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RESUMO

LEE, V. Y. Efeitos da Alda nas injurias provocadas pela anoxia neonatal em
camundongos CS7BL/6 com e sem a mutacdo ALDH2*2. 2022. 78 p. Tese (Doutorado em
Biologia de Sistemas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2022.

Mundialmente, cerca de 15-20% das criancas afetadas pela asfixia perinatal morrem e cerca de
25% dos sobreviventes apresentam problemas neuroldgicos. Com o objetivo de desenvolver
tratamentos contra a asfixia perinatal, administramos o farmaco Alda-1 [N-(1,3-benzodioxol-
5-ilmetil)-2,6 diclorobenzamida] em camundongos que sofreram andxia neonatal para avaliar
os efeitos neuroprotetores da substincia. A Alda aumenta a atividade da enzima aldeido
desidrogenase 2 (ALDH2), que remove o 4-hidroxinonenal (4-HNE) da célula, um aldeido
toxico resultante da anoxia. A anoxia foi realizada em filhotes com 36-48 h de vida, a 36,5°C,
com nitrogénio gasoso 100% a um influxo de 1,5 L/minuto, durante 21 minutos. A Alda foi
aplicada 30 minutos antes e depois da andxia. Os experimentos foram realizados em
camundongos com e sem a mutagdo E487K no gene ALDH2, que codifica a enzima de mesmo
nome. A atividade da ALDH2 no encéfalo de mutantes que receberam Alda diminuiu 24 horas
ap6és a andxia neonatal. A anoxia diminuiu o peso dos animais, mas nos mutantes a Alda
impediu essa diminuicdo. A Alda também impediu que a anoxia atrasasse o surgimento de
alguns reflexos sensoriomotores, que aumentasse os niveis de 4-HNE no hipocampo e que
alterasse o desempenho em testes de memoria, exploracdo e locomocgdo. Tais resultados
indicam que a Alda promove protecao frente a andxia neonatal. Porém, ela também se mostrou
ansiogénica e tal efeito colateral deve ser observado.

Palavras-chave: Andxia neonatal. Alda. Aldeido desidrogenase 2. Ansiedade. Aldeidos.






ABSTRACT

LEE, V. Y. Effects of Alda on injuries caused by neonatal anoxia in C57BL/6 mice with
and without the ALDH2*2 mutation. 2022. 78 p. Thesis (Ph.D thesis in Biologia de
Sistemas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2022.

Worldwide, about 15-20% of children affected by perinatal asphyxia die and about 25% of
survivors have neurological problems. In order to develop treatments against perinatal
asphyxia, we administered the drug Alda-1 [N-(1,3-benzodioxol-5-ylmethyl)-2,6
dichlorobenzamide] in mice that suffered neonatal anoxia to evaluate the neuroprotective
effects of the substance. Alda increases the activity of the enzyme aldehyde dehydrogenase 2
(ALDH2), which removes 4-hydroxynonenal (4-HNE) from the cell, a toxic aldehyde resulting
from anoxia. Anoxia was performed on pups with 36-48 h of life, at 36.5°C, with 100% nitrogen
gas at an inflow of 1.5 L/minute, for 21 minutes. Alda was applied 30 minutes before and after
anoxia. The experiments were carried out in mice with and without the E487K mutation in the
ALDH2 gene, which encodes the enzyme of the same name. ALDH2 activity in the brain of
mutants that received Alda decreased 24 hours after neonatal anoxia. Anoxia reduced the weight
of the animals, but in the mutants, Alda prevented this decrease. Alda also prevented anoxia
from delaying the onset of some sensorimotor reflexes, increasing 4-HNE levels in the
hippocampus, and altering performance on tests of memory, exploration, and locomotion. Such
results indicate that Alda promotes protection against neonatal anoxia. However, it also proved

to be anxiogenic and such a side effect should be noted.

Keywords: Neonatal anoxia. Alda. Aldehyde dehydrogenase 2. Anxiety. Aldehydes.
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1 Introducao

A asfixia perinatal ¢ a diminui¢do do fluxo sanguineo e de oxigénio para o feto ou o
recém-nascido durante o periodo perinatal (Gillam-Krakauer; Gowen Jr, 2021). Em paises
desenvolvidos, a sua incidéncia ¢ de 2/1000 nascimentos, mas em paises em desenvolvimento
ela ¢ cerca de dez vezes maior. Aproximadamente 15-20% das criangas acometidas pela asfixia
perinatal no mundo todo morrem e cerca de 25% dos sobreviventes apresentam problemas

neurologicos persistentes (Odd et al., 2017).

A evolugdo dos cuidados perinatais e obstétricos das décadas de 80 e 90 elevaram a taxa
de sobrevivéncia dos recém-nascidos, mas também aumentaram a taxa de criancas que
passaram a apresentar encefalopatia neonatal (Wilson-Costello et al., 2007). Hoje, a asfixia
perinatal ainda afeta cerca de 0,7-1,2 milhdes de criancas por ano e ¢ responsavel por 23% da

mortalidade infantil (Lawn et al., 2005).

O unico tratamento autorizado para a asfixia perinatal ¢ a hipotermia a 33 °C, mas ela
ainda ¢ insuficiente para se tratar todos os sintomas dessa enfermidade (Millar et al., 2017). Por
isso, outros tratamentos precisam e estdo sendo pesquisados, como aplica¢cdo de neuroserpina
(Millar et al., 2017), melatonina (Arruda, 2019; Pang et al., 2021), xénon (Lobo et al., 2013),
células-tronco (Castillo-Melendez et al., 2013) e exercicio materno (Lee, 2015; Marcelino et

al., 2015).

Com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento de tratamentos alternativos ou
complementares contra a asfixia perinatal, apresentamos nesta tese a hipotese de que a
substancia Alda-1 [N-(1,3-benzodioxol-5-ilmetil)-2,6 diclorobenzamida], também chamada de
ALDH activator-1, administrada em camundongos neonatos que sofreram insulto andxico, seja

capaz de diminuir alguns dos problemas neurais provocados pela asfixia perinatal.

1. 1Asfixia perinatal

A patologia mais comum associada a asfixia perinatal ¢ a encefalopatia hipdxico-
isquémica (EHI). A EHI abrange uma gama de alteragdes moleculares, celulares, histologicas,
morfologicas e fisioldgicas no encéfalo, assim como alteragdes comportamentais (Greco et al.,

2020). As anomalias mais recorrentes da EHI sdo a paralisia cerebral (Vitrikas; Dalton; Breish,
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2020) e a leucomaldcia periventricular, que ¢ um conjunto de lesdes em varias regides da

substancia branca do telencéfalo (Gilles; Leviton, 2020).

Cerca de 40-80% dos pacientes que sofrem asfixia perinatal exibem lesdes nos nticleos
da base e no talamo (Millar et al., 2017), paralisia cerebral, epilepsia (Himmelmann et al.,
2007), problemas de linguagem (Martinez-Biarge et al., 2011) e sdo nascidos a termo (Ferriero,
2001, p. 199) (Fig. 1A). Ja pacientes com lesdes no cortex cerebral e na substancia branca
adjacente correspondem a 40-60% dos casos (Millar et al., 2017), geralmente apresentam
prejuizos cognitivos (Gonzalez; Miller, 2006) e sdo frequentemente pretermos (Ferriero, 2001,

p. 199) (Fig. 1B).

Figura 1 — Esquema simplificado dos dois principais padrdes de lesdo encefalica.

A B

Substancia !
branca
subcortical

Nucleos da base e tdlamo

As regides em preto sdo o centro da necrose e as regides em cinza sdo areas lesadas secundarias no nivel
do cortex primario sensorio-motor e cortex motor. (A) Padrao de injuria nos nucleos da base e no tdlamo,
geralmente encontrado em nascidos a termo. (B) Padrdo de injuria no cortex cerebral ¢ na substancia
branca adjacente, geralmente encontrado em pretermos. Adaptado Millar et al. (2017).

O atual entendimento da patofisiologia da EHI foi possivel gragas a modelos de asfixia
perinatal feitos em animais (Millar et al., 2017). Com o objetivo de compreender ainda mais a
asfixia perinatal, o Laboratorio de Neurociéncias do Departamento de Anatomia do ICB/USP
adaptou e validou um modelo para ratos Wistar ¢ camundongos C57BL/6, denominado como
anodxia neonatal (Takada et al., 2011). Este modelo submete neonatos a andxia em torno de 30
h de vida, idade em que o encéfalo do roedor ¢, em termos de maturagdo, comparavel ao de um

ser humano prematuro nascido com 24 semanas de gestacdo e baixo peso ao nascer (Nyakas;
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Buwalda; Luiten, 1996; Rice; Barone, 2000). A prematuridade dos animais do modelo ¢
importante porque ela € o principal fator de risco da asfixia perinatal e determina varios aspectos

da evolucao da sua injaria (Millar et al., 2017).

Millar et al. (2017) considera que o modelo de andxia neonatal seja um “modelo
somente de hipoxia” porque nele ndo se provoca isquemia por meio da oclusdo da cardtida,
como ocorre nos modelos de hipdxia-isquemia neonatal. Millar et al. (2017) também afirma
que as vantagens dos modelos “somente de hipdxia” residem em simular injurias leves, em
evitar interferéncia ndo fisioldgica e em serem historicamente usados para a investigacdo de

mecanismos moleculares.

Entretanto, ha evidéncias de que até mesmo nos modelos “somente de hipoxia” ocorre
uma isquemia provocada por falhas cardiacas e encefalicas devido & hipoxemia (Fineschi et al.,
2017). Além disso, o modelo de anoxia neonatal também ¢é capaz de gerar injurias severas nos
roedores, semelhantes aquelas encontradas em seres humanos. Por exemplo, Takada et al.
(2015, 2016) mostrou que 24 horas apds um insulto com o modelo de anoxia neonatal ha
aumento da neurodegeneracdao no hipocampo de ratos e que, no 60° dia de vida, ha déficit na
memoria de referéncia espacial, na memdoria operacional, aumento da ansiedade e redugdo do
volume e da neurogénese hipocampais. Kumar et al. (2019), usando o mesmo modelo,
encontrou prejuizo na memoria de referéncia espacial, aumento da ansiedade e danos no
hipocampo em ratos jovens. O hipocampo ¢ uma estrutura bilateral que se localiza no lobo
temporal e ¢ crucial para a consolidagdo da memoria e da aprendizagem (PieSova; Mach, 2020),

sendo também associado com o estresse € a emocgao (Fanselow; Dong, 2010) (Figura 2).

Figura 2 — Localizagdo do hipocampo no cérebro humano.

Fonte: Medicalxpress.



36

A asfixia perinatal também promove alteracdes na composi¢cao da massa e do peso
(Dell'anna et al., 1991; Raff et al., 2001; Grojean et al., 2003; Ten et al., 2003; Lubics et al.,
2005; Tang; Nakazawa, 2005; Brooks et al., 2011; Yan et al., 2016; Kumar et al., 2017; 2019;
Menshanov; Bannova; Dygalo, 2017). Cruz-Ochoa et al. (2019) demonstrou que o modelo de
anoxia neonatal de Takada et al. (2011) diminui o peso de ratos. No dia pdés-natal (DPN) 35, a
anoxia neonatal reduz a glicemia pos-prandial e aumenta a secre¢do de insulina, inibindo a
alimentacao (Loh et al., 2017). No DPN 95, a an6xia neonatal aumenta a perda de peso pos-
jejum e diminui a glicemia, assim como a secre¢ao de insulina e de leptina, que também inibe

a alimentacdo (Park; Ahima, 2015).

Além disso, a asfixia perinatal também provoca alteragdes na ontogénese dos reflexos
primitivos durante o neurodesenvolvimento (Dell'anna et al., 1991; Raff et al., 2001; Grojean
et al., 2003; Ten et al., 2003; Lubics et al., 2005; Tang; Nakazawa, 2005; Yan et al., 2016;
Menshanov; Bannova; Dygalo, 2017). Os reflexos primitivos sdo reagdes estereotipadas
durante a fase do desenvolvimento mediadas pela medula espinal e pelo tronco encefalico e
desencadeadas por estimulos sensoriais especificos (Gesell, 1954, p. 114). Os reflexos sao
utilizados por neurologistas e pediatras na avaliagdo da integridade do sistema nervoso central
de criancas e neonatos (Majnemer; Mazer, 1998; Zafeiriou, 2004). Kumar et al. (2017),
utilizando o modelo de Takada et al. (2011), mostrou que a andxia neonatal altera o dia do
aparecimento de determinados reflexos, como a colocagdo pela vibrissa, a aversao ao

precipicio, a geotaxia negativa, o sobressalto actstico e a preensdo palmar.

Por fim, além de ser usado para se compreender a asfixia perinatal, o modelo de anoxia
neonal também foi usado para se tratar ratos com hipotermia (Matsuda et al., 2021). Neste
estudo, animais submetidos a an6xia neonatal e tratados com hipotermia exibiram diminui¢ao
da neurodegeneragcdo hipocampal e redugdo de alteracdes no desempenho em testes de
avaliacdo de risco, memoria espacial, medo contextual e medo auditivo. Nesta tese, aplicamos

a substancia Alda-1 também como forma de visar tratamentos contra a anoxia neonatal.

1.2 Alda-1

A Alda-1 (Fig. 3) ¢ uma molécula organica descoberta por meio de uma triagem de alto
desempenho. Ela ¢ capaz de aumentar a atividade da enzima aldeido desidrogenase 2 (ALDH?2)

de coragdes de ratos em aproximadamente 2,1 vezes. Ela também ¢ capaz de aumentar a



37

atividade de uma varia¢do praticamente inativa da mesma enzima em cerca de 11 vezes. A
Alda-1 age somente sobre a ALDH2, ndo atuando em enzimas similares, como a ALDHI1 e a

ALDHS (Chen et al., 2008).

