
 
 

 
 
 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL-UFRGS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE  

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA 

 PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS: FISIOLOGIA  

 

 

 

 

 

 
Tese de Doutorado 

 
Efeitos do Enriquecimento Ambiental no Período Gestacional e 

Lactacional em Ratos Wistar Submetidos a Hipóxia-Isquemia Neonatal  

 
 
 
 
 

Aluna: Luz Elena Durán Carabali 

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alexandre Netto 

Co-Orientador:  Prof. Dra. Aline de Souza Pagnussat 

 

 

 

 

Porto Alegre, 2019 



 
 

 
 
 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL-UFRGS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE  

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA 

 PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS: FISIOLOGIA  

 

 

 

 
Efeitos do Enriquecimento Ambiental no Período Gestacional e 

Lactacional em Ratos Wistar Submetidos a Hipóxia-Isquemia Neonatal  

 
 
 

Aluna: Luz Elena Durán Carabali 

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alexandre Netto 

Co-Orientador: Prof. Dra. Aline de Souza Pagnussat 

 
 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Ciências Biológicas: Fisiologia, 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 

como requisito parcial para obtenção do título de 

Doutor. 

 

 

Porto Alegre, 2019  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Quando não podemos mais mudar uma situação, 

somos desafiados a mudar a nós mesmos”.  

Viktor Frankl. 



I 
 

AGRADECIMENTOS 

 

A conclusão desta Tese não teria sido possível sem o apoio, o esforço, a 

dedicação e o voto de confiança que recebi por muitas pessoas.  

Em primeiro lugar, agradeço a YHWH pelas oportunidades que me 

trouxeram até aqui e me permitiram concluir um sonho. Agradeço a minha 

família, em especial a minha tia e a minha prima, pelo amor, pelo apoio e pelo 

incentivo, apesar da distância. A minha mãe (In memorian), pelo exemplo de 

caráter, perseverança e dedicação. Suas palavras e ensinamentos formaram o 

meu caráter e me tornaram quem sou hoje. 

Ao professor Dr. Carlos Alexandre Netto, que desde o início acreditou e 

apostou no meu projeto. Agradeço por ser um exemplo de Mestre e pesquisador, 

mas principalmente por permitir que eu aprendesse com meus erros e meus 

acertos, pela acolhida e pelo carinho nos diversos momentos da minha vida 

acadêmica e pessoal. 

À professora Dra. Aline de Souza Pagnussat, pela oportunidade oferecida 

para desenvolver o meu projeto de doutorado no Brasil ao me indicar para o 

professor Netto. Pelo incentivo para que eu seguisse em frente e por estar 

sempre disposta a me apoiar durante este processo. 

Ao Dr. Samuel Greggio e à Dr. Gianina T. Venturin do Instituto do Cérebro 

do Rio Grande do Sul (InsCer), assim como ao professor Dr. Eduardo Zimmer, 

pela parceria e pela troca de experiências e de conhecimento.  



II 
 

À professora Dra. Carla Dalmaz e aos alunos do laboratório em 

neurobiologia do estresse, em especial à Danussa Arcego, pela ajuda, pelo 

incentivo e pelas assertivas contribuições durante o desenvolvimento deste 

projeto. 

A todos os colegas do laboratório de Isquemia e Neuroproteção (lab.35), 

por sempre estarem dispostos a me ajudar, além da grata e divertida 

convivência. Aos alunos de iniciação cientifica, pelo comprometimento e 

responsabilidade. 

Aos colegas, amigos e quase irmãos – Eduardo Sanches, Marilia Marques 

e Felipe Odorcyk: Obrigada pelos laços de amizade que jamais serão desfeitos, 

pela generosidade, pelo carinho, pelo incentivo, pelos ensinamentos, pelas 

contribuições cientificas e, sem dúvida, por acreditar em mim quando eu achei 

difícil acreditar em mim mesma.  

À equipe de Pesquisa em Genética Médica, pela flexibilidade nos horários, 

pela compreensão e pelo companheirismo, especialmente à Claudia Vanzella, à 

Larissa Pozzebon e à Marina Zambrano, pela amizade, pela confiança e pelo 

incentivo. 

À UFRGS, ao Instituto de Ciências Básicas da Saúde e ao Laboratório de 

Isquemia Cerebral e Neuroproteção, pela estrutura disponibilizada para a 

realização desta Tese. Aos funcionários do biotério, em especial à Fabiola, à 

Leticia, ao Everton, à Claudia e à Cibele, por sempre estarem dispostos a me 

ajudar e por contribuírem para que os trabalhos em andamento disponham das 

melhores condições. 



III 
 

Ao CNPq, pela bolsa de estudos concedida neste período. 

Aos amigos de Shabat Team, por se tornarem tão importantes quanto 

minha própria família. Por suas palavras, por seu apoio e amor incondicional, 

pelos momentos de desabafo e de risadas, mas principalmente por me 

lembrarem que YHVH tem o controle e tem um momento apropriado para todo. 

Ao meu esposo Oscar, por dizer algumas vezes o que eu realmente 

precisava ouvir, em vez do que eu queria ouvir; por fazer eu me sentir tão amada 

e por estar sempre presente quando necessito. Por ser meu amigo e meu 

parceiro de travessia, e por ser a pessoa capaz de mostrar um outro lado a 

considerar na vida, me tornando uma pessoa mais feliz.   

A minha filha Emma, que nasceu durante esta jornada para encher meus 

dias de amor e de felicidade por meio de sua ternura, sua inocência e suas 

incansáveis descobertas.  

 

  

 



IV 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ............................................................................................ 1 

1.1 Prematuridade ........................................................................................... 2 

1.2 Hipóxia-Isquemia Neonatal (HI) ............................................................... 5 

1.3 Metabolismo Encefálico ......................................................................... 12 

1.4 Modelo Experimental da Hipóxia-Isquemia .......................................... 15 

1.5 Ambiente Enriquecido ............................................................................ 19 

1.6 Efeitos do Ambiente Enriquecido no Período Gestacional ................. 22 

1.7 Efeitos do Ambiente Enriquecido no Período Lactacional .................. 25 

1.8 Dimorfismo Sexual .................................................................................. 26 

1.9 Hipótese de Trabalho .............................................................................. 29 

2. OBJETIVOS .............................................................................................. 30 

2.1 Objetivo Geral ........................................................................................... 31 

2.2 Objetivos Específicos .............................................................................. 31 

3. METODOLOGIA ....................................................................................... 33 

3.1 Aspetos Éticos ........................................................................................ 34 



V 
 

3.2 Animais .................................................................................................... 34 

3.3 Procedimento Cirúrgico ......................................................................... 36 

3.4 Condições de Moradia ............................................................................ 37 

3.5 Interação Mãe-Filhote ............................................................................. 39 

3.6 3.6 Análise Comportamental .................................................................. 40 

3.6.1 Geotaxia negativa (DPN 7,14 e 21) ................................................... 41 

3.6.2 Reflexo de endireitamento postural (DPN 7,14 e 21) ......................... 41 

3.6.3 Teste olfatório (DPN 7,14 e 21) ......................................................... 41 

3.6.4 Teste de remoção de adesivo (DPN 35) ............................................ 41 

3.6.5 Teste de preensão (Idade adulta) ...................................................... 42 

3.6.6 Teste do cilindro (Idade adulta) .......................................................... 42 

3.6.7 Escada horizontal (Idade adulta) ....................................................... 43 

3.6.8 Campo aberto (Idade adulta) ............................................................. 44 

3.6.9 Labirinto aquático de Morris (Idade adulta) ........................................ 44 

3.7 Análise de Proteínas por Western Blot ................................................. 45 

3.8 Análise Histológica ................................................................................. 46 

3.8.1 Perfusão transcardíaca ...................................................................... 46 

3.8.2 Volume da lesão encefálica ............................................................... 46 

3.8.3 Morfometria da fibra muscular ........................................................... 47 

3.9 Imunofluorescência ................................................................................ 47 

3.10 Análise Estatística ............................................................................... 48 



VI 
 

4. RESULTADOS ......................................................................................... 50 

4.1 CAPÍTULO 1 ............................................................................................. 51 

4.2 CAPÍTULO 2 ............................................................................................. 61 

4.3 CAPÍTULO 3 ............................................................................................. 93 

4.4 CAPÍTULO 4 ............................................................................................. 78 

4.5 CAPÍTULO 5 ........................................................................................... 112 

4.5.1 Introdução ........................................................................................ 113 

4.5.2 Metodologia ..................................................................................... 115 

4.5.3 Resultados ....................................................................................... 120 

5. DISCUSSÃO ........................................................................................... 129 

6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS ....................................................... 149 

6.1 Conclusões ............................................................................................ 150 

6.2 Perspectivas ........................................................................................... 152 

7. REFERÊNCIAS ...................................................................................... 153 

 

