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SIMBOLOS
EG: eminéncia ganglidnica
FSC: fluxo sanguineo cerebral
HMG/IV: Hemorragia de Matriz Germinal/ Intraventricular
HPIV: hemorragia peri-intraventricular
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IL-18: interleucina 1B
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PC: paralisia cerebral
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RN: recém-nascido
RM: ressonancia magnética
S1P1: esfingosina-1- fosfato-1
TC: tomografia computadorizada
TGF-[: fator de crescimento transformante beta
UST: ultrassonografia transfontanelar
VCAM-1: molécula de adeséo celular vascular-1

ZG: zona germinal



RESUMO

A hemorragia da matriz germinativa/intraventricular (HMG/IV) é a
complicagdo neuroldgica mais comum em recém-nascidos (RN) prematuros.
A lesdo tem origem partir de uma imaturidade da regido da matriz
germinativa subependimaria, nicho de células precursoras neurais e gliais. A
vulnerabilidade anatbmica desta regido, associada a imaturidade na
autorregulagédo vascular, contribui para a suscetibilidade ao evento
hemorragico, com uma iminente lesdo isquémica secundaria e
desenvolvimento da Leucomalacia Periventricular. Quando essa leséo
apresenta um carater difuso, € observado um processo de apoptose, o qual
esta relacionado a atividade de citocinas pro- inflamatérias, como a IL-1pB.
Descrita como um componente importante na inflamacdo em modelos de
hemorragia e hipoxia, a IL-18 possui relacdo com a atividade de outras
citocinas, como a IL-6 e TNF-a, envolvidas na degeneragdo da mielina,
apoptose oligodendrocitica, bem como na maturacdo dos precursores dos
oligodendrdcitos. O presente estudo tem como objetivo determinar a
expressao cerebral da citocina pro-inflamatéria de IL-18 na inflamacéo
decorrente da Hemorragia de Matriz Germinal/ Intraventricular induzida em
modelo experimental neonatal. Ratos wistar machos de seis dias de vida
(P6) foram separados randomicamente em grupo controle saudavel e lesao
(HMG/IV). O grupo leséo foi submetido a cirurgia esteriotdxica com a injecao
da enzima colagenase periventricularmente. Posteriormente, esses animais
foram divididos em grupos de andlise HMG/IV 1 dia e HMG/IV 3 dias,
sacrificados e, a partir de homogeneizados do hemisfério lesado, foi
mensurada a IL-1B por ensaio in vitro imunoenzimatico semi-quantitativo do
tipo sanduiche (ELISA sandwich). Os resultados deste trabalho
apresentaram valores estatisticamente aumentados do grupos de analise
HMG/IV 1 dia e HMG/IV 3 dias, quando estes foram comparados aos do
grupo controle. Logo, o modelo experimental, além de ser uma boa via de
analise dos processos funcionais inerentes a lesdo hemorragica, também é
uma boa opcdo para analises a nivel molecular. Estes resultados sé&o
corroborados com analises clinicas, evidenciando o perfil translacional da

pesquisa.
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1.INTRODUCAO

1.1 MATRIZ GERMINATIVA SUBEPENDIMARIA
A Matriz germinativa (MG) compreende ndo somente um sitio de

proliferacdo neuronal, mas também o ponto de origem do tecido de
sustentacdo cerebral. Anatomicamente, localiza-se ventro-lateralmente ao
ventriculo lateral, entre o nucleo caudado e o talamo, ao nivel do forame de
Monro (figura 1A). E constituida por uma populagio celular de metabolismo
bastante ativo, tendo sua formacao iniciada a partir da 122 a 16® semana de
gestacao, servindo como precursor neuronal por volta da 102 a 202 No
terceiro trimestre a matriz germinativa também possui sitios de origem de
glioblastos, que serédo posteriormente diferenciados em oligodendroglia e
astrocitos. Entre as semanas 23 e 24, regride no sentido pdstero-anterior,
ndo sendo mais observada por volta da 362 Ressalta-se, ainda, sua
composicdo gelatinosa, a qual contém uma rede vascular constituida de
revestimento simples, com uma camada de endotélio, sem musculatura lisa,

elastina ou colageno (fig.1B) [1, 2].
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Figura 1. A) Representa¢do de uma secgdo coronal do hemisfério cerebral direito de um feto
de 20 semanas. Placa cortical (=_l), substancia branca ( ~— ), matriz germinal (setas), nucleo
caudado (asterisco), ventriculo lateral (V). Barra de escala, 0,5 centimetros. B) Desenho
esquematico da barreira hematoencefdlica da matriz germinal. Referéncia: modificado de

Praveen Ballabh. Pediatr Res. 2010 January; 67(1): 1-8. Doi: 10.1203/PDR.0b013e3181c1b176.
Essa estrutura € mantida por juncdes de adesdo (figura 1B), sendo
compostas por trés proteinas integrais de membrana, nomeadas claudina,

ocludina e moléculas de juncdes de adesdo, bem como por proteinas



citoplasmaticas de adesdo - ZO1, Z0O2, ZO3, cingulina e outras [3].
Moléculas de adesao celular, neste caso entre células endoteliais,
contribuem para a integridade dos vasos sanguineos, além de formar a
barreira hematoencefélica para limitar a entrada de substancias e moléculas

para o interior dessa estrutura [4].

Alguns pontos, entretanto, configuram a matriz certa suscetibilidade a
desequilibrios hidrostéticos, como a auséncia de fibronectina- proteina com
importancia na migracao e adesao celular, além de interferir na organizacao
do citoesqueleto [5]. Além disso, existe uma escassez de pericitos - células
da microcirculacdo - capilares, vénulas e arteriolas - as quais envolvem as
células endoteliais. Esses pericitos proporcionam a estabilidade e
integridade estrutural a microvasculatura, estando envolvidos em diferentes
estagios de angiogénese, reforcando o tecido de sustentacdo através da
sintese de matriz extracelular e promovendo a diferenciagdo endotelial [6,7].
Para a plena realizacdo deste processo, o recrutamento destas células
envolve fatores cruciais, como o fator de crescimento transformante beta
(TGF-B), fator de crescimento derivado de plaquetas-B (PDGF-B),
angiopoetina-2 e esfingosina-1- fosfato-1 (S1P1) [8].

Figura 2. A) Imunofluorescéncia de criosec¢do da matriz germinal de um pré-termo de 24
semanas com marcadores DAPI (azul), GFAP (verde) e CD34 (vermelho). B) Sec¢do coronal
duplamente marcada com doublecortina - para células precursoras neurais- e CD34 - indicador
de endotélio. Referéncia: modificado de Praveen Ballabh. Pediatr Res. 2010 January; 67(1): 1-

8. D0i:10.1203/PDR.0b013e3181c1b176.



Quando comparada ao cértex, a irrigacdo dessa matriz € abundante,
sendo realizada principalmente pela artéria de Heubner (ramo da artéria
cerebral anterior) e pelas artérias estriadas laterais que se originam da
artéria cerebral média. Estas artérias alimentam uma rede capilar constituida
por vasos irregulares envoltos de endotélio que ndo tém caracteristicas de
arteriolas ou vénulas, um tecido vascular imaturo que se remodela a
capilares definitivos, uma vez que a matriz germinativa desaparece (figura
2). O sistema venoso € constituido por trés veias (coroidal, talamica e
talamo-estriada), que formam a veia cerebral interna, convergindo proximo
ao nucleo caudado a altura do forame de Monro. Essa veia dirige-se a
grande veia de Galeno, estando propicio a congestao venosa, sendo este o
ponto onde o fluxo sanguineo muda de trajeto, com posterior aumento da

pressao da regido (figura 3) [2, 9].
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Figura 3. O sistema venoso profundo de galeno, vista sagital. Referéncia: Volpe JJ.

Philadelphia: WB Saunders; 2008. p. 518.