Figura 3 — Estrutura quimica da molécula de Alda-1.
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Fonte: medchemexpress

A enzima ALDH?2 ¢ responsavel por oxidar aldeidos toxicos resultantes do estresse
oxidativo, principalmente o trans-4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) (Figura 4). A ALDH2 também
metaboliza aldeidos adquiridos do meio ambiente (Chen et al., 2014), aldeidos alifaticos de
cadeia curta e aldeidos aromaticos e policiclicos (Klyosov, 1996, p. 4457). Além de atuar sobre
aldeidos, a ALDH2 catalisa a hidrdlise de varios ésteres e metaboliza o trinitrato de
nitroglicerina (Beretta et al., 2010). Porém, o seu principal papel no organismo reside na
transformagao do acetaldeido em 4cido acético, acetaldeido este que resulta da metabolizagao

do etanol (Crabb et al., 2004).

O 4-HNE ¢ uma das principais substancias degenerativas produzidas pela hipoxia e pela
isquemia (Fig. 4). Ele resulta da peroxidagao lipidica, isto €, da reacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) com 4cidos graxos poliinsaturados (PUFAs) de membranas celulares (Jaganjac
et al., 2021). Em altas concentragdes, o 4-HNE aduz proteinas e altera a sua estrutura e a sua
funcdo, formando adutos de Michael (Zarkovic, 2003, p. 293). Ele também reage com bases
nitrogenadas de &cidos nucléicos, modificando a estrutura do DNA e gerando mutagdes
(Esterbauer et al., 1991). Além disso, o aldeido ativa a via intrinseca da apoptose e provoca

inflamacao (Xiao et al., 2017).

O primeiro estudo publicado com a Alda-1 demonstrou que a substidncia promove
cardioprote¢do em ratos submetidos a isquemia cardiaca por meio do aumento da atividade da

ALDH2 e da redugdo da concentracao do 4-HNE, reduzindo o infarto miocardico em até 60%
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(Chen et al., 2008). Desde entdo, varias pesquisas visando a protecao cardiaca contra a isquemia
foram realizadas com essa substancia. Por exemplo, o Laboratério de Integragdo de Sistemas
Bioloégicos do Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP mostrou
que a Alda-1 protege o miocardio contra a progressao pos-infarto em camundongos com a
enzima mutante (Sun et al., 2011; Gomes et al., 2014, 2015). Fu et al. (2014) mostrou que a
administracdo da Alda-1 reduz as injarias provocadas pela reperfusdo da isquemia em ratos,

removendo aldeidos reativos.

Figura 4 — Esquema da indugdo de morte celular pela asfixia perinatal via peroxidagdo lipidica no
neur6nio e acdo da Alda-1.
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A reducio de oxigénio e glicose (1) gera um colapso mitocondrial (2) que leva a uma falha das bombas
ionicas (3) e despolariza a membrana (4). Com isso, ocorre grande influxo de calcio (5), que aumenta a
liberagdo de glutamato (6), estimulando os receptores NMDA (7) ¢ aumentando ainda mais o influxo de
calcio (5). O colapso mitocondrial e o calcio levam a producao das espécies reativas de oxigénio (ROS)
(8), que ativam morte celular (9). As ROS também reagem com os acidos graxos poliinsaturados
(PUFAs) das membranas (10), produzindo o 4-hidroxinonenal (4-HNE) (11). Este, reage com
macromoléculas produzindo adutos de Micahel, levando & morte celular (9). Fonte: autoria propria.

A ALDH2 ¢ encontrada em todos os tecidos do corpo, mas em maior quantidade na
mitocondria de células do figado, do coragdo e do encéfalo (Stewart; Malek; Crabb, 1996;
Oyama et al., 2005). No encéfalo, ela ¢ encontrada em maior proporc¢ao nas células de Purkinje
do cerebelo, nas células piramidais do hipocampo e na oliva inferior (Zimatkin et al., 1992).

Estudos mostram que o aumento da atividade da enzima protege a célula contra o acidente
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vascular cerebral (Guo et al, 2013) e contra a excitotoxicidade induzida em neurdnios
hipocampais de cultura (Bai; Mei, 2011). Stachowicz et al. (2016) observou que a ativagdo da
ALDH2 pela Alda-1 promove melhoras cognitivas e diminui a depressao e a ansiedade em

animais.

O encéfalo ¢ especialmente vulneravel a asfixia perinatal porque a falta de oxigénio e
de glicose gera um colapso energético na mitocondria do neurdnio ¢ uma despolarizacao da
membrana plasmatica (Fig. 4). Com isso, ocorre um influxo excessivo de calcio para dentro da
célula, que estimula a liberacdo de neurotransmissores excitatorios, que, por sua vez, ativam
excessivamente os receptores NMDA, retroalimentando o influxo de célcio e engatilhando
varios mecanismos de morte celular (Davidson et al., 2021). Dentro da célula, o calcio promove
a sintese do oxido nitrico, que eleva a producao de ROS na mitocondria, produzindo 4-HNE
(Blomgren; Hagberg, 2006). Outros fatores que tornam o encéfalo um grande produtor de 4-
HNE sdo a grande quantidade de PUFAs em suas membranas, a menor concentragdo de alguns
antioxidantes e a alta disponibilidade de metais redox ativos (como Fe?* e Cu"), que catalisam
a peroxidacao lipidica (Cobley; Fiorello; Bailey, 2018). O encéfalo imaturo ¢ mais vulneravel
ainda, pois apresenta uma concentracdo ainda menor de antioxidantes e maior quantidade de
ferro livre (Ferriero, 2001, p. 198). Em decorréncia destes fatores, o 4-HNE ¢ bastante danoso

para o encéfalo imaturo.

Individuos com variagdes mutantes da ALDH2 s3ao ainda mais vulneraveis a asfixia
perinatal. A ALDH2 ¢ sintetizada a partir do gene ALDH?2, que possui dois alelos: o alelo
ALDH?2*1 e o ALDH2*2. O alelo ALDH2*] ¢ selvagem e codifica uma enzima eficaz na
remog¢ao do 4-HNE, enquanto o alelo ALDH2*2 possui a mutacdo E487K e codifica uma
enzima praticamente ineficaz (Yoshida; Huang; Ikawa, 1984; Steinmetz et al., 1997).
Individuos heterozigotos (ALDH2*[/*2) apresentam metade da atividade enzimatica dos
homozigotos selvagens (ALDH2*1/*I), enquanto homozigotos mutantes (ALDH2*2/*2)
exibem menos de 1-4% da atividade dos homozigotos selvagens (Chen et al., 2014). De acordo
com o estudo de Goedde et al. (1992), o alelo mutante ¢ encontrado com maior frequéncia entre
os japoneses (23%), os “caboclos” brasileiros (17,4%), os chineses (15,9%) e os coreanos

(15,1%).

A presen¢a da ALDH2 mutante provoca a sindrome do rubor facial, uma reagdo em que
manchas avermelhadas aparecem no rosto e no corpo devido ao acimulo de acetaldeido no
corpo apoés a ingestao de etanol (Chen et al., 2021). A ALDH2 também esta associada com a

intoxicac¢do alcoolica e o alcoolismo (Higuchi et al., 1995). Além disso, o acimulo de aldeidos
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¢ um dos fatores que podem gerar doengas cardiovaculares, como infarto do miocardio,
insuficiéncia cardiaca e derrame (Chen; Ferreira; Mochly-Rosen, 2019). Também ha estudos
que correlacionam o alelo ALDH2*2 com o desenvolvimento de diabetes mellitus (Murata et
al., 2004), cancer no trato aerodigestivo superior (Zhang; Fu, 2021), radiodermite (Ning et al.,
2012), neuropatia periférica (Suzuki et al., 2004), osteoporose (Yamaguchi et al., 2006) e
envelhecimento (Ohsawa et al., 2003, 2008). No encéfalo, ha correlagdes entre o alelo
ALDH?2*2 e a doenca de Parkinson (Fujii et al., 1998) e a doenca de Alzheimer (Hao et al.,
2011). A peroxidagdo lipidica e a formacao de 4-HNE no encéfalo também estao relacionadas

a doenca de Huntington e a esclerose lateral amiotrofica (Reed, 2011, p. 1302).

Portanto, além de avaliarmos as agdes neuroprotetoras da Alda em animais selvagens
que sofreram asfixia perinatal, também avaliaremos estes efeitos em animais mutantes com o

gendtipo (ALDH2*2/%2).

1.3 Objetivos

Os objetivos principais foram: (1) avaliar os efeitos protetores do tratamento da Alda
em animais que sofreram anoxia neonatal e (2) as diferengas deste tratamento entre animais
sem a mutagdo ALDH?2*2 (selvagens) e com a muta¢do (mutantes). Para isso, realizamos as

seguintes analises, resumidas no desenho experimental (Fig. 5):

a) Expressao do 4-HNE no hipocampo, no DPN 4;
b) Atividade da ALDH2 no encéfalo, no DPN 4;
¢) Ganho de massa, do DPN 4 ao DPN 103;

d) Ontogenia dos reflexos, do DPN 4 ao DPN 21;

e) Desempenho no teste do campo aberto, no DPN 91, para avaliacdo da atividade locomotora,

da exploragdo e da ansiedade;

f) Desempenho no teste de reconhecimento de objeto novo (TRON), no DPN 94 ¢ DPN 95,

para avaliacdo da memoria;

g) Desempenho no teste de alternagdo espontanea, no DPN 96, para avaliacdo da memoria;
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h) Desempenho no labirinto elevado em cruz, no DPN 97, para avaliacdo da ansiedade;

1) Desempenho no teste de deslocamento de objeto, no DPN 98 e DPN 99, para avaliagao da

memoria;
Figura 5 — Desenho experimental.
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No dia pds-natal (DPN) 3 os animais receberam Alda com salina, ou somente salina, 30 ¢ antes da anoxia
neonatal e 30’ depois. No DPN 4 uma parte dos animais (n = 36) foi eutanasiada e teve os hipocampos
bilateralmente dissecados e armazenados a -60 °C para avaliagdo da expresdo de adutos de 4-HNE.
Outra parte dos animais (n = 32) também foi eutanasiada e os seus encéfalos foram retirados e
armazenados a -60 ° para avaliacdo da atividade da ALDH2. Do DPN4 ao 21, 69 animais foram pesados
diariamente e observou-se o surgimento de determinados reflexos. Estes mesmos animais foram pesados
semanalmente do DPN 28 ap 91 e submetidos a testes comportamentais do DPN 91 ao 99. Fonte: autoria
propria.
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2 Material e Métodos

Todos os procedimentos realizados neste trabalho estdo de acordo com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle ¢ Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de Sao Paulo (CEUA-ICB/USP) (Protocolo n°® 20/2017).

2.1 Animais

Foram utilizados 152 camundongos (Mus musculus) da linhagem C57BL/6, dos quais
81 apresentavam a mutagdo E487K nos dois alelos do gene ALDH?2 (camundongos mutantes)

e 71 ndo apresentavam a mutacao (camundongos selvagens).

Dos 152 camundongos totais, 15 foram usados exclusivamente para reprodug¢do, sendo
que 8 eram selvagens e 7 eram mutantes, 4 eram machos e 11 eram fémeas (Tabela 1). Os
camundongos reprodutores selvagens foram obtidos do Biotério Central da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os camundongos reprodutores mutantes vieram da
Universidade de Stanford, do Transgenic, Knockout and Tumor model Center. Todos eles

possuiam cerca de 90 dias de vida e pesavam entre 20 e 30 g quando foram recebidos.

Tabela 1 — Quantidade de animais reprodutores, divididos entre selvagens e mutantes, ¢ entre machos

e fémeas.

Animais reprodutores Machos Fémeas Total
Selvagens 2 6 8
Mutantes 2 5 7

Total 4 11 15

Foram utilizados 137 camundongos machos para os experimentos ¢ a obtencao dos
resultados, todos descendentes dos animais reprodutores. Desses 137 camundongos, 63 eram
selvagens e 74 eram mutantes. Além disso, 36 animais foram utilizados somente para avaliagao
da expressdo do 4-HNE, 32 somente para avaliagdo da atividade da ALDH?2 e os 69 animais

restantes para todos os demais experimentos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Quantidade de animais selvagens e mutantes utilizados em cada experimento.

Animais Atividade da Demais
) _ Expressdo do 4-HNE ) Total
experimentais ALDH?2 experimentos
Selvagens 12 16 35 63
Mutantes 24 16 34 74
Total 36 32 69 137

Todos os animais foram alojados no Biotério do Departamento de Anatomia do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo. No biotério, a temperatura variou entre
22 e 25 °C, o ciclo claro-escuro foi de 12:12 horas (inicio as 6h e término as 18h) e a 4gua e a

comida foram fornecidas ad libitum.

2.2 Acasalamento.

Antes do acasalamento, cada macho reprodutor foi colocado sozinho em uma caixa
padrdo durante dois ou trés dias para que ele demarcasse o seu territorio. Depois desse periodo,
até quatro fémeas com o mesmo genotipo do macho foram adicionadas as gaiolas para o
acasalamento. Entdo, as fémeas foram pesadas semanalmente até o seu corpo atingir o peso, o
tamanho e a forma caracteristicos do final da gestagdo, cerca de 3 semanas apds a fertilizacao.
Depois da confirmagdo da proximidade do parto, cada fémea foi realocada para outra gaiola,

onde permaneceu sozinha até o nascimento dos filhotes.

Ap0s o nascimento, foram retirados os filhotes fémeas que excediam o numero de oito
filhotes vivos por ninhada. Esta decisdo foi tomada para diminuir o risco de algum filhote nao
ingerir leite materno suficientemente, uma vez que as fémeas de camundongos possuem, no

geral, oito mamas.

Apds o desmame, no DPN 21, a fémea reprodutora ou foi realocada para a gaiola de um
dos machos de mesmo genotipo para nova reproducao ou foi realocada para gaiolas com outras
fémeas de mesmo genotipo. Nos periodos em que um macho ndo estava acompanhado de

alguma fémea, ele foi realocado para uma gaiola com outros machos.
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2.3 Administracado de Alda.

No DPN 3, ou entre 36 e 48 horas de vida, e pesando entre 1,4 ¢ 1,9 g, 24 animais
experimentais receberam injedao de solucao de Alda. Para a preparagao da solucao, 16 mg/kg de
Alda-6626 em p6 (Foresee Pharmaceuticals Co., Ltd., Taipei, Taiwan) foram dissolvidos em
salina 0,9%. Uma dose de 10 pl foi injetada i.p. nos filhotes 30 minutos antes da andxia neonatal
ou da normoxia. Outra dose de mesma concentragdo e volume foi injetada i.p. 30 minutos apos
a anoxia ou a normoxia. Os animais dos grupos que nao foram tratados com Alda receberam

apenas injecao de salina 0,9% nas duas doses e foram denominados de “salina”.

