas poderiam predispor a migragao do cateter e outras complicagdes. Estudo
de Eskandari et al. (2012), utilizaram drenagem ventricular intermitente através do implante
de reservatorio subgaleal, que era puncionando de acordo com a necessidade clinica.
Demonstrou-se que a drenagem intermitente ndo impediu a ocorréncia de dilatacdao ventricular
progressiva, diferentemente do presente estudo, em que o aumento ventricular ndo sé foi
interrompido como também o didmetro ventricular reduziu-se drasticamente, como
discutiremos adiante.

A avaliag@o do ganho ponderal fornece dados relevantes em relagdo a progressao da
doenca e nivel de desidratagdo dos animais com hidrocefalia. Ratos hidrocefalicos ganham
menos peso que controles (DI CURZIO et al., 2014). Em estudo com 24 ratos “imaturos” (de
3 semanas de vida) hidrocefalicos, derivados ou ndo, e 16 controles, Del Bigio et al. (1997),
observaram que o tratamento com a derivacdo precoce (uma semana pds-inducdo) estava

relacionada a padrdo normal de ganho de peso, enquanto que a derivagdo 4 semanas pOs-
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indugcdo propiciava manutencdo das taxas de ganho de peso, embora o peso total
permanecesse sempre menor que os controles. Observaram também que o peso dos animais
nao tratados era significativamente menor apds 4 semanas de hidrocefalia.

Catalao et al. (2014), encontraram, em 37 ratos de 7 dias de vida distribuidos em
grupos semelhantes ao presente estudo, que os grupos controle e hidrocefalico ganhavam mais
peso que os animais tratados, com derivacao funcionante ou ndo. Os animais foram pesados
por 14 dias, e a diferenca tornou-se significativa apds o oitavo dia pos-indugdo. Resultados
semelhantes foram descritos por Garcia (2013).

No presente trabalho, o ganho de peso foi dividido em 2 periodos: entre o 7° € 0 14°
dia (semana anterior 8 DVSC no grupo tratado) e entre o 14° ¢ 21° dia (semana posterior a
DVSC). Nao houve diferenca significativa do ganho de peso na primeira semana do
experimento. Portanto, nesta fase aguda, o desenvolvimento de hidrocefalia levou a menor
ganho de peso e inapeténcia.

No segundo periodo, entre o 14° ¢ o 21° dia, o ganho de peso foi estatisticamente
semelhante nos trés grupos. Assim, observa-se que o tratamento com a DVSC ndo interferiu
no ganho de peso, sendo possivel que, apos o estresse inicial, os animais entraram num estado
“compensado”, uma vez que também nao houve diferenca entre os grupos HTDVS e HNT e o
grupo controle. E provéavel ainda que o periodo em que o ganho ponderal foi estudado tenha
sido curto; Del Bigio et al. (2003), avaliaram ratos hidrocefalicos 9 meses ap6s a indugdo da
doenca com caulim e mostraram que havia nitido atraso de ganho ponderal nos ratos
induzidos, embora ndo tenha analisado animais apos tratamento.

A avaliacdo clinica dos animais foi feita por meio de testes de afericdo das
habilidades motoras: o teste de campo aberto (Open Field) e o teste do labirinto aquatico de
Morris. Esta abordagem ¢ amplamente utilizada em modelos experimentais de doencas

neuropsicologicas descritas na literatura (VORHEES et al., 2006; TATEM et al., 2014), e ¢
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bastante util para avaliar a progressao da doenga e eficacia terapéutica. Outras testes para
avaliacdo motora incluem o rotarod (cilindro rotatério) e os testes com barras horizontais
(DEACON et al., 2013), mas estes testes ndo sao particularmente adequados para ratos
pequenos pois exigem graus maiores de habilidade motora, geralmente desenvolvidos apenas
em animais adultos. De maneira geral, o teste Open Field traz as vantagens de ser de facil
execuc¢ao, de evitar manuseio dos animais durante o teste, de ndo ser invasivo e de poder ser
repetido varias vezes durante o periodo experimental (TATEM et al., 2014). Por outro lado,
consiste em teste semi-quantitativo, que pode incluir erros de julgamento do observador, pois
a cada animal observado ¢ atribuido um escore subjetivo.

Os animais foram submetidos ao teste de campo aberto nos dias experimentais 06,
08, 10, 12 e 14. Inicialmente, todos os animais, incluindo os controles, apresentavam certa
dificuldade na execucdo da marcha, exibindo curvatura cifética dorsal, marcha com
desequilibrio e base alargada. Estes sinais sao considerados dentro dos padrdes em ratos com
essa idade, pois o encéfalo do animal ainda ndo completou seu desenvolvimento e maturacao
(TATEM et al., 2014). Analisando-se os desempenhos de cada grupo em cada um dos dias
supracitados, principalmente no 6° e no 14° dia (start e endpoint) através da nota media
obtida, ndo se encontrou quaisquer diferencas entre os grupos. Entretanto, ao comparar o
ganho de desempenho, ou seja, a diferenga entre a nota final e a inicial, percebeu-se que o
grupo controle apresentou melhor desempenho que os grupos HTDVS e HNT, que, por sua
vez, ndo apresentaram diferenga significativa entre si. Estes achados sugerem que de fato
houve piora logo apds o inicio do curso da hidrocefalia, mas que o tratamento com a
derivagdo ndo foi suficiente para normalizar a performance motora dos animais.

Eskandari et al. (2012), utilizaram métodos semelhantes, em que os animais eram
colocados para andar numa plataforma, observaram que os animais controles tinham

desempenho nitidamente superior ao grupo hidrocefalico; em seu estudo, porem, os animais
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ndo eram tratados definitivamente, mas sim com puncgoes ventriculares intermitentes. Nesse
caso, também, o desempenho dos animais puncionados nao foi superior aos dos animais nao
tratados. Estes autores argumentaram que muitos de seus animais tinham hidrocefalia muito
grave e portanto ndo conseguiram completar o experimento.

Catalao et al. (2014), encontraram resultados mais favoraveis. Empregando também
o teste Open Field, o autor notou que, ap6s 5 dias de tratamento, o escore dos animais
derivados era semelhante aos do grupo controle. Animais com derivagdo nao funcionante, no
entanto, mantinham desempenho significativamente inferior. J& Khan et al. (2006), nao
encontraram diferencas entre ratos normais e hidrocefalicos mesmo apds 20 dias de
experimento no que se refere ao comportamento deambulatorio na caixa ou em cilindro
rotatdrio.

O teste do labirinto aquatico (MORRIS, 1984) tem como objetivo avaliar a
habilidade natatoria e portanto motora do rato, assim como estudar sua capacidade de
localizagio espacial, o que fornece informagdes sobre memoria espacial associativa. E
também procedimento de facil realizacdo, cuja maior virtude ¢ a rapida possibilidade de
treinamento (MORRIS, 1984). Como desvantagens, o teste ndo é capaz de permitir variagdes
motivacionais e ¢ totalmente manual, o que torna os experimentos mais longos, além do fato
de que a imersdo na agua pode causar efeitos endocrinoldgicos e/ou de estresse (VORHEES
et al., 2006).

No presente estudo, os grupos HTDVS e HNT, quando avaliados individualmente,
ndo apresentaram melhora progressiva apds o treinamento e as etapas do procedimento no
labirinto aquético, diferentemente do grupo C, que apresentou tempos significativamente
menores quando comparadas as performances do 2° dia com as do 1° dia. Ao realizarem-se as
comparagdes entre os grupos, observou-se que os grupo HTDVS teve desempenho claramente

superior ao grupo HNT no periodo vespertino do 1° dia do labirinto aquatico e no periodo
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matutino do 2° dia, além de haver tendéncia a melhor desempenho no periodo vespertino do
2° dia também (p=0,18). Ademais, no periodo matutino do 2° dia, os animais do grupo
HTDVS tiveram desempenho muito préximo dos animais do grupo controle. Em suma, os
animais tratados memorizaram mais facilmente o caminho a plataforma que os nao tratados e
apresentaram desempenho semelhante aos normais. Isso indica que houve restabelecimento da
memoria espacial nos ratos derivados.

Del Bigio et al. (1997), encontraram resultados bastante semelhantes, inclusive
ressaltando que os ratos derivados 7 dias apos a indu¢do da hidrocefalia tinham desempenho
levemente melhor que aqueles derivados 4 semanas apos. Ja Catalao et al. (2014), ndo
encontraram diferencas no tempo de chegada a plataforma entre animais derivados ou nao,
mas referem que o tempo entre a instalagao do tratamento e o teste do labirinto foi pequeno, e
que provavelmente foi insuficiente para recuperacao da memoria. Williams et al. (2014),
estudaram 28 ratos Sprague-Dawley com hidrocefalia induzida por caulim e compararam-nos
com 28 controles; suas conclusdes foram que ratos hidrocefalicos tem maiores tempos de
chegada a plataforma 28 dias apos indugdo da hidrocefalia, embora sua velocidade de natagao
seja semelhante aos controles, e que ha relagdo linear entre a gravidade da hidrocefalia (de
acordo com as dimensdes ventriculares) e a piora do desempenho no teste do labirinto
aquatico.