Com o avancar da idade gestacional (IG) h4a aumento do peso
cerebral, sendo relacionado ao nimero de neurdnios, de células gliais, de
vasos e ao desenvolvimento da arborizagdo dendritica e da mielina. Com a
maturacdo em desenvolvimento, mudancas histolégicas poderdo ser
notadas nesta area: a densidade e a variabilidade das células diminuem;

ocorre a formagéo da mielina e os vasos amadurecem [10, 11, 12]. A partir



de experimentos de Del Bigio e colaboradores € possivel a visualizacédo
desta maturacdo anatomovascular, relacionada ao um decréscimo na
extensdo da matriz, sendo observada, também, uma diminuicdo da

proliferacéo celular [3] (Figura 4).
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Figura 4. Fotomicrografia de um corte coronal de cérebro fetal ao nivel da eminéncia
ganglidonica (EG) ao longo da parede do corno anterior do ventriculo lateral em determinadas
idades gestacionais. Na primeira linha observa-se uma marcacdo com hematoxilina/ eosina.
Na segunda linha, observa-se a marcagio com Ki67, marcador de proliferacao celular.

Referéncia: Marc R. Del Bigio. Brain 2011: 134; 1344-1361.



1.2 HEMORRAGIA DE MATRIZ GERMINAL/
INTRAVENTRICULAR PERINATAL

1.2.1 EPIDEMIOLOGIA

A hemorragia da matriz germinativa-intraventricular (HGM-1V) ocorre
em 40-50% dos RNs com menos de 26 semanas e aproximadamente em

20% entre os RNs de 26-34 semanas de gestacéo. [13,14].

Nas unidades neonatais brasileiras, a incidéncia média em 1999 foi
de 26%, variando de 13% a 46% nos recém-nascidos de muito baixo peso
[15]. Nas unidades da Rede Gaucha de Neonatologia, a incidéncia em 2006
foi de 21% (sendo 40,4% para hemorragia grau |, 16,8% para hemorragia
grau Il, 20,6% para hemorragia grau Ill e 22,1% hemorragia grau 1V), dados
obtidos da Rede Gaucha de Neonatologia da Sociedade de Pediatria do Rio
Grande do Sul. Quando relacionado ao peso, o dado de mortalidade exposto
apresenta uma percentagem de 84,1% com menos de 750 g; 55,8% entre
751-1000 g; 23% entre 1001-1250 g e 12,9% entre 1251-1500 g, o que
indica o doenga como um problema de saude publica.

No entanto, devido aos avancos nas Ultimas décadas na assisténcia
pré e perinatal houve uma reducdo na mortalidade. Estima-se que, na
América Latina, a taxa de sobrevivéncia nos recém-nascidos com peso ao
nascer abaixo de 1500 g é de 73% [16]. Esse resultado, portanto, direciona
0os estudos a outros indices significativos, os quais relacionam o insulto
hemorragico a sequelas motoras, em especial a hemiparesia espastica, e
neurologicas severas, como a diminuicdo do numero de axdnios, dendritos,
neurbnios, mielina e sinapses, tendo como resultado a limitagcdo do
desenvolvimento destas criancas, através do prejuizo intelectual e
desencadeamento de eventos convulsionantes, além do desenvolvimento de

cegueira e surdez [17,18].



1.2.2 ETIOLOGIA DA LESAO

A HMG/IV apresenta carater multifatorial, podendo estar relacionada a
fatores intravasculares como disturbios plaquetarios e de coagulacéo,
hipotenséo arterial com diminui¢cdo do fluxo sanguineo cerebral seguido de
reperfusdo, aumento da pressdo venosa cerebral (trabalho de parto, parto
vaginal). Fatores vasculares como a fragilidade capilar, a vulnerabilidade dos
capilares a lesdo hipdxica-isquémica; e avasculares — déficit no suporte
vascular; atividade fibrinolitica anormal - podem também estar relacionados
com o aparecimento do insulto [14,19]. Alguns estudos descritos na literatura
ainda fazem uma referéncia ao peso dos RNs prematuros, relacionando o
parametro ao evento hemorragico. A hemorragia é considerada precoce se
ocorre antes das 72 horas (h) de vida e tardia quando ocorre apos este
periodo [14].

Os fatores predisponentes a lesdo podem, ainda, ser classificados a
partir de trés mecanismos patogénicos, conforme apresentado na figura 5: 1)
distarbios do fluxo sanguineo cerebral, que incluem as variacdes na pressao
cerebral venosa, bem como do préprio fluxo cerebral; 2) a fragilidade
inerente a vasculatura da matriz germinal, que pode ser agravada por uma
inflamagé@o na barreira hematoencefalica; assim como 3) os disturbios de

coagulagéo e de plaquetas, que abarcam falhas hemostéticas.

Mecanismos Supostos
patogénicos mecanismos* Fatores de risco

Distirbios do Fluxo 1. Flutuagio do FSC Hipdsia
Sanguineo Cerebral Hipercarbia
(FSC) Acidose severa
Assincronia ventilatoria
Rapida infus3c de NaHCO3
2. Alta pressio cerebral Pneumotérax
venosa Alta pressdo ventilatdria
Trabalho de parto projongado e
parto vaginal
2. Pressdo sanguinea Hipstensio
anormal Hipertens3o
Sepse
Desidratagio
4. Pressio circulatoria Extrema prematuridade & baixo
pazsiva peso (<1000g)
Fragilidads inerente da Pode ser agravada por  Insulto hipéxico-isquémico
vasculatura da matriz lesdo inflamatoria na -
gemminativa barreira eps=
hematoencefilica
Distiirbios de coagulagio Falha | afi T

& de plagustas Coagulagdo intravascular

disseminada

Figura 5. Tabela com mecanismos patogénicos, supostos mecanismos e fatores de risco 6

associados. Referéncia: Ballabh, P. Pediatr Res 2010; 67(1): 1-8.



1.2.3 ESTADIAMENTO

Duas possibilidades de estadiamento da doenca foram descritos,

sendo o primeiro por Papile et. al. (1978): O grau | equivale a uma

hemorragia subependiméria; grau Il - hemorragia intraventricular sem
dilatacdo ventricular lateral; grau Il - hemorragia intraventricular com
dilatacdo; grau IV - hemorragia intraventricular com hemorragia

parenquimatosa [20]. A segunda possibilidade, descrita por Volpe et.
al.(2003), relaciona o estadiamento a uma taxa de percentagem do contetdo
hemorragico extravasado nos ventriculos laterais em cortes parasagital:
hemorragia da matriz germinativa ou menos do que 10% de sangue;
hemorragia intraventricular com 10-50% e hemorragia intraventricular com
mais de 50% [10]. As regides periventriculares dos hemisférios cerebrais sédo
compostas pelo nucleo profundo e pelas fibras do centro semi-oval, sendo o
desenvolvimento desta regido importante para as conexdes cerebrais e para
o tamanho dos ventriculos. O sistema limbico, o sistema visual, o sistema
auditivo, o motor primario e o sistema somatossensorial sdo todos
dependentes da integridade destas conexdes, e lesdes que ocorrem nesta
area cerebral do recém-nascido sdo geralmente destrutivas, havendo assim

uma dilatagéo ventricular para compensar a perda tecidual [21].

1.2.4 HIDROCEFALIA POS-HEMORRAGICA E LEUCOMALACIA
PERIVENTRICULAR

A hidrocefalia pés-hemorragica, relacionada a dilatacdo ventricular,
podendo ser progressiva ou hdo, € um dos eventos que podemos considerar
concomitante aos fendmenos de morte celular, dos quais se destaca
primeiro a Leucomaléacia Periventricular (LPV), subtipo de necrose neuronal

[22]. Sua incidéncia varia conforme a gravidade da hemorragia e se torna



mais frequente com a diminuicdo da taxa de mortalidade dos RN prematuros
de baixo peso. A maior sequela, a longo prazo, da LPV é a displegia
espastica, o maior déficit motor no recém-nascido pré-termo, caracterizado
por uma paresia espastica que afeta principalmente membros inferiores [10].
A evolucdo caracteriza-se por necrose de coagulacao (5-8 h apds a leséo).
Apoés alguns dias, astrocitos, micréglia (24-48 h) e macréfagos (5 dias)
enchem a periferia da necrose. O centro da area pode liquefazer, resultando
em pequenas cavidades sem comunica¢cdo com os ventriculos (3 semanas).
A necrose pode ser periventricular focal ou difusa na substancia branca [20,
23].