2.4 Anoxia neonatal

Figura 6 — Modelo de andxia neonatal utilizado nesta tese.
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(A) Foto do modelo de andxia neonatal. (B) Esquema do modelo de anoxia neonatal. Para a realizacdo
da andxia neonatal, a 4gua do aquario é aquecida a 36,5 °C, os filhotes sdo colocados dentro da camara
e entdo o fluxdmetro do cilindro de nitrogénio 100% ¢ aberto durante 21 minutos, permitindo que o gas
entre na camara. Fonte da imagem: autoria propria.

O modelo de anoxia neonatal (Fig. 6) foi construido e adaptado em nosso laboratorio
(Takada et al., 2009). Ele tem como componente principal uma camara semi-hermética de
policarbonato (31,0 x 14,0 x 19,5 cm) onde os filhotes sdo colocados. A cdmara possui uma
valvula superior para a entrada de gas nitrogénio 100% e uma lateral para a saida dos gases do
seu interior. A valvula superior é conectada a um cilindro com gés nitrogénio 100% por meio

de uma canula e um fluxdmetro com mandmetro. A base da camara ¢ parcialmente imersa na
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agua de um aqudrio a 36,5 °C. Imersos na agua também se encontram um ebulidor, um

termOometro para controle da temperatura e um homogeneizador.

Para a realizagdo da anodxia, primeiramente a agua foi aquecida a 36,5 °C. Depois, 0s
filhotes foram colocados dentro da camara, a cadmara foi fechada e entdo o fluxometro e a
valvula superior foram abertos, permitindo que nitrogénio gasoso influisse para a camara a um
fluxo de 1,5 L/minuto, a uma pressao de 101,7 kPa e durante 21 minutos. Apods este periodo, os
animais que nao se recuperaram do insulto anéxico, ou seja, aqueles que ndo voltaram a respirar,
a se movimentar e a apresentar coloracdo rosada, foram revividos por ressuscitacao

cardiopulmonar.

O fluxo e a pressao da entrada do nitrogénio gasoso, a temperatura do sistema ¢ a idade
dos animais foram determinados com base na literatura (Tang; Nakazawa, 2005; Rogalska et
al., 2006; Coq et al., 2008; Takada et al., 2011). O tempo de exposicdo a anoxia neonatal, a
idade dos animais e o seu peso foram determinados experimentalmente no inicio do doutorado
com base na taxa de mortalidade por andxia e/ou Alda (dados em anexo) e de acordo com

(Carvalho, 2018, p. 25).

Os animais dos grupos experimentais que ndo foram submetidos a anoxia neonatal
foram simplesmente colocados dentro da camara de andxia durante o mesmo periodo e na
mesma temperatura, sem a abertura do fluxdmetro e da entrada de nitrogénio 100%. Eles foram

denominados de “normoxia”.

2.5 Grupos experimentais

Tabela 3 — Grupos experimentais, estimulos que receberam e nimero amostral de sujeitos

experimentais em cada grupo.

Normoxia + salina Anoxia +salina Normoéxia + Alda Andxia + Alda
Selvagem controle Selvagem anoxia Selvagem Alda Selvagem anoxia-
Selvagens
(SC)(n=19) (SAN) (n=18) (SAL) (n=13) Alda (SAA) (n=13)
Mutante controle Mutante andxia Mutante Alda Mutante andxia-Alda
Mutantes

(MC) (n = 19) (MAN) (n=19)  (MAL) (n= 18) (MAA) (n = 18)
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A partir da presenca ou da auséncia da mutacdo, da exposi¢do a andxia neonatal ou a
normoxia e da aplicagdo de Alda com salina ou somente salina, os animais experimentais foram

divididos em 8 grupos experimentais, de acordo com a Tabela 3.

2.6 Expressdo de adutos de 4-HNE

No DPN 4, 24 horas ap6s a andxia neonatal, 6 animais de cada grupo mutante ¢ 6
animais dos grupos SC e SAN foram decapitados e seus hipocampos foram bilateralmente
dissecados e triturados em manitol e Triton X-100 0,1% (3 ul/mg de tecido). A solucdo
resultante permaneceu em repouso por 40 minutos para lise das membranas celulares e, em
seguida, foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos a 4° C. Entdo, o sobrenadante com as

proteinas foi retirado e armazenado a -4° C até o momento do uso.

Para a estimativa da concentra¢do de proteinas em cada sobrenadante, uma certa
quantidade foi diluida em 4gua destilada (1:40) e, depois, em azul de Comassie G-250 (reagente
de Bradford) (1:20) em placa de microtitulagdo. Da mesma forma, determinadas quantidades
de albumina de soro bovino (BSA) (1 pg/ml) foram diluidas em agua destilada a 0%, 5%, 10%,
20%, 30% e 40% (solucdes padrdes) e, depois, no reagente de Bradford (1:20). Para cada
amostra e solucdo padrao foram feitas triplicatas. Depois, no espectrofotdometro, foram obtidos
os valores de absorbancia das ondas eletromagnéticas de 595 nm de cada amostra, tiradas as
médias dos valores das triplicatas, feita uma correlagdo entre estes valores de absorbancia e a
concentragdo de proteinas de cada solugdo padrao, e, a partir da equagdo da curva do grafico,
calculada a concentragdo de proteinas no sobrenadante de cada amostra. Como era necessario
30 pg de proteina de cada amostra para a eletroforese, e as amostras continham quantidade de
proteina abaixo deste valor, duas amostras do mesmo grupo foram misturadas, resultando em 3

amostras por grupo na eletroforese € na membrana.

Para realizacao da eletroforese, 30 ug de proteina do sobrenadante de cada amostra
foram diluidas em solugdo-tampdo de Laemmli (240 mM de Tris-HCI, 0,8% de SDS
[dodecilsulfato de sodio], 40% de glicerol, 0,04% de azul de bromofenol e 200mM de B-
mercaptoetanol) e aquecidas a 95° C por 5 minutos para desnaturacdo das proteinas. Entdo, 10
ul das solucdes resultantes foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS

(SDS-PAGE) no aparelho Mini-PROTEAN Tetra Cell® (Bio-Rad) entre 80 ¢ 120 V, e em
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solucao-tampao de corrida pH 8,3. O gel de empilhamento apresentava 8% de acrilamida e pH

6,8. O gel de resolucao apresentava 12% de acrilamida e pH 8,8.

ApoOs a migracao no gel, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) utilizando o aparelho Mini Trans-Blot Cell® (Bio-Rad) e
solugdo-tampao de transferéncia com metanol 20%. As membranas foram coradas com
Ponceau S 0,1% para verificagdo da qualidade das amostras, eficacia da transferéncia e
mensuragao da intensidade da banda 56 kDa no programa Image J (Scion Corporation based on
NIH image). Posteriormente, elas foram lavadas com TBS (50 mM de Tris-Base e 0,9% de

NaCl) e acido acético 1%.

A ligacao inespecifica das proteinas na membrana foi diminuida pela incubagdo de 10
ml de solucdo bloqueadora (5% BSA em TBS) por 1 hora em temperatura ambiente. Entdo, as
membranas foram incubadas com anticorpo primario de anti-adutos de Michael (anti-4-HNE)
(Calbiochem, Millipore) diluido em solugao bloqueadora (1:1.000) a 4°C, durante a noite. Na
sequéncia, elas foram lavadas 3 vezes por 5 min com TBS-T (TBS com 0,1% de Tween 20) e
incubadas por 1 hora com anticorpo anti-IgG (Calbiochem, Millipore) marcado com peroxidase

em solucdo bloqueadora (1:10.000).

Por fim, as membranas foram imersas em intensificador de quimiluminescéncia por 1
minuto (2 ml de Tris 1 M + 88 pl de acido pcumarico 400 uM + 200 pl de luminol 2,5 mM +
6,1 ul de H2O2 30% 5,4 mM + dgua destilada até completar 20 ml) e a luminescéncia da banda
56 kDa foi detectada com o programa UNI-TEC. A mensuragdo da intensidade de marcagao

das imagens foi realizada com o programa Image J (Scion Corporation based on NIH image).

A intensidade de luminescéncia da banda de massa 56 kDa de cada amostra foi dividida
pela intensidade média das bandas de mesmo tamanho da mesma membrana (intensidade
relativa de 4-HNE). Da mesma maneira a intensidade de Ponceau da banda de 56 kDa de cada
amostra foi dividida pela intensidade média das mesmas bandas da mesma membrana
(intensidade relativa de Ponceau). Finalmente, a intensidade relativa de 4-HNE foi dividida pela

intensidade relativa de Ponceau, resultando na porcentagem de expressao de 4-HNE.

Os dados da expressao do 4-HNE foram analisados por ANOVA de duas vias (p <0,05)
para avaliacdo dos efeitos da anoxia e da Alda nos grupos mutantes. Também foi realizada
ANOVA de duas vias (p < 0,05) para avaliar os efeitos da mutacao e da andxia com os grupos
SC, SAN, MC e MAN. As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Tukey-

Kramer.
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2.7 Atividade da ALDH?2 24 h apos a aplicagdo da Alda

No DPN 4, ou 24 horas ap6s a andxia neonatal, a atividade da enzima ALDH2 dos
encéfalos de 4 animais por grupo foi avaliada por espectrofotometria, de acordo com os

procedimentos de Chen et al. (2008).

Neste ensaio, a ALDH2 do tecido catalisa a oxidacao do acetaldeido em acido acético
com o auxilio da coenzima NAD", que recebe um proton (H") do acetaldeido e ¢é reduzida a
NADH (Fig. 7). O aumento da produ¢do de NADH ao longo do tempo ¢ calculado a partir da
intensidade da absorbancia do seu comprimento de onda (£ex = 340 nm) a cada minuto, durante

todo o tempo do ensaio, que foi de 60 minutos neste experimento.

Figura 7. Reagdo de oxidagdo do acetaldeido em acido acético.

ALDHZ

Acetaldeido N Acido acético

NAD* NADH

Fonte da imagem: autoria propria

No preparo dos tecidos, os encéfalos foram retirados e macerados, € uma quantidade de
solucao contendo 100 pg de proteina de cada encéfalo foi submetida a reagcdo com pirofosfato
de sédio (100 mM, pH 9,5), B-Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD"; 10 mM),
acetaldeido (300 uM) e Triton 0,1%, em volume final de 1 ml.

A partir dos dados da intensidade da absorbancia em cada minuto foi calculada a
inclinacdo da reta de regressdo, que indica a média do aumento da intensidade de absorbancia
por minuto. Quanto maior for o valor da inclinagdo, maior ¢ a atividade da ALDH2 dentro do

tempo de ensaio avaliado.
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Além dos ensaios enzimaticos somente com a ALDH2 dos tecidos, também foram
realizados outros dois ensaios: um com adi¢do de Alda para aumentar a atividade da ALDH2 e

outro com a adi¢ao da substancia Aldi, que inibe a atividade da ALDH?2.

Todos os dados da atividade da ALDH2 sem adic¢ao posterior de Alda ou de Aldi, da
atividade com adigdo posterior de Alda e da atividade com adi¢do posterior de Aldi foram
submetidos a ANOVA de trés vias (p < 0,05) para avalia¢ao dos efeitos da mutacao, da andxia
e da Alda. Também foram realizadas ANOVAs (p < 0,05) comparando a atividade da ALDH?2
sozinha com a atividade com adi¢do posterior de Alda, e comparando a atividade da ALDH?2
sozinha com a atividade com adicdo posterior de Aldi, de animais selvagens e mutantes. As

diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Tukey-Kramer.

2.8 Ganho de massa durante a amamentagdo e ontogenia dos reflexos

Um dia apds os tratamentos com anoxia/normoxia e salina/Alda, no DPN 4, os filhotes
foram pesados diariamente até o desmame, no DPN 21. O peso dos filhotes dos quatro grupos
selvagens foi submetido a ANOVA de trés vias (p < 0,05) para avaliacao do efeito da andxia,
da alda e do DPN. Uma outra ANOVA de trés vias (p < 0,05) com os mesmos fatores foi
realizada com o peso dos filhotes dos quatro grupos mutantes. Para comparar o peso dos filhotes
selvagens com o dos mutantes, foram feitas ANOVAs de trés vias (andxia, alda e mutacao) (p
<0,05) em duas idades — DPN 4 e DPN 21. As diferengas entre os grupos foram discriminadas
pelo teste de Tukey-Kramer. O numero amostral foi de 9 nos grupos SC, SAL, SAA, MC ¢
MAN e de 8 nos grupos SAN, SAL e SAA. Em cada grupo havia filhotes de pelo menos duas

ninhadas.

Além do peso, foi observado diariamente, nos mesmos filhotes, e do DPN 4 ao 21, o
aparecimento de reflexos (ontogenia), que serve como indicador indireto do grau de maturacgao
do desenvolvimento sensoriomotor. Os reflexos foram diariamente estimulados nos filhotes,
trés dias antes do seu aparecimento normal até o seu aparecimento de fato. Considerou-se que
um reflexo apareceu quando ele foi realizado até 10 s apds a sua estimulag@o e de acordo com
as descri¢des a seguir, baseadas em Fox (1965, p. 234), Deir¢ et al. (2004; 2006) e Kumar et al.
(2019):
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A) Preensdo palmar: colocou-se uma haste fina em contato com a palma da pata anterior do

filhote, fazendo com que a pata prensasse a haste.

B) Aversao ao precipicio: em decubito ventral, colocou-se as patas anteriores do filhote sobre

uma borda, fazendo com que o corpo rotacionasse ao redor do eixo dorsoventral em pelo menos

90° (Fig. 8A).

C) Endireitamento na superficie: colocou-se o filhote em decubito dorsal, fazendo com que ele

assumisse o dectbito ventral (Fig. 8B).

D) Geotaxia negativa: colocou-se o filhote em uma rampa, com até 45° de inclinagdo, com o

focinho apontando para baixo, fazendo com que ele girasse para cima (Fig. 8C).