A avaliacdo da hidrocefalia por meio de RM constitui o padrao de analise radioldgica
do encéfalo, tanto na pratica clinica quanto nos estudos experimentais encontrados na
literatura (DEL BIGIO et al., 1997; DRAKE et al., 2006; GARNE et al., 2010; HU at al.,
2011; MILLER et al., 2007). O primeiro parametro avaliado neste trabalho foi a razao
ventricular, aqui calculada a partir da divisdo (ou razao) entre a area do ventriculo lateral no
corte coronal médio e a érea total do encéfalo no mesmo corte, com o objetivo de comprovar

a reducdo das dimensoes ventriculares apos a derivacdo. Embora j& tenha sido estabelecido
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que em certos casos de ventriculomegalia hipertensiva ndo haja diminuigdo significativa dos
ventriculos mesmo apds tratamento (especialmente na hidrocefalia cronica), a reducao das
dimensdes ventriculares ainda representa parametro utilizado para comprovacao do sucesso
do tratamento (DEL BIGIO et al., 2003; DRAKE, 2006).

Foi encontrada dréstica redu¢ao da razdo ventricular na comparagao entre animais
hidrocefalicos tratados e ndo tratados, sendo a RV média dos animais do grupo HTDVS antes
a DVSC de 0,68 e apds de 0,5, respectivamente, com p<0,01.Todos os animais tinham
hidrocefalia moderada ou grave antes da DVSC, ou seja, o tratamento cirurgico foi bastante
eficaz. Resultados semelhantes foram encontrados por Del Bigio et al. (1997), Cataldo et al.
(2014), Castro et al. (2012) e Harrison et al. (2015). A drenagem intermitente, por outro lado,
nao foi suficiente para evitar a progressdao da ventriculomegalia, sendo encontrada também
correlagdo direta entre a gravidade da ventriculomegalia e sinais clinicos de deterioragdao
neurologica (ESKANDARI et al., 2012).

A quantificacdo da taxa de transferéncia de magnetizacdo (MTR) foi o segundo
aspecto radiologico avaliado neste estudo, com o objetivo de quantificar a mielina e avaliar a
concentracdo dos metabolitos resultantes da degradagdo do tecido. Esta técnica vem sendo
usada para quantificar a mielina presente em determinadas areas do cérebro para diferentes
patologias do SNC, como esclerose multipla, neurite Optica, degeneracdes wallerianas,
hemorragias e infec¢des, além da propria hidrocefalia (CORKILL et al., 2003; GROSSMAN
et al., 1994, HENKELMAN et al., 2001; YAMADA et al., 1992). Sua analise ¢ baseada na
troca de magnetizacdo entre os protons que estdo vinculados a grandes moléculas de baixa
mobilidade (no caso, a mielina) e os protons moéveis em agua livre (GOZZI et al., 2012;
GROSSMAN et al., 1994; HENKELMAN et al., 2001). A MTR ¢ utilizada para investigar o
grau de destrui¢do tissular do sistema nervoso central, ja que as redugdes nos valores de MTR

sdo imputadas a diminui¢do da integridade de macromoléculas, e refletem os danos da mielina
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(NEWBOULD et al., 2014), da membrana axonal, ou dilui¢do de macromoléculas em edema
inflamatério (GROSSMAN et al., 1994).

Quantificou-se a taxa de transferéncia de magnetizagdo em 3 regides de interesse:
encéfalo total e regides dorsal e ventral do ventriculo lateral esquerdo, estas ultimas mais
suscetiveis as forcas de estiramento ocasionadas pelo surgimento de dilatacdo ventricular. Em
nenhuma das regides diferenca estatisticamente significativa foi encontrada nas comparagdes
entre os dados pré e pos-derivagdo. A comparacdo da MT entre os animais pos-DVSC e
controles também nao trouxe diferenga estatistica. Postula-se que o tempo de progressao da
hidrocefalia neste experimento tenha sido insuficiente para produzir lesdo detectavel da
mielina pela MT na substancia branca peri-ventricular, € que novos estudos, com maiores
periodos, sejam necessarios. Desse modo, para os tempos deste estudo, a MT nao se mostrou
adequada para avaliagdo da destruicao do parénquima cerebral e do resultado pos-operatorio.

Estudos publicados na literatura médica, no entanto, mostram resultados
discrepantes. Héhnel at al. (1999), estudando as taxas de MT em 5 diferentes regides do
cérebro (substancia branca peri-ventricular dorsal e ventral, joelho e esplénio do corpo caloso
e talamo) de 12 pacientes com hidrocefalia cronica e comparando-as com 16 controles
saudaveis, encontraram taxas significativamente menores nos pacientes doentes em todas as
regides exceto tdlamo. Concluiram que as medidas de MT fornecem informagao adicional nao
dada pelas técnicas de RM tradicionais (T2) e que ha de fato lesdo mielinica da substancia
branca. Harrison et al. (2015) também mostraram que ha correlacdo entre a ocorréncia de
inflamacdo sistémica e alteragdes na microestrutura cerebral e redugdo das taxas de MT, em
20 pacientes com inflamacdo induzida por vacinacdo para tifo.

Outro estudo avaliou a presenga de hipersinal T2 peri-ventricular pré e pds-derivagao
em 12 ratos Sprague-Dawley hidrocefélicos tratados uma semana ap6s indu¢do com caulim e

7 animais tratados 4 semanas apds a inducdo (DEL BIGIO et al., 1997). Animais com
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hipersinal T2 pré-derivacdo exibiam ventriculos 38% maiores que aqueles sem hipersinal.
Houve regressao deste hipersinal apos o tratamento em todos os animais, mesmo nos que
mantinham ventriculos dilatados. Nao foi aferida a taxa de MT neste estudo.

Catalao et al. (2014), também relacionaram a MT a lesdo da substancia branca
periventricular, com valores reduzidos nos animais hidrocefalicos em relagao aos controles
normais. Quando os ratos hidrocefalicos eram tratados com derivacao liquoérica e esta estava
funcionante, os valores de MTR voltavam a se aproximar daqueles obtidos nos encéfalos de
ratos normais.

A apreciacao histologica das amostras com a coloragdo de hematoxilina-eosina teve
como objetivo observar a citoarquitetura geral e suas alteragdes em duas regides cerebrais
peri-ventriculares (corpo caloso e matriz germinativa), além de descartar outras alteragdes
estruturais grosseiras que pudessem interferir com os resultados. Estas areas foram escolhidas
por estarem logo adjacentes aos ventriculos laterais e destarte serem mais suscetiveis a lesdes
por forcas de estiramento causadas pela dilatacdo destas estruturas.

Os animais controles apresentavam estruturas microscopicamente normais, com
laminagdo preservada do epéndima e corpo caloso. Por sua vez, os animais hidrocefalicos
apresentavam corpo caloso estirado, edemaciado, e com estiramento das fibras nervosas
(menos coradas). O epéndima perdeu sua integridade, com células achatadas e pontos de
ruptura, em maior ou menor grau de acordo com a gravidade da hidrocefalia. Nos animais
tratados com a DVSC, observou-se que as células ependimarias encontravam-se menos
achatadas e que as fibras do corpo caloso mostravam-se mais coradas; no entanto, persistiam
pontos de ruptura e destruicdo celular ependimaria, ou seja, algumas lesdes eram definitivas,
enquanto que outras foram parcialmente revertidas.

A colorag@o por solocromo-cianina foi também utilizada principalmente para analise

da espessura do corpo caloso e sua mieliniza¢do consoante a intensidade da coloragdo. Neste
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aspecto, percebeu-se que os animais do grupo HTDVS apresentavam corpo caloso mais
espesso € mais intensamente azul que os animais do grupo HNT, aproximando-se do grupo C,
embora houve leve diferenga em favor deste ultimo, cujos corpos calosos eram algo mais
€spessos.

Estes resultados encontram-se em conformidade com uma série de andlises
histoldgicas sobre hidrocefalia experimental encontradas na literatura médica. Uma analise de
ratos hidrocefalicos 7 dias apds indu¢ao demonstrou que a coloracao da mielina na substancia
branca era desprezivel, o corpo caloso mostrou-se edemaciado com grandes espagos
extracelulares peri-axonais; havia ainda grave perda do epéndima com clusters de
hemossiderina e nticleos apoptoticos (KHAN et al., 2006).

O trabalho de Lopes et al. (2009), caracterizou com precisdao os achados histologicos
em ratos jovens com hidrocefalia induzida por caulim. Foram estudados animais na fase de
mielinizag¢do intensa (7-21 dias de vida); segundo os autores, em ratos normais, a coloracao
por solocromo-cianina na substancia branca ¢ desprezivel aos 14 dias de vida, mas bastante
intensa aos 21 dias.

Seus equivalentes hidrocefalicos, porém, apresentam corpo caloso muito afilado apds
7 dias da inducdo. O epéndima foi perdido e o estiramento foi grave. Poupando apenas
estruturas de substancia cinzenta como o hipocampo e o nicleo caudado. Descreve-se também
a rarefacdo da substidncia branca peri-ventricular e corpo caloso por edema, nucleos
apoptoticos, e redu¢do da coloracdo por mielina. Resultados semelhantes foram publicados
por DI Curzio et al. (2013), em furdes e McMullen et al. (2012), em camundongos.