1.2.4.1 Leucomal&cia Periventricular Difusa

Este subtipo de leucomalacia se caracteriza por uma perda de
oligodentrdcitos, levando a deficiéncias na mielinizagdo, com consequente
diminuicdo do volume da substancia branca, seguido de um aumento do
tamanho ventricular [24]. A dilatacdo dos ventriculos € uma complicacao
frequente devido, possivelmente, ao comprometimento da reabsor¢do do
liguor. Alguns estudos feitos a partir do liquor de criancas com o insulto
mostram uma diminui¢do da atividade fibrinolitica, além de um aumento de
fatores plaquetarios (platelet-derived transforming growth factor b1- PDGF),
bem como um aumento na expressao propeptideo colageno | C,
desencadeando a formacdo de colageno e a fibrose do espaco encéfalo
raquidiano [25]. Quando ocorre dispersdo da hemorragia no paréngquima
cerebral, envolvendo a substancia branca periventricular, podemos ter o
desenvolvimento de um cisto porencefalico no local da hemorragia. Alguns
estudos apontam o infarto venoso como achado neuropatolégico. A causa
deste processo reside no fato de o hematoma da matriz germinativa causar
uma obstrucdo no fluxo sanguineo venoso, aumentando a pressao
intraventricular e liberando substéncias vasoconstritoras no local,

promovendo isquemia cerebral [26]. Estudos sugerem que este ultimo



processo possa desencadear outra via de morte celular, a apoptose, a qual
esta relacionada diretamente a via inflamatoria mediada por citocinas, sendo
elas, em sua maioria, glicoproteinas. Quando pré-inflamatérias, essas
citocinas desempenham um papel crucial na sinalizagdo célula-célula
induzindo a degeneracdo da mielina e a apoptose oligodendrdcita. Essas
moléculas podem exercer efeitos na maturacdo dos precursores dos
oligodendrdcitos, por meio da inibicdo da sua diferenciacdo, podendo levar,
dessa forma, a hipomielinizagcdo no cérebro de recém-nascidos com lesao

na substancia branca [27,28,29].

1.2.5 CITOCINAS PRO- INFLAMATORIAS E A HMG/IV

As citocinas pro-inflamatorias mais descritas na literatura relacionas a
lesdo hemorragica séo o fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 6 (IL-
6) e interleucina 1-B (IL-18), moléculas indutoras do aumento da expressao
de moléculas de adesdo, como a molécula de adesdo celular vascular-1
(VCAM-1), dentro do SNC, ndo s6 no parénquima, como também no
endotélio vascular, comprometendo a ativagdo da microglia e podendo levar
a desmielinizacdo [30]. A IL1-B é sintetizada como uma proteina precursora
(Pro-IL-1B), a qual ndo é secretada na forma ativa até ser metabolizada pela
enzima caspase-1. A IL-1 e o TNF-a sdo consideradas citocinas
multifuncionais que podem desempenhar papéis importantes tanto em
encéfalos com desenvolvimento normal, assim como na resposta encefalica
frente a diversas formas de leséo. Estas citocinas tem como caracteristica a
resposta rapida. Elas podem ser sintetizadas e secretadas por diversos tipos
de células do sistema nervoso central, incluindo microglia, os astrécitos e os
neurénios, tendo interferéncia clara na modulacdo do desenvolvimento

celular [31].

Logo, efeitos biolégicos destas moléculas tem interferéncia tanto na
progressdo da lesdo, como na regulacdo da cicatrizacdo de feridas no

cérebro. Outras ac¢des incluem estimulacdo da sintese de outras citocinas,



como a IL-6, e mediadores de lesdo sollveis, induzindo a infiltracdo
leucocitaria e estimulando da sintese local de fatores troficos. Estudos
obtidos em animais adultos sugerem que a IL-13 contribui diretamente para
a patogénese na lesdo isquémica cerebral [32,33,34]. Além disso, o
tratamento com antagonista do receptor correspondente evidencia certa
atenuacao da leséo cerebral [35]. A IL-1B é relatada em estudos utilizando
modelos animais que mimetizam a hemorragia de matriz germinal por acao
enzimatica, sendo quantificadas ndo s6 no tecido encefalico, como também
no tecido esplénico, mostrando que determinados insultos acarretam em
uma mobilizacdo sistémica, principalmente em oOrgdos diretamente

envolvidos na maturacao imunoldgica [36, 37].

1.2.6 ACHADOS CLIiNICOS

O insulto primario hemorragico tem como desdobramento outros
processos, 0s quais caracterizam a injuria e podem ser relacionados aos
achados clinicos. Entretanto, na maioria das vezes, o0 quadro é
assintomatico ou inespecifico e 0s sinais e sintomas dependem da
velocidade de instalagdo da hemorragia, do tamanho, do local e de sua
evolucdo. Os primeiros indicios clinicos podem acontecer como resultado da
perda de volume sanguineo ou da disfuncdo neurolégica. Nenhum sinal é
especifico e depende em parte de quao rapida é a perda de sangue. Podem-

se caracterizar trés sindromes clinicas distintas [14]:

- Catastrofica: deterioracdo neurolégica rapida, com indice de mortalidade
elevado (50-60%) e sequelas graves a longo prazo nos sobreviventes. Sua
evolucdo ocorre em minutos ou horas com estupor, coma profundo,
hipoventilacdo ou apneia, convulsdo generalizada tbnica, rigidez pupilar,
postura em descerebracdo, quadriparesia flacida e olhos fixos a estimulagéo
vestibular. Os sinais clinicos sdo abaulamento da fontanela anterior,
hipotensdo, bradicardia, instabilidade térmica, acidose metabdlica e

alterac&o do controle glicémico.
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-  Saltatéria: hemorragias menos extensas, alternando periodos de
normalidade com piora do quadro, instalando-se em horas ou dias. Ocorrem
alteracdes no nivel de consciéncia, hipotonia, alteracdo na posicdo e
movimento dos olhos, diminuicdo da quantidade e qualidade da motricidade

espontanea e angulo popliteo em extensao.

- Silenciosa: é diagnosticada por exames radioldgicos de rotina. E a
sindrome mais frequente, responsavel por 50-60% dos sangramentos em
RNs pré-termo menores de 1500 g. Os sinais sdo discretos e o achado

clinico mais importante é a queda do hematocrito sem causa evidente.

1.2.7 DIAGNOSTICO

A ultrassonografia transfontanelar (UST) é o método de escolha para
o diagnodstico de hemorragia, pois apresenta baixo custo, boa sensibilidade e
especificidade. A realizacdo da UST deve ser feita nas primeiras 72 h de
vida [10].

A tomografia computadorizada (TC) de cranio € eficaz para
demonstrar o local e a extensao da hemorragia. De um modo geral, a TC é
reservada para a identificacdo de outras variedades de hemorragias
intracranianas, como o hematoma subdural e o epidural da fossa posterior e

para elucidacdo de lesdes parenquimatosas mais periféricas [14,10].

A ressonancia magnética (RM) fornece excelentes imagens, mas é
dispendiosa e requer o transporte do paciente para sua realizacdo, o que
torna a sua realizacdo de rotina pouco viavel em nosso meio. Esse
procedimento é indicado nos casos de hemorragia grave e durante o

acompanhamento neuroldgico do paciente na primeira infancia [10].

Todo recém-nascido com IG igual ou menor de 32 semanas com
peso de nascimento inferior a 1500 g deve ser submetido a UST nos

primeiros 3-5 dias de vida, devendo o exame ser repetido com 7 dias de vida
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e com um més nos casos normais. Nos casos de alteracfes deve- se repetir

semanalmente para diagnostico da hidrocefalia pos-hemorragica [38].