E) Colocagao de vibrissas: suspendeu-se o filhote pela cauda de tal forma que suas vibrissas
tocassem a borda de uma mesa, fazendo com que a regido anterior do corpo se movimentasse

energicamente, tentando alcancar a borda (Fig. 8D).

F) Endireitamento em queda livre: soltou-se o filhote em decubito dorsal 30 cm acima de um

leito macio, fazendo com que ele girasse o corpo para decubito ventral antes de atingir o leito.

G) Resposta ao sobressalto: produziu-se um estampido agudo pela percussao de duas estruturas
metélicas a uma distancia de 10 cm do filhote, fazendo com que ele se retraisse e se imobilizasse

rapidamente.

Figura 8 — Reflexos observados para avaliagdo do desenvolvimento sensoriomotor dos filhotes entre o
DPN4eo21.

A. Avers3o ao precipicio B. Endireitamento na superficie

(A) Aversdo ao precipicio. (B) Endireitamento na superficie. (C) Geotaxia negativa. (D) Colocacdo de
vibrissas. Fonte da imagem: Vasconcelos (2013).
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O DPN de cada reflexo foi submetido a ANOVA (p <0,05) de trés vias com os fatores
mutacao, andxia e alda. As diferencas entre os grupos foram reveladas pelo teste de Tukey-

Kramer. A indugdo dos reflexos foi realizada nos mesmos animais pesados.

2.9 Ganho de massa apos o desmame

Apo6s o DPN 21, os mesmos animais utilizados para avaliagao do ganho de massa e da
ontogenia dos reflexos durante a amamentagao foram pesados semanalmente até¢ o DPN 91. O
peso dos animais dos quatro grupos selvagens foi submetido a ANOVA de trés vias (p < 0,05)
para avalia¢ao do efeito da andxia, da alda e do DPN. Uma outra ANOVA de trés vias (p <
0,05) com os mesmos fatores foi realizada com o peso dos animais dos quatro grupos mutantes.
Para comparar o peso dos animais selvagens com o dos mutantes, foi feita uma ANOVAs de
trés vias (andxia, alda e mutagdo) (p <0,05) no DPN 91. As diferencas entre os grupos em todas

as ANOVAs foram discriminadas pelo teste de Tukey-Kramer.

2.10 Campo aberto.

Do DPN 91 ao DPN 93, os sujeitos experimentais foram habituados ao experimentador
e a sala de testes comportamentais. A habituagdo ocorreu manipulando-se os animais nesta sala,
todo dia, por 5 minutos. No DPN 94, foi realizado o teste do campo aberto, que avalia o grau
de atividade locomotora, de exploracdo e de ansiedade. O campo aberto foi realizado em uma
caixa nao coberta de 34 cm de largura, 49 cm de comprimento € 16 cm de altura (Fig. 9). O
teste se iniciou colocando-se o sujeito experimental na caixa com o focinho rente ao meio de
uma das paredes maiores. Depois, o animal ficou livre para explorar a caixa durante 5 minutos,
sendo gravado por uma camera posicionada acima da caixa. Para andlise dos videos, a base da
caixa foi dividida em 15 quadrantes distribuidos em 3 linhas e 5 colunas, sendo 12 de borda e

3 de centro.

Por meio do programa ToxTrac v2.60 (Department of Physics, Umea University, 901

87 Umed, Sweden) extraiu-se dos videos a distancia total percorrida, a velocidade média em
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movimento ¢ a taxa de exploragfo. A taxa de exploracdo ¢ a quantidade de quadrantes em que

o sujeito experimental esteve durante a sessdo dividida pela quantidade total de quadrantes.

Figura 9 — Esquema do campo aberto.

®

34 cm

49 cm

O campo ¢ dividido em quadrantes de borda (rosa) e quadrantes centrais (azul). A figura do camundongo
mostra onde e como os animais sdo colocados no inicio do teste. Fonta da imagem: autoria propria.

Por meio do programa X-Plo-Rat 2005 (Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Laboratorio de Comportamento Exploratério)
obteve-se o tempo no centro do campo. A distancia total percorrida e a velocidade média em
movimento sdo parametros de atividade locomotora. O tempo no centro do campo ¢ um
parametro de ansiedade, uma vez que os roedores com maior ansiedade tendem a ficar menos
tempo no centro, porque ele ¢ uma regido mais exposta. A taxa de exploragdao ¢ uma medida de
comportamento exploratério. Cada parametro foi submetido a uma ANOVA de trés vias, tendo
como fatores a mutagdo, a anoxia e a alda (p < 0,05). As diferencas entre os grupos foram

discriminadas pelo teste de Tukey-Kramer.

2.11 Teste de reconhecimento de objeto novo (TRON)

O TRON avalia o aprendizado, a memoria e o interesse por novidade. O teste consiste
em duas sessdes: uma sessao de familiarizagdo, em que o sujeito experimental ¢ exposto a dois
objetos idénticos (objetos familiares), e uma sessao de teste, em que um dos objetos € trocado
por outro totalmente diferente (objeto novo) (Fig. 10). Como os roedores ddo maior atengao a
elementos novos no meio ambiente, eles passam a maior parte do tempo explorando o objeto
novo. Para isso, ¢ necessario que o animal tenha aprendido qual ¢ o objeto familiar na sessdo

de familiarizag¢ao (Lueptow, 2017).
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No DPN 95, na sessdo de familiarizacdo, duas pequenas garrafas de vidro marrons com
agua foram colocadas na linha central maior, equidistantes uma da outra e das paredes. Os
animais foram colocados na caixa com o focinho rente ao meio de uma das paredes maiores
(Fig. 7). Eles exploraram o ambiente por 5 minutos, sendo filmados e gravados por uma camera
acima da caixa. Foi considerado exploragdo do objeto quando o animal apontou o focinho para

o objeto em angulo reto, ha uma distancia de pelo menos 10 cm.

Figura 10 — Esquema do teste de reconhecimento de objeto novo.

Sessdo de familiarizagdo Sessdo de teste

¢ [

Na sessdo de familiarizacdo dois objetos idénticos sdo colocados na caixa. Na sessdo de teste, um
deles ¢ substituido por outro objeto, com forma e cor diferente. Fonte da imagem: autoria propria.

No DPN 96, foi realizada a sessao de teste, executada da mesma maneira e nas mesmas
condi¢cdes que a sessdo de familiarizagdo, exceto pela troca de um dos objetos por outro
totalmente diferente (um pequeno pote de vidro branco e transparente com pequenos objetos

coloridos dentro e tampa verde).

Posteriormente, por meio das gravagdes, foram obtidos no programa X-Plo-Rat 2005: o

tempo de exploracdo no objeto esquerdo e o tempo de exploracdo no objeto direito na sessdo

de familiarizacgao, ¢ o tempo de exploracao do objeto novo e o tempo de exploragdo no objeto

familiar da sessdo de teste.

Para excluir a hipdtese de que o animal apresentava preferéncia por algum dos objetos
familiares na sessdo de familiarizacdo, foi calculado o tempo relativo de explorac¢io no objeto
esquerdo, que ¢ o tempo de exploragdo no objeto esquerdo dividido pelo tempo de exploracao
total (nos dois objetos). Estes dados foram subordinados a uma ANOVA de trés vias (mutagao,

anodxia e Alda) (p < 0,05).
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Para avaliar a preferéncia pelo objeto novo em relagdo ao objeto familiar na sessdo de
teste, foi calculado o indice de discrimina¢io = (tempo de explora¢cdo no objeto novo — tempo
de exploracao no objeto familiar) / (tempo de exploragao no objeto novo + tempo de exploragdo
no objeto familiar).. Este indice avalia com maior sensibilidade o grau de discriminacao entre
0 objeto novo e o familiar. Estes dados também foram submetidos a8 ANOVA de trés vias (p <
0,05). As diferengas entre os grupos em todas as ANOVAs foram discriminadas pelo teste de

Tukey-Kramer.

2.12 Teste de alternag¢do espontdnea

O teste de alternacdo espontanea foi realizado no DPN 97. Este teste ¢ executado em um
labirinto em forma de Y com trés bragos iguais e avalia a memoria operacional espacial (Fig.
11). O roedor ¢ colocado inicialmente em um dos trés bragos e tende a explorar os bragos ainda
ndo visitados, alternando espontanecamente entre eles varias vezes. Para que o animal evite

entrar em um brago ja visitado é necessario que ele saiba quais bragos ele ja explorou.

Figura 11. Esquema do labirinto em Y.

No teste de alternacdo espontinea, o animal € colocado em um dos trés bracos e explora os demais. Na
figura, o trajeto em vermelho indica que o animal esteve no brago C, depois foi para o brago A e entdo
para o brago B. A entrada consecutiva em trés bragos diferentes constitui uma alternagdo. No caso, a
alternagao foi CAB. Fonte da imagem: autoria propria.

O labirinto em Y deste projeto possuia trés bracos (A, B e C) com 35 cm de
comprimento, 5 cm de largura e 10 cm de altura, distantes 120° entre si (Fig. 11). A base do

centro tinha o formato de um tridangulo equilatero com 5 cm de aresta, com acesso aos trés
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bragos. O fundo de cada brago foi pintado com um padrao de preto e branco especifico para que
o animal pudesse distinguir um braco do outro. No inicio do teste, o animal foi colocado no
final do braco B com o focinho rente a parede menor. Durante 10 minutos, o animal ficou livre

para explorar o labirinto, enquanto o experimentador anotava a sequéncia de entrada nos bragos.

Uma alternacdo espontanea ¢ uma sequéncia de entradas consecutivas em trés bracos
diferentes (ABC, BCA e CBA) e a quantidade de entradas nos bragos menos dois ¢ a quantidade
de triades totais (alternadas ou ndo) realizadas pelo animal. Os dados foram analisados em
funcdo da porcentagem de alternagdes, ou seja, pela quantidade de alternagdes espontaneas

dividida pelo total de triades.

Os dados foram submetidos a ANOVA de trés vias, tendo como fatores a mutacao, a
anoxia e a Alda. As diferengas entre os grupos em todas as ANOVAs foram discriminadas pelo

teste de Tukey-Kramer (p < 0,05).

2.13 Teste no labirinto em cruz elevado

No DPN 98, foi realizado o teste no labirinto em cruz elevado, utilizado para avaliagdo
da ansiedade. O labirinto em cruz elevado ¢ um aparato com a forma de uma cruz, com quatro
bracos abertos e quatro bragos fechados, onde o sujeito experimental pode explora-los
livremente (Fig. 12). Os roedores possuem aversao natural a espagos expostos € passam menos

tempo nos bragos abertos quanto maior for sua ansiedade (Rodgers e Dalvi, 1997).

Figura 12 — Imagem do labirinto em cruz elevado.

Fonte da imagem: https://nbtltd.com/
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Neste projeto, o labirinto em cruz elevado possuia quatro bragos, cada um com 25 cm
de comprimento e 5 cm de largura. Os bracos abertos tinham bordas de 0,5 cm de altura. Os
bracos fechados tinham paredes de 16 cm de altura. O centro da plataforma possuia 5 cm x 5
cm. O aparato ficou suspenso 1,30 m acima do chdo. Uma camera acima do labirinto filmou o
trajeto do animal. No inicio do teste o animal foi colocado no centro do labirinto e em seguida

foi permitido que ele o explorasse por 5 minutos.

Posteriormente, pelo programa X-Plo-Rat, foram mensurados os tempos relativos que
0s animais passaram nos bragos abertos, nos bracos fechados ¢ no centro. Para cada um
destes trés parametros, foi realizada uma ANOVA de trés vias (p < 0,05), tendo como fatores a
mutacdo, a anoxia ¢ a Alda. As diferencas entre os grupos em todas as ANOVAs foram

discriminadas pelo teste de Tukey-Kramer.

2.14 Teste de deslocamento de objeto (TDO)

Nos DPNs 99 e 100, foi realizado o TDO. O TDO avalia a memoria e o interesse por
novidade. Neste teste, ha uma sessao de familiarizagao, em que o sujeito experimental ¢ exposto
a dois objetos idénticos (objetos mantidos), € uma sessdo de teste, em que um dos objetos ¢

deslocado de sua posi¢do inicial (objeto deslocado) (Fig. 13).

Figura 13. Esquema do teste de deslocamento de objeto.

Sessao de familiarizacdo Sessao de teste

& ®

Na sessdo de familiarizacao, os objetos idénticos sdo colocados nos cantos como mostrado na figura.
Na sessdo de teste, um dos objetos ¢ deslocado para outro canto. Fonte da imagem: autoria propria.

O TDO foi realizado na mesma caixa usada para o teste do campo aberto e o TRON. Na

primeira sessao, o animal foi colocado na caixa e a explorou por 5 minutos. Nesta sessao, uma
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das pequenas garrafas marrons com agua estava num canto da caixa, enquanto a outra estava
no canto oposto da mesma parede maior. Na sessdo de teste, no dia seguinte, um dos objetos
foi deslocado para o outro canto da parede menor em que estava. Uma camera acima da caixa
gravou o comportamento dos animais. Da mesma maneira que no TRON, considerou-se que o

animal explorou um objeto ao apontar seu focinho em um angulo reto em diregdo a garrafa.

Pelo programa X-Plo-Rat foi medido o tempo de exploracdo no objeto esquerdo e no
objeto direito da sessao de familiarizagao para o calculo do tempo de exploragao relativa no
objeto esquerdo. Também foi medido o tempo de exploragdao nos objetos mantido e deslocado
da sessdo de teste para o célculo do indice de discrimina¢io = (tempo de exploragio no objeto
deslocado — tempo de exploracdo no objeto mantido) / (tempo de exploragdo no objeto

deslocado + tempo de exploracao no objeto mantido).

Os dados foram submetidos a ANOVA de trés vias, tendo como fatores a mutacado, a
andxia e a Alda (p < 0,05). As diferengas entre os grupos em todas as ANOVAs foram

discriminadas pelo teste de Tukey-Kramer.
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3 Resultados e discussao

Os resultados e a discussao foram apresentados em conjuntos de temas para melhor

analise, nem sempre aparecendo na mesma ordem que a da se¢ao de Materiais e Métodos.