 

 



VII 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

µPet Microtomografia por Emissão De Pósitrons  

18F Flúor-18 

18F-FDG 18F-Fluordesoxiglicose 

ACOG American College of Obstetrician and Gynecology  

AE Ambiente Enriquecido  

AKT Proteína Cinase B  

ANOVA Análise de Variância  

AP Ambiente Padrão  

ATP Trifosfato de Adenosina 

BDNF Fator Neurotrófico Derivado do Encéfalo  

BHE Barreira Hematoencefálica  

Ca++ Cálcio 

CO2 Dióxido de Carbono 

DG Dia Gestacional 

DNA Ácido Desoxirribonucleico 

DPN Dia Pós-natal  

EPM Erro Padrão Médio  

FOV Field-Of-View  

GFAP Proteína Ácida Fibrilar Glial  

GLUT Transportadores de Glicose 

H+ Hidrogênio 

HI Hipóxia-Isquemia  

IGF-1 Fator de Crescimento Semelhante a Insulina  

InsCer Instituto do Cerebro  

Na+ Sódio  

Na+/K+-ATPase Bomba Sódio e Potássio ATPase  

NeuN Antígeno Nuclear Neuronal 

NMDA N-Metil-D-Aspartato 

NO Óxido Nítrico  

O2  Oxigênio 



VIII 
 

OLS Oligodendrócitos 

PARP Poli (ADP-Ribose) Polimerase  

PBS Tampão Fosfato-Salino 

PBS-Tx Tampão Fosfato Salino Com Triton X-100 

PFA Paraformaldeido 

Pré-OLS Progenitora De Oligodendrócitos 

PUCRS Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

SNC Sistema Nervoso Central 

SUV Standard Uptake Value 

TCE Traumatismo Crânio-encefálico  

Trkb Receptor de Tropomiosina Quinase B 

UFRGS Universidade Federal Do Rio Grande Do Sul 

VEGF Fator De Crescimento Vascular Endotelial 

 



IX 
 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1: Ilustração de lesões cerebrais que comumente afetam recém-nascidos 

prematuros e crianças nascidas a termo ............................................................ 7 

Figura 2: Esquema geral das características fisiopatológicas da resposta ao 

evento hipóxico-isquêmico ............................................................................... 10 

Figura 3: Desenho esquemático do modelo de HI Rice-Vannuci. ................... 16 

Figura 4: Desenho esquemático do Ambiente Enriquecido e regiões cerebrais 

ativadas pelo enriquecimento ........................................................................... 21 

Figura 5: Representação esquemática do desenho experimental usado durante 

a padronização da lesão .................................................................................. 35 

Figura 6: Representação esquemática do desenho experimental usando 

ambiente enriquecido durante a gestação e/ou lactação.   .............................. 40 

Figura 7: Representação esquemática do desenho experimental para a análise 

do metabolismo encefálico. ............................................................................ 115 

Figura 8: Labirinto aquático de Morris ........................................................... 121 

Figura 9: Níveis do valor de captação de glicose e volume de lesão, avaliados 

na idade adulta  .............................................................................................. 124 

Figura 10: Metabolismo encefálico e o volume da lesão. .............................. 125 

Figura 11: Alterações no metabolismo encefálico. ........................................ 128 

Figura 12: Esquema geral sobre o potencial preventivo e  reabilitador do AE na 

HI neonatal ..................................................................................................... 148 

 

file:///C:/Users/oye03/Documents/Elena/UFRGS/tese_escrita/Tese_Luz%20Elena_primeira_REV%203.docx%23_Toc536490098
file:///C:/Users/oye03/Documents/Elena/UFRGS/tese_escrita/Tese_Luz%20Elena_primeira_REV%203.docx%23_Toc536490098
file:///C:/Users/oye03/Documents/Elena/UFRGS/tese_escrita/Tese_Luz%20Elena_primeira_REV%203.docx%23_Toc536490104
file:///C:/Users/oye03/Documents/Elena/UFRGS/tese_escrita/Tese_Luz%20Elena_primeira_REV%203.docx%23_Toc536490104


X 
 

Capítulo 1 

Figure 1: Experimental design…………………………......……………………. 53 

Figure 2: Somatosensory and motor function assessment…………………... 55 

Figure 3: Histological analysis of the Striatum………………………………... 56 

Figure 4: Histological analysis of skeletal muscle……………………….……. 57 

 

Capítulo 2 

Figure 1: Timeline of experiments…………………………………………......... 64 

Figure 2: Maternal behavior………......……………………………...……......... 67 

Figure 3: Pro-apoptotic biomarkers assessed 48 h after neonatal HIE……... 68 

Figure 4: Expression of growth and neurotrophic factors 48 h after HIE in the 

hippocampus and cerebral cortex ………………...…………………..........…… 

 

69 

Figure 5: Expression of phosphorylated AKT and GFAP 48 h after HIE in the 

hippocampus and in the cerebral cortex………………...………………………   70 

Figure 6: Behavioral assessment…………………………………….…………. 71 

Figure 7: Representative cresyl-violet-stained of coronal brain section at PND 

67………………………………………………………………………………….…. 72 

 

 

 

 

 

 



XI 
 

Capítulo 3 

Figure 1: Timeline of experiments……………………………………….......... 80 

Figure 2: Morris Water Maze (MWM) Task……………………...………….... 82 

Figure 3: Open Field Task……………………………………………………… 83 

Figure 4: Immunocontent of hippocampus protein at adulthood in animals 

receiving hypoxia-ischemia and exposed to environmental enrichment.…..   84 

Figure 5: Histological analysis of the hippocampus…………………….…… 86 

Figure 6: Representative immunolabelling in the Hippocampus (CA1)........ 87 

 

Capítulo 4 

Figure 1: Summary of experimental design ………………...………………...  99 

Figure 2: Strength and asymmetry evaluation............................................ 100 

Figure 3: Ladder walking test _Step Quality................................................. 101 

Figure 4: Histological Analyses ………………………………………………… 102 

 

 

 

  



XII 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1: Síntese das análises estatísticas realizadas de acordo com o capítulo.

 ......................................................................................................................... 49 

Tabela 2: Razão dos níveis de captação de glicose nas diversas regiões 

encefálicas. .................................................................................................... 126 

 

Capítulo 1 

Table 1: Striatum volume.................................................................................. 56 

Capítulo 2 

Supplementary Table 1: Probe trial in Morris Water Maze …………................ 76 

 

Capítulo 3 

Table 1: Cerebral volumes ratio at adulthood of animals exposed HI and EE 

protocol............................................................................................................. 85 

 



XIII 
 

RESUMO 

O aumento da taxa de sobrevivência de recém-nascidos muito prematuros 

está associado à maior incidência de dano cerebral e a patologias neurológicas, 

como a hipóxia-isquemia neonatal (HI). A HI afeta 2/1000 nascidos vivos e é a 

principal causa de mortalidade e morbidade infantil, sendo considerada um 

problema de saúde pública devido a seu impacto ao longo do ciclo vital e a alta 

demanda de suporte social e familiar necessária. As alterações no metabolismo 

energético decorrentes da HI desencadeiam uma cascata de eventos moleculares 

implicados no dano cerebral e nos déficits sensoriomotores, cognitivos e 

comportamentais subsequentes. O ambiente enriquecido (AE) é uma estratégia 

experimental caraterizada por oferecer um maior número de estímulos cognitivos, 

sociais e motores, apresentando efeitos benéficos em uma variedade de doenças e 

lesões ao sistema nervoso central e tornando o cérebro mais resiliente. Entretanto, 

os efeitos do AE em períodos críticos do desenvolvimento e/ou maturação 

encefálica, bem como os mecanismos biológicos envolvidos quando associado à HI, 

ainda não são totalmente entendidos. Desse modo, esta Tese teve como objetivo 

avaliar os efeitos do AE no período gestacional e lactacional sobre os prejuízos 

induzidos pela HI, quando realizada no terceiro dia pós-natal do rato. Para isso, ratas 

Wistar prenhas foram alocadas no AE ou em condições padrão durante a gestação. 

Após o nascimento, as ninhadas foram mantidas nas mesmas condições de moradia 

do período gestacional ou realocadas em um novo ambiente durante a lactação. 