1.2.8 METODOLOGIAS PROFILATICAS E TRATAMENTOS

Estratégias preventivas devem envolver os cuidados pré-natais e
perinatais, com o objetivo de diminuir a mortalidade, além de aumentar a
perspectiva de um diagnostico precoce ou mesmo aplicacdo de tratamentos
na iminéncia de prematuridade. Uma das estratégias usadas quando é
previsto um parto prematuro € a administracdo de corticoides de forma
endovenosa, apresentando-se eficaz em reduzir a incidéncia de hemorragia
peri-intraventricular (HPIV) [39]. Esse procedimento parece acelerar a
maturacdo da regiao da matriz germinativa, melhorando a perfusao cerebral
em decorréncia do aumento da pressao arterial sistémica, tendo também
relacdo com casos menos graves de doenca da membrana hialina (DMH)
[40]. Alguns estudos sugerem que o sulfato de magnésio administrado no
periodo pré-natal possa diminuir o risco de paralisia cerebral (PC) e de
HPIV. Seu mecanismo ainda ndo esta totalmente elucidado, podendo ser
devido a seus efeitos antioxidantes e ou vasculares (a inibicdo da sintese do
oxido nitrico diminui a formacé&o de radicais livres na isquemia neuronal. No
entanto, esta inibicdo pode comprometer as fungcBes vaso-regulatorias
mediadas pelo 6xido nitrico, levando a distlrbios na resposta a hipoxemia)
[40].
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1.3 MODELO ANIMAL EM HEMORRAGIA DE MATRIZ
GERMINAL / INTRAVENTRICULAR

A patogénese da hemorragia de matriz germinal / intraventricular tem
uma variedade de fatores desencadeadores, sendo estes intrinsecos ou
extrinsecos. Além disso, os desdobramentos do insulto podem acarretar em
comorbidades, as quais sédo evidenciadas a partir das correlacdes clinicas,
levando a um dos graus na classificacdo do estadiamento da les&o primaria.
Portanto, a construcdo de um modelo experimental ocorre de uma forma
gradual e direcionada a umas destas vias de desencadeamento da injaria.
Os primeiros estudos para inducdo de HGM/IV tinham como metodologia
injecdo de sague autdlogo dentro da regido periventricular do cérebro de
ratos no primeiro dia de vida. Quando os animais eram submetidos a
exames de ressonancia magnética e histologia, observava-se também
anormalidades no comportamento, sendo um modelo razoavel de paralisia
cerebral, utilizado até hoje [41]. No entanto, esta metodologia traz outros
interferentes ao experimento, podendo, por exemplo, induzir uma
mobilizagdo imunolégica ndo similar a lesdo, por meio de uma interagdo
celular diversa e também a sintese de fatores inerentes, bem como a prépria
ativacao fisiolégica da via de coagulacdo podendo ser desencadeadora de
um disturbio no fluxo do liquido encéfalo raquidiano. Assim, ndo se trata,
primeiramente, de uma fragilidade da matriz germinal, ou mesmo de uma
distarbios vasculares que, combinados a esta fisiologia, levam a um quadro
de hemorragia. Outros estudos apresentaram um modelo de hemorragia na
regido do estriado em camundongos RN, com 10 dias de vida e adultos.
Estes fizeram comparacfes injetando solucdo salina, sangue autdlogo,
trombina e plasminogénio e demonstraram que o dano cerebral no
camundongo RN foi pior que com 10 dias de vida e no adulto. Em resumo:
esses resultados demonstram que a injecdo de sangue, trombina e
plasminogénio, no cérebro de ratos, esta associada com uma morte celular e
bem como, a inflamacé&o, todavia o grau desta leséo é associado a idade, €;
portanto, a uma outra organizagao encefélica [42].
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A hemorragia intracraniana também pode se dar através de injecao
de colagenase bacteriana (tipo IV, VII, 1X) dentro do ndcleo da base do
cérebro. Colagenases sdo enzimas muito especificas que clivam ligacoes
peptidicas nas regides de hélice triplice do colageno presente na lamina
basal dos vasos sanguineos e causa sangramento no tecido cerebral
produzindo extravasamento de eritrécitos e originando um sdlido hematoma.
O modelo foi primeiramente introduzido em experimento com ratos adultos
[43]. O tamanho final do hematoma foi diretamente proporcional a
guantidade de colagenase administrada. Del Bigio e colaboradores também
demonstraram que a colagenase causa significantes reacdes inflamatérias e
outros provaveis mecanismos, que entdo produzem hemorragia
intracraniana em humanos. Observa-se edema até no maximo 24 h apés
indugcdo, permanecendo por dias e causando deterioracdo da funcéo
neurologica [43, 44, 45]. A reacao inflamatéria com a colagenase ocorre de
forma precoce, tornando-se mais prolongada quando comparada a outros
modelos de hemorragia. Este prolongamento, portanto, torna 0 modelo mais
eficaz na analise da patogénese, uma vez que a lesdo tem como
caracteristica a progressividade, a qual € evidenciada pela manutencédo de
repostas inflamatorias de fase aguda em um periodo cronologicamente mais

distante do desencadeamento do insulto.

2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo da citocina pro-inflamatéria IL-18 em modelo
experimental de HMG/IV neonatal.

2.1.1 OBJETIVO ESPECIFICO

Mensurar niveis de IL-13 em homogeneizado do hemisfério cerebral

direito de animais neonatos submetidos ao modelo de HMG/IV 1 e 3 dias
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apos insulto hemorragico pelo método imunoenzimatico semi-quantitativo do
tipo sanduiche (ELISA sandwich).
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Resumo

A hemorragia da matriz germinativa/intraventricular (HMG/IV) é a
complicagdo neurolégica mais comum dos recém-nascidos (RNSs),
acometendo cerca de 50% dos nascidos prematuros com menos de 34
semanas gestacionais ou com peso abaixo de 1500g. Estatisticas sugerem
gue a patogénese, atingindo grau de moderado a severo, predispde os RN a
eventos como hidrocefalia pés-hemorrégica, hemiplegia, epilepsia, paralisia
cerebral e retardo mental, enquanto os acometidos por lesdo de grau leve
apresentam risco de deficiéncias do desenvolvimento. O tratamento da
HMG/IV resume-se a medidas de suporte e ndo se dirige a restauracdo do
processo de lesdo cerebral neonatal. A Leucomaléacia Periventricular - lesédo
de substancia branca - é uma patogénese secundaria a hemorragia,
podendo ser restrita ou difusa. Estudos sugerem ser caracteristico desta
altima uma via apoptotica que tem relacdo com a atividade de interleucinas
(ILs) pro-inflamatorias, principalmente IL-13, IL-6 e fator de necrose tumoral
(TNF-a). O objetivo do estudo se da na avaliacdo dos niveis de (IL-1B) em
ratos Wistar machos de seis dias de vida (P6) a partir da inducao de HMG/IV
pela injecdo da enzima colagenase periventricularmente. A mensuracao dos
niveis de IL-1p foi feita a partir de ensaio in vitro imunoenzimatico semi-
quantitativo (ELISA) 1 e 3 dias ap6s a inducdo da lesdo( HMG/IV 1d e
HMG/IV 3d, respectivamente). Os resultados evidenciam niveis significativos
estatisticamente nos grupos de andlise HMG1ld e HMG3d, quando
comparados ao grupo controle. Logo, sugere-se a participacdo da IL-1 no
processo inflamatério da HMG/IV, resultado que € corroborado por ensaios
clinicos; mostrando que o modelo animal também tem eficacia em relagéo
aos parametros celulares da patogenia.

Highlights: Modelo animal de Hemorragia de Matriz Germinal; Mensuracao
de IL-1B, modelo com injegao de colagenase causa o aumento dos niveis de
IL-1B.

Palavras-chaves: Hemorragia de Matriz Germinal / Intraventricular;

Leucomalacia Periventricular; Inflamacao; Apoptose; Interleucina- 1p3.

1. INTRODUCAO

A hemorragia de matriz germinal subependimaria /intraventricular
(HMG/IV) é o tipo mais comum de insulto hemorragico intra-periventricular,
acometendo recém-nascidos pré-termos (Berger, Bender et al. 1997,
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Kopelman B NdSA 2004). A injuria pode ser caracterizada como uma lesao
primaria, que ocorre a partir de uma fragilidade do sistema venoso da matriz,
ou como um processo secundario, tendo um espectro de processos
patogénicos amplo. Neste, estdo incluidos a flutuagdo do fluxo sanguineo
cerebral - relacionados a eventos a hipéxia - além de alteracdes na pressao
sanguinea - decorrente de processos como a sepse, hipotensdo e
hipertensédo - sendo relacionado também a disturbios na pressdo venosa -
principalmente em situacdes de trabalho de parto prolongado. Logo, atribui-
se a doenca um carater multifatorial, com causas vasculares e
extravasculares (Kopelman B NdSA 2004, Xue, Balasubramaniam et al.
2006, Ballabh 2010).