3.1 Expressdo de adutos de 4-HNE

Os grupos andxia (SAN e MAN) expressaram maior porcentagem de 4-HNE no
hipocampo que os grupos controle (SC e MC) (Grafico 1A), o que corresponde ao efeito da
andxia de aumentar a expressao do 4-HNE no hipocampo (Fg) = 45,60; p = 0,0001). O
aumento também foi igual tanto em animais selvagens quanto em animais mutantes. Mas, como
a enzima ALDH?2 selvagem ¢ mais ativa que a enzima mutante, era esperado que os animais
SAN apresentassem menor expressao de adutos de 4-HNE que os animais MAN. Porém, o 4-
HNE também ¢ metabolizado pela enzima glutationa S-transferase (Zheng et al., 2014), pela
enzima aldose redutase (Doorn; Srivastava; Petersen, 2003), pela familia de enzimas aldo-ceto-
redutases (Martin; Maser, 2009) e pelo sulfeto de hidrogénio (Schreier et al., 2010). Mesmo
que a ALDH2 mutante tenha atividade reduzida, o 4-HNE pode ter sido removido, também, por
outras enzimas, o que explicaria a falta de diferenca entre os grupos SAN e MAN na expressao

do 4-HNE apo6s andxia neonatal, ao menos no hipocampo.

O grupo mutante MAN apresentou maior expressao de 4-HNE que os demais grupos
mutantes (Figura 1D), condizendo com o efeito da anoxia de aumentar tal expressao (F,8) =
13,13; p = 0,006). Também houve efeito da Alda de reduzir a expressdo do 4-HNE (F(18) =
18,82; p =0,002) e de impedir o aumento desta expressao gerada pela andxia neonatal (F1,8) =
15,51; p = 0,004), indicando que ela teve um efeito neuroprotetor. Como a Alda aumenta a
atividade somente da ALDH2 (Chen et al., 2008), e como foi levantada a hipdtese de que outras
enzimas também teriam papel importante na remog¢ao do 4-HNE, ¢ necessario investigar como
a Alda promoveria efeito neuroprotetor por meio destas enzimas. Uma explica¢ao € que o 4-
HNE, por aduzir proteinas, diminua a acao das proprias enzimas que o removem. Com a
restauracdo da atividade da ALDH2 pela Alda, a diminui¢do do 4-HNE poderia contribuir para

a restauracao da atividade das outras enzimas removedoras do 4-HNE.
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Grafico 1. Expressdo do 4-HNE.
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(A) Grafico da analise dos grupos SC, SAN, MC e MAN (Mutacdo e Andxia). Houve diferenca entre
os grupos controles (selvagens e mutantes) € os grupos anoxia (selvagens ¢ mutantes). Também houve
efeito da anoxia (F(1.8) = 45,60; p = 0,0001). (B) Membrana da analise Mutagdo ¢ Anoxia reagida com
Ponceau. (C) Membrana da analise Mutacao e Anoxia imunorreagida com anti-4-HNE. (D) Grafico da
analise dos grupos mutantes. Houve diferenca entre o grupo MAN e os demais. Houve efeito da andxia
(Fu=13,13; p=0,006), da alda (F(1 8= 18,82; p=0,002) ¢ da sua interagdo (F,sy=15,51; p=0,004).
(E) Membrana da analise dos grupos mutantes reagida com Ponceau. (F) Membrana da analise dos
grupos mutantes imunoreagida com anti-4-HNE. Os dados estdo apresentados como média £ erro
padrdo. (** =p < 0,01). n =3 por grupo, sendo que em cada grupo havia hipocampos de dois animais.

3.2 Atividade da ALDH?2 24 h apos a aplicagdo da Alda

A atividade da ALDH2 do grupo MC, sem adig@o posterior de Alda ou de Aldi, foi
estatisticamente quase maior que as dos grupos mutantes Alda [MAL (p = 0,056) e MAA (p =

0,068)] (Grafico 2A). Estas diferencas refletem o efeito quase estatistico da Alda de diminuir a
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atividade da ALDH2 24 h ap6s a sua aplicagao (F1,24)=4,133; p=0,053). A interacao estatistica
entre a mutagdo e Alda (Fq.24) = 4,54; p = 0,043) mostra que a diminui¢do da atividade da
ALDH2 promovida pela Alda afetou mais os grupos mutantes (MAL e MAA) do que os grupos
selvagens (SAL e SAA).

Nao houve diferenca na atividade da ALDH?2 entre os grupos selvagens e mutantes ap6s
aadi¢do posterior de Alda (Grafico 2B). Porém, houve efeito estatistico da mutagao de diminuir

a atividade da ALDH2 ap06s a adi¢do posterior de Alda (Fa,24)=10,50; p = 0,003).

Também ndo houve diferenca na atividade da ALDH2 entre os grupos selvagens e
mutantes apoOs a adi¢do posterior do inibidor Aldi (Grafico 2C). Também nao houve efeito

significativo dos fatores e das interagoes.

A adig¢do posterior de Alda aumenta a atividade da ALDH2 no hipocampo de animais
selvagens (F(1,12)=71,44; p <0,0001) (Grafico 2D) e mutantes (F(1,12)=25,31; p=0,0003) (Fig.
Grafico 2E). Ja nos animais mutantes, Alda previamente aplicada diminui a atividade da
ALDH2 (F(,12) = 11,53; p = 0,005). Nao houve diferengas significativas entre os grupos de

mesmo genotipo e entre os grupos de mesmo estimulo.

A adigdo posterior de Aldi ndo altera a atividade da ALDH?2 dos animais selvagens
(Grafico 2F), pois ndo houve diferenca estatistica entre os grupos nem efeito significativo de

nenhum fator ¢ das suas interagdes.

Porém, nos animais mutantes (Grafico 2G), a atividade da ALDH2 foi menor nos grupos
Alda sem Aldi (MAL sem Aldi e MAA sem Aldi) do que no grupo MC sem Aldi, sugerindo
que a aplicagdo prévia da Alda diminui a atividade posterior da ALDH2, o que ja foi
apresentado na analise da Figura 15A. A atividade da ALDH2 também foi menor no grupo MC
com Aldi do que no grupo MC sem Aldi. Os animais que receberam aplicacdo prévia de Alda
exibiram menor atividade ap6s a adi¢ao de Aldi (interacdo Alda-Aldi) (F,12)= 6,83; p=0,02).
Os animais que, além de terem recebido aplicagdao prévia de Alda, também passaram pela
andxia neonatal, também exibiram atividade menor ap6s a adicdo e Aldi (interagdo anodxia-

Alda-Aldi) (Fa,12 = 7,98; p = 0,01).
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Grafico 2. Atividade da ALDH2.
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(A) Comparacao da atividade da ALDH2 entre os grupos selvagens e mutantes. Houve efeito quase estatistico da
Alda (F(124y=4,133; p=10,053) e da interagdo mutagdo e Alda (F(124) = 4,54; p = 0,043). (B) Atividade da ALDH2
com adi¢do de Alda. Houve efeito da mutacdo (F(i24) = 10,50; p = 0,003). (C) Atividade da ALDH2 com adig@o
de Aldi. (D) Atividade da ALDH2 entre grupos selvagens com e sem adi¢do de Alda. Houve efeito da adi¢do de
Alda (F(1,12)="71,44; p<0,0001). Todos os grupos sem Alda apresentaram atividade significativamente menor que
todos os grupos com Alda (p < 0,05). (E) Atividade da ALDH2 entre grupos mutantes com e sem adicdo de Alda.
Houve efeito da adicdo de Alda (F(1,12) = 25,31; p = 0,0003) e da Alda previamente aplicada (F(1,12) = 11,53; p =
0,005). (F) Atividade da ALDH2 de grupos selvagens com e sem Aldi. (G) Atividade da ALDH2 de grupos
mutantes com e sem Aldi. Houve efeito da interagdo entre a Alda previamente aplicada e a adigdo de Aldi (F(;,12)
= 6,83; p = 0,02) e da interacdo entre a Alda previamente aplicada, a anoxia e a Aldi (F(1,12)=7,98; p = 0,01). Os
dados estdo apresentados como média + erro padrio. (* = p <0,05). n =4 para todos os grupos.
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Nos animais selvagens, a atividade da ALDH2 dos grupos que receberam Alda ndo foi
maior que a dos animais que ndo receberam Alda (Grafico 2A). Como a Alda aumenta a
atividade da ALDH2 por meio de alteracdes na conformagao estrutural da enzima (Cheng et
al., 2020) e como a meia-vida da ALDH2 selvagem de células HeLa ¢ de 22 h (Xiao; Weiner;
Crabb, 1996), tal alteracdes estruturais talvez ndo sejam permanentes, pois, se fossem,
esperariamos que a ALDH?2 apresentasse cerca de metade da atividade 24 h apds a aplicacao
de Alda. Como a meia-vida da Alda-1 no plasma de ratos Sprague-Dawley (quando 10 mg/kg
de Alda-1 sdo administrados i.v.) ¢ de apenas cerca de 1,67 h (Taneja et al., 2015), talvez o
aumento da atividade da ALDH2 e a alteracdo da sua estrutura s ocorram enquanto a Alda
estiver no organismo ou dure menos que o tempo de vida da enzima selvagem. O aumento da

atividade da ALDH2 com a adigao posterior de Alda também embasa essas hipoteses.

Porém, nos animais mutantes que receberam Alda, a atividade da ALDH2 foi menor
mesmo 24 horas ap0s a aplicagdo (Grafico 2A), mesmo apos a adicao posterior de Alda (Grafico
2B) e mesmo apos a sua inibicao por Aldi (Grafico 2C), sugerindo que a Alda tenha um efeito
a longo prazo na atividade da ALDH2 dos animais mutantes, ao contrario do que ocorre nos
animais selvagens. Estruturalmente, a enzima mutante E487K possui uma lisina na posi¢ao 487,
enquanto a enzima selvagem possui um glutamato. Aparentemente, também ha diferencas na
forma como a Alda aumenta/restaura a atividade das duas enzimas (Cheng et al., 2020). Como
a meia-vida da ALDH2 com a mutagdo E487K ¢ de 14 h (Xiao; Weiner; Crabb, 1996), ¢
provavel que as enzimas mutantes que sofreram a acdo da Alda ainda estejam nas células 24
horas apo6s a aplicag@o da droga e que ainda apresentem alteragdes estruturais, diferentemente

do que talvez ocorra com as enzimas selvagens.

Outro ponto a se considerar ¢ que o aumento da atividade da ALDH2, seja selvagem ou
mutante, promovido pela Alda se d4 por meio do aumento da afinidade da enzima com o cofator
NAD" (Cheng et al., 2020), que € o reagente limitante da reagdo. Talvez nos animais mutantes,
a aplicagao prévia de Alda diminua a disponibilidade posterior desse cofator, diminuindo a agao

da Alda posteriormente aplicada.

Além de provocar alteracdes na estrutura da enzima, sabe-se que a Alda-1 ¢ capaz de
regular a expressao do RNAm de proteinas no cortex pré-frontal e no hipocampo, como a PGC-
la, que regula a biogénese mitocondrial, e a Bcl2, uma proteina antiapoptdtica (Stachowicz et
al., 2015). Talvez a presen¢a da mutacao influencie a Alda-1 a promover uma expressao a longo
prazo diferenciada destas proteinas, que podem estar relacionadas a eficiéncia da atividade da

ALDH2, ou talvez a Alda-1 tenha a capacidade de alterar a expressao da propria ALDH2.
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Além de regular a transcri¢ao de proteinas, a Alda também poderia estar envolvida em
processos poOs-transcricionais. Humanos com um alelo mutante expressam no figado apenas
27% da ADLH2 em relacdo a individuos selvagens, o que também contribui para a menor
atividade da enzima mutante (Jin et al., 2015). Como a quantidade de RNAm ¢ a mesma nos
selvagens e nos mutantes, supde-se que a diferenga na expressdo enzimatica ocorra em etapas
pés-transcricionais. Talvez a Alda também possa ter algum papel nestas etapas que envolvam

o RNAm transcrito a partir do alelo mutante.

Por fim, sabe-se também que a atividade da ALDH2 mitocondrial ¢ regulada pela
proteina sirtuina 3 (SIRT3). A SIRT3 ¢ uma enzima desacetiladora e a sua inibi¢ao em células
endoteliais adrticas hiperacetila a ALDH2, aumentando a sua atividade (Xue et al., 2012).
Curiosamente, a inibicdo da SIRT3 também anula a prote¢ao promovida pela Alda-1 no tecido
cardiaco contra a disfun¢do cardiaca induzida por altas doses de insulina (Hu; Ren; Zhang,
2016). Porém, como a Alda-1 regularia a atividade da ALDH2 mutante por meio da SIRT3 ¢

algo a ser melhor investigado.

Obviamente, muitos estudos precisam ser realizados para se entender melhor a relacao
entre a aplicacdo da Alda e a atividade da ALDH2 24 h apo6s a aplicacdo, e qual € o papel da
mutacao nesta relacdo. Mas a partir destes resultados, muitas pesquisas podem ser realizadas

com o objetivo de se entender os efeitos a longo prazo da Alda-1.