Observou-se que os animais submetidos à HI e expostos ao AE na gestação, na 

lactação ou em ambos os períodos do desenvolvimento apresentaram redução na 

morte celular por apoptose na fase aguda da lesão, melhor desempenho funcional 

quando comparados ao grupo controle, assim como redução na expressão de 

sinaptofisina, proteína relacionada à plasticidade sináptica, no hipometabolismo 

encefálico e na perda tecidual na idade adulta. Esses achados podem ser 

decorrentes da ativação de vias relacionadas com sobrevivência celular como AKT 

(48h pós-lesão), bem como do aumento na expressão de fatores de crescimento, 

aumento no imunoconteúdo do receptor TrkB e modulação na resposta astrocitária 

na idade adulta. Além disso, os animais apresentaram uma resposta sexo-específica 

à estimulação ambiental, na qual ratos machos exibiram efeitos positivos tanto no 

período gestacional como lactacional, enquanto ratas fêmeas pareceram ser mais 

beneficiadas pelo enriquecimento pós-natal precoce. Os resultados obtidos 

permitem concluir que o AE tem efeitos tanto preventivos como terapêuticos ao 

atenuar o grau de comprometimento neurológico induzido pela HI neonatal. Estes 

achados ressaltam a importância de uma maior compreensão sobre os mecanismos 

envolvidos nos efeitos benéficos do AE, bem como a influência das condições 

ambientais no prognóstico a curto e longo prazo do recém-nascido exposto a 

eventos cerebrais adversos como a hipóxia isquemia. 

Palavras chaves: prematuridade, hipóxia-isquemia neonatal, enriquecimento 

ambiental, neurodesenvolvimento, dimorfismo sexual.
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ABSTRACT 

The increasing survival rates of very preterm newborns is associated to brain 

damage and several neurological conditions, such as neonatal hypoxia-ischemia (HI). 

HI affects 2/1000 live births and it is the main cause of mortality and morbidity in 

infants, being considered a public health problem for its great impact throughout the 

life cycle and increased family and social support requirements. Changes in the 

energy metabolism as consequence of HI insult trigger a cascade of molecular events 

implicated in brain damage and subsequent sensorimotor, cognitive and behavioral 

deficits. Environmental enrichment (EE) is an experimental strategy that aims to 

promote greater cognitive, social and motor stimuli, showing beneficial effects in a 

variety of central nervous system diseases and injuries, thus making brain more 

resilient. However, the effects of EE during critical neurodevelopmental periods or 

encephalic maturation, as well as the biological mechanisms involved when related to 

HI are not yet understood. The aim of this Thesis is to evaluate the EE effects in 

gestational and lactation period on the HI-induced damage, on the third postnatal day. 

Thereby, pregnant Wistar rats were allocated in EE or standard conditions during 

gestation. After birth, the litters were kept in the same housing condition or reallocated 

to a new environment during lactation. It was observed that animals submitted to HI 

and exposed to EE on gestation, lactation and the combination of both 

neurodevelopmental periods showed a reduction in cell death by apoptosis in acute 

stage of the injury and had greater functional recovery when compared to control 

group. In addition, EE animals showed a reduction in the expression of synaptopysin, 

protein related to synaptic plasticity, in encephalic hypometabolism and in tissue loss 

at adulthood. These findings can be due to activation of pathways related to cell 

survival, such as AKT (48h after the insult), up-regulation of VEGF and IGF-1 levels, 

as well as the increase in the immunocontent of TrkB receptor and modulation in 

astrocyte reaction at adulthood. Moreover, a sex-specific response was observed, in 

which male rats exhibited positive effects both at gestational and lactation period, 

while females seem to be more benefited by early postnatal enrichment. Data here 

presented allow the conclusion that EE has preventive and therapeutic effects 

attenuating the neurological impairments caused by neonatal HI. These results 

highlight the relevance of a better understanding of the mechanism responsible for 

protective EE effects, as well as the environmental influences on short and long-term 

prognosis of neonate suffering from brain injury such as hypoxia-ischemia.  

Key words: prematurity, neonatal hypoxia-ischemia, enriched environment, 

neurodevelopment, sexual dimorphism 
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APRESENTAÇÃO 

 

 
Esta Tese é constituída por: 

 

 
1. Introdução: embasamento teórico para a compreensão da proposta de 

trabalho e das hipóteses.  

 

2. Objetivos: descrição dos objetivos geral e específicos a serem 

desenvolvidos ao longo dos capítulos. 

3. Abordagem Metodológica: descrição geral do modelo experimental e dos 

métodos utilizados. 

 

4. Resultados, constituído pelos capítulos 1, 2, 3, 4 e 5. 

 Capítulo 1, artigo publicado na revista Neuroscience: Longer hypoxia-

ischemia periods to neonatal rats causes motor impairments and 

muscular changes;  

 Capítulo 2, artigo publicado na revista Molecular Neurobiology: 

Prenatal and early postnatal environmental enrichment reduce acute 

cell death and prevent neurodevelopment and memory impairments 

in rats submitted to neonatal hypoxia ischemia; 

 Capítulo 3, artigo publicado na revista Behavioral Brain Research: 

Preventive and therapeutic effects of environmental enrichment in 

Wistar rats submitted to neonatal hypoxia-ischemia; 

 Capítulo 4, short communication publicada na revista Behavioral 

Brain Research: Enriched experiences during pregnancy and 



XVI 
 

lactation period protect against motor impairments induced by 

neonatal hypoxia-ischemia 

 Capítulo 5, O enriquecimento ambiental precoce reduz parcialmente 

o hipometabolismo encefálico e modifica a estrutura da rede 

metabólica em ratos submetidos à hipóxia-isquemia neonatal: 

Resultados parciais.  

5. Discussão: interpretação dos resultados apresentados e sua 

contextualização. 

6. Conclusões e perspectivas.  
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1.1 Prematuridade  
 

O nascimento prematuro é considerado um problema de saúde pública, 

sendo a principal causa de mortalidade em crianças menores de cinco anos 

(Blencowe et al., 2013) e de morbidade infantil (Abajobir et al., 2017). A 

prematuridade é definida como o nascimento do feto humano antes de 37 

semanas de gestação, ou antes de 259 dias após a data do último período 

menstrual (World Health Organization, 2012). De acordo com a idade 

gestacional, o American College of Obstetrician and Gynecology (ACOG) 

classifica o recém-nascido em: prematuro extremo (< 28 semanas), muito 

imaturo (entre 28 e 32 semanas), prematuro moderado (entre 32 e 37 semanas), 

a termo precoce (entre 37 e 38 semanas), a termo (entre 39 e 40 semanas), a 

termo tardio (entre 41-42 semanas) e pós-termo (> 43 semanas) (ACOG, 2013; 

Quinn et al., 2016). 

Atualmente, cerca de 15 milhões de recém-nascidos nascem antes de 37 

semanas de gestação no mundo, perfazendo uma taxa de 11.1% de todos os 

nascimentos (Blencowe et al., 2012; Suff et al., 2018). Avanços no serviço de 

neonatologia nas últimas décadas têm melhorado a taxa de sobrevivência, 

particularmente em prematuros extremos, entre as 24a e 28a semanas de 

gestação e peso inferior a 1500 gramas; porém tal sucesso traz consigo aumento 

da incidência de sequelas neurológicas como paralisia cerebral, epilepsia e 

déficit de aprendizagem (Volpe, 2009a, 2009b; Frey and Klebanoff, 2016). Dados 

da Organização Mundial da Saúde revelam que 60% dos nascimentos pré-termo 

ocorrem na África e no sul da Ásia, contudo, no ranking mundial de 

prematuridade países como a Índia, a China e os Estados Unidos ocupam os 
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primeiros lugares. O Brasil ocupa a décima posição, com cerca de 300 mil 

nascimentos prematuros por ano (Blencowe et al., 2013). 

Estima-se que nos países em desenvolvimento 12% dos bebês nascem 

antes do tempo previsto e 90% daqueles que têm prematuridade extrema 

morrem em poucos dias. Entretanto, nos países desenvolvidos essa taxa de 

mortalidade cai para menos de 10% dos casos. Esta situação tem sido 

relacionada a diferenças na qualidade da atenção médica, no acesso aos 

serviços de saúde especializada e nas intervenções preventivas para melhorar 

a qualidade de vida da gestante (World Health Organization, 2012). 

O nascimento prematuro pode ser espontâneo, em 75% dos casos, ou por 

causas iatrogênicas (Kramer et al., 2012). Apesar da patogênese do nascimento 

pré-termo ser pouco compreendida, as evidências científicas indicam a 

prematuridade como uma síndrome complexa, com múltiplas causas possíveis 

(Suff et al., 2018). Entre os fatores de risco associados podemos citar: idade 

materna (menor de 17 anos e maior de 40 anos), índice de massa corporal (muito 

alto ou muito baixo), intervalo reduzido entre uma e outra gravidez, gravidez 

múltipla, infecções das vias urinárias, hipertensão arterial, diabetes, consumo de 

tabaco ou álcool, disfunção placentária, estresse e nível socioeconômico 

desfavorável (Goldenberg et al., 2009; Gravett et al., 2010; Muglia and Katz, 

2010; Angelidou et al., 2012; Kramer et al., 2012).  