Outros dois artigos descrevem resultados semelhantes aqueles do presente estudo
sobre os achados histopatologicos pos-derivacdo (CATALAO et al., 2014; DEL BIGIO et al.,

1997). Nestes trabalhos, a derivacdo mostrou-se capaz de preservar o corpo caloso de lesdes
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mais graves; os sinais de edema eram mais sutis € sua espessura ¢ mielinizagdo eram maiores
que os controles e comparaveis aos controles.

Astrécitos sao células da neuroglia amplamente distribuidas por todo o sistema
nervoso central, tanto na substancia branca como na cinzenta. Desempenham fungdes
importantes, tais como a sustentacdo e a nutricdo dos neuronios, além de serem reguladores
das fungdes neuronais (BEN HAIM et al., 2015).

Os astrécitos sao ativados em situagdes de agressao ao sistema nervoso central, em
resposta defensiva, limitando e reparando os danos ao tecido, e restaurando a homeostase.
Uma das caracteristicas observadas durante a ativagcdo glial ¢ a expressao aumentada do
GFAP, em um processo chamado astrogliose reativa, que ocorre em situagdes como trauma,
desordens genéticas, insultos quimicos e doengas neurodegenerativas (EDDLESTON;
MUCKE, 1993; PEKNY; PEKNA, 2014; SOFRONIEW, 2009).

A andlise histopatoldgica das amostras cerebrais por imunoistoquimica para o GFAP
demonstrou que os astrocitos imunomarcados, nas diferentes regides estudadas nos ratos com
hidrocefalia sem tratamento, apresentavam-se intensamente marcados € com prolongamentos
espessos. J4 nos animais hidrocefélicos tratados com DVSC, os astrécitos eram mais
delicados com prolongamentos mais finos, apesar de ter sido observada imunomarcagao
astrocitaria mais intensa que nos ratos controles. Este aspecto mais grosseiro dos astrdcitos
deve-se justamente ao fato dessas células estarem ativadas para realizarem a reparagdo e a
cicatrizacdo do sistema nervoso central, nos mais diferentes tipos de agressao.

Entretanto, além da anélise qualitativa, foi feita a contagem e o célculo da densidade
dos astrocitos reativos no corpo caloso e na matriz germinativa, areas escolhidas porque
apresentaram astrogliose mais evidente. Nesse aspecto, encontramos resultados interessantes:
os grupos HTDVS e HNT apresentavam nitido aumento do nimero de astrocitos reativos em

relacdo ao grupo C em ambas as regides estudadas, ou seja, a ocorréncia de hidrocefalia
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claramente leva a maior astrocitose e conseguintemente ativagdo dos processos reparatorios
da glia. Surpreendentemente, quando comparados os animais dos grupos tratado e nao tratado,
percebemos que os animais do grupo HTDVS também apresentavam maior astrocitose que o
grupo HNT na regido da matriz germinativa e tendéncia a aumento deste processo no corpo
caloso (p=0,02). Isso sugere que os processos reparatorios de defesa no parénquima cerebral
continuaram ativos mesmo apoOs o tratamento com a derivagdo; além disso, acreditamos
também que a instalagdo e a presenca do cateter de derivagdo (material estranho)
potencializou os mecanismos celulares de defesa cerebral.

A aumento do numero e da densidade de astrocitos reativos em variadas regides da
substancia branca peri-ventricular de animais hidrocefalicos ¢ um fendmeno ja bem
estabelecido descrito por Lopes et al. (2009) e Del Bigio et al. (1998), além de varios outros
autores (DEREN et al., 2010; DI CURZIO et al.,, 2013; YOSHIDA et al., 1990),
especialmente em hidrocefalia grave (YOSHIDA et al., 1990) e ap6s 3-4 semanas da indugao
da patologia (DEL BIGIO et al., 1998). Na literatura, ha trés outros trabalhos que analisaram
o efeito do tratamento com derivagdo na ocorréncia de astrocitose reativa. Cataldo et al.
(2014), encontraram que o numero de astrocitos reativos era maior no corpo caloso, capsula
externa e matriz germinativa dos animais hidrocefalicos, mas este numero diminuia
significativamente apos tratamento (com p<0,05).

Miller et al. (2007), estudaram o perfil de GFAP em ratos H-Tx hidrocefalicos antes
e apos tratamento com derivagdo ventriculo-subcutanea. Esta ¢ uma linhagem de hidrocefalia
genética de heranca desconhecida, e portanto sem necessidade de intervengdo para produzir a
doenca. Os autores quantificaram o GFAP tanto por imuno-histoquimica como por Western
blot, e avaliaram os resultados ap6s 6 ou 21 dias.

Apo6s o tratamento, nos animais sacrificados com 6 dias pos-derivagdo, encontraram

redugdo de 18% e 23% da expressao do GFAP no cortex parietal e occipital, respectivamente,
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pelo método do Western blot, além de redugdo de 18,3% na astrocitose reativa da regido
periaquedutal. Entretanto, todos estes resultados ndo tiveram significancia estatistica quando
comparados com controles.

Nos animais sacrificados apos 21 dias, entretanto, houve reducao significativa da
astrocitose na substancia branca periaquedutal e lobos parietal e temporal, por ambos os
métodos. Portanto, com seus resultados, conseguiram comprovar que ha astrocitose ndo sé na
substancia branca peri-ventricular, mas também a distancia, nos lobos parietal e occipital, e
que sua redugdo ocorre lenta e gradualmente. No caso do presente trabalho, ¢ provavel que a
analise tenha sido precoce e portanto ndo se observou este mesmo efeito. Outra diferenca
possivel ¢ que a injecdo de caulim ¢ traumatica e também pode levar a maior reacao
astrocitaria.

Similarmente, Eskandari et al. (2011), quantificaram a expressao de GFAP, por meio
de Western blot ¢ Northern blot, em gatos de 10 dias, derivados ap6s 10 dias da indugdo de
hidrocefalia com caulim e sacrificados 60 dias apds. Seus resultados indicaram que a resposta
astrocitaria, tanto no que se refere ao RNA quanto a densidade proteica do GFAP, mantém-se
mesmo apds periodos maiores de tratamento, e que a derivacdo melhora parcialmente mas nao
reverte tal processo.

Ainda com relacdo as alteragdes celulares promovidas pela hidrocefalia, foi utilizada
também a marcacdo por Ki67 para avaliagdo da proliferacdo celular na matriz germinativa
(localizada no angulo externo dos ventriculos laterais, regido de intensa proliferacdo celular,
que ainda esta presente em ratos jovens).

A proteina Ki67 ¢ expressa em todas as fases do ciclo mitotico, porém esta ausente
em células que ndo estdo em processo de replicagdo (GO0), sendo excelente marcador para
especificar a fragdo em crescimento de determinado tecido (JALAVA et al., 2006; POLLEY

et al., 2015). Observou-se que os animais do grupo controle apresentavam intensa
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celularidade nesta regido, com grande nimero de células imunomarcadas pelo Ki-67. Ja os
animais hidrocefalicos, tratados e nao tratados com a DVSC, apresentaram imunomarcagao
menos evidente, com celularidade reduzida na regido estudada, e, apos a contagem das c€lulas
imunomarcadas, nao foi estabelecida diferenga significativa entre esses dois grupos
hidrocefalicos.

Na literatura médica, ndo ha nenhum estudo, experimental ou clinico, que utilizasse
este marcador para avaliagdo da hidrocefalia pos-derivagdo. Ha, porém, varios estudos, que
demostram diminui¢do das células imunomarcadas em animais hidrocefalicos em comparagao
a controles (DEL BIGIO et al., 1998; DI CURZIO et al., 2013; KHAN et al., 2006; LOPES et
al., 2009). Alguns poucos estudos analisaram o efeito de farmacos anti-oxidantes neste
contexto. O Edaravone, quando administrado em ratos hidrocefalicos via intraperitoneal, nao
se mostrou eficaz (GARCIA, 2014); j4 a quercetina parece ter aumentado a quantidade de
células em proliferacdo na matriz germinativa (ZARGAR et al., 2016).

No presente trabalho, observou-se que os grupos HTDVS e HNT apresentaram nitida e
significativa redugdo do indice de c€lulas mitdticas marcadas pelo Ki67. Embora o nimero médio
de células em divisdo tenha sido maior no grupo tratado em relacdo ao ndo tratado (2,45 versus
1,36, respectivamente), ndo houve diferenga estatisticamente significativa (p=0,35). Depreende-
se, assim, que a inducdo de hidrocefalia reduz a proliferagdo celular na matriz germinativa, mas
que o tratamento com DVSC ndo resultou em recuperagdo das taxas de mitose.