3.3 Ganho de massa

Na analise do ganho de massa dos filhotes dos grupos selvagens ao longo do periodo de
amamentagdo (Grafico 3A), houve efeito da andxia em reduzir o ganho de massa (Fq31) =
11,80; p = 0,001), efeito da Alda em também reduzir o ganho de massa (F,31) = 41,45; p <
0,0001) e interagdo entre estes dois fatores, resultando também na diminui¢ao do ganho de
massa (Fq,31y=31,16; p <0,0001). Porém, a interagao da anoxia com a Alda ndo foi cumulativa,
ou seja, os filhotes do grupo SAA nao apresentaram ganho de massa menor que os filhotes dos

grupos SAN e SAL.
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Grafico 3. Ganho de massa.
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(A) Ganho de massa dos grupos selvagens, DPN 4-21. Houve efeito da anoéxia (F 31y =11,80; p=0,001), da Alda
(Fa,31y=41,45; p <0,0001) e interagdo andxia-Alda (F(,31y=31,16; p <0,0001). (B) Ganho de massa dos grupos
mutantes, DPN 4-21. Houve efeito da anodxia (F(130) = 10,02; p = 0,003) e quase interacdo andxia-Alda (F 30) =
3,686; p = 0,06). (C) Massa no DPN 4. Houve efeito da andxia (Fi61y = 25,58; p < 0,0001) e interacdo mutagao-
anoxia (F(i 61y = 16,62; p =0,0001). (D) Massa no DPN 21. Houve efeito da mutagio (F(1,56 = 27,10; p < 0,0001),

da anodxia (F1 56 = 7,816; p = 0,007), interagdo mutagao-Alda (F(i,56) = 37,59; p <0,0001) e interacdo anoxia-Alda
(F,56)=27,87; p <0,0001). (E) Ganho de massa dos grupos selvagens, DPN 21-91. Houve interagdo andxia-DPN
(F(]o 310) = =6,03; p< 0 0001) Alda-DPN (F(10 310) = =4,205; p< 0 0001) ¢ anoxia-Alda (F(1 31) = =17,148; p= 0 01) (F)
Ganho de massa dos grupos mutantes, DPN 21-91. Houve efeito da anoxia (F(,30) = 29,80; p < 0,0001), da Alda
(F130) = 15,42; p = 0,0005) e interagdo andxia-Alda (F(i30) = 15,30; p = 0,0005). (G) Massa no DPN 91. Houve
efeito da mutagdo (F(1,61) = 22,01; p < 0,0001), da anodxia (F 61y = 16,15; p = 0,0002), da interagcdo andxia-Alda
(Fae1y=15,74; p = 0,0002) e da interagdo mutagdo-Alda (F(161) = 8,304; p = 0,005). Os dados estdo apresentados
como média =+ erro padrdo. (* = p < 0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001; **** =p <0,0001). n =9 nos grupos
SC, SAL, SAA, MC e MAN. n = 8 nos grupos SAN, SAL e SAA.
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Na analise do ganho de massa dos filhotes dos grupos mutantes ao longo do periodo de
amamentag¢do (Grafico 3B) houve efeito da andxia em reduzir o ganho de massa (F1,30)= 10,02;
p = 0,003). Porém, diferentemente do que ocorreu com os animais selvagens, nos animais
mutantes a aplicacao de Alda ndo alterou o ganho de massa (F(1,30) = 4,378; p = 0,04) e ainda
restaurou o ganho de massa normal dos animais que sofreram andxia ao longo do periodo de

amamenacao, do ponto de vista pratico (F 30) = 3,686; p = 0,006).

Na analise das massas dos filhotes no DPN 4 (Grafico 3C), observa-se que ainda ndo ha
diferenca de massa entre os animais dos grupos selvagens. Porém, nos animais mutantes, os
grupos submetidos a anoxia neonatal (MAN e MAA) j& apresentam massa menor que 0s grupos
normoxia (MC e MAL), o que contribui para que seja apontado efeito da andxia de reduzir o
ganho de massa ja nesta idade (F(1,61) = 25,58; p < 0,0001). Além disso, os animais mutantes
que sofreram anoxia apresentam menor massa que os animais selvagens que também sofreram
anoxia, o que ¢ indicado pela interagdo entre os fatores andxia e mutagdo (F(1,61) = 16,62; p =

0,0001).

No DPN 21 (Grafico 3D) ja é possivel notar que os grupos SAN, SAL e SAA
apresentam massa menor que o grupo SC. Também ¢ possivel observar que o grupo MAA nao
apresenta mais massa menor que os grupos MC e MAL, refletindo o efeito da Alda de restaurar
o ganho de massa dos animais que sofreram anoxia. Além disso, o grupo MAN foi o tnico que
apresentou massa menor em DPN 21 em relagdo ao seu correspondente selvagem, sugerindo
que os animais mutantes sdo mais suscetiveis a andxia neonatal que os selvagens. No DPN 21
houve efeito da mutacdo em diminuir o ganho de massa, ou seja, os animais mutantes sao
naturalmente menos pesados que os selvagens a partir de certa idade (Fqs6) = 27,10; p <
0,0001). A andxia também ¢ um fator que diminuiu a massa no DPN 21, tanto nos animais
selvagens quanto nos mutantes (F(1,56) = 7,816; p = 0,007). Embora nao se tenha identificado
efeito da Alda sozinha, houve interagao entre a mutagao e a Alda (F(,56) = 37,59; p < 0,0001),
o que significa que, dentre os grupos mutantes, aqueles que receberam Alda apresentaram
massa maior. Também se identificou interacdo entre a andxia e a Alda (Fa,s6) = 27,87; p

<0,0001).

No ganho de massa dos grupos selvagens do DPN 21 ao DPN 91 (Gréafico 3E) houve
interagdo entre a anoxia € 0 DPN (F(10310) = 6,03; p <0,0001), a Alda e 0o DPN (F(10,310) = 4,205;
p <0,0001) e a andxia e a Alda (F(1,31)=7,148; p=0,01). Ou seja, em certos DPNs animais dos

grupos SAN, SAL e SAA ainda apresentam massas menores que o grupo SC.
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Na analise do ganho de massa dos animais mutantes no mesmo periodo (Grafico 3F),
houve efeito da anoxia em manter a redu¢ao do ganho de massa (F130) = 29,80; p <0,0001), da
Alda em manter o ganho de massa inalterado (F(1,30) = 15,42; p = 0,0005) e da Alda em manter

a restauracao do ganho de massa (F(1,30)= 15,30; p = 0,0005).

No DPN 91 (Grafico 3G), os grupos SAN e SAL exibiram massa menor que SC,
indicando que o efeito da andxia e da Alda de diminuir o ganho de massa permaneceu. O grupo
MC também apresentou massa menor que SC, mostrando que o efeito da mutagao de diminuir
o crescimento também se manteve na idade adulta. Da mesma forma, o grupo MAN teve peso
menor que SAN, dando suporte a ideia de que os animais mutantes sdo ainda mais suscetiveis
a anoxia. O grupo MAN apresentou massa menor que MAL e igual a MAA, indicando que nos
mutantes a andxia diminui o peso, mas a Alda ndo. Houve efeito da mutacao (F(1,61) = 22,01; p
<0,0001), da andxia (Fq,61) = 16,15; p = 0,0002), da interacdo anoxia-Alda (F(,61)= 15,74; p =
0,0002) e da interacdo mutagao-Alda (F(1,61) = 8,304; p = 0,005).

A anoxia neonatal foi um fator que reduziu o peso dos animais selvagens, como visto
em muitos estudos (Dell'anna et al., 1991; Raff et al., 2001; Grojean et al., 2003; Ten et al.,
2003; Lubics et al., 2005; Tang; Nakazawa, 2005; Brooks et al., 2011; Yan et al., 2016; Kumar
et al., 2017; 2019; Menshanov; Bannova; Dygalo, 2017). Cruz-Ochoa et al. (2019), usando o
mesmo modelo desta tese em ratos Wistar, também observou reducdo de peso, associada a
regulagdo da ingestdao alimentar pelo hipotdlamo, cujas principais regides envolvidas nesta
regulagdo sdo o nucleo arqueado, o nucleo paraventricular, o nicleo ventromedial e o nticleo
dorsomedial (Schwartz et al., 2000). No DPN 35, Cruz-Ochoa et al. (2019) observou que
animais submetidos a anoxia neonatal apresentaram glicemia pos-prandial reduzida e aumento
da secre¢do de insulina, um hormoénio que inibe a alimentagdo (Loh et al., 2017). No DPN 95,
os animais anoxiados perderam mais peso pos-jejum que animais controle. Além disso, a
glicemia destes animais diminuiu, assim como a secrecao de insulina e de leptina, outro

hormonio que também inibe a alimentacao (Park; Ahima, 2015).

A mutacdo também foi um fator que reduziu o ganho de massa nos filhotes e nos adultos.
Kobayashi et al. (2021) observaram que camundongos com o alelo ALDH2*2 apresentam
atrofia dos musculos gastrocnémio e quadriceps, com reduzido didmetro das fibras musculares
e acimulo de 4-HNE, e que a diminui¢@o do peso nestes animais se deve a diminui¢ao da massa
muscular. Além disso, Hoshi et al. (2012) encontraram osteoporose nestes animais mutantes,
resultante de uma debilidade na oesteoblastogénese promovida pelo 4-HNE, o que também

diminuiu a massa do animal. Outro ponto a se levar em consideracao ¢ a correlacao positiva
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entre 0 4-HNE, a obesidade gerada por processos lipoliticos e as sindromes metabdlicas

(Mattson, 2009, p. 625), mas, neste caso, 0 4-HNE, a principio, aumentaria a massa dos animais.

Estas pesquisas indicam que a presenga da mutagdo e a andxia neonatal diminuem o
ganho de massa por vias diferentes; enquanto a primeira parece diminuir diretamente a massa
dos musculos e dos ossos, a segunda altera a massa por meio da diminui¢do da ingestao
alimentar e da desregulacdo do metabolismo alimentar. Os animais do grupo MAN, que
estiveram sob os efeitos tanto da mutagdo quanto da andxia neonatal, exibiram a maior reducao
de ganho de massa de todos os grupos (Grafico 3C, 3D e 3G), mostrando que os efeitos destes
fatores sdo cumulativos e refor¢ando ainda mais a ideia de que a mutacao e a andxia atuam por

mecanismos distintos em relacao a perda de massa.

A aplicagdo de Alda sem o estimulo andxico diminuiu o ganho de massa nos animais
selvagens (Grafico 3A e 3E), mas ndo alterou o ganho de massa nos animais mutantes (Grafico
3B e 3F). Como discutido anteriormente, a diminui¢ao do ganho de massa nos animais mutantes
esta relacionada a incapacidade que a enzima mutante tem de remover o excesso de 4-HNE
celular; com a aplicacdo da Alda este quadro se reverte porque a ativacdo da ALDH2 mutante
a tornaria capaz de remover os aldeidos excedentes que prejudicam a integridade dos musculos

e dos 0sso0s.

Nos animais selvagens que ndo sofreram andxia, entretanto, a aplicacdo de Alda foi
prejudicial para o ganho de massa (Fig. 16A e E), talvez porque a ativacdo da ALDH?2 tenha
sido excessiva e/ou desnecessaria, sendo incompativel com o funcionamento normal da célula.
O 4-HNE, além de estar envolvido em muitas patologias, ¢ encontrado naturalmente nas células
em certas concentracdes e possui papel na regulacdo do crescimento, da proliferacdo e da
diferenciagdo celulares, na sinaliza¢do de vias de transduc¢ao, na ativagdo de genes (muitos dos
quais com papel antioxidante), na estimulagdo da quimiotaxia de neutrofilos e na ativacao de
tirosina-quinases (Dubinina; Vadali, 2010). A remog¢ao do 4-HNE pela ALDH2 em situagdes
ndo-andxicas poderia comprometer a fungdo do 4-HNE na célula. Além disso, as diferengas
encontradas nos animais selvagens e mutantes também podem estar relacionadas aos diferentes

efeitos da Alda na presenga ou auséncia da mutagao, como discutido no item anterior.

J& nos animais selvagens e mutantes que sofreram andxia neonatal, a Alda impediu, em
ambos, a diminui¢do do ganho de massa induzida pela andxia (Grafico 3C, 3D e 3G). Nos
animais selvagens, a Alda provavelmente aumentou a atividade da ALDH2, permitindo que ela

removesse o excesso de 4-HNE produzido pelo estresse oxidativo. Ao contrario do que ocorreu
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no caso da aplicacdo da Alda sem a anoxia, € provavel que neste caso o aumento da atividade
da enzima tenha diminuido a excessiva quantidade de 4-HNE produzida pela anodxia,
retornando-a para niveis normais. Nos animais mutantes, a Alda, além de recuperar a atividade
da enzima, também impediu o aumento excessivo das concentracdes de 4-HNE (Grafico 3D),
0 que também protegeu os animais contra a perda de massa ao longo do crescimento, tanto por

conta da mutagdo, quanto por conta da anoxia neonatal.

3.4 Ontogenia dos reflexos

No DPN do aparecimento da preensao palmar (Grafico 4A) ndo houve diferenca entre
os grupos nem efeito da mutagdo, da anoxia, da Alda ou de qualquer interagdo entre estes

fatores.

Em relagdo a aversdo ao precipicio (Grafico 4B), a anoxia atrasou o aparecimento do
reflexo (Fq,61) = 19,89; p <0,0001) e a Alda impediu este atraso (F(1,61) = 19,25; p <0,0001), o
que também ¢ mostrado na intera¢do anoxia-Alda (Fq,e61) = 24,19; p < 0,0001). A aversdo ao
precipicio surgiu atrasada no grupo SAN em relagdo aos demais grupos selvagens e no grupo

MAN em relacdo aos demais grupos mutantes.

Houve efeito da Alda no dia do aparecimento do endireitamento na superficie (F(161) =
5,18; p = 0,02) e interacdo entre a anoxia e a Alda (Fa,61) = 6,7; p = 0,01). No grupo SAN o
endireitamento sé foi observado dias apds o aparecimento no grupo SAA (Grafico 4C). Estes
resultados indicam que a Alda protegeu os animais que sofreram anoxia de apresentarem atraso

no desenvolvimento sensoriomotor.

Quanto a geotaxia negativa (Grafico 4D), ndo houve diferenga entre os grupos e sé

houve efeito da interacdo entre a mutacao, a anoxia e a Alda (F(1,56) = 5,169; p = 0,02).