A leucomalacia periventricular (LPV) € um tipo de necrose neuronal
da substancia branca também decorrente do insulto hemorragico, podendo
ser classificada como focal ou difusa (Volpe 1997). Inicialmente, ocorre a
formacdo de uma necrose de coagulacao (5-8 h ap6s a lesdo), seguida de
um preenchimento periférico por astrdcitos, micréglia (24-48 h) e macrofagos
(5 dias). O centro da é&rea necrética pode liquefazer, resultando em
pequenas cavidades sem comunica¢cdo com os ventriculos (3 semanas). Na
lesdo difusa, ha perda de oligodentrécitos com substituicdo por astrécitos,
levando a deficiente mielinizagdo (Margotto 2004)(Papile, Burstein et al.
1978, Khwaja and Volpe 2008). A dilatacdo dos ventriculos € uma
complicacdo frequente devido, provavelmente, ao comprometimento da
reabsorcdo do liquor, em funcdo da obstrucdo dos forames de Luschka e
Magendie (Ghazi-Birry, Brown et al. 1997). Quando a hemorragia se estende
ao parénguima cerebral, levando ao dano da substancia branca
periventricular, ocorre a formacdo de um hematoma, o qual pode ser
substituido por formacgdes cisticas cerebrais, que levam a destruicdo de
precursores gliais e danos para o cérebro em desenvolvimento (Volpe 2001).
A hemorragia pode permanecer circunscrita a este nivel ou drenar para as
cavidades ventriculares. Alguns estudos ressaltam a existéncia de um infarto
venoso secundario, o qual poderia ter como causa 0 hematoma da matriz
germinativa. Este faria uma obstrucdo ao fluxo sanguineo venoso, e a

presséo intraventricular elevada liberaria substancias vasoconstritoras no
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local, ambas situacdes promovendo isquemia cerebral, caracterizada pela

diminuicdo da perfusédo sanguinea (Volpe 2003).

A inflamacdo cerebral é caracterizada pela infiltracdo de células do
sistema imunolégico e pela ativacdo de células residentes, incluindo a
microglia (Leviton, Allred et al. 2012). A isquemia cerebral, secundaria ao
evento hemorragico, esta intimamente relacionada a este processo, uma vez
que desencadeia a migracdo e a ativacdo destas células e de outros
mediadores. Sendo assim, esta envolvida com o processo de morte celular
programada, o qual tem relacdo com a sintese de glicoproteinas
denominadas interleucinas (Elsmen, Ley et al. 2006, Bassan 2009). No
contexto da lesdo hemorrdgica, estudos destacam a relevancia do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), da interleucina 6 (IL-6), e, principalmente, da
interleucina 18 (IL-1B). Esta é indutora da expressdo de moléculas de
adesao, como a molécula de adeséao celular vascular-1 (VCAM-1), dentro do
sistema nervoso central (SNC), tanto no parénquima como no endotélio
vascular, podendo interferir na ativacdo da microglia e levar a
desmielinizacdo (Kadhim, Tabarki et al. 2001). Em estudos clinicos foram
mensurados trés componentes da familia da interleucina 1 (IL-1) a partir do
fluido cérebro—espinal de recém-nascidos diagnosticados com hidrocefalia
pds-hemorragica, destacando-se um aumento nos niveis da IL-1B (Savman,
Blennow et al. 2002, Schmitz, Heep et al. 2007).

7

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho é quantificar em dois
diferentes tempos a IL-13, com o intuito de avaliar o seu comportamento em
um periodo precoce a lesdo, podendo assim determinar a sua importancia

no insulto hemorragico mimetizado em modelo experimental.
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2. RESULTADOS

2.1 Citocina proé-inflamatéria IL-18 tem sua expressdo aumentada em

modelo animal neonatal de HMG/IV

Os niveis de IL-13 avaliados pelo ELISA sandwich a partir do hemisfério
direito de animais previamente submetidos a HMG/IV (figura 1A)
encontravam-se significativamente aumentados, tanto 1 (um) quanto 3 (trés)
dias ap6s o insulto hemorragico (HMG/IV 1d 12084145 pg/mg); (HMG/IV 3d
1311+51pg/mg) quando comparados ao grupo controle sadio (472+75
pg/mg). Nao foi observado diferenca entre os tempos de analise do grupo

HMG. Para a analise foi considerado significativo p< 0,05.

3. DISCUSSAO

A investigacéo acerca de qualquer patogenia por meio de modelo animal
tem como objetivo o entendimento de processos inerentes a esta, 0s quais
podem se manifestar de forma funcional, ou mesmo a nivel celular e
molecular. A Hemorragia de Matriz Germinal - Intraventricular (HMG/IV) tem
como estrutura uma sucessdo de processos patogénicos que estdo
intimamente ligados ao seu grau de severidade e, portanto, ao seu
diagnéstico clinico (Papile, Burstein et al. 1978). A literatura sugere que dois
processos podem ser observados de forma simultanea, em nivel celular, a
Leucomalacia Periventricular (LPV) e, em escala semioldgica (clinica), a
Hidrocefalia ventricular pos-hemorragica (HVPH) (Volpe 1997, Strahle,
Garton et al. 2012). Além disso ambos processos sdo concomitantes e

associados ao evento inflamatorio (Lekic, Manaenko et al. 2011).

Da mesma forma que, a partir de nossos resultados, foi possivel
evidenciar uma mensuracdo significativamente alta da interleucina pro-
inflamatéria IL-1B em tecido encefalico de ratos em idade neonatal, outras
pesquisas evidenciam o mesmo biomarcador inflamatdério, em nivel clinico

ou pré-clinico, a partir de outros tipos de amostra para mesma leséo
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hemorragica. Savman e colaboradores associaram uma resposta
inflamatdria, por meio da expressao de citocinas em fluido cérebro - espinal
de recém-nascidos prematuros, ao quadro de HVPH obtendo dados
consideraveis, estando dentre estes a mensuracdo da IL-1B. No entanto, o
estudo ndo conseguiu fazer uma correlacdo direta destes resultados ao
evento hemorragico, tampouco a severidade da lesdo. Foi sugerido pelo
grupo que a causa desta nao correlacdo se deu porque a coleta foi feita
duas semanas apds o evento hemorragico (Savman, Blennow et al. 2002). O
mesmo estudo, todavia sugere que a o processo inflamatério da HMG tenha
relacdo com a expresséao da IL-1B. Schmitz e colaboradores também fizeram
analise a partir da coleta de fluido cérebro- espinal, no entanto foi
estabelecido uma andlise temporal do estudo com a coleta de duas
amostras de pacientes diagnosticados com HMG e HVPH com e sem leséo
de substancia branca. Os dados apontaram que, em escala aguda, houve
grau de significancia na mensuracéo de IL-18 em ambos grupos, ndo sendo
observado o mesmo resultado em amostras tardias ao evento hemorragico.
E de relevancia ressaltar, no entanto, que analises feitas com interferon-
gama - membro da mesma familia da IL-1, mostraram uma significancia em
paciente com lesdo de substancia branca - supostamente inerente ao

processo hemorrégico - em periodo tardio (Schmitz, Heep et al. 2007).

Logo estes resultados corroboram com a andlise feita em modelo
animal do presente estudo, mostrando que o desencadeamento da
inflamacdo no contexto hemorragico pode ter relacdo com a expressao
aguda da IL-1B3, a qual tem como carater bioldégico ser uma molécula de
resposta rapida (Kadhim, Tabarki et al. 2001).Outros fatores, que nos levam
a acreditar na expressao precoce da IL-1 B, levam em consideragdo que a
patogenia da lesdo, descrita em literatura, relata uma ativacdo microglial
(Keep, Hua et al. 2012). Esta ja poderia interferir na expressdo da
interleucina, além de haver uma infiltracdo leucocitaria, sendo de importancia
a possivel associacdo entre a IL-18 a expressao de proteinas de adesao
celular como a molécula de adesao celular vascular-1 (VCAM-1) (Kadhim,
Tabarki et al. 2001). No entanto, nossos resultados ndo podem sugerir,
ainda, que o perfil de expressédo da IL-13, no modelo animal de HMG/IV,
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tende a decrescer em fase crbnica, nem mesmo a sua relacdo com suposta

leséo de substancia branca, sendo necessario analises complementares.

Em relacdo a andlises de amostras periféricas a lesdo, Ambalavanan,
N. e colaboradores demonstraram resultados nao clinicamente significativos
quando da mensuracdo de interleucinas, dentre elas a IL-1B, em sangue
periférico de recém-nascidos que sofreram o0 insulto hemorragico
(Ambalavanan, Carlo et al. 2012). Portanto, questiona-se, além de questbes

temporais, a origem da amostra a ser analisada.