A andlise da presenga de interleucinas no liquor dos trés grupos como forma de
investigar o papel de mecanismos inflamatorios na fisiopatologia da hidrocefalia constitui outro
aspecto deste trabalho. Como descrito previamente, as interleucinas perfazem um grupo de
citocinas que desencadeiam reagdes inflamatorias e mediadoras entre varios tipos de células
(ABBAS et al., 2011). Podem ser liberadas em resposta a antigenos porém sua composi¢cao

quimica ndo ¢ determinada pelo antigeno estimulador MALKOVSKY et al., 1988).
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O sistema nervoso central imaturo ¢ particularmente vulneravel a injuria secundaria a
inflamacao (SIVAL et al., 2008). Citocinas pro-inflamatorias sao produzidas por linfécitos T;
ao serem liberadas, promovem a migracdo de células do sistema imune para o cérebro e
ativacdo astrocitaria ¢ microglial (SIVAL et al., 2008). Embora o nivel de determinadas
interleucinas como IGF-1, HGF, VEGF, IFNy e IL-18 sabidamente encontra-se aumentado
em pacientes com hidrocefalia neonatal, ndo foi elucidado completamente o papel destas
proteinas na patogénese da hidrocefalia (NAUREEN et al., 2014; SCHMITZ et al., 2007;
SIVAL et al., 2008).

O pouco enfoque que foi dado a este aspecto da fisiopatologia da hidrocefalia pode
ser encontrado majoritariamente em trabalhos sobre hidrocefalia de pressdao normal (HPN),
que ¢ entidade bastante especifica e afeta exclusivamente individuos idosos (LEINONEN et
al., 2011; PYYKKO et al., 2014; SCOLLATO et al., 2010; SOSVOROVA et al., 2014;
TARKOWSKI et al., 2003; TARNARIS et al., 2009).

Além disso, ha escassas informagdes na literatura sobre os efeitos do tratamento com
derivacdes. Embora o aumento da perfusdo cerebral e a redu¢do dos mecanismos de injuria
direta do parénquima cerebral ocasionados pelo tratamento possam evitar a progressdo da
reacdo inflamatéria, a derivagdo em si ndo interrompe especificamente 0s mecanismos
inflamatorios, e, portanto, a lesdo microglial cerebral pode se manter mesmo apds a
intervengdo (SIVAL et al., 2008). Por serem biomarcadores e portanto passiveis de dosagem,
as interleucinas também podem ser empregadas no diagndstico e avaliagdo da eficacia do
tratamento (TARNARIS et al., 2006).

Com base nestes estudos publicados e nas caracteristicas individuais de cada
interleucina, foram selecionadas trés delas para andlise: IL-1p, IL-6 e TNF-a. A IL-1B
aumenta a proliferacdo, diferenciagio e producdo de anticorpos de linfocitos B

(MALKOVSKY et al.,, 1988), e ¢ conhecida por suas agdes pro-inflamatorias no tecido
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nervoso, como indugao de febre e exacerbacao de neurodegeneracao (SCHMITZ et al., 2007).
A IL-6 ¢ produzida por linfocitos T em resposta a estimulo antigénico € atua nos estagios
tardios da diferenciacdo de células B (SAVMAN et al., 2002). Apresenta fungdes importantes
na reagdo neuronal a injuria inflamatéria; seu bloqueio leva a reducao dos mecanismos de
regeneragdao neuronal (ZHANG et al., 2009). O TNF-a ¢ a chave de inicio da inflamagao
imuno-mediada no cérebro (SOSVOROVA et al, 2014) e sua expressdo encontra-se
aumentada em uma série de doencas neurodegenerativas, como esclerose multipla, doenca de
Alzheimer e deméncia vascular (TARKOWSKI et al., 2003). Varios estudos correlacionaram
a IL-1PB, a [L-6 e o TNF-a com injuria cerebral inflamatoria (ALLAN et al., 2005; MERHAR,
2012; SAVMAN et al., 2002; SCHMITZ et al., 2007; TARKOWSKI et al., 2003).

Os resultados do presente estudo mostram que ha aumento das interleucinas em
questdao na hidrocefalia induzida por caulim e que a DVSC reduz os niveis destas proteinas.
Sugere-se, deste modo, que a reacao inflamatoria tecidual tem participagdo na fisiopatologia
da doenca e que a DVSC reverte este processo.

A andlise estatistica dos valores individuais dos grupos e suas médias mostrou
diferencas significativas entre eles, sendo o nivel de IL-1p, IL-6 e TNF-a maiores no grupo
HNT do que nos grupos HTDVS e C, que ndo tiveram diferenga entre si. Nao foi possivel
estabelecer um cut-off de valor normal para nenhuma delas. Entretanto, como foram
encontrados resultados indetectdveis em todos os grupos para todas as citocinas testadas,
optou-se por fazer também uma andlise das prevaléncias dos valores elevados, que nao
mostrou diferenca significativa entre os grupos. Com isso, torna-se imperativa a realizagao de
novos estudos com amostragens maiores.

Na literatura médica, encontramos alguns trabalhos que exploram a relacdo entre
estas interleucinas e a ocorréncia de hidrocefalia, tanto experimental quanto clinica; nao

obstante, encontra-se uma Unica publicagdo analisando também o tratamento com derivacao.
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O trabalho de Wostrack et al. (2014), dosou, no liquor de 82 pacientes com hidrocefalia
secundaria a hemorragia subaracnéide (HSA), a concentracdo de IL-6 somente, e concluiu
que niveis muito elevados de IL-6 relacionavam-se a dependéncia de derivacao. Os autores
concluiram também que a reagdo inflamatdria desencadeada pela HSA culminou com o
surgimento e a progressao da hidrocefalia, e que valores altos desta citocina podem predizer a
necessidade de tratamento com derivagoes.

Merhar (2012), em uma meta-analise dos biomarcadores inflamatérios estudados ate
entdo no contexto da hidrocefalia neonatal, cita dois trabalhos: o de Savman et al. (2002), que
encontrou altos niveis de entre os IL-1P, IL-6, IL-8 e TNF-a em criangas pré-termo com
hemorragia da matriz germinativa, ¢ o de Schmitz et al (2007), que encontraram niveis
elevados destas mesmas interleucinas e também de IFN-y. Este ultimo grupo encontrou
também correlacdo entre aumento das interleucinas e lesdo de substiancia branca na analise
por ultrassonografia transfontanelar.

Jimenez et al. (2014), encontraram niveis elevados de TNF-o mas ndo de TGFp1
num modelo experimental de hidrocefalia genética em camundongos (hyh), havendo ainda
associagdo entre este marcador e a gravidade da hidrocefalia, provavelmente por meio da
mediagdo de reagdo astrocitaria, processos neurodegenerativos e isquemia.

Botfield et al. (2013), descobriram que a instilacdo intratecal de decorina, um
proteoglicano inibidor do TNF-f, evita o surgimento de hidrocefalia em ratos submetidos a
inje¢do suboccipital cistenal de caulim, e concluiram que este farmaco e a via de ativagao do
TNF-f configuram potenciais alvos de novas estratégias terapéuticas.

Segundo Naureen et al. (2014), na hidrocefalia neonatal clinica, ha aumento de
VEGF, IGF-1 e HGF, além de IL-6 e TNF-a. Os primeiros indicam que ativam-se
mecanismos anti-apoptéticos e de reparo neuronal; ja os ultimos comprovam a ocorréncia de

processos inflamatorios cerebrais. Os autores recomendam tratamentos adicionais as



Discusséo | 90

derivagoes devido a fisiopatologia multifatorial da doenca. Achados semelhantes foram
publicados por Heep et al. (2004), que demonstraram aumento do VEGF e TGF-B1 em
criancas com hidrocefalia pos-hemorragia da prematuridade. Curiosamente, Sival et al.
(2008), haviam descrito que a hidrocefalia neonatal traz ativagdo das citocinas pro-
inflamatoérias IL-18 e IFN- y no liquor, mas ndo de biomarcadores de apoptose, € sugerem
tratamento anti-inflamatorio em conjunto com a derivagao liquorica.

De maneira geral, h& um nimero cada vez maior de evidéncias confirmando a
ocorréncia de inflamagdo com consequente aumento de interleucinas no liquor na hidrocefalia
experimental. O presente estudo objetivou trazer uma contribui¢ao adicional ao entendimento
desta complexa fisiopatologia, além de melhor esclarecimento dos efeitos do tratamento com
derivagdo, que ainda eram amplamente desconhecidos. Estudos com maior numero de animais
serdo certamente necessarios, bem como sua correlagdo clinica em humanos. A possibilidade
de dosagem destes marcadores no sangue, por sua relativa facilidade de coleta, também ¢ um

potencial alvo diagndstico e terapéutico para o futuro.