Ja na resposta ao toque pelas vibrissas (Grafico 4E), a mutagcdo atrasou o seu
aparecimento (F1,56)=10,66; p=0,001), assim como a anéxia (F(1,56)=5,10; p=0,02). Também
houve efeito da Alda (F1,56)= 10,66; p =0,001) e da interagcdo andxia-Alda (F1,56) = 10,66; p =
0,001). Junto com o atraso do grupo SAN em relag@o aos grupos SAL e SAA, ¢ possivel afirmar

que a Alda também impediu o atraso da andxia no aparecimento deste reflexo.
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Grafico 4. Ontogenia dos reflexos.
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(A) Preensdo palmar. (B) Aversdo ao precipicio. Houve efeito da andxia (Fq 61y = 19,89; p < 0,0001), da Alda
(Faen = 19,25; p < 0,0001) e da interagdo anodxia-Alda (Fe1) = 24,19; p < 0,0001). (C) Endireitamento na
superficie. Houve efeito da Alda (Fq 61y = 5,18; p = 0,02) e da intera¢do anoéxia-Alda (Fq 61y = 6,7; p = 0,01). (D)
Geotaxia negativa. Houve efeito da interagdo mutagdo-anoxia-Alda (F(i 56 = 5,169; p = 0,02). (E) Resposta ao
toque pelas vibrissas. Houve efeito da mutacao (F(i,56) = 10,66; p = 0,001), da anodxia (F(1,56) = 5,10; p = 0,02), da
Alda (Fq 56 = 10,66; p = 0,001) e da interagdo anodxia-Alda (F(1,56) = 10,66; p = 0,001). (F) Endireitamento em
queda livre. Houve efeito da anodxia (F(1 56 = 9,82; p = 0,002), da Alda (F(1 56 = 20,86; p < 0,0001) e da interagdo
anoxia-Alda (F( 56 = 6,74; p = 0,01). (G) Resposta ao susto. Houve efeito da anoxia (Fi 56y = 61,29; p <0,0001) e
efeito praticamente estatistico da Alda (F( s6) = 3,70; p = 0,059) e da interacdo andxia-Alda (Fq s6) = 3,70; p =
0,059). Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo. (* = p < 0,05; ** =p <0,01; *** =p < 0,001;
**¥%k =p <0,0001). n=9 nos grupos SC, SAL, SAA, MC ¢ MAN. n = 8 nos grupos SAN, SAL e SAA.
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No endireitamento em queda livre (Grafico 4F), houve efeito da anoxia em atrasar o
DPN (F(1,56)=9,82; p=0,002), efeito da Alda (F(1,56)=20,86; p <0,0001) e da interacao andxia-
Alda (Fq,56) = 6,74; p = 0,01). O grupos SAN exibiu o reflexo tardiamente em relagdo aos
grupos SAL e SAA, e o grupo MAN, em relacdo aos grupos MC e MAA, indicando novamente
que a Alda foi neuroprotetora na ontogenia dos reflexos frente a andxia neonatal e que ela

também teve um efeito de adiantamento no aparecimento do reflexo.

Por fim, na resposta ao susto (Grafico 4G), a andxia atrasou o aparecimento do reflexo
(Fa,56 = 61,29; p <0,0001) e houve efeito praticamente estatistico da Alda (F(1,56) = 3,70; p =
0,059) e da interacao anoxia-Alda (F(1,56) = 3,70; p = 0,059). Os grupos selvagens anoxia, SAN
e SAA, exibiram resposta ao susto dias apos o grupo SC. Da mesma forma, os grupos mutantes
andxia, MAN e MAA, apresentaram o reflexo somente dias depois do grupo SAL. Neste caso,
a Alda adiantou o aparecimento da resposta ao susto e ndo foi capaz de impedir o atraso

promovido pela anoxia neonatal.

A ontogenia de cada reflexo resulta da maturagdo simultanea ou sucessiva de varias
regides do sistema nervoso (Fox, 1965. p. 234). A geotaxia negativa, o endireitamento na
superficie e o endireitamento em queda livre ocorrem quando o individuo ¢ capaz de detectar e
corrigir a posi¢do corporal, o que depende da maturagdo do sistema vestibular, do sistema
exteroceptivo e do sistema proprioceptivo (Altman; Sudarshan, 1975); a resposta a colocagao
pelas vibrissas aparece quando o cortex barril dos roedores alcanga certo estagio de maturacao
(Polley et al., 2004); a resposta de sobressalto depende do desenvolvimento de estruturas e de
regides vestibulares e cocleares (Ernfors et al., 1995); e todos os reflexos avaliados requerem a
sensibilizacdo e/ou a mobilizagdo dos membros e do tronco, que ocorrem conforme o
desenvolvimento das areas somatossensoriais, das areas motoras, da medula espinal e dos
nervos periféricos (Fox, 1965, p. 234). Portanto, a avaliacao geral da ontogenia de diferentes
reflexos € uma avaliagdo que abrange a maturagdo de diferentes regides do sistema nervoso e

serve como um indicador geral do seu desenvolvimento.

Assim, de forma geral, a andxia neonatal foi um fator que atrasou o aparecimento dos
reflexos, enquanto a aplicacdo da Alda acelerou estes aparecimentos e/ou protegeu os atrasos
gerados pela anoxia. Muitos estudos ja mostraram o efeito debilitante da asfixia perinatal na
ontogenia dos reflexos (Dell'anna et al., 1991; Raff et al., 2001; Grojean et al., 2003; Ten et al.,
2003; Lubics et al., 2005; Tang; Nakazawa, 2005; Yan et al., 2016; Menshanov; Bannova;
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Dygalo, 2017), mas este ¢ o primeiro a demonstrar que a mutagdo pode atrasar a expressao de

algum reflexo, que no caso foi a resposta a colocagdo pelas vibrissas (Grafico 4E).

Alguns estudos ja haviam evidenciado que a aplicacao de Alda-1 tem o potencial de
proteger o sistema nervoso, particularmente o cérebro, contra a isquemia cerebral (Fu et al.,
2014), a encefalomielite autoimune induzida (Islam et al., 2021), a doenga de Alzheimer (Yang
et al., 2021), a doenca de Parkinson, a obesidade e o envelhecimento (Chen; Joshi; Mochly-
Rosen, 2016). Também ja foi demonstrado que a Alda estimula a expressao do fator de
crescimento vascular endotelial no hipocampo (Liu et al., 2018) e protege a medula espinal de
injaria (Khan et al., 2022). Porém, este ¢ o primeiro estudo a demonstrar que a Alda acelera e

protege o desenvolvimento do sistema nervoso durante a lactagao.

3.5 Testes de memoria

Nas sessoes de familiarizagdo do TRON e do TDO (Grafico 5A e 5C) ndo houve efeito
da mutacdo, da anoxia ou da Alda, nem diferenga entre os grupos. Isso significa que nao houve

preferéncia do sujeito por qualquer um dos dois objetos idénticos posicionados no mesmo lugar.

No indice de discriminagdo do TRON (Grafico 5B) houve efeito da mutagao (F(i,61) =
21,12; p <0,0001) e da andxia (F1,61y = 5,373; p = 0,02) em diminuir o indice; condizendo com
o fato de que o grupo SC apresentou maiores indices que os grupos SAN e MC. Também houve
interacdo mutacao-andxia-Alda (F,61) = 20,36; p < 0,0001) e o grupo SAA apresentou indice
maior que o MAA.

No indice de discrimina¢do do TDO (Grafico 5D) houve efeito da Alda (F(1,61)= 32,19;
p <0,0001), interagao entre andxia e Alda (F(1,61)=9,871; p = 0,002), mutagao e andxia (F1,61)
=5,308; p=0,02), e mutacao e Alda (F(1,61)=18,03; p <0,0001). O grupo SC apresentou indice
maior que SAN e MC, e os grupos MAL e MAA apresentaram indices maiores que os dos

grupos MC e MAN.

O desempenho de roedores no TRON, que avalia a memoria de curta, intermediaria e
longa duragao, ¢ prejudicado por lesdes no hipocampo, no cortex perirrinal e, principalmente,
no cortex entorrinal (Antunes; Biala, 2012). Quanto ao TDO, a memoria de localizacdo de
objetos est4 associada ao cortex parietal posterior, ao cortex parahipocampal, ao hipocampo e

ao cortex perirrinal (Zimmermann; Eschen, 2017). Estudos mostraram que o hipocampo e o
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cortex pré-frontal de individuos com o alelo ALDH2*2 apresentam alteragcdes que podem
comprometer a sua fun¢do, como aumento da expressdo da proteina pro-apoptotica caspase 3
(Zhang et al., 2018) e aumento do dano neuronal na regido dorsal do CA1 (Mehder; Bennett;
Andrew, 2021). Como ndo foi encontrada diferenga na expressao do 4-HNE entre os animais
do grupo SC e MC (Grafico 1A), a provavel morte celular no hipocampo devido a mutagao
pode ter sido provocada pelo aumento de outras substancias removidas pela ALDH2, como
aldeidos adquiridos do meio ambiente, aldeidos alifaticos de cadeia curta, aldeidos aromaticos,
aldeidos policiclicos, ésteres e o acetaldeido (Klyosov, 1996; Crabb et al., 2004; Beretta et al.,
2010; Chen et al., 2014).

A anodxia neonatal também ¢ um fator que reduziu o desempenho dos animais selvagens
no TRON e no TDO (Grafico 5B e 5D). A partir do mesmo modelo de anoxia desta tese, o
nosso grupo encontrou que, em ratos Wistar, a andxia neonatal aumenta a neurodegeneracao
no hipocampo, aumenta os déficits na memoria de referéncia espacial e na memoria operacional
(observados por meio do labirinto aquatico de Morris), reduz o volume hipocampal e diminui
a neurogénese hipocampal (Takada et al., 2015, 2016; Kumar et al., 2019). Como o hipocampo
dos animais SAN apresentou maior expressao de 4-HNE que o SC (Grafico 1A), ¢ provavel
que o aumento desta substidncia devido a anodxia tenha desencadeado morte celular no

hipocampo e diminuido o desempenho no TRON e no TDO.

J4 nos animais mutantes, a andxia ndo foi um fator determinante no desempenho dos
animais no TRON e no TDO (Grafico 5B e 5D). Os animais do grupo MAN apresentaram o
mesmo desempenho que os animais do grupo MC; e ambos os grupos apresentaram
desempenho inferior ao dos animais SC e igual do dos animais SAN. Ou seja, os efeitos da
muta¢do e da anoxia neonatal ndo foram cumulativos como no ganho de massa. No ganho de
massa a mutagdo deve ter atingido principalmente os musculos € 0s 0ssos, enquanto a anoxia
neonatal deve ter atuado principalmente sobre o hipotalamo. J4 no desempenho no TRON e no
TDO, tanto a anoxia neonatal quanto a mutacao devem ter prejudicado principalmente as
estruturas em comum com os testes, como o hipocampo, o que deve ter limitado o aparecimento

de um possivel efeito cumulativo destes dois estimulos no desempenho destes testes.

A aplicagdo da Alda sem o estimulo anoxico nao foi prejudicial para o desempenho
nestes testes (Grafico 5B e 5D) como foi para o ganho de massa nos animais selvagens (Grafico
5A e 5E), sugerindo que a Alda, sozinha, deva ter um efeito benéfico no hipocampo, mas

prejudicial no hipotdlamo, nos musculos € nos 0ssos.
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Grafico 5 — Teste de reconhecimento de objeto novo, teste de deslocamento de objeto e alternagdo
espontanea.
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(A) Sessao de familiarizacao do teste de reconhecimento de objeto novo (TRON). Nao houve efeito da
mutagio, da anoxia ou da Alda. (B) Indice de discriminagdo do TRON. Houve efeito da mutagdo (F(.61)
=21,12; p <0,0001) ¢ da anoxia (Fq61) = 5,373; p = 0,02) e interagdo mutacdo-anoxia-Alda (F 61 =
20,36; p <0,0001). (C) Sessao de familiarizagdo do teste de deslocamento de objeto (TDO). Nao houve
efeito da mutacio, da anoxia ou da Alda. (D) Indice de discriminacdo do TDO. Houve efeito da Alda
(Faen=32,19; p<0,0001), interagdo entre andxia e Alda (F1 61y =9,871; p=0,002), mutacdo ¢ andxia
(Fa61y=15,308; p=0,02), e mutacdo e Alda (F(,61y= 18,03; p <0,0001). (E) Alternagao espontanea. Nao
houve efeito da mutagdo, da anoxia e da Alda.
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Ja nos animais mutantes, a aplicacdo da Alda, com ou sem o estimulo anoxico, nao
afetou o desempenho no TRON (Grafico 5B), mas aumentou o desempenho no TDO (Grafico
5D). Ja foi discutido como a atividade da ALDH2 pode ter sido alterada, a longo prazo, pela
aplicacdo de Alda nos animais mutantes, mas ndo nos animais selvagens. Talvez estes
mecanismos possam estar presentes nas regioes cerebrais envolvidas apenas com o TDO, e nao

com o TRON, como o cortex parietal.

Nos animais selvagens que sofreram anoxia a aplicacdo de Alda preveniu a reducdo do
indice de discriminagdo no TRON (Grafico 5B) e no TDO (Gréafico 5D), provavelmente devido
ao efeito neuroprotetor da droga no hipocampo (Liu et al., 2018). Neste caso, a Alda aumentaria

aatividade da ALDH2, que reduziria a expressdo de substancias toxicas removidas pela enzima.

Nao houve diferencas no desempenho dos grupos no teste de alternagao espontanea
(Grafico 5E). Assim como o TRON e o TDO, este teste requer o uso da aprendizagem e da
memoria espacial. Porém, na alternagcdo espontanea, o roedor também utiliza informagdes
cinestésicas para se orientar no labirinto em Y (Lalonde, 2002, p. 91). Biologicamente, o teste
esta associado com o hipocampo e com regides do encéfalo ndo associadas ao TRON e ao TDO,
como o septo, o sistema vestibular e o cerebelo, que estdo associados com a localizagdo do
individuo no espaco e a locomogao (Lalonde, 2002, p. 91). Talvez estas estruturas ndo tenham

sido tdo impactadas pela anoxia e pela mutagdo quanto as relacionadas & memdria.