Os presentes resultados, portanto, configuram o modelo experimental,
com a injecdo periventricular de colagenase, em ratos de seis dias de vida
como um bom método para a investigacdo do processo inflamatério que
acomete os pacientes neonatais diagnosticados com HMG/IV, sendo a IL-13
um bom biomarcador agudo da lesdo hemorragica, uma vez que O0s

resultados corroboraram com andlises em nivel clinico (Schmitz et al. 2007)

4. Conclusdes

O estudo em questdo demonstrou a expressao aumentada da citocina
pro-inflamatoria IL-18 em modelo animal de Hemorragia de Matriz Germinal
/Intraventricular sendo, portanto, um bom biomarcador. No entanto, estudos
adicionais devem ser feitos a fim de investigar o perfil da interleucina ao

longo da patogénese, bem como a relagdo desta com a severidade da leséo.

5. Material e Métodos

5.1 Animais

Ratas Wistar prenhas foram mantidas no alojamento para animais do
Instituto de Pesquisas Biomédicas da Pontificia Universidade Catodlica do Rio

Grande do Sul (IPB-PUCRS), onde permaneceram em ambiente climatizado
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(21 £ 1°C), com ciclo claro-escuro de 12 em 12 h, com &gua e ragcdo ad
libitum. O dia do nascimento dos animais foi registrado e foi dado como o dia
pés-natal 1 (P1).

5.2 Aspectos éticos

Este estudo seguiu os protocolos experimentais conforme normas
internacionais e nacionais de experimentacdo com animais de laboratério.
Estes receberam cuidados adequados, tendo sido submetidos ao minimo de
desconforto possivel e de estresse, somado, com 0 menor namero de
animais utilizados para se obter uma diferenca estatistica significativa. Em
todos os procedimentos aos quais os animais foram submetidos, houve
sedacdo e analgesia de acordo com a necessidade, para evitar qualquer
sofrimento. Neste estudo foram usados animais cedidos pelo projeto “Efeito
do Transplante de Células-Tronco do Sangue de corddo Umbilical Humano
no Tratamento de ratos Neonatos Submetidos ao Modelo de Hemorragia da
Matriz Germinativa/Intraventricular’, aprovado pela comissao de ética no uso

de animais (CEUA) da instituicdo, sob registro numero 12/00298.

5.3 Modelo Experimental

O modelo de inducdo de Hemorragia de Matriz Germinal/
Intraventricular foi baseado em estudos desenvolvidos por Alles e
colaboradores e Lekic e colaboradores (Alles, Greggio et al. 2010, Lekic,
Manaenko et al. 2012), mostrando que a inducédo nesta idade acarreta em
caracteristicas semelhantes aos achados clinico-patol6gicos. Um nimero de
12 Ratos Wistar machos foram divididos randomicamente em dois grupos
experimentais: Controle (n=4) e HMG/IV (n=8). Neste ultimo grupo os
animais foram anestesiados com isoflurano (1,5% a 2% isoflurano; 70x30 de
N20/02) e fixados em um aparelho estereotaxico com a temperatura corporal
mantida. Uma incisdo mediana foi realizada no escalpo a fim de deixar as
suturas cranianas expostas. Posteriormente, as seguintes coordenadas

estereotaxicas foram precisamente medidas a partir do bregma: antero-
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posterior (AP) -1,8mm, medio-lateral (MD) -1,5mm e dorso- ventral (DV) -
2,8mm. No local uma pequena trepanacdo utilizando uma broca
odontoldgica foi realizada. A infusdo de 0,3U de colagenase bacteriana (Tipo
VII, Sigma Chemical Co; 3U/1ul NaCl) foi realizada por uma agulha de 27G
acoplada a uma seringa Hamilton (10ul) na regido periventricular direita dos
animais em velocidade constante (0,5ul/min) com o auxilio de uma bomba
de infuséo (KDS2000, KD Scientific). A agulha foi mantida no local por um
tempo adicional de 5 min a fim de evitar refluxo da enzima e permitir sua
total dispersdo. Apds, a inciséo foi suturada com fio de seda 7.0. Ao término
do procedimento cirdrgico os animais foram mantidos em ambiente pos-
operatério aquecido até a recuperacdo completa da anestesia e entéo

devolvidos as mées. O grupo controle foi apenas anestesiado.

5.4 Mensuragao da IL-1B para ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A mensuracdo dos niveis de IL-1p foi realizada a partir de
homogeneizados do hemisfério lesado direito dos animais submetidos ao
modelo de HMG/IV através do ensaio imunoenzimético do tipo sanduiche
(Rat IL-18 Standard ELISA Development Kit- Peprotech®). Os

procedimentos experimentais seguiram as instrucdes do fabricante.

Os animais foram eutanasiados por decaptacdo 1 e 3 dias pos-insulto
hemorragico. Seus encéfalos foram removidos e o hemisfério direito foi

armazenado a -80°C para posterior analise.

As amostras foram, primeiramente maceradas e homogeneizadas em
tampéao de lise (Tris-HCI (20 mM) (pH 7.4); NaCl(137mM); EGTA (1 mM);
EDTA (1 mM); Na3vO4(1 mM); NaF(50mM); Nonidet P-40(1%); inibidor de
protease(10x)). Posteriormente, passaram pelo processo de sonicacao e
centrifugacdo. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados para o
ensaio. A montagem da placa de analise foi feita a partir da incubacéo desta
com anticorpo primario overnight, seguida da construcédo da curva padrao de

concentragdes, com intervalo estabelecido pelo fabricante do kit. A andlise
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semi-quantitativa foi feita respeitando um comprimento de onda de 405nm

com correcao para 650nm. Os resultados finais foram expressos em pg/mg.

5.5 Anélises Estatisticas

Os dados obtidos foram analisados a partir do calculo das médias das
duplicatas, sendo utilizada como metodologia o teste ANOVA de uma via,
seguido do teste de Tukey para mdultiplas comparacdes, considerando
p<0,05.
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Figura 1. A) Mensuracdo de IL-1 em Modelo Animal de Hemorragia de

Matriz Germinal/ Intraventricular. Grupo controle (branco); grupo HMG/IV 1d
(preto) e HMG/IV 3d (cinza).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A Hemorragia de Matriz Germinal/Intraventricular (HMG/IV), portanto,
trata-se de um processo patogénico, cujas etapas, embora ndo ocorram em
uma linearidade, podem ser investigadas a partir de metodologias que
tenham como base as analises in vivo e in vitro combinadas. A construcao
de um modelo animal leva em consideracdo uma aproximacdo da
neurofisiologia do animal aquela idade com o quadro que a clinica nos
apresenta. Dentro deste, além de fatores funcionais, o diagndéstico
laboratorial busca um conjunto de fatores que levem a corroborar com o pré-

laudo.

A presente monografia evidenciou um aumento na mensuracdo do
biomarcador imunolégico Interleucina 18 em modelo neonatal da HMG/IV,
em fase aguda, corroborando com resultados da clinica, ndo sendo ainda
possivel afirmar a sua sensibilidade quanto a severidade da lesdo, bem

como seu perfil em fase cronica.
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Contributors

Each author is required to decare his or her individual contribution to the article: all authors must have materially
participated in the research and/or artidle preparation, so reles for all authors should be described. The statement
that all authors hawve approved the final article should be true and included in the disclosure.

Addition, delation, or rearrangement of author names in the authorship of accepted manuscripfs

Bafore the accepted manuscript is published in an online issue Requests to add or remove an author, or to
rearrange the author names, must be sentto the Journal Manager from the corres ponding author of the accepted
manuseript and mustinclude:

* The reason the name should be added or removed or the author names rearranged.
* Written confirmation (email, fax, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from the author being
added or removed.
Requesis that are not sent by the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the
corresponding author, who must follow the procedure as described above. Note that:

+ Journal Managers will inform the Journal Editors of any such requests.
* Publication of the accepted manuscriptin an online issue is suspended until authorship has been agreed.

Aftar the accepted manuscript is published in an online issue
Anyrequesis to add, delete, or rearrange author names in an article published in an anline issue will fellow the
same policies as noted above and result in a corrigendum.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of accepted
manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an author, or to
rearrange the author names, must be sentto the Journal Manager from the corres ponding author of the accepted
manuscript and mustinclude: (a) the reason the name should be added or removed, or the author names
rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition,
removal or rearrangement, In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from the author
being added or removed. Requests that are not sent by the correspanding author will be forwarded by the Journal
Manager to the coresponding author, who must follow the procedure as described above. Nete that: (1) Joumnal
Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscriptin an
online issue is suspended untll authorship has been agreed.