5.1 Limitacoes

As limitagdes encontradas neste estudo incluem pequeno tempo de seguimento dos
animais apo6s a inducao da hidrocefalia, dificuldade de detec¢ao dos niveis de interleucinas em
varios animais e dificuldades técnicas na realizagdo de alguns métodos. Os animais controles
e os tratados tém ventriculos muito pequenos ou virtuais, o que dificulta bastante a coleta de
liquor. A coleta via suboccipital ou lombar ¢ igualmente dificil. Do mesmo modo, as ratas-
mae frequentemente devoravam seus filhotes apos a derivacdo, devido ao odor caracteristico

do sangue, mesmo apods limpeza vigorosa da pelagem dos animais.
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6 CONCLUSOES

A analise dos efeitos da derivagdo ventriculo-subcutanea na hidrocefalia induzida por
caulim em ratos permitiu-nos concluir que, nos intervalos de tempo experimentais:

o ganho de peso foi semelhante entre animais tratados e nao tratados e controles;

as habilidades de marcha e mobilidade ndo melhoraram com o tratamento e
mantiveram-se inferiores aos controles;

os testes de memoria foram nitidamente melhores nos animais tratados, que se
assemelhavam aos controles;

a DVSC foi efetiva na reducao das dimensdes ventriculares;

a mielinizacdo da substancia branca peri-ventricular, medida pela técnica de
transferéncia de magnetizacdo, ¢ comprometida pela hidrocefalia e ndo se reverte com a
derivacao;

houve recuperagdo parcial da citoarquitetura apés a DVSC;

o aumento da astrocitose reativa e a redugdo do indice de proliferagdo celular na
matriz germinativa ocasionados pela inducdo de hidrocefalia ndo foram revertidos pelo
tratamento com a derivagao;

houve aumento das interleucinas inflamatorias IL-13, IL-6 e TNF-a na hidrocefalia
induzida por caulim e a DVSC reduziu os niveis destas proteinas, deduzindo-se que ha

participagdo de reacdo inflamatoria tecidual na fisiopatologia desta condigao.
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8 APENDICES

8.1 Tabelas de peso dos animais (gramas)

Grupo HTDVS

An. PO POl P02 P03 P04 P05 P06 PO7 PO8 P09 P10 P11 P12 P13 Pl4

1 11.00 1210 13.15 1490 1625 1895 2090  23.05 2190 2240 2400 2440 2480 2925 3205
2 1415 1525 1675 1820 1970 2270 2405 2520 2860 3035 3305 3590 3870 4165  44.90
3 1225 1395 1555 1735 1900 2775 2500 2640  30.85  33.65 3640 3975 4265 4570 5070
4 1370 1585  17.60 1925 2150 2410 2600 2775 3225 3440 3680 4020  43.00 4580  50.10
5 1105 1275 1455 1600 1815 2050 2240 2375 2840 3070 3280 3565 3880 4200  47.05
6 11.10 1240 1330 1405 1500 1660 1720 1740 1650 1770  19.40 2140 2250  23.65  23.55
7 11.60 1245 1410 1570 1690 2000 2225 2345 2430 2670 2860 3140 3370 3600 3825
8 1710 1710 1826  19.00 2211 2417 2624 2600 29.62 31.89 3413 3630 3955 4140  44.90
9 1705 1840 1976  20.10 2400 2645 2890 2800  31.82 3343 358  39.10 4260 4450  47.10
10 1870 2000 2215 2310 2500 2729  29.61 2800  31.85  33.64 3655 3660 4040 4470 5030
1 1770 1800 2032  21.00  23.89 2560 2732 2600  30.58  33.54 3594 3815 4115 4240  46.00
12 1730 1710 1921 2000 2260 2451 2643 2600  29.06  30.65 3241 3420 3675 3830  40.00
13 2196 2200 228 2595 2827 3039 3168 3150  30.67 33.64 3619 4061 4325 4647  49.68
14 2208 2200 2420 2636 2840  31.00 3285 3560 3598 3806 3847 4009 4261 4462  46.53
15 2268 2100 2547 2755 3062 3330 3541 3424 3859 4213 4422 4906 5173 5488  57.64
16 1857  19.50 1840  20.13 1935  23.56 2543 2600 2863 2946 3198 3470 3294 3439 3722
17 1500 1600 1850  21.00  27.50  30.00 3200 3400 37.50  37.50 3950 4050  47.00 5250 5850
18 2050 2000 2200 2350 2400 2550  27.00 2850 3050 3150 3150 3200 3550  37.00  38.00
19 2265 2100 2200 2350 2400  27.50  29.00  30.00 3150  33.50 3450 3550  40.00 4500  49.50
20 1400 1450 1650 1900  21.00  23.50 2800  30.00 3350 3150 3150 3250 3750  42.00  49.00
21 2050 2200 2350 2600 2850  29.50 3100 3200 3400 37.50 4100 4100  43.00 4500  51.00
22 19.00  19.00 2000 2200  23.00 2600 2750 2800  30.00 2800 2550 2550  31.00  33.50  35.00
23 2100 2100 2200 2400 23.00 2350 2700 2850  30.50  30.50  31.00 3400  37.00 4050  42.00
24 2050 2250 2450 2600 2850 3000 3150 3350 3550 3600  37.00  40.00 4450  48.00  50.00
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Grupo HNT
An. PO POl P02 P03 P04 P05 P06 PO7 PO8 P09 P10 P11 P12 P13 Pl4
25 1800 1800  19.00 2000  23.00 2550 2600  27.00 2850  31.00  33.00 3550 4100  49.00  55.00
26 1800 1850 1850 2000 2150 2400  29.00  33.00 3350 29.00 31.00  33.00 3750  43.50 4850
27 1950 1950  21.00  23.00 2450 2650 2850  29.00  30.00 3200 3550  40.00  39.00 4350 4850
28 1950 1850 2000  21.00  23.00 2450 2650 2800 2950 3100 3500  37.00  39.00 4500  49.00
29 2100 2150 2350 2550  27.00  28.00  30.50  33.50 3500 3550 3800 4050 3500 3600  39.00
30 2050 2050 2100  23.00 2500 2750  29.00 3000  30.50 3200 3400 3800 3600 4250  48.00
31 1800 2100 2250 2400 2550 2650  29.00 3050 3150  33.00 3600 3950 3250 3500  38.00
32 2250 2450 2550  27.00  29.50  30.00 3150 3400 3500 37.00 3800 4000  33.00 3850  43.50
33 2250 2200  23.00 2400 2450 2650 2800 3100  33.00 3500 3700 4050 3750 4150 4550
34 2250 2200 2200 23.00 2400 2600 27.50  29.00  31.00 3200 3400 3600 3650 4150  43.00
35 2200 2100 2150 2400 2450 2650 2800  30.00 33.00 33.50 3650 3750 4500 5200  57.00
36 2350 2450 2500 2650 2850 2850  29.00  30.00 3200 3400 3600 39.00 4450 4750  49.50
37 2100 2100 2150  23.00  23.00 2450 2650  27.00  29.00  30.50 3200 3350 4400 5050  55.00
38 23.00  23.00 2350 2500 2550 2600 2850  30.00 3200 3400 3600 3850 3850  44.00  47.50
39 2150 2200 2200 2350 2500 2650  29.50  30.00  32.00 3400 3600 3750  39.00 4450  49.00
40 2100 1950 1800 1800  19.00 2000  21.50 2400 2650 2800  29.50  31.00  43.50 5050  56.50
41 1950 1800  17.00 1850 1950  20.50 2200 2450 2650 2800  30.00 3100 4500 5200  56.00

Grupo C

An. PO PO1__P02 P03 P04 PO5 PO6 P07 POS8 P09 P10 PIl P12 P13 Pl4

42 1260 1420 1645 1830 21.55 2330 2532 27.01 2935 3070 3250 3475 3690 40.15 43.50

43 1925 2285 2550 27.95 3170 3410 3630 3727 40.80 4146 4420 4740 53.80 5850 61.90

44 1250 1450 1650 18.00 20.00 2150 2350 2550 27.00 28.00 29.50 31.00 36.00 38.00 38.50

45 1400 1600 1800 20.00 22.00 26.00 2750 29.00 31.00 32.00 33.50 3550 41.50 44.00 46.50

46 1400 1650 1850 2050 21.50 24.00 2600 27.50 29.50 31.00 32.00 33.00 39.50 4250 42.50
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8.2 Notas teste Open Field

Grupo HTDVS
Animal  Pé6 P8 P10 P12 P14
1 2 2 3 3 3
2 2 3 3 3 3
3 2 2 4 3 3
4 2 3 3 3 3
5 2 3 3 3 3
6 2 2 2 2 3
7 2 2 2 3 3
8 2 2 2 3 3
9 2 2 2 3 3

10 2 2 2 3 3
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Grupo HNT

Animal  P6 P8 P10 P12 P14
11 2 3 4 4 4
12 2 3 4 4 4
13 2 2 3 4 4
14 3 3 4 4 4
15 3 3 4 4 4
16 2 2 3 4 4
17 2 2 4 4 4
18 2 2 4 4 4
19 3 3 4 4 4
20 3 3 4 4 4
21 3 3 4 4 4
22 2 3 4 4 4
23 3 3 3 4 4
24 2 3 3 4 4
25 1 3 4 4 4
26 2 3 3 4 4
27 2 3 4 4 4
28 2 3 4 4 4

29 2 3 4 4 4
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Grupo C

Animal Pé6 P8 P10 P12 P14

30 2 2 3 4 4
31 2 2 4 4 4
32 2 2 2 4 4
33 2 2 3 4 4

34 2 2 3 4 4
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8.3 Tempos Labirinto Aquatico (segundos)