A classificação de prematuridade do ACOG considera tanto a apresentação 

clínica como os mecanismos fisiológicos desta condição. A primeira refere-se ao 

parto prematuro, espontâneo ou induzido, e a segunda subdivide o nascimento 
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pré-termo em causas infecciosas e/ou inflamatórias, por vasculopatias ou 

estresse (Kramer et al., 2012).  

É importante salientar que as consequências da prematuridade têm 

impacto tanto no período neonatal como ao longo do ciclo vital. Diferentes 

estudos têm mostrado um incremento na taxa de complicações a curto prazo, 

como hemorragia encefálica periventricular, hipoglicemia, asfixia perinatal e 

dificuldade respiratória (Escobar et al., 2006; Femitha and Bhat, 2012). Chama 

atenção de que em recém-nascidos prematuros a incidência de eventos hipóxico 

isquêmicos atinge entre 12 e 14% dos casos, enquanto no recém-nascido a 

termo, essa taxa se reduz a 1 e 2% dos nascimentos (Blencowe et al., 2012).  

No longo prazo, a prematuridade está associada a alterações no 

desenvolvimento e no desempenho neurológico, como atraso no 

desenvolvimento psicomotor, paralisia cerebral, autismo, déficit de aprendizado, 

deficiência nas funções executivas, doença pulmonar crônica, doenças 

cardiovasculares, déficit visual e auditivo, déficit de atenção e hiperatividade, 

ansiedade e depressão (Volpe, 2009b; Teune et al., 2011; Angelidou et al., 2012; 

Roggero et al., 2013). Assim, é de fundamental relevância o estudo de condições 

como a prematuridade e algumas de suas complicações primárias, como a 

hipóxia-isquemia neonatal nessa faixa de desenvolvimento, a fim de avançar a 

compreensão da lesão cerebral, das alterações funcionais associadas e da 

capacidade de resiliência e recuperação dos sujeitos o que poderá facilitar novas 

abordagens terapêuticas, tanto no contexto experimental como clínico  (O’Shea, 

2002; Volpe, 2005; Lai and Yang, 2011). 
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1.2 Hipóxia-Isquemia Neonatal (HI) 
 

A Hipóxia-Isquemia neonatal (HI) é uma das principais causas de óbito e 

de lesões ao Sistema Nervoso Central (SNC) no período perinatal (Verklan, 

2009), com incidência de 1,8 a 6 casos/ 1000 nascidos vivos (Shevell et al., 

2001). Disfunções circulatórias e/ou complicações obstétricas como a hipóxia 

materna, o descolamento prematuro da placenta e a compressão do cordão 

umbilical podem interferir na troca de gases entre a placenta e o feto, levando a 

um déficit no aporte de oxigênio (O2), excesso de dióxido de carbono (CO2) e 

uma diminuição do aporte sanguíneo (isquemia) causando a hipóxia-isquemia 

neonatal (Berger and Garnier, 1999; Back et al., 2001; Ferriero, 2004). 

Complicações sistêmicas da asfixia neonatal frequentemente incluem 

alterações cardiovasculares, respiratórias, metabólicas e renais, sendo, o SNC 

o mais comprometido (Berger and Garnier, 1999). As alterações metabólicas 

decorrentes do insulto (HI) podem levar a modificações bioquímicas e 

fisiológicas que se traduzem em manifestações clínicas secundárias ao 

comprometimento fisiológico ou estrutural (McKenna et al., 2015). A HI tem sido 

correlacionada a 25% dos casos de deficiências físicas e cognitivas em crianças 

(Kurinczuk et al., 2010) e vinculada ao comprometimento das capacidades 

neurológicas e/ou a patologias como a paralisia cerebral, a epilepsia e retardos 

no desenvolvimento psicomotor e de aprendizado (Vannucci and Hagberg, 2004; 

Khwaja and Volpe, 2008). As implicações das sequelas neurológicas associadas 

à HI são consideradas um problema de saúde pública, devido ao grande impacto 

ao longo do ciclo vital e ao amplo suporte familiar e social necessário (McKenna 

et al., 2015). 
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As características neuropatológicas da HI são complexas e variam 

dependendo da idade gestacional e pós-natal do neonato, da natureza e da 

duração do insulto (Roelfsema et al., 2005; Yang and Lai, 2011; Bock et al., 

2014), ainda que o encéfalo do neonato tenha uma maior tolerância anaeróbica 

quando comparado ao do adulto (Towfighi et al., 1997; Perlman, 2001; George 

et al., 2004). As alterações no metabolismo energético cerebral têm grande 

relevância devido aos períodos de vulnerabilidade celular e tecidual em que 

ocorre o insulto (Yang and Lai, 2011; Bock et al., 2014). No período 

prenatal/neonatal ocorre o desenvolvimento e/ou a maturação de diferentes 

estruturas cerebrais como o hipocampo, o sistema límbico e o neocórtex (Yager 

and Ashwal, 2009), havendo intensa sinaptogênese e alta taxa de diferenciação 

de algumas células, como por exemplo, os oligodendrócitos (Back et al., 2002; 

Back, 2006). 

Como apresentado na Figura 1, os achados neuropatológicos da HI variam 

de acordo com a maturidade do feto, a natureza e a extensão da lesão, podendo 

resultar em lesões teciduais com características macroscópicas diferentes como 

morte seletiva neuronal, lesão cerebral para-sagital, leucomalácia 

periventricular, hemorragia intra ou periventricular e isquemia focal e/ou 

multifocal (Khwaja and Volpe, 2008; Silbereis et al., 2010).  
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Figura 1: Ilustração de lesões cerebrais que comumente afetam recém-nascidos prematuros 

(A,B) e crianças nascidas a termo (C,D) [Adaptado de (Silbereis et al., 2010)]. 

 

Os mecanismos fisiopatológicos da HI são divididos em três fases: primária, 

secundária e terciária (Figura 2), cujas manifestações clínicas progridem após 

um período de horas a dias, e podem expressar tanto o metabolismo encefálico 

quanto a cascata de eventos neuroquímicos responsáveis pela lesão cerebral 

(Hassell et al., 2015).  
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Fase primária:  

A falha energética primária é caracterizada pela redução do fluxo 

sanguíneo e pela queda do suprimento de glicose e oxigênio. A redução das 

moléculas fosforiladas de alta energia, como o ATP e a fosfocreatina, favorece 

o metabolismo anaeróbico; essa mudança metabólica promove o acúmulo de 

lactato e íons hidrogênio (H+), que progressivamente comprometem o potencial 

de regulação vascular e favorecem a acidose do tecido (Johnston et al., 2001a, 

2001b).   

Estudos pré-clínicos têm mostrado que a diminuição de substratos 

energéticos após a lesão compromete a atividade da bomba Na+/K+ ATPase, 

resultando no acúmulo intracelular de sódio (Na+), cálcio (Ca++) e água (edema 

tóxico), seguido da despolarização excessiva da membrana e liberação de 

neurotransmissores excitatórios, especialmente glutamato (Ferriero, 2001; Back 

et al., 2002; McLean and Ferriero, 2004). O aumento nas concentrações de 

glutamato extracelular e a ativação de seus receptores, principalmente do 

subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA), desencadeiam uma cascata “excitotóxico-

oxidativa” que repercute na estabilidade sináptica, na plasticidade neuronal 

dependente da atividade e na excitabilidade do hipocampo, do córtex cerebral e 

de outras estruturas cerebrais (i.e. estriado e cerebelo) relacionadas com 

aprendizado e a memória, processos nos quais os receptores ionotrópicos de 

glutamato têm uma importante participação (Hagberg et al., 2002).  

Os efeitos deletérios do aumento do Ca++ livre no citosol pela ativação 

excessiva dos receptores de NMDA, despolarização da membrana e liberação 

de Ca++ dos estoques intracelulares incluem alteração na respiração mitocondrial 
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pela ativação da enzima óxido nítrico sintase neuronal, que leva à liberação do 

radical óxido nítrico (NO) e degradação de lipídios, proteínas e DNA celular pela 

ativação de fosfolipases, proteases e nucleases, respectivamente (Hagberg et 

al., 2002; Cross et al., 2010). Sinais liberados pelas mitocôndrias danificadas 

podem estimular a liberação do citocromo C ao citosol, favorecendo a ativação 

das caspases 9 e 3 (enzimas ativadas durante a HI) que dão início à apoptose 

neuronal (morte celular programada) desde que o fornecimento de energia 

persista. A exaustão do suprimento energético e os efeitos combinados da 

acidose, da excitoxicidade, da neurotoxicidade por óxido nítrico (NO) e do 

acúmulo de Ca++, são elementos importantes que levam à necrose celular 

(Hagberg et al., 2009). A intensidade da morte celular observada dependerá 

extensão da lesão e do estágio de maturidade das células afetadas (Yang and 

Lai, 2011). 