After the accepled manuscrpt is published in an onling issue; Anyrequests to add, delete, or rearrange author
names in an arlicle published in an online issue will follow the same policies as noted above and resultin a
corrigendum.

Copyright
This joumal offers authors a choice in publishing their research; Open Access and Subscription.

For Subscription articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a “Journal Publishing Agreement’ (for more
information on this and copyright, see hitpfwww.elsevier.com/copyright). An e-mail will be sent o the
corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreement’ form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers mayreproduce tables of contents or prepare lists of aricles including absiracts for internal circulation
within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the institution and
for all other derivative works, induding compilations and translations (please
consulthtp:fwww.elsevercom/permissions ). f excerpts from other copyrighted works are included, the author(s)
must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authars in these cases: please consult hitpyiwww.elsever.comipermissions.

For Open Access articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an ‘Exclusive License Agreement (for mare
information see hitp://www elsevier.com/OAauthoragreament). Permitted reuse of open access articles is
determined by the author's choice of user license (see http:/'www.elsevier.com/openaccesslicenses ).

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more information on author rights for:
Subscription arlicles please see hilp/fwww.elsevier.com/authorsrights,
Open access articles please see hitplwww.elsever.com/Ofauthoragreament.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research andfor preparation of
the article and to briefly describe the role of the sponsor(s}, if any, in study design; in the collection, analysis and
interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to submit the arlicle for publication. If the
funding source(s ) had no such involvement then this should be stated. Please
seahtipiwww.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in journals
published by Elsevier, to com ply with potential manuscript archiving requirements as specified as conditions of
their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please
visithtip:ihwww.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This joumnal offers authors a choice in publishing their research:

Open Access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

= An Open Access publication fee is payable by authors or their research funder

Subscription

= Ariicles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through our
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access programs (hitp:/fwww.elsevier.com/faccess)
*No Open Access publication fee

All articles published Open Access will be immediately and permanently free for everyone to read and download.
Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative Commaons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY): lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts, and
other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translafion), to include in a
collective work (such as an anthology), to text or data mine the article, even for commercial purposes, as long as
they credit the author(s ), do not represent the author as endorsing their adaptation of the arficle, and do not madify
the article in such a way as to damage the author's honor or reputation,

Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-commercial purposes, lats
others distribute and copy the article, to creale exfracts, abstracts and other revised versions, adaplations or
derivative works of or from an artide (such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology),
to text and data mine the article, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their
adaptation of the article, do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation, and
license their new adaptations or creations under identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-MoDerivs (CC BY-NC-ND): for non-commercial purposes, lets
others distribute and copy the article, and to include in a collective work {such as an anthology), as long as they
credit the author(s ) and provided they do not alter or modify the article.

To provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be met by the authors or their research
funders for each article published Open Access,
Your publication choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted articles.

The publication fee for Open Access in this journal is $1,800, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing
policy: hitp:fiwww.elsevier.comfopenaccesspricing.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of these). Authors
who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible grammatical or spelling
arrors and to conform to correct scientific English maywish to use the English Language Editing senice available
from Elsevier's WebShop hitp://webshop.elsevier.comlanguageediting/ or visit our customer suppert

sitehitp /s upportelsevier com for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and
uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the article, which is
used in the peer—eview process. Please note that even though manuscript source files are converted to PDF files
at submission for the review process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
carres pondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, lakes place by e-mail
remowving the need for a paper trail.

Submit your article
Please submit your article via http2iees elsevier.com/bres

Secfion, Senior Editor and Reviewers

Authors will be asked during manuscript submission to select a section of the journal, and a senior editor from that
section whom they consider most appropriate to edit their manuscript. While every effort will be made to honor
authors' selections, the assignment to a handling editor will be made by the Editor-in=Chief, Please submit, with
the manuscript , the names, addresses and email addresses of 3 potential reviewers_ Nole that the handling
editor relains the sole right to decide whether or not the suggested reviewers are used.

Referees

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of three polential referees. Note
that the editor retains the sole right to decide whether er not the suggested reviewers are used.

Additional information

Cover illustrations: Authors are encouraged to submit visually and scientifically interesting figure(s ) representative
of their data, though not necessarily as they appear in the manuscript, for potential cover illustrations (see specific
instructions for submission of cover art under PREPARATION / Color Artwork below), The use of illustrations for
journal covers is at the discretion of the Editors; only those related to articles accepted for publication will be
considered. At the end of each year, al published covers will automatically be considered in a competition for the
year's best cover illustration, and will be judged on their aesthetic value and scientific interest The author(s ) of the
winning image will receive US§ 500 from Elsevier,

a Preparation

Use of wordprocessing software

Itis important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text should be in single-
column format, Keep the layout of the text as simple as possible, Most formatting codes will be removed and
replaced on processing the artidle. In particular, do notuse the wordprocessor's options to justifytextor to
hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you
are using a table grid, use only ane grid for each individual table and not a grid for each row. I no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The elecironic lex should be prepared in a way very similar to that of
conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with

Elsevierhtp fwww.elsevier.comiguidepublication). Note that source files of figures, tables and text graphics will be
required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To awid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell<check’ and ‘grammar-check’ functions of
your wordprocessor.

Article structure

Subdivision

Divide your article into cleady defined and numbered sections (e.g. Abstract, 1. Introduction, 2. Results, 3.
Discussion, 4. Experimental Procedure, Acknowledgements, References ). Subsections should be numbered 1.1
(then 1.1.1, 1.1.2, ...}, 1.2, elc. (the ahstract is notincluded in section numbering). Use this numbering also for
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internal cross-referencing: do not just refer to " the texd” . Any subsection may be given a brief heading. Each
heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide relevant background information. Published studies should be
described concisely, and be cited appropriataly.

Resuits
The resulis should be described deadyand in logical order without extended discussion of their significancea.
Results should usually be presented descriptively and be supplemented by photographs or diagrams.

Discussion

The resulis of the research should be discussed in the context of other relevant published work; Exensive citations
and discussion of published literalure should be avoided. The main concusions of the study may be presented in
a short Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion section.

Expenmental Procedure
This section should contain all the details necessary o reproduce the experiments. Avoid re-describing methods
already published; only relevant modifications should be included in the test.

Essential title page information

= Title. Concise and informative. Tiles are often used in information-retrieval systems._ Avoid abbresiations and
formulae where possible.

» Author names and affiliations, Where the family name may be ambiguous (e.g., 8 double name), please indicate
this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate
all affiliaticns with a lower-case superscriplletierimmediately after the author's name and in front of the
appropriale address. Provide the full postal address of each afiiliation, incuding the country name and, if available,
the e=mail address of each author.

« Corresponding author. Cleary indicate who will handle comespondence at all stages of refereeing and
publication, also post=publication. Ensure that phone numbers (with country and area code) are provided in
addition to the e-mail address and the complete postal address. Contact details must be kept up to date by the
corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the arficle was done, or was
visiting at the time, a 'Present address’' (or 'Permanent address’) may be indicated as a fooinote to that author’s
name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such fooinotes.

Abstract

The absiract should state briefly (in no more than 250 words ) the purpose of the research, the principal results and
major conclusions. An abstract is ofien presented separately from the artidle, so it must be able to stand alone, For
this reason, References should be avoided, butif essential, then cite the author(s) and year(s ). Also, non-standard
or uncommon abbresvations should be awided, butif essential they must be defined at their first mention in the
abstractitself,

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the artide in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership online, Authors must provide images that clearlyrepresent
the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 = 1328 pixels (h = w) or
proporfionally more. The image should be readable ata size of 5 * 13 cm using a regular screen resolution of 96
dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See hilp/iwww elseviercomigraphicalabsiracts for
examples.

Authors can make use of Elsevier's Nustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their
images also in accordance with all technical requirements: llustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey the core
findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission system. Please use
‘Highlights' in the file name and indude 3 to 5 bullet peints (maximum 85 characters, including spaces, per bullet
point). See hitp:fiwww.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of § keywords, using American spelling and avwoiding general
and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and®, "of"). Be sparing with abbreviations: only

abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywards will be used for indexing purposes.

Abbreviations.