Grupo HTDVS

P10 P10 P10 P10 P10 P10 P10 P10 P11 P11 P11 Pl1 P11 P11 P11 P11
M/N MS ML MO TN T/S TL T/O MN MS ML MO T/N T/S TL TO

—_

45 60 30 60 60 60 60 60 60 20 60 36 60 18 60 60

2 60 13 60 20 60 60 16 60 60 17 60 60 60 60 9 60
3 6 52 60 60 60 60 60 19 60 60 27 60 60 29 60 57
4 30 60 60 60 41 60 40 38 45 9 60 60 60 60 24 24
5 60 35 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 12 60
6 60 60 60 60 60 60 60 60 60 30 60 60 60 49 60 60
7 18 12 60 9 18 60 30 36 60 60 10 60 22 18 10 9
8 20 60 60 60 60 60 60 60 49 60 60 60 60 60 60 60
9 60 43 60 43 60 60 60 60 60 60 46 35 37 60 29 50
10 60 43 40 60 60 60 29 60 60 60 60 60 14 26 20 6
Grupo HNT

P10 P10 P10 P10 P10 P10 P10 P10 P11 P11 P11 P11 P11 P11 P11 P11
M/N M/SS ML MO TN TS TL TO MN MS ML MO TN T/S TL T0O

11 34 22 60 54 60 5 60 24 35 34 24 60 40 60 60 60
12 46 60 60 40 7 60 13 60 45 51 53 29 50 60 32 20
13 4 22 60 60 60 35 60 60 60 17 58 36 60 23 42 30
14 37 12 19 29 57 53 60 60 60 60 41 60 20 60 60 60
15 60 60 60 24 25 52 60 60 27 29 60 60 60 12 12 60

16 60 5 58 60 60 60 20 26 60 60 4 12 14 15 10 60
17 40 34 60 60 24 60 8 20 60 22 60 60 19 18 6 18
18 37 48 14 60 40 2 60 20 11 45 22 24 16 60 7 42
19 27 60 17 36 21 16 4 25 21 5 12 14 47 34 18 36

Grupo C

P10 P10 P10 P10 P10 P10 P10 P10 P11 P11 P11 Pl11 P11 P11 P11 P11
M/N M/S M/AL MO TN T/S TL T/O MN MS ML MO TN T/S T/WL T/O

20 60 60 60 60 60 4 60 60 15 60 6 12 60 40 60 12

21 13 17 60 20 60 18 60 60 9 60 60 45 14 18 7 43
22 60 11 60 60 60 60 37 60 15 52 60 60 16 60 60 60
23 60 25 60 10 56 60 60 60 29 27 6 14 38 9 4 40

24 60 10 60 60 60 60 60 17 60 33 2 60 60 7 60 26
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8.4 Razao Ventricular

Pré-DVSC Pos-DVSC
1 0,58 0,58
2 0,66 0,48
3 0,85 0,62
4 0,73 0,54
5 0,68 0,35
6 0,71 0,59
7 0,72 0,54

8 0,55 0,29
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8.5 Taxas de transferéncia de magnetizaciao

Hidrocefalia tratada com DVSC
PRE-INTERVENCAO

1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00

ET
34,92
41,14
36,73
37,91
37,21
36,25
37,17
36,34

RSD
36,25
53,28
38,20
43,43
44,05
34,71
40,41
38,21

Hidrocefalia tratada com DVSC
POS-INTERVENCAO

1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00

Controle

19,00
20,00
21,00
22,00
23,00

ET

9,10
37,43
40,44
36,10
37,21
36,25
37,17
36,34

ET
39.3
54.68
32.96
32.15
33.01

RSD

10,00
12,02
22,03

8,64
44,05
34,71
40,41
38,21

RSD

20.55
28.07
31.59
30.17
33.25

RSV

RSV

RSV

40.49
76.78
37.62
32.79
33.04

35,06
38,71
38,54
36,89
37,69
38,27
35,16
36,15

17,74
33,68
38,32
29,87
37,69
38,27
35,16
36,15



8.6 Contagens dos astrécitos

Grupo HTDVS

Células 3
1 Area 0,022
Densidade | 136,3636364
Células 0
2 Area 0,016
Densidade 0
Células 3
3 Area 0,015
Densidade 200
Células 4
4 Area 0,015
Densidade | 266,6666667
Células 2
5 Area 0,018
Densidade | 111,1111111
Células 11
6 Area 0,008
Densidade 1375
Células 2
7 Area 0,008
Densidade 250
Células 1
8 Area 0,017
Densidade | 58,82352941
Células 15
9 Area 0,016
Densidade 937,5
Células 7
10 Area 0,002
Densidade 3500

Apéndices | 112




Apéndices | 113

Grupo HNT
Células 2
11 Area 0,006
Densidade | 333,3333333
Células 0
12 Area 0,011
Densidade 0
Células 5
13 Area 0,008
Densidade 625
Células 0
14 Area 0,008
Densidade 0
Células 2
15 Area 0,015
Densidade | 133,3333333
Células 2
16 Area 0,014
Densidade | 142,8571429
Células 7
17 Area 0,019
Densidade | 368,4210526
Células 4
18 Area 0,014
Densidade | 285,7142857
Células 3
19 Area 0,009
Densidade | 333,3333333
Células 4
20 Area 0,012
Densidade | 333,3333333
Células 2
21 Area 0,022
Densidade | 90,90909091
Células 2
22 Area 0,019
Densidade | 105,2631579
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Grupo C

Células 1
23 Area 0,003
Densidade | 333,3333333
Células 1
24 Area 0,004
Densidade 250
Células 0
25 Area 0,003
Densidade 0
Células 0
25 Area 0,002
Densidade 0
Células 0
27 Area 0,002
Densidade 0
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8.7 Contagens das células mitéticas (Ki67)

Grupo HTDVS Grupo HNT Grupo C

1 8 12 0 27 3
2 1 13 2 28 18
3 6 14 0 29 22
4 0 15 0 30 9
5 0 16 0 31 14
6 1 17 1 32 16
7 10 18 0 33 5
8 1 19 1
9 0 20 2
10 0 21 8
11 0 22 4

23 0

24 0

25 1

26 18
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8.8 Dosagens das interleucinas (pg/ml)

IL-1B
Grupo HTDVS Grupo HNT Grupo C

1 18,39 9 618,67 20 0
2 0 10 1076,52 21 0
3 0 11 0 22 0
4 0 12 426,83 23 0
5 0 13 0
6 0 14 0
7 230,94 15 102,32
8 249,09 16 0

17 420,27

18 0

19 101,22
IL-6

Grupo HTDVS Grupo HNT Grupo C

1 0 8 648,81 18 0
2 0 9 0 19 0
3 0 10 426,45 20 0
4 431,22 11 0 21 0
5 0 12 0
6 298,71 13 0
7 0 14 984,89

15 737,54

16 0

17 849.4
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TNF-a
Grupo HTDVS Grupo HNT Grupo C

1 0 8 396,72 17 0
2 0 9 0 18 0
3 27,91 10 0 19 0
4 0 11 231,68 20 0
5 0 12 27,91
6 0 13 621,86
7 0 14 105,01

15 49,42

16 101,92
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9 ANEXOS

9.1 Oficio de aprovaciio pelo Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

Comissio de Etica em Experimentagio Animal

3602-3301

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n°® 069/2012, sobre a aula “Utilizagdo de um painel de

biomarcadores sanguineos e da medida minimamente invasiva da pressdo

intracraniana na hidrocefalia induzida por caulim em ratos.”, sob a
responsabilidade da Professora Doutora Luiza da Silva Lopes estd de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) e foi
APROVADO em reunido de 27 de agosto de 2012.

(We certify that the protocol n® 069/2012, about “Using a panel of blood bi kers and a minimally
i I ement of the intr ial pressure in hydrocephalus kaolin induced rats”, agrees with
the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the College of Medicine of Ribeirio Preto of the
University of S3o Paulo — Ethical Commission of Ethics in Animal Research (CETEA) in 08/27/2012.

Ribeirdo Preto, 27 de agosto de 2012. i

Prof. Dr% Benedicto Poli-Neto

Presidente da Comissdo de Etica em :
Experimentagdo Animal i
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9.2 Artigo sobre a técnica da DVSC publicado na revista Child’s Nervous System
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Ventricular-subcutaneous shunt for the treatment of experimental
hydrocephalus in young rats: technical note
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Abstract

Background Hydrocephalus is a complex disease that affects
cerebrospinal fluid (CSF) dynamics and is very common in
children. To this date, CSF shunting is still the standard treat-
ment for childhood hydrocephalus, but, nevertheless, the ef-
fects of such an operation on the developing brain are widely
unknown. To help overcome this, experimental models of
CSF shunts are surely very useful tools.

Objective The objective of this study was to describe a feasi-
ble and reliable technique of an adapted ventricular-
subcutaneous shunt for the treatment of kaolin-induced hydro-
cephalus in young rats.