Ao ser reestabelecido o fluxo sanguíneo (reperfusão), uma segunda onda 

de dano celular acontece. Durante esse período, o oxigênio volta a estar 

disponível para as células e causa exacerbação na produção de radicais livres, 

como o NO, bem como reações inflamatórias mediadas pela liberação de 

interleucinas e lesão da unidade microvascular (Khwaja and Volpe, 2008). 

Assim, danos à membrana celular podem agravar os eventos negativos através 

da liberação aumentada de radicais livres, que são capazes de atuar 

indiretamente na sinalização redox e ativar a apoptose. Ao mesmo tempo, os 

leucócitos podem ligar-se ao endotélio de pequenos capilares obstruindo-os e 

levando a piora da isquemia, o que exacerba o dano tecidual (Berger and 

Garnier, 1999). 
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Fase Secundária 

A falha energética secundária acontece entre 6 a 24 horas após a lesão e é 

caracterizada pelo início das convulsões. Essa fase difere da primária porque o 

declínio nos níveis de fosfocreatina e de ATP não são acompanhados de acidose 

(Lorek et al., 1994). Sua patogênese envolve edema tóxico, acúmulo de 

citocinas, falha mitocondrial, apoptose e níveis alterados de fatores de 

crescimento e de síntese proteica (Hassell et al., 2015).   

 

Figura 2: Esquema geral das características fisiopatológicas da resposta ao evento hipóxico-

isquêmico [Adaptado de (Douglas-Escobar and Weiss, 2015)].   

 

Fase Terciária  

A lesão cerebral terciária refere-se a processos patológicos ativos que 

ocorrem por semanas, meses e anos após o insulto hipóxico-isquêmico. Os 

mecanismos de dano persistente envolvem gliose, ativação dos receptores 

inflamatórios e modificações epigenéticas (Hassell et al., 2015).  
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A ativação dos astrócitos tem como objetivo preservar o tecido neuronal e 

prevenir um maior dano na função do SNC, pois estes regulam a concentração 

de íons e neurotransmissores no meio extracelular, previnem a inflamação 

excessiva e apresentam um efeito neuroprotetor ao inibir a atividade da microglia 

e favorecer a liberação de fatores neurotróficos importantes na reparação e 

proliferação celular (Villapol et al., 2008; Sonnewald, 2014). Entretanto, em 

estágios avançados da lesão, os astrócitos podem formar cicatrizes durante o 

rearranjo celular e molecular do tecido (Sofroniew, 2009; Anderova et al., 2011). 

A barreira física criada pela cicatriz glial pode dificultar os axônios de atingir seu 

comprimento total e impedir que novos contatos axonais aconteçam, afetando o 

processo normal de mielinização e a comunicação axônio-glia (Franklin and 

Ffrench-Constant, 2008). As células da micróglia estão presentes em grande 

número na substância branca periventricular em desenvolvimento (Burda and 

Sofroniew, 2014) e em volta dos axônios em degeneração. Além disso, a 

micróglia é responsável por fagocitar às células em necrose e apoptose e a sua 

ativação excessiva pode afetar o funcionamento do tecido nervoso e parece 

estar relacionada aos distúrbios de longo prazo observados nos bebês 

prematuros (Zhu et al., 2014). 
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1.3 Metabolismo Encefálico  

 

O metabolismo encefálico apresenta grandes variações durante o 

desenvolvimento, apesar dos níveis circulantes de glicose se manterem sem 

muitas alterações (Brekke et al., 2014). A taxa metabólica na substância cinzenta 

do neonato é muito menor que a do adulto, embora possa ser maior na 

substância branca. Esta diferença parece ser responsável pela capacidade do 

cérebro imaturo de suportar períodos prolongados de hipóxia (McKenna et al., 

2012).  

Em condições fisiológicas, a glicose é essencialmente o único substrato 

energético para o encéfalo adulto. Em contrapartida, o consumo encefálico de 

glicose em roedores neonatos é de aproximadamente 50% do encéfalo adulto, 

sendo utilizadas outras fontes energéticas como os corpos cetônicos, acetato e 

lactato (Brekke et al., 2014). Estima-se que o metabolismo dos corpos cetônicos 

possa fornecer 30% da energia total em roedores durante o período de 

amamentação e 48% da demanda energética em ratos no DPN 16, sendo um 

dos principais substratos nesse período, enquanto o consumo de glicose é de 

apenas 12% no DPN 7 e 28% no DPN 14, quando comparado com os níveis  de 

ratos adultos (Vannucci et al., 1994; Brekke et al., 2014).  

O consumo encefálico de glicose durante o desenvolvimento está 

diretamente relacionado com os níveis de transportadores de glicose (GLUT), 

sendo este um fator limitante na taxa de utilização deste substrato energético no 

período pós-natal precoce. Entre os principais transportadores estão o GLUT1, 

presente nas células gliais e na barreira hematoencefálica (BHE) e o GLUT3 

encontrado predominantemente nos neurônios (Vannucci et al., 1994). A baixa 
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utilização de glicose no período neonatal coincide também com baixa atividade 

das enzimas da via glicolítica e do ciclo do ácido tricarboxílico (comumente 

referido como ciclo de Krebs) (Brekke et al., 2014). 

 Durante a lactação o consumo de leite com alto conteúdo de gordura, 

assim como de corpos cetônicos derivados dos lipídeos, suprem grande parte 

das necessidades energéticas do cérebro em desenvolvimento (Nehlig, 2004), 

Isso pode estar relacionado com os transportadores de monocarboxilato (MCT), 

como o MCT-1, o qual está mais expresso na BHE e a nas células glias do 

cérebro neonatal com relação à idade adulta (Vannucci and Simpson, 2003).  

Como mencionado anteriormente, a HI causa uma diminuição no 

suprimento de oxigênio e glicose ao cérebro, prejudicando o metabolismo 

oxidativo mitocondrial e os níveis de energia na célula. Alterações agudas no 

metabolismo energético e sua desregulação prolongada durante o período 

neonatal podem aumentar a vulnerabilidade encefálica e comprometer a 

maturação e o desenvolvimento de processos essenciais no SNC, tendo em 

consideração que o aumento do consumo de glicose durante o período pós-natal 

está correlacionado com a aquisição de competências neurológicas ao nível 

funcional. Assim, modificações no metabolismo encefálico podem ser os 

responsáveis pelos diferentes graus de incapacidade após a lesão (Nehlig, 2004; 

McKenna et al., 2015).  

No modelo experimental de HI neonatal (vide abaixo) os níveis de glicose 

após o insulto são inicialmente mais baixos no hemisfério ipsilateral à oclusão da 

carótida, porém estes valores aumentam acima dos níveis basais em ambos 

hemisférios na primeira hora após a HI, assim 30 minutos após a lesão há um 
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aumento de 26% nos níveis de glicose no hemisfério ipsilateral e de 44% no 

contralateral, indicando uma reperfusão rápida e possivelmente um aumento na 

captação de glicose como mecanismo compensatório (Brekke et al., 2014).  Além 

disso, os níveis de transportadores de glicose são afetados pela HI, com 

aumento da expressão do GLUT1 tanto no hemisfério ipsi como contralateral à 

lesão, com níveis ainda mais elevados 24 horas após a HI no hemisfério 

ipsilateral. A expressão de GLUT3 (transportador neuronal) apresenta um 

aumento nas regiões perilesionais, mas é reduzida rapidamente nas áreas mais 

afetadas como o córtex e o hipocampo (Morken et al., 2014). Esses achados 

experimentais estão em concordância com dados reportados em infantes a 

termo acometidos pela HI, os quais tem mostrado uma correlação inversa entre 

a severidade da lesão e o metabolismo de glicose (Thorngren-jerneck et al., 

2001). É importante salientar que embora o fluxo sanguíneo cerebral não esteja 

reduzido no hemisfério contralateral neste modelo, a exposição dos animais a 

condições hipóxicas poderia explicar várias alterações no metabolismo 

encefálico no hemisfério contralateral nas primeiras 48 horas após HI. Isso torna 

ainda mais interessante o estudo do metabolismo da glicose no cérebro em 

desenvolvimento e as possíveis associações com os prejuízos induzidos por 

lesões neonatais (Brekke et al., 2017).  

A técnica de microtomografia por emissão de pósitrons (µPET) com o 

radiofármaco 18F-fluordesoxiglicose (18F-FDG) tem sido amplamente utilizada 

para investigar o metabolismo cerebral em pacientes com alterações do SNC; e 

recentemente seu uso foi estendido a animais de pequeno porte. Essa 

metodologia é análoga àquela disponível clinicamente, facilitando assim a 

translação dos resultados experimentais (Zanirati et al., 2018).  
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1.4 Modelo Experimental da Hipóxia-Isquemia 
 

A hipóxia-isquemia é uma condição patológica complexa, que envolve 

diversos mecanismos fisiopatológicos, tornando relevante o uso de modelos 

experimentais para a compreensão dos diversos eventos moleculares e 

celulares pós-lesão e para a avaliação de novas estratégias preventivas e/ou 

terapêuticas. Com esse intuito, ratos e camundongos são os animais mais 

comumente utilizados (Yager, 2004; Rumajogee et al., 2016). 