3.6 Campo aberto e labirinto em cruz elevado

Na distancia percorrida no campo aberto (Grafico 6A), houve efeito da mutagdo em
diminui-la (F1,61) = 45,18; p < 0,0001) e interagdao entre a mutacao ¢ a Alda (F,61) = 31,20; p
< 0,0001) e a mutacao, a anoxia e a Alda (F1,61) = 18,24; p < 0,0001). Os animais do grupo
SAN percorreram a maior distancia, que foi significativamente maior que as distancias
percorridas dos grupos SAL, SAA e MAN. Em contrapartida, os animais do grupo MAN
percorreram a menor distancia, que foi significativamente menor que a distancia percorrida pelo
grupo MAA. Além disso, o grupo SC percorreu distancia maior que os grupos SAA e MC. Os
animais mutantes que receberam Alda percorreram distancias maiores que os mutantes nao-
Alda; ja os selvagens que receberam Alda percorreram distdncias menores que os selvagens

ndo-Alda, indicando que a Alda tem um efeito diferente entre selvagens e mutantes. Além disso,
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nos animais mutantes a Alda foi capaz de impedir a diminui¢do da distancia percorrida pelos
animais anoxiados, enquanto nos animais selvagens a Alda, junto com a anéxia, diminuiu ainda

mais a distancia percorrida, quando comparado aos animais somente anoxiados.

Grafico 6. Campo aberto.
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(A) Distancia percorrida. Houve efeito da mutagdo (F(161) = 45,18; p < 0,0001) e interagcdo mutagdo-
Alda (Fu 61y = 31,20; p < 0,0001) e mutagdo-anoxia-Alda (Fq61y = 18,24; p < 0,0001). (B) Velocidade
média em movimento. Houve efeito da mutagdo (F(i61) = 19,49; p < 0,0001) e interagdo mutagao-Alda
(Fae1y=21,83; p<0,0001) e mutacio-anoxia-Alda (F 1) = 24,88; p < 0,0001). (C) Taxa de exploracao.
Houve efeito da mutacgdo (F(1,61) = 7,450; p = 0,008), da anoxia (Fq,61) = 20,17; p < 0,0001) e interagdo
mutagdo-Alda (Fuey = 6,427; p = 0,01) e mutacdo-anoxia-Alda (Faey = 7,744; p = 0,007). (D)
Porcentagem de tempo no centro. Houve efeito da mutagio (F(1,61)= 18,20; p <0,0001), da anéxia (F161)
= 14,84; p=0,0003) ¢ da Alda (F(,61)=23,79; p <0,0001), ¢ interacdo mutacdo-anoxia (F( e1) = 25,94;
p < 0,0001) e mutagdo-Alda (F1,61) = 29,39; p < 0,0001). Os dados estdo apresentados como média +
erro padrao. (* = p <0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001; **** =p <0,0001). n =9 nos grupos SC,
SAL, SAA, MC e MAN. n = 8§ nos grupos SAN, SAL e SAA.

Em relacdo a velocidade média em movimento (Grafico 6B), assim como na distancia

percorrida, também houve efeito da mutagao (F,61) = 19,49; p <0,0001) e interagao mutagao-
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Alda (F,61) = 21,83; p <0,0001) e mutagdo-andxia-Alda (F(1,61) = 24,88; p < 0,0001). O grupo
SAN apresentou velocidade maior que os grupos SAL, SAA e MAN. O grupo MAN também
apresentou velocidade menor que o grupo MAA. Os efeitos de cada fator na velocidade média

em movimento foram os mesmos que os na distancia percorrida.

Na taxa de exploragdo (Grafico 6C), a taxa foi diminuida pela mutacao (F(1,61) = 7,450;
p = 0,008) e pela anodxia (Fq,61) = 20,17; p < 0,0001). Houve efeito mutagao-Alda (F(1,61) =
6,427, p = 0,01) e mutagdo-anodxia-Alda (Fu,e1) = 7,744; p = 0,007). Os animais SAN
exploraram menos o campo que os animais SC e SAL. Os animais MAA exploraram menos o

campo que os animais MC e SAA.

Na porcentagem de tempo nos quadrantes centrais (Grafico 6D), houve efeito da
muta¢do (F(1,61) = 18,20; p <0,0001), da andxia (F(1,61) = 14,84; p = 0,0003) e da Alda (F(1,61) =
23,79; p < 0,0001). Também houve interacdo mutagdo-andxia (Fi61) = 25,94; p < 0,0001) e
mutacao-Alda (F(1,61y=29,39; p <0,0001). Dentre os animais selvagens, os grupos que sofreram
anoxia passaram menos tempo no centro do que os que nao sofreram. Dentre os mutantes, 0s
grupos que receberam Alda passaram mais tempo no centro que os que ndo recebram. O grupo

MC ficou menos tempo no centro que o SC, e o grupo MAA passou mais tempo que o SAA.

No brago aberto do labirinto em cruz elevado (Grafico 7A) houve efeito da mutagao
(Fa,61) = 7,95; p = 0,0006), da andxia (F,61) = 7,65; p = 0,007) e da Alda (F,61) = 13,40; p =
0,0005). Também houve interagdo andxia-Alda (F,61) = 4,088; p = 0,04) e mutacdo-anoxia-
Alda (Fa,61)=12,22; p=0,0009). O grupo SC passou mais tempo no braco aberto que todos os

demais grupos.

No brago fechado (Grafico 7B) também houve efeito da mutacao (Fu 1) = 6,99; p =
0,01), da andxia (F1,61) = 7,50; p = 0,008) e da Alda (F(1,61) = 15,17; p = 0,0002). Também
houve interagdo mutagdo-andxia-Alda (F(i,61y = 10,92; p = 0,0016). O grupo SC passou menos

tempo no braco fechado que todos os demais grupos.

No centro (Grafico 7C) nao houve diferenca entre os grupos, mas houve efeito da

interagdo mutacao-anoxia-Alda (F 1) = 5,579; p =0,02).
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Grafico 7 — Labirinto em cruz elevado.

A Brago aberto B Brago fechado
100

0
SC SAN SAL SAA  MC MAN MALMAA SC SAN SAL SAA MC MAN MALM

a3

Tempo (%)
S
1
Tempo (%)

Centro

SC SAN SAL SAA MC MAN MALMAA

(A) Tempo relativo no brago aberto. Houve efeito da mutagio (F(i,61)=7,95; p =0,006), da andxia (F(1,61
=17,65;p=0,007) e da Alda (F(1,61= 13,40; p = 0,0005). Também houve intera¢do anoxia-Alda (F e
= 4,088; p = 0,04) e mutagdo-anodxia-Alda (F 61y = 12,22; p = 0,0009). (B) Tempo relativo no braco
fechado. Houve efeito da mutacdo (Fq 61y = 6,99; p=0,01), da anoxia (F(1,61)=7,50; p = 0,008) e da Alda
(F(1,61) = 15,17; p = 0,0002). Também houve interagdo mutagdo-andxia-Alda (F ey = 10,92; p =
0,0016). (C) Tempo relativo no centro. Houve efeito da interagdo mutagdo-anoxia-Alda (F 61y = 5,579;
p =0,02).

3.6.1 Avaliacdo da ansiedade

Os animais mutantes tenderam a ficar menos tempo no centro do campo aberto (Grafico
6A) e menos tempo no brago aberto do labirinto em cruz elevado (Grafico 7A), apresentando
maior grau de ansiedade que os animais selvagens. A enzima ALDH2 selvagem remove
aldeidos reativos, diminuindo os efeitos do estresse oxidativo na célula do sistema nervoso e
em regides que regulam a ansiedade, como o cortex pré-frontal e o hipocampo (Stachowicz et

al., 2016).

A ALDH?2 também catalisa a oxida¢do da dopamina, um neurotransmissor que regula
comportamentos ligados a emoc¢do, a motivagdo, a recompensa ¢ ao reforco (Zarrindast;
Khakpai, 2015). Em associagdo com polimorfismos do receptor dopaminérgico D2, e com o

gene da enzima dalcool desidrogenase, o alelo ALDH2*1, mas ndo o ALDH2*2, esta
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positivamente correlacionado com desordens de ansiedade, depressio e bipolaridade

dependentes do alcoolismo (Wang et al., 2014).

A ALDH2 também metaboliza a serotonina e aparentemente o alelo selvagem também
estd associado a desordens bipolares junto com polimorfismos do gene do receptor de
serotonina 5-HT2A (Lee et al. 2012). Porém, a exata forma como estes genes interagem entre

si na presencga de tais problemas ainda ¢ alvo de estudos e de melhor compreensao.

Aparentemente o alelo selvagem esta relacionado a ansiedade apenas na presenca de
polimorfismos de outros genes importantes na regulacao da ansiedade. J& o alelo mutante parece
gerar comportamentos associados a ansiedade independentemente da existéncia de

polimorfismos de outros genes, como no caso dos animais deste estudo.

A anoxia neonatal também diminuiu a permanéncia dos animais selvagens nas regides
expostas do campo aberto (Grafico 6D) e do labirinto em cruz elevado (Grafico 7A), o que ja
havia sido demonstrado com ratos no labirinto com o modelo de andxia utilizado neste projeto
(Takada et al., 2015, 2016). Mas a anoxia ndo diminuiu o tempo de exposi¢do nos animais
mutantes, mostrando que o seu efeito ndo foi cumulativo com o da mutagdo, assim como
também nao foi no desempenho do TRON e do TDO (Grafico 5B e 5D). Como o hipocampo ¢
uma das regides principais do sistema limbico, ¢ provavel que os resultados do TRON e do
TDO, em animais mutantes e submetidos a anoxia, estejam associados com os resultados de

ansiedade.

No campo aberto, a Alda ndo exerceu efeito nos animais selvagens, mas diminuiu a
ansiedade nos animais mutantes (Grafico 6D), o que pode estar relacionado ao efeito
diferenciado da Alda a longo prazo nos animais mutantes. Porém, no labirinto em cruz elevado
(Gréfico 7), a Alda aumentou a ansiedade tanto nos animais selvagens quanto nos animais
mutantes. Assim como no ganho de massa, a Alda sozinha resultou em um efeito prejudicial
para os animais, diferentemente do que foi encontrado no campo aberto (Grafico 6D), no TRON
(Grafico 5B) e no TDO (Grafico 5D). Muitas pesquisas relataram que os mesmos sujeitos
experimentais que apresentaram um comportamento de ansiedade no campo aberto ou no
labirinto em cruz elevado ndo o apresentaram no outro teste (Carola et al., 2002), refletindo a
multidimensionalidade das estruturas envolvidas na ansiedade e a necessidade de se entender

melhor as diferencas entre esses testes comportamentais.
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3.6.2 Avaliacdo da atividade locomotora e da exploracio

No campo aberto, os animais mutantes apresentaram menor velocidade média (Grafico
6B), taxa de exploragdo (Grafico 6C) e distancia percorrida (Grafico 6A) que os animais
selvagens. Como apresentado anteriormente, a mutacdo pode ter provocado algum tipo de
debilidade nos musculos e nos ossos, prejudicando a a atividade locomotora e exploratoria
(Hoshi et al. 2012; Kobayashi et al., 2021). Além disso, em pacientes com doenca de Parkinson
foram encontradas altas concentracdes de 4-HNE no encéfalo (Wey et al., 2012). Em
camundongos ALDH2*2/*2, h4 redug¢do do desempenho na marcha e no rotarod, perda
significativa de neurdnios na substancia negra e reducao de dopamina no estriado (Wey et al.,
2012). Ou seja, animais mutantes também apresentam problemas motores por danos nas regides

encefalicas que regulam a atividade motora.

A ano6xia neonatal s6 reduziu a atividade locomotora (distancia percorrida e velocidade
média) dos animais mutantes (Grafico 6A e 6B). Como os mutantes sdo mais vulneraveis a
anoxia, os efeitos da andxia podem ser cronicos nestes animais, enquanto nos animais selvagens
houve recuperagao ao longo do tempo. Como a diminui¢do do ganho de massa foi associado a
diminui¢do da massa muscular, talvez a atividade locomotora dos animais selvagens nao tenha
sido impactada porque os animais selvagens apresentaram certa recuperacao no ganho de massa

em relacdo aos animais selvagens.

Os efeitos da Alda também foram diferentes na locomocgao dos animais selvagens e na
dos mutantes (Grafico 6A e 6B); nos primeiros, ela aparentemente provocou um efeito deletério
e persistente, talvez porque tenha aumentado a atividade de uma enzima que ndo apresentava
problemas, alterando a regulacdo natural do 4-HNE na célula; no segundo, ela restaurou a
atividade da enzima, permitindo a regulacao do 4-HNE, como ja foi observado em outros

resultados desta tese.

A taxa de exploragdao dos animais selvagens foi diminuida pela andxia neonatal, mas
nos animais mutantes ela foi diminuida pela Alda, o que ¢ mais notavel no grupo MAA (Grafico
6C). Tal efeito prejudicial da Alda nos animais mutantes também foi observado no labirinto em
cruz elevado (Gréfico 7), em que os animais mutantes que receberam Alda permaneceram
menos tempo nos bragos abertos (Grafico 7A), mais tempo nos bragos fechados (Grafico 7B) e
menos tempo no centro do labirinto (Grafico 7C). Embora estes animais tenham percorrido uma
distancia maior que aqueles que ndo receberam Alda (Grafico 6A), houve também uma maior

tendéncia de eles ficarem mais restritos a determinados quadrantes (Grafico 6C). Como a
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diminui¢do do comportamento exploratorio ¢ maior em individuos com maior grau de
ansiedade, ha um forte indicativo de que a Alda ¢ mais ansiogénica do que ansiolitica e de que
a maior permanéncia dos animais mutantes-Alda no centro do campo aberto pode ser devido ao

maior medo de explorar novos quadrantes do que ao menor medo de ficar exposto.
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4 Conclusao

A injecdo de Alda no geral € protetora em animais que sofreram andxia neonatal ou com
a mutagdo E487K no gene ALDH?2. Porém, a aplicagdo da Alda em animais que apresentam
atividade normal da ALDH2, e que ndo estdo sob estresse oxidativo, gera alguns efeitos
prejudiciais, provavelmente por comprometer a regulacdo normal do 4-HNE. Por isso, ndo seria
recomendavel utilizé-la em individuos que ndo apresentam a mutagdo ou que clinicamente nao
precisam. A Alda também promove aumento da ansiedade e ¢ importante que este efeito seja
mais bem investigado antes de se propor tratamento em humanos contra a asfixia perinatal.

A substancia possui alto potencial no tratamento da asfixia perinatal e em individuos
com a mutacdo E487K no gene ALDH?2, mas seus efeitos colaterais devem ser observados e,

talvez, reduzidos com tratamentos complementares.
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