Methods We developed a ventricular-subcutaneous shunt
(VSCS) technique which was used in 31 Wistar young rats
with kaolin-induced hydrocephalus. Hydrocephalus was in-
duced at 7 days of age, and shunt implantation was performed
7 days later. Our technique used a 0.7-mm gauge polypropyl-
ene catheter tunneled to a subcutaneous pocket created over
the animal’s back and inserted into the right lateral ventricle.
All animals were sacrificed 14 days after shunt insertion.
Results Twenty-four rats survived and remained well until the
study was ended. No major complications were seen. Their
weight gain went back to normal. They all underwent

24 Marcelo Volpon Santos
marcelovolpon@yahoo.com

! Division of Pediatric Neurosurgery, Department of Surgery and
Anatomy, Ribeirdo Preto Medical School, University of Sio Paulo,
Av, Bandeirantes, 3900, Campus Universitdrio, Ribeirdo

Preto, SP 14049-900, Brazl

Behavioral Neuropathology and Pediatric Neurosurgery Laboratory,

Ribeiriio Preto Medical School, University of Sdo Paulo, Ribeirio
Preto, SP, Brazil

-

Published online: 23 February 2016

ambulatory behavioral testing prior and after VSCS, which
showed improvement in their motor skills. We have also ob-
tained magnetic resonance (MR) scans of 16 pups confirming
reduction of ventricular size after shunting and indicating ef-
fective treatment. Histopathological analysis of brain samples
before and after shunting showed reversion of ependymal and
corpus callosum disruption, as well as fewer reactive astro-
cytes in shunted animals.

Conclusions An experimental CSF shunt technique was de-
vised. Excessive CSF of hydrocephalic rats is diverted into the
subcutaneous space where it can be resorbed. This technique
has a low complication rate and is effective. It might be ap-
plied to various types of experimental studies involving induc-
tion and treatment of hydrocephalus.

Keywords Cerebrospinal fluid - CSF shunting - Experimental
hydrocephalus - Kaolin-induced hydrocephalus

Introduction

Hydrocephalus is a complex disease that affects cerebrospinal
fluid (CSF) dynamics and has a multifactorial pathophysiolo-
gy. It is characterized by dilation of the cerebral ventricles,
usually caused by obstruction of CSF flow or impaired CSF
reabsorption [1]. Hydrocephalus-induced brain damage oc-
curs due to gradual physical stretching and compression
forces, ischemia with calcium-mediated axoskeletal damage,
and possible accumulation of metabolic waste products [2, 3].
Ultimately, therapeutic modalities are directed at avoiding
such injury or restoring neuronal structures after it.

To this date, CSF shunting is still the standard treatment for
childhood hydrocephalus, even with the advent of endoscopic
techniques [2, 4]. Although CSF shunts carry high risks of fail-
ure and complications, they are the only treatment option for

&) Springer
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hydrocephalus in experimental models of childhood hydroceph-
alus, for practical reasons. Surprisingly, given the bulk of studies
concerning experimental hydrocephalus in recent years, very
few descriptions of experimental shunts have been published,
especially in young rats [5-10]. Therefore, we have aimed to
develop a novel technique of an adapted ventricular-
subcutaneous shunt for the treatment of kaolin-induced hydro-
cephalus in young rats which is both feasible and reliable.

Material and methods

Thirty-one young Wistar rats were selected for shunt implan-
tation. Twenty-four of them survived. Seven animals died af-
ter shunt implantation; three of them died shortly after the
operation. The other four were either devoured by their moth-
er, or found dead in their cage a few days following surgery.
All procedures were undertaken in accordance with the guide-
lines of the Brazilian College of Animal Experimentation
(SBCAL/COBEA) and approved by our institution’s ethics
committee. They were weighed daily and kept in a fully
accredited animal care facility at Ribeirao Preto Medical
School, University of Sao Paulo (FMRP-USP). Water and
food were offered ad libitum.

(DI

Fig. 1 Stepwise demonstration of the ventricular-subcutaneous shunt
technique in a young Wistar rat. a Head shaved and prepped. b Skin
incision with a small scalpel. ¢ Tunneling of the distal catheter. d Burr
hole with a 1-mm twist drill. e Ventricular puncture. f A drop of

@ Springer

3

Surgical technique

Hydrocephalus was induced by intracisternal kaolin injection
at 7 days of age, as previously described [11]. Briefly, after
palpation and identification of the space between the dorsal
rim of the foramen magnum and the first cervical vertebra, a
suboccipital percutaneous injection was performed, and
0.04 ml of kaolin (aluminum silicate; Sigma, St. Louis, MO)
diluted to 20 % in distilled water was slowly administered.

Seven days later, animals underwent shunt surgery (Fig. 1).
We have used a 0.7-mm polypropylene transparent catheter
commercially available in Brazil. Prior to surgery, to make ven-
tricular puncturing easier, the proximal end of the catheter was
bent at a right angle; this angle was secured with cyanoacrylate
glue. The catheter was sterilized with ethylene oxide (Fig. 2).

Anesthesia was obtained with an intraperitoneal injection of
10 % ketamine and 10 % xylazine (0.1 and 0.05 mg per 100 g of
body weight). After a tiny head shave, the skin was prepped with
chlorhexidine solutions. A 2-mm-wide skin incision was per-
formed, down to the pericranium, exposing the cranial bone
2 mm anterior to the coronal suture. The distal end of the catheter
was tunneled over the rat’s back until the proximal end of the tail,
where a subcutaneous pocket had already been created with a
blunt instrument. This step was usually straightforward and did
not require another skin incision distally.

cyanoacrylate glue to seal the burr hole and help prevent migration of
the catheter. ¢ Skin closure. h Another dnblet of glue is put over the
incision
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Fig. 2 Zero point seven millimeter polypropylene catheter used in the
ventricular-subcutaneous shunt. The right angle of the ventricular catheter
(arrow)

Subsequently, a small burr hole (around 1 mm in diameter)
was performed with a high-speed drill, and the dura mater was
coagulated and pricked. Then, the right ventricle was punc-
tured with the right angled proximal catheter. At this point,
most often, CSF could be seen flowing into the catheter. The
burr hole was occluded with a drop of cyanoacrylate glue,
which also helped securing it in place. The skin was then
closed in a single layer with separate 5.0 Nylon stitches. A
last driblet of cyanoacrylate glue was placed over the skin
incision. Animals were sacrificed 14 days after the operation.

All animals were weighed daily, and their ambulatory be-
havior was assessed on the day before shunt insertion and on
post-op days 7 and 14 (just before sacrifice), by the open field
test. Each pup was observed individually in a wide transparent
box and timed for 2 min; we analyzed self-hygiene, explora-
tion of the surrounding area, and gait according to the follow-
ing score: 4 = alert, normal exploration and gait; 3 = slightly
lethargic, reduced activity, but with normal gait when stimu-
lated; 2 = kyphotic, able to walk, but with spreading legs,
unstable or ataxic gait; 1 = can barely walk, but still feeding;
and 0 = close to death or euthanized.

Magnetic resonance (MR) scans were obtained 1 day be-
fore and 7 days after shunt insertion. Animals were put under
anesthesia using the aforementioned protocol. T2-weighted
images were obtained in a 3-T scanner (Achieva Philips™,
Eindhoven, The Netherlands), using an animal-specific coil
(Fig. 3).

Fig. 3 Magnetic resonance scans a before and b after VSC shum
implantation, showing considerable reduction in the size of the ventricles

Histology/immunohistochemistry

Five-micrometer slices of pre-chiasmatic brain sections were
obtained on the coronal plane. They were prepared on micro-
scopic slides and stained with hematoxylin-eosin (H&E), in
order to evaluate general cellular architecture patterns, distri-
bution of structures, and cellular density. On the solochrome
cyanine-stained cuts, we looked for the degree of
myelinization of periventricular white matter through analysis
of blue color intensity over the rats’ corpus callosum.

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) assays were per-
formed to assess the distribution and morphological aspects
of astroglia, as follows: after antigenic recovery, when needed,
blockage of endogenous peroxidase was carried out by the
acidification and warming technique, with methanol-diluted
3 % hydrogen peroxide. Thereafter, blockage was also per-
formed with adequate serum in 10 % phosphate-buffered sa-
line (PBS), for 30 min, in a wet chamber. Soon afterwards,
these slices were incubated overnight at 4 °C with the respec-
tive primary anti-GFAP antibody 1:300 (DAKO Z0334,
Denmark), diluted in bovine serum albumin (BSA). Then,
the primary antibody was withdrawn, and the appropriate sec-
ondary antibody was added (biotin-labelled goat anti-rabbit
antibody, Santa Cruz Biotechnology SC-2040), diluted
1:300 in BSA. At this point, the assays were incubated with
tertiary antibody streptavidin conjugated with horseradish per-
oxidase (HRP, BioLegend cat.405210), diluted 1:400 in PBS.
They were revealed with 3,3'- diaminobenzidine (DAB,
Sigma).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed for data assessment using
the SPSS software package (Chicago, IL, USA). A paired T
test was used for the ordinal variable (weight), and ANOVA
was used for comparison of the behavioral results. A level of
p < 0.05 was deemed significant.

Results

Seven animals died after shunt implantation; three of them
died shortly after the operation. The other four were either
devoured by their mother, or found dead in their cage a few
days following surgery. The surviving 24 did not experience
any major complications. No infections were seen. All
wounds healed well.