O modelo experimental de hipóxia-isquemia desenvolvido por Levine em 

1960 e posteriormente modificado por Rice e colaboradores (1981) tem sido 

utilizado com sucesso no intuito de reproduzir o insulto hipóxico-isquêmico 

neonatal ocorrido em humanos (Figura 3). O modelo consiste na indução da 

isquemia, gerada pela oclusão unilateral de uma das artérias carótidas comuns 

(carótida direita, utilizada na presente Tese), seguida pela exposição a uma 

atmosfera hipóxica dentro de uma câmara (kitasato), a qual fornece 8% de O2 e 

92 % de N2, com fluxo de 5 L/min, simulando a combinação de hipoxemia e 

isquemia encontrada em neonatos humanos após um quadro de asfixia (Levine, 

1960; Rice et al., 1981). Este modelo é vantajoso por apresentar alta 

reprodutibilidade, baixo custo e baixa mortalidade, além de produzir dano em 

90% dos animais e permitir a recuperação do fluxo sanguíneo mesmo com a 

oclusão da artéria carótida (Vannucci. and Vannucci., 2005; Weis et al., 2011). 
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Figura 3: Desenho esquemático do modelo de HI Rice-Vannuci. Fonte do autor.  

O modelo de HI foi descrito por Rice-Vannucci em animais no sétimo dia 

pós-natal (DPN 7), quando o desenvolvimento encefálico do rato é semelhante 

ao do recém-nascido a termo. Essa idade é caraterizada por um pico de 

crescimento encefálico e gliogênese; aumento da densidade axonal e dendrítica; 

maior maturação de oligodendrócitos; e a consolidação do sistema imunitário, 

sendo equivalentes aos processos encontrados em humanos entre a 36ª e 40ª 

semana de gestação (Semple et al., 2013). Uma variante desse modelo 

caracteriza-se por realizar a HI no terceiro dia pós-natal (DPN 3), com o intuito 

de entender os efeitos da lesão em recém-nascidos prematuros, uma vez que 

nesta idade os ratos exibem maturação encefálica semelhante àquela observada 

em humanos com 24-28 semanas de gestação (Sizonenko et al., 2003, 2005; 

Van De Looij et al., 2011). Apesar da diferença de idade, ambos protocolos 

causam déficits funcionais e lesões no hemisfério ipsilateral à artéria carótida 

ocluída em regiões como o córtex cerebral e o hipocampo, sendo o hemisfério 

contralateral muito pouco, ou mesmo nada, afetado morfologicamente (Pereira 

et al., 2007; Arteni et al., 2010). A HI no DPN 3 causa ventriculomegalia e lesiona 

preferencialmente áreas mielinizadas e corticais, como o corpo caloso e o córtex 

parietal, devido à vulnerabilidade na maturação-dependente da linhagem 
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progenitora de oligodendrócitos (pré-OLS) caraterística desse período de 

desenvolvimento (Cai and Rhodes, 2001; Sizonenko et al., 2003; Stadlin et al., 

2003), o que confirma a sua semelhança com o padrão de lesão observado em 

humanos prematuros após um evento hipóxico-isquêmico. Os oligodendrócitos 

(OLS) são células responsáveis pela mielinização do SNC, pelo 

desenvolvimento trófico axonal, pela sobrevivência e pelo funcionamento neural. 

Por isso, a sua ausência ou diminuição durante o desenvolvimento acarreta 

deficiências de mielinização, podendo ser esta uma das causas dos déficits 

comportamentais apresentados pelos animais (Back et al., 2001; Sizonenko et 

al., 2005; Back, 2006). 

Estudos prévios demonstram que a HI nesta idade causa redução no 

volume hemisférico em regiões como o corpo caloso (estrutura altamente 

mielinizada e fundamental aos processos cognitivos), associada a prejuízos de 

memória aversiva, espacial e de trabalho (Huang et al., 2009; Sanches et al., 

2013a, 2013b; Alexander et al., 2014). Alterações motoras têm sido observadas 

em animais submetidos a HI no DPN 3  quando expostos a concentrações de 

oxigênio de 6% ou quando associado a estímulos inflamatórios (Girard et al., 

2009; Misumi et al., 2016). Estudos são necessários para determinar se a 

exposição a um período de hipóxia mais elevado, com uma concentração de 

oxigênio de 8% (comumente utilizada no modelo de HI), causa as alterações 

sensoriomotoras observadas clinicamente em recém-nascidos pré-termo.  

A HI no DPN 3 prejudica o processo de mielinização aumentando a 

astrogliose e a microgliose durante a fase inicial (72 horas) e a cicatriz glial (44 

dias após o insulto) (Cai et al., 2006). Além disso, as espécies reativas de 

oxigênio/nitrogênio e as citocinas pró-inflamatórias têm sido relacionadas a um 
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dano de início tardio (ao redor de 5 semanas) após o insulto HI (Cai et al., 2006), 

indicando que a lesão muda ao longo do tempo e pode ter impacto variável nas 

diferentes etapas do ciclo vital (Mishima et al., 2005; Tsuji et al., 2010). 

Apesar da alta incidência da HI neonatal e dos esforços de pesquisadores 

de ciências básicas e clínicas, estratégias terapêuticas efetivas para reduzir a 

severidade da lesão e o impacto funcional ainda são escassas. A hipotermia 

durante as primeiras horas de vida é o tratamento padrão para os recém-

nascidos com uma lesão hipóxico-isquêmica entre moderada e grave. Apesar 

dessa alternativa terapêutica melhorar o prognóstico funcional dos neonatos, 

seus efeitos são parciais e seu uso é limitado a recém-nascidos a termo 

(Davidson et al., 2015). O recém-nascido prematuro que sofre com a HI 

apresenta acometimento sistêmico em diferentes graus de severidade, motivo 

pelo qual o enfoque terapêutico se torna complexo e o neonato necessita de 

atenção para distintas manifestações clínicas (Nguyen et al., 2013). Estratégias 

não-farmacológicas como a manipulação ambiental parecem ser uma alternativa 

promissora devido ao seu potencial de promover mudanças estruturais e 

funcionais no SNC, o que favorece a preservação cerebral e a recuperação 

funcional após uma lesão (Nithianantharajah and Hannan, 2006). 
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1.5 Ambiente Enriquecido  
 

O Ambiente Enriquecido (AE) é definido como a exposição de animais de 

laboratório a ambientes complexos que permitem atividade exploratória e 

oferecem possibilidades contínuas de aprendizagem, quando comparado às 

condições-padrão de moradia (Krech et al., 1962; Diamond, 2001; 

Nithianantharajah and Hannan, 2006; Rosenzweig, 2007; McDonald et al., 2018; 

Kempermann, 2019).  

Esse paradigma tem sua origem no trabalho de Donald Hebb (1947), que 

mostrou que ratas mantidas em espaços abertos que facilitavam a exploração 

voluntária, apresentavam mais habilidades cognitivas do que animais mantidos 

em condições padrão de laboratório (Hebb, 1947). O termo AE foi introduzido na 

comunidade científica por Rosenzweig e colaboradores no ano de 1962, quando 

demonstraram experimentalmente os efeitos da exposição a ambientes diversos 

(enriquecidos versus empobrecidos). (Krech et al., 1962). Estudos posteriores 

enfatizaram que a exposição a experiências enriquecidas são necessárias para 

o bem-estar do animal, para facilitar a expressão do comportamento natural, para 

melhorar a função biológica do sistema nervoso e para desenvolver habilidades 

de resolução de problemas em animais de laboratório (Rosenzweig, 2007). 

O AE caracteriza-se por gaiolas grandes que contêm rodas, túneis, 

escadas, abrigos e brinquedos com diversas formas, tamanhos e texturas, que 

são reorganizados e substituídos regularmente, a fim de fornecer maior 

estimulação sensorial, cognitiva, motora e social nos animais (Petrosini et al., 

2009). Além disso, os animais são mantidos em grupos grandes facilitando a 

exposição a estímulos olfativos, visuais e auditivos de outros animais, assim 
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como comportamentos cooperativos e lúdicos (Mering and Jolkkonen, 2015). 

Algumas hipóteses têm sido levantadas para a ação do AE no SNC (Figura 4); 

dentre elas podemos citar a aceleração da maturação neural, a neuroproteção e 

a plasticidade dependente de experiência (Nithianantharajah and Hannan, 2006; 

Simonetti et al., 2009). 