Define abbrewviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such
abbrewviations that are unawoidable in the abstract must be defined at their first mention there, as well as in the
fooinote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate secfion at the end of the article before the references and do not,
therefore, include them on the tile page, as a footnote to the tile or otherwise. List here those individuals whao
provided help during the research (e.q., providing language help, writing assistance or proofreading the article,
elc.).

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (S1). Iif other units are
mentioned, please give their equivalentin SL

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one=click access to
relevant databases that help to build a better understanding of the described research. Please refer o relevant
database identifiers using the following formatin your article: Database: w0 (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC;
734053, PDB: 1XFN). See hilp/fwww.elsevier.comidatabaselinking for more information and a full list of supported
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databases.
Artwork

Electronic artwaork

General points

+ Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork,

+ Embed the used fonts if the application provides that option.

» Aim to use the following fonts in your ilustrations: Aral, Courier, Times New Roman, Symbol, or use fonts that
look similar.

* Number the illus trations according to their sequence in the text

* Use a logical naming convention for your artwork files.

« Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

* Submit each illustration as a separate file.

Adetailed guide on electronic artwork is available on our website:

http:ffwww.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

I your elecironic artwork is created in a Microsoft Office application (Waord, PowerPoint, Excel) then please supply
‘as is'in the nafive document format,

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please
‘Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftenes, and linefhalflone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF {or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF {or JPEG). Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/halktone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.
Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.qg., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a low number of
pixels and limited set of colors;

* Supplyfiles thatare too low in resolution;

+ Submit graphics that are disproportionately large for the content,

Cover ari: llustrations to be considered for the cover should be related to the authors' submitted arficle and be
representafive of their data, but need not necessarily be as they appear in the manuscript, Cover art should be
formatted to occupy an area of 18X21 cm and should be submitted in digital format (TIFF, Photoshop, JPEG or
Powerpoint) with a resolution of atleast 300 dpi. Please also include a descriptive text with your cover art
submission. The files should be uploaded to a specified FTP site - please contact the Editorial Office at

bres @elsevier.com for instructions. For authors who wish to postal mail a CD with the cover art, please send it to:
Brain Research Editorial Office, Elsevier, 525 B Street, Suite 1800, San Diego, CA92101-4495, USA Please
ensure that the manuscript reference number is included on all materials.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS {or PDF jor MS Office files )
and with the comrect resolution. I, togather with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier
will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and
other sites) in addifion to color reproduction in print. For further inform ation on the preparafion of electronic artwaork,
please see hitp:fiwww.elsevier.com/iartworkinstructions.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caplion. Supply caplions separately, not attached to the figure. A caption should
comprise a briel ille (not on the figure ilsell) and a descriplion of the illustration. Keep lextin the illustrations
themselves to a minimum but explain all symbols and abbrevations used.

Tables

Number tables consecutivelyin accordance with their appearance in the text, Place footnotes to tables below the
table body and indicate them with superscript lowercase letters_ Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables
and ensure that the data presented in tables de not duplicate results described elsewhare in the arlicle.

References

Citation in text

FPlease ensure that every reference cited in the texd is also present in the reference list (and vice versa). Any
references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. Fthese references are included in the
reference list they should follow the standard reference stde of the journal and should include a substitution of the
publication date with either 'Unpublished results’ or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press’
implies that the itern has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by onling links to the sources cited.
In arder to allow us to create links to abstracting and indexng sendces, such as Scopus, CrossRef and PubMed,
please ensure that data provided in the references are correct, Please note that incorrect sumames, journal/book
titles, publication year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as
they may already contain errars. Use of the DOl is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further
infarmation, if known (DO, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given,
Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can
be included in the reference list,

References in a special issue
Please ensure that the words ‘this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to
other articles in the same Special Issue.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatiing at submission. References can be in any style or format
as long as the stle is consistent. Where applicable, author(s) name(s ), journal title/book title, chapter tifle/article
title, year of publication, wolume and issue/book chapter and the pagination must be present. Use of DOl is highly
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encouraged. The reference stle used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof
stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct, if you do wish to format the
references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refar to:

1. Single author: the author's name {without initials, unless there is ambiguity} and the year of publication;

2. Two authors: both authors' nameas and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of publication.

Citaions maybe made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first alphabetically, then
chronologically.

Examples: ‘as demonstrated (Mlan, 2000a, 2000b, 1999, Allan and Jones, 1999). Kramer et al. (2010) have
recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if neces s ary. More
than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by the letters 'a', 'b', '¢', etc., placed
after the year of publication.

Examples:

Reference fo a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.AL., Lupton, R.A, 2010, The art of writing a scientific article. J. Sci. Commun. 163,
51-58.

Reference io a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed, Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your artide, in: Jones, B.S., Smith , R.Z.
(Eds.), Introduction to the Electronic Age. E=Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to:

Listof title word abbrevations: http2fwww.issniorg2-22661-L TWa-online .php; NLM Catalog (Journals referenced
in the NCBI Databases): hitp//www.ncbi.nlm.nih.gownlmcatalogfjournals;

CAS (Chemical Abstracts Senice): via hitp-ifwww.cas. org/contentreferences/carejournals,

Video data

Elsavier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research.
Authors who have video or animation files that theywish to submitwith their article are sfrongly encouraged to
include links to these within the body of the article. This can be dane in the same way as a figure or table by
referring to the video or animation content and nofing in the body text where it should be placed. All submitted files
should be properylabeled so that they direcly relate to the video file’s content. In order to ensure that your video or
animalion material is direclly usable, please provide the files in one of our recommended file formals with a
preferred maxmum size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: hitp:’www.sciencedirecLcom. Please
supply 'stills" with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please wvisit our video instruction pages at hitp Jdheww, elsevier,com/artworkinstructions, Note; since
video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
elecironic and the print version for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article. AudioSlides are
brief, webinar-style presentations that are shown next to the online articdle on ScienceDirect. This gives authors the
opporiunily lo summanze their research in lheir own words and 1o help readers undersland whal the paper is

about. More information and examples are available at hitlp fwww.elseviercom/audioslides. Authors of this journal
will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Supplementary data

Elzevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish suppoerting applications, high-resclution
images, background datasets, sound clips and more, Supplementary files supplied will be published online
alongside the electronic version of your artide in Elsevier Web products, incuding

ScienceDirecthtip /fwww sciencedirect.com. In erder fo ensure that your submitted material is directly usable,
please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should submit the material in elecironic
format together with the article and supply a concise and descriplive caption for each file. For more detailed
instructions please visit our artwork instruclion pages at hittp Mwww._elsevier.comlartworkinstruclions.

3D neurcimaging

You can enrich your online articles by providing 30 neurcimaging data in NHTHformat. This will be wsualized for
readers using the interactive viewer embedded within your article, and will enable them to: browse through
available neurcimaging datasets; znom, rofate and pan the 30 brain reconstruction; cut through the volume;
change opacity and color mapping; swilch befween 3D and 2D projecled views; and download the data, The viewer
supports both single (nii) and dual (.hdr and .img) NIfTI file formats. Recommended size of a single
uncompressed datasetis 100 MB orless. Multiple datasets can be submitted. Each dataset will have to be zipped
and uploaded to the online submission system via the "30 neurcimaging data' submission category, Flease
provide a short informative description for each dataset by filling in the "Description’ field when uploading a dataset.
Note: all datasets will be available for downloading from the online article on ScienceDirect. If you have concerns
aboul your data being downloadable, please provide a video instead. For more information
seehtip:iwww.elseviercom/3DNeurcimaging.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the joumnal for review.
Please consult this Guide for Authors for further details of anyitem.

Ensure that the following items are present:

One auther has been designated as the corresponding author with contact details:

» E-mail address

» Full postal address

* Phone numbers

www.el sevier.comfjournals/brain-research/0006-8993/g uide-for-authors

719



29/0713

Readers
View Articles

Volume /Issue
alert

Submit your paper

Track Your Paper

Guide for authors | Brain Research | 0006-8993 | Elsevier

All necessaryfiles have been uploaded. and contain:

* Keywords

= All figure captions

+ All tables (including tile, description, footnotas)

Further considerations

» Manuscript has been ‘spell-checked' and 'grammar-checked"

= Refarences are in the correct format for this journal

= All references mentioned in the Reference list are cited in the tex, and vice versa

= Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)

» Color figures are cleardy marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge) and in print,
or o be reproduced in color on the Web (iree of charge) and in black=and-white in print

= If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for printing
purposes
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