Prior to surgery, the average daily weight gain per animal
was 1.54 mg/day; after the shunt operation, it was 2.65
(p < 0.01). Also, before surgery, pups had an average score
on the open field behavior test of 2; on the 14th day after
shunting, average score became 2.91, and on day 14 post-
op, it was 3.8 (p < 0.03).
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Fig. 4 Histopathological
microphotographs of brain slices
stained with a hematoxylin-eosin,
b solochrome-cyanine, and ¢
GFAP. Magnification x40

We were able to obtain MR scans in 16 of the 31 pups. In
12 cases (75 %), the catheter was well placed and the ventric-
ular size was clearly reduced. The remaining four catheters
(25 %) were placed outside the ventricles; therefore, ventricles
became larger.

Histopathological analysis using hematoxylin-eosin and
solochrome cyanine staining was performed, as well as immu-
nohistochemistry for glial fibrillary acidic protein (GFAP).
Improvement of corpus callosum stretching and normal
ependymal cell layer were seen (Fig. 4). In addition, reactive
astrocytes were rare and not intensely marked by GFAP; they
also had thin and delicate projections, similar to normal
astrocytes.

Discussion

Kaolin models of experimentally induced hydrocephalus are
commonly used [5]. Kaolin is known to produce mechanical
obstruction as well as local inflammatory reaction, leading to
blockage of the fourth ventricular outlet foramina and ulti-
mately prominent hydrocephalus [1]. While many experimen-
tal studies have focused on the pathological condition itself,
few have addressed its treatment. CSF shunts are still consid-
ered standard treatment of hydrocephalus, in spite of the ad-
vent of modem neuroendoscopy. Thus, we have devised an
adapted ventricular-subcutaneous shunt technique to be used
in studies looking for the effects of kaolin-induced hydroceph-
alus treatment. We believe that this technique could also be
used in other models of experimental hydrocephalus.

We have chosen Wistar young rats since they have been
widely used as an experimental animal model of childhood
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hydrocephalus and the postnatal 21-day rat corresponds
roughly to a 6-month-old human infant [12]. There are de-
scriptions of feline and canine models of experimental hydro-
cephalus, but even though these seem to be as reliable as the
young rat model [13, 14], they carry the inconvenience of
dealing with larger animals, and in some countries (including
ours), their use is currently prohibited.

This technique has proven to be a good experimental rep-
resentation of the treatment of childhood hydrocephalus.
Animals have resumed growth after shunting, as shown by
comparison of their weight gain before and after surgery,
and a normalization in their ambulatory behavior ensued.
Also, a reduction in ventricular size was seen in MRI scans,
which is a strong indication of effective ventricular drainage.

Histopathological analysis was performed, and we have not
observed flattening of the cubic ependymal cells nor the cor-
pus callosum was disrupted, which are typical features of un-
treated hydrocephalus [1, 10, 15-18]. Conversely, the
cytoarchitecture of structures surrounding the ventricles ap-
peared to be fairly normal. This has also been confirmed by
previous studies [5, 7, 19]. In accordance with the literature,
also, we found few reactive astrocytes, with delicate projec-
tions and no hypertrophy [5], which is similar to normal pups.

Eskandari et al. [6] have published a study in which
intermittent ventricular drainage was used by implanting a
reservoir which was tapped according to clinical criteria.
They have demonstrated that tapping of the reservoirs in
these neonatal hydrocephalic animals did not halt the pro-
gressive ventricular enlargement. Our model, on the other
hand, resembles more closely the clinical conditions of
ventriculoperitoneal shunts; and as mentioned, ventricular
enlargement could be interrupted.
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There are also descriptions of experimental
ventriculoperitoneal shunts [20, 21], which seem reliable
and representative of clinical ones. Nevertheless, they seem
more appropriate for adult rats; in pups, the possibility of
catheter migration into the abdominal cavity is significant;
also, it would be very difficult to tack up the catheter with
hitch stitches, given its reduced diameter, increasing the risks
of catheter bending or rupture.

In conclusion, the ventricular-subcutaneous shunt tech-
nique described herein is a safe and useful method to treat
experimental kaolin-induced ventriculomegaly in rats.

Compliance with ethical ds  All procedures were
in i with the guidelines of the Brazilian College of Animal
Experimentation (SBCAL/COBEA) and approved by our institution’s
ethics committee.

No fundi 1 for this article.

was

References

1. Khan OH, Enno TL, Del Bigio MR (2006) Brain damage in neo-
natal rats following kaolin induction of hydrocephalus. Exp Neurol
200(2):311-320

2. MocAllister JP 2nd, Chovan P (1998) Neonatal hydrocephalus.
Mechanisms and Ni g Clin N Am 9(1):73-93

3. Marinkovic I, Strbian D Mattila OS, Abo-Ramadan U, Tatlisumak
T (2014) A novel ined model of i and i
tricular hemorrhage using autol
Neuroscience 11(272):286-294

4. Drake JM, Kestle JR, Tuli S (2000) Cerebrospinal fluid shunt tech-
nology. Clin Neurosurg 47:336-345

5. Mﬂler J'M, McAllister JP 2nd (2007) Rodumon of astrogliosis and

is by cerebrospinal fluid st g in experimental hydro-
ceplmlus Cerebrospinal Fluid Res 7(4):5

6. Eskandari R, Packer M, Burdett EC, MeAllister JP 2nd (2012)

Effecl of delayed intermittent ventricular dramage on
1! ly and logical deficits in exg | neona-
tal hydrocephalus. Childs Nerv Syst 28(11):1849-1861

7. Castro SC, Machado HR, Cataldo CH, Siqueira BA, Simdes AL,
Lachat JJ, Lopes Lda S (2012) 0.1T magnetic resonance image in
the study of experimental hydrocephalus in rats. A y of the

hod in the of the ventricular size. Acta Cir Bras
27(11):768-772

8. Hazer DB, Mut M, Dinger N, Saribas Z, Hazer B, Ozgen T (2012)
The efficacy of silver-embedded polypropylene-grafted

blood-injection in rats,

20.

2L

polyethylene glycol-coated ventricular catheters on prevention of
shunt catheter infection in rats. Childs Nerv Syst 28(6):839-846
Kim DS, Oi 8, Hidaka M, Sato O, Choi JU (1999) A new experi-
mental model of obstructive lus in the rat: the micro-
balloon technique. Childs Nerv Syst 15(5):250-255

Aoyama Y, Kinoshita Y, Yokota A, Hamada T (2006)
Neuronal damage in hydrocephalus and its restoration by
shunt i ion in experi | hydrocephalus: a study in-
volving the neurofilament-immunostaining method. J
Neurosurg 104(5 Suppl):332-339

Lopes LS, Slobodian I, Del Bigio MR (2009) Characterization of
juvenile and young adult mice following induction of hydrocepha-
lus with kaolin. Exp Neurol 219:187-196

Romijn HJ, Hofman MA, Gramsbergen A (1991) At what age is the
developing cerebral cortex of the rat comparable to that of the full-
term newbomn human baby? Early Hum Dev 26:61-67

Bayston R, Brant C, Dombrowski SM, Hall G, Tuohy M, Procop G,
Luciano MG (2008) An experimental in-vivo canine model for
adult shunt infection. Cerebrospinal Fluid Res 24:5-17

Eskandari R, Mcallister JP 2nd, Miller JM, Ding Y, Ham SD,
Shearer DM, Way JS (2004) Effects of hydrocephalus and
ventriculoperitoneal shunt therapy on afferent and efferent connec-
tions in the feline i cortex. J N 2 101(2 Suppl):
196-210

Basati S, Desai B, Alaraj A, Charbel F, Linninger A (2012)
Cerebrospinal fluid volume measurements in hydrocephalic rats. J
Neurosurg Pediatr 10(4):347-354

Khan OH, Enno T, Del Bigio MR (2003) Tacrolimus and cyclo-
sporine A are of no benefit to young rats with kaolin-induced hy-
drocephalus, Pediatr Neurosurg 39(6):309-313

0i S, Yamada H, Sato O, Matsumoto S (1996) Experimental
models of congenital hydrocephalus and comparable clinical prob-
lems in the fetal and neonatal periods. Childs Nerv Syst 12(6):292-
302

Cosan TE, Guner Al, Akcar N, Uzuner K, Tel E (2002) P:vgnassw:
ventricular enlarg in the at of high i

in an experimental neonatal rat model. Childs Nerv Syst 18(1—2)
10-14

Rocha Catalio CH, Leme Correa DA, Bemardino Garcia
CA, dos Santos AC, Garrido Salmcn CE Alves Rocha
MJ, da Silva LL (20[4) Pm- and p g magnetization
transfer ratios are in with logical and be-
havioral changes in hydrocephalic immature rats. Dev
Neurosci 36(6):520-531
Aydoseli A, Tahta A, Aras Y, Sabanci A, Keskin M, Balik E, Onder
S, S:nccr A, Izgx N (2015) Use of antifibrotics to prevem

peritoneal shunt plications due to intra-abdomi

fibrosis: experimental study in a rat model. J Neurol Surg A Cent
Eur Neurosurg 76(3):219-223
Yamada Y, Ito H, Watanabe Y (1997) Changes in brain glutamine
synthetase activity in congenital hydrocephalic rats (LEW-HYR)
after ventriculoperitoneal shunt. Neurol Med Chir (Tokyo) 37(9):
663667 discussion 667-8

&) Springer