A literatura recente destaca que o AE tem a capacidade de modular 

estrutural e funcionalmente o SNC, de facilitar processos de recuperação após 

insultos cerebrais e de prevenir ou reduzir as sequelas associadas a diversos 

distúrbios neurológicos, quando estudados em modelos animais (Petrosini et al., 

2009; Alwis and Rajan, 2014; Mering and Jolkkonen, 2015). No modelo de HI, o 

AE diminui parcialmente o atraso no desenvolvimento neurológico (Horvath et 

al., 2013; Schuch et al., 2016a), melhora a memória espacial e declarativa 

(Pereira et al., 2007, 2008; Rojas et al., 2013; Galeano et al., 2015) e reverte os 

prejuízos da função sensório-motora dos animais (Seo et al., 2013a; Marques et 

al., 2014; Schuch et al., 2016b; Meireles et al., 2017). No entanto, o AE apresenta 

efeitos limitados em relação a preservação tecidual de estruturas como o corpo 

caloso, o córtex, o hipocampo e o estriado (Pereira et al., 2007, 2008), sendo 

possível que os principais efeitos de experiências enriquecidas estejam 

associados a modificações plásticas que favorecem a reorganização das áreas 

lesionadas e a otimização das regiões cerebrais não comprometidas pelo insulto 

neonatal (Mering and Jolkkonen, 2015; McDonald et al., 2018). 

Como mencionado anteriormente, o evento hipóxico-isquêmico inicia uma 

cascata de eventos moleculares e celulares associados com excitotoxicidade, 

estresse oxidativo e inflamação como um dos principais mecanismos 

responsáveis pela morte celular após lesão. Diversos protocolos usando AE no 



21 
 

período pós-desmame reportam efeitos benéficos sobre vários desses fatores, 

tais como: redução da excitotoxicidade induzida por Ca++ (Iuvone et al., 1996), 

preservação da atividade da bomba Na+/K+ ATPase (Rojas et al., 2015), redução 

de radicais livres derivados do complexo derivado da NADPH oxidase-2 (Zhang 

et al., 2017) e normalização da atividade de enzimas antioxidantes como 

superóxido dismutase (Pereira et al., 2009). Além disso, o AE também exerce 

um papel protetor sobre o aumento da vascularização cerebral  (Yu et al., 2014) 

e a manutenção da integridade da barreira hematoencefálica (BHE), impedindo 

que células inflamatórias periféricas penetrem no parênquima cerebral (Diaz et 

al., 2016).  

 

Figura 4: Desenho esquemático do Ambiente Enriquecido e regiões cerebrais ativadas pelo 

enriquecimento [Adaptado de (Nithianantharajah and Hannan, 2006)]. 
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1.6 Efeitos do Ambiente Enriquecido no Período Gestacional 
 

O dano encefálico e o comprometimento funcional após a HI resultam do 

equilíbrio entre os mecanismos prejudiciais (morte celular, inflamação, estresse 

oxidativo) e as respostas de proteção endógena do SNC (Hassell et al., 2015). 

Atualmente, estratégias terapêuticas focadas em potencializar as respostas de 

neuroproteção endógena tem-se demostrado atraentes, dado que promovem 

menos alterações na homeostase fisiológica, apresentam menos efeitos 

colaterais e podem embasar tratamentos mais efetivos em resposta a estímulos 

nocivos (Hassell et al., 2015). Estudos recentes também sugerem que o período 

gestacional favorece processos de proteção endógena ao SNC em 

desenvolvimento da prole, sendo esse um período crítico do desenvolvimento 

onde estímulos ambientes podem ser usados como prevenção primária de 

eventos celulares após insultos cerebrais e para reduzir as deficiências 

funcionais (Jiang et al., 2014; Bale, 2015; Hassell et al., 2015; Netto et al., 2018). 

As condições maternas influenciam profundamente o desenvolvimento 

adequado do feto e podem promover resiliência precoce a condições adversas 

de saúde, como sugerido no Paradigma das Origens desenvolvimentistas da 

saúde e da doença (Gluckman et al., 2008; Heindel and Vandenberg, 2015). Em 

contrapartida ao amplo número de pesquisas avaliando os efeitos do ambiente 

gestacional adverso sobre a prole, existem poucos estudos que têm feito 

referência ao impacto de contextos positivos, como o ambiente enriquecido 

sobre a interação mãe-filho e do cérebro imaturo com seu entorno. O conceito 

de programação precoce indica que um insulto, ou um estímulo, durante 

períodos críticos do desenvolvimento pode ter efeitos negativos, ou positivos, a 

longo prazo tanto na estrutura como na função do organismo (Lucas, 2005). Este 
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processo pode ocorrer como resultado de fatores ambientais sugerindo, por 

exemplo, que a plasticidade cerebral pode ser incrementada durante a interação 

com diferentes estímulos e permitir adaptações individuais do SNC baseadas na 

experiência, ainda no período pré-natal (Baroncelli et al., 2009; Horvath et al., 

2015; Sale, 2018).  

Outro conceito que abrange a plasticidade dependente da experiência é o 

de reserva cognitiva, o qual postula que os sujeitos podem desenvolver 

mudanças estruturais e funcionais no cérebro capazes de amenizar os efeitos 

de eventos negativos, reduzir o risco de maiores deficiências ou desenvolver a 

capacidade de absorver danos maiores antes de atingir o limiar para a expressão 

clínica ou funcional. Muito embora o conceito tenha sido postulado no estudo do 

declínio cognitivo da maturidade e do envelhecimento, ele também pode ser 

evocado em períodos precoces do desenvolvimento. Tal reserva varia entre os 

indivíduos e pode ser inata ou modulada durante o ciclo vital por fatores 

ambientais que contribuem para a construção de circuitos neuronais mais 

eficientes e flexíveis, podendo ser avaliada em nível comportamental e indicando 

a existência de certa resiliência cerebral (Petrosini et al., 2009). 

Em 1993, Satz mencionou que existem dois tipos de reserva cognitiva: uma 

reserva estrutural passiva e uma funcional ativa. A primeira está baseada no 

potencial de proteção segundo características anatômicas tais como tamanho do 

cérebro, número de neurônios, densidade e tamanho dos espinhos dendríticos. 

A segunda trata da eficiência existente nos circuitos neuronais, que são 

reforçados pelo uso repetitivo e permitem o processamento, armazenamento e 

recuperação da informação. O desenvolvimento destas reservas está 

relacionado a fatores ativos nas primeiras fases da vida e à interação materna e 
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ou social as quais os indivíduos estão expostos continuamente (Satz, 1993). 

Além disso, existem fatores epigenéticos que indicam como os fatores 

ambientais interagem ao nível do sistema nervoso para promover a maturação 

e/ou a reorganização dependente da experiência ao modificar a programação 

genética do crescimento das áreas cerebrais e dos circuitos neuronais 

importantes na regulação do comportamento e da função (Bock et al., 2014; 

Matas et al., 2016). 

Estudos pré-clínicos utilizando AE prévio ou durante a gestação têm 

mostrado que a prole de mães expostas ao protocolo de enriquecimento 

ambiental apresenta modificações ou caraterísticas benéficas como: aceleração 

da maturação e funcionalidade de circuitos sensoriais (Cancedda et al., 2004; 

Sale et al., 2004, 2007; Cárdenas et al., 2015), melhora do aprendizado e da 

memória (Cutuli et al., 2015; Zuena et al., 2016), melhora na função sensório -

motora (Maruoka et al., 2009; Caporali et al., 2014; Zuena et al., 2016), redução 

da ativação do eixo hipotalâmico-pituitário–adrenal (Welberg et al., 2006), 

diminuição da expressão de receptores de glicocorticóides (Connors et al., 

2014), redução do dano hipocampal induzido por estresse pré-natal (Zheng et 

al., 2013), modulação de comportamentos do tipo ansioso (Dell and Rose, 1987; 

Rosenfeld and Weller, 2012; Zuena et al., 2016), modulação da proliferação 

celular (Maruoka et al., 2009) e redução da metilação global do DNA (Mychasiuk 

et al., 2012). Apesar dos achados acima mencionados destacarem o papel do 

AE durante a gestação sobre o SNC do recém-nascido e sobre sua capacidade 

de responder a diferentes estímulos, os efeitos do AE sobre os déficits induzidos 

pela HI neonatal na prole ainda não foram estudados.  
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1.7 Efeitos do Ambiente Enriquecido no Período Lactacional 
 

Estratégias terapêuticas durante o período de recuperação pós-lesão são 

utilizadas com o objetivo de promover um melhor prognostico funcional dos 

sujeitos (Nithianantharajah and Hannan, 2006). Pesquisas nas quais o AE é 

utilizado como estratégia de intervenção experimental antes ou após um evento 

hipóxico-isquêmico, frequentemente utilizam o período após o desmame, a fim 

de não interferir com o cuidado maternal e devido à capacidade dos animais de 

se movimentar de maneira voluntária, aumentando a exploração e a interação 

com o ambiente (Adriani et al., 2006; Pereira et al., 2007; Komitova et al., 2013).  

O primeiro estudo investigando os efeitos do AE após a HI por meio do 

modelo de Rice-Vannucci foi publicado pelo grupo de pesquisa de Isquemia 

Cerebral da Universidade Federal do Rio grande do Sul (UFRGS), demostrou 

que a exposição diária (1 hora / durante 9 semanas) ao AE reverte os déficits de 

memória espacial quando avaliado no labirinto aquático de Morris, sem evidência 

de preservação tecidual no córtex nem no hipocampo (Pereira et al., 2007). 

Estudos posteriores usando modelos semelhantes confirmaram que o AE 

aumenta a função social, motora e cognitiva dos animais (Adriani et al., 2006; 

Pereira et al., 2008; Zhang et al., 2016) e causa alterações estruturais e 

moleculares relacionadas à plasticidade sináptica (Salmaso et al., 2012; 

Komitova et al., 2013; Griva et al., 2017). 

Experiências enriquecidas durante a amamentação são associadas ao 

cuidado materno e a aspectos como temperatura, estimulação tátil e suporte 

nutricional (Di Segni et al., 2017). O cuidado maternal tem uma grande influência 

no desenvolvimento do cérebro da prole, sendo responsável por modificações 
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epigenéticas, regulação do crescimento físico, maturação neural, organização 

cerebral e desempenho comportamental (Liu et al., 2000; Kappeler and Meaney, 

2010). No entanto, estudos recentes envolvendo AE durante a lactação e HI 

neonatal não avaliavam o comportamento materno como um mecanismo 

relacionado aos efeitos benéficos do AE (Diaz et al., 2016; Schuch et al., 2016a). 

Modificações comportamentais em parâmetros relacionados ao 

neurodesenvolvimento e a função cognitiva dos animais  têm sido descritas, 

sugerindo que o AE no período prévio ao desmame pode ser uma estratégia 

promissora (Pereira et al., 2008; Horvath et al., 2013; Kiss et al., 2013; Schuch 

et al., 2016a, 2016b). No entanto, os efeitos protetores do AE durante a lactação 

sobre o modelo de HI neonatal no DPN 3 ainda não foram abordados. 

 

1.8 Dimorfismo Sexual  
 

Recentemente o Dimorfismo Sexual tem sido objeto de diversas 

pesquisas devido à sua relevância para o estudo do SNC, devido que machos e 

fêmeas têm diferentes respostas comportamentais, morfológicas e 

neuroquímicas tanto em condições fisiológicas como em diversas patologias 

(Cahill and Aswad, 2015). Apesar das evidências clínicas e pré-clínicas sobre as 

respostas distintas entre sexos a fatores extrínsecos como estímulos ambientais, 

administração de fármacos, nutrição, entre outros, com frequência os estudos 

são apresentados sem estratificação sexual durante as análises e as fêmeas 

eram em grande parte excluídas, com exceção das pesquisas acerca de 

comportamentos reprodutivos (Flórez-Vargas et al., 2016).  
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Doenças como Alzheimer (Barnes et al., 2005), esquizofrenia (Lindamer et 

al., 1999) e depressão (Gorman and Read, 2006) apresentam maior incidência 

em mulheres do que em homens. Por outro lado, os homens são mais propensos 

a serem diagnosticados com perturbações do desenvolvimento neurológico 

(Gualtieri et al., 1985; Lauterbach et al., 2001; Donders and Hoffman, 2002; 

Rutter et al., 2003) e a apresentar maior suscetibilidade a insultos graves após a 

HI, tendo seus déficits cognitivos e comportamentais exacerbados (Hindmarsh 

et al., 2000; Kesler et al., 2008; Kent et al., 2012; Peacock et al., 2012). A 

influência do sexo sobre lesões do SNC não é observada somente na idade 

adulta, onde o efeito hormonal seria esperado. A paralisia cerebral e a deficiência 

intelectual por exemplo, são mais comuns em homens (Johnston and Hagberg, 

2007). Estes ainda mostram maior incidência de prematuridade, anóxia, 

hemorragia intraventricular e morte por prematuridade (Lauterbach et al., 2001; 

Mayoral et al., 2009; Raz et al., 2010; Peacock et al., 2012).  

Um estudo de revisão sobre o dimorfismo sexual em parâmetros 

comportamentais e neuroquímicos das ratas, os autores relatam que dentre 443 

artigos publicados entre outubro de 2010 e 2011, apenas 17% empregaram ratas 

fêmeas, 11% usaram ambos os sexos, e a maioria (72%) utilizou apenas ratos 

machos (Simpson and Kelly, 2011). Outros achados comportamentais destacam 

o fato de as fêmeas serem mais ativas que os machos no campo aberto e no 

labirinto em cruz elevado e apresentarem taxas inferiores de aprendizado no 

labirinto aquático (Simpson and Kelly, 2011). 

Evidências recentes sobre HI neonatal têm demonstrado que há diferenças 

entre os sexos tanto na extensão da lesão quanto na resposta a diferentes 

tratamentos (para revisão ver: (Netto et al., 2017; Charriaut-Marlangue et al., 
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2018). É interessante notar que a expressão e a atividade de enzimas 

mitocondriais parece ser o ponto central do dimorfismo sexual após isquemia e 

hipóxia-isquemia neonatal (Dukhande et al., 2009; Weis et al., 2012). A lesão 

isquêmica produz efeitos diferentes sobre a função mitocondrial em machos e 

fêmeas a curto prazo, que envolve a morte celular e vias neuroinflamatórias 

distintas, levando a déficits motores e cognitivos variados na idade adulta 

(Demarest et al., 2016a, 2016b). Em termos gerais, a apoptose é mais robusta 

no sexo feminino, enquanto a necrose é a via mais importante no sexo masculino 

(Netto et al., 2017). Além disso, os machos apresentam um aumento na ativação 

da microglia e de respostas inflamatórias periféricas em relação as fêmeas, o 

que aprofunda a gravidade da lesão (Jin et al., 2010; Patel et al., 2013). Contudo, 

os mecanismos biológicos subjacentes a essas diferenças sexo-específicas não 

estão totalmente esclarecidos e certamente demandam mais investigação 

experimental. Atualmente, torna-se cada vez mais importante obter informações 

sobre a influência do sexo em diferentes modelos de lesão encefálica assim 

como na resposta do SNC a diferentes estratégias terapêuticas, visto que 

mecanismos fisiopatológicos distintos podem implicar em estratégias 

diferenciadas, a fim de promover uma maior proteção e/ou recuperação. 

Zuena e colaboradores (2016) reportaram que o AE no período pós-natal 

também apresenta uma resposta sexo-específica, possivelmente mediada por 

modificações no cuidado materno. Seus resultados revelaram um aumento no 

comportamento do tipo ansioso apenas em machos, e uma melhora na 

capacidade de aprendizado apenas nas fêmeas (Zuena et al., 2016). Sob 

condições de lesão no SNC, a exposição ao AE também mostrou respostas 

dependentes do sexo. No modelo de traumatismo crânio-encefálico (TCE), por 
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exemplo, as ratas fêmeas apresentaram melhor resposta à estimulação 

ambiental quando comparadas aos machos, em parâmetros relacionados com a 

função do sistema dopaminérgico (Wagner et al., 2005). Em animais submetidos 

à HI, o enriquecimento durante 22 dias (iniciado 24 horas depois da lesão) 

melhorou o desempenho de ratos de ambos sexos na tarefa de reconhecimento 

de objetos; enquanto a memória de trabalho no labirinto aquático revelou efeitos 

benéficos da estimulação ambiental apenas em fêmeas (Pereira et al., 2008).  

 

1.9 Hipótese de Trabalho  
 

Considerando os efeitos positivos da exposição ao ambiente enriquecido 

no modelo de hipóxia-isquemia neonatal, a hipótese da presente Tese é que o 

enriquecimento ambiental durante o período gestacional e/ou lactacional 

promove alterações encefálicas que podem reduzir os prejuízos 

comportamentais, moleculares, metabólicos e morfológicos da HI, quando 

realizada no terceiro dia pós-natal do rato, mimetizando condições de 

prematuridade no humano. Também testamos a hipótese de que o ambiente 

enriquecido durante esses períodos críticos do neurodesenvolvimento elicita 

mecanismos neuroprotetores de maneira sexo-específica. 
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2.1 Objetivo Geral  
  

 Avaliar os efeitos da exposição ao ambiente enriquecido no período 

gestacional e lactacional sobre os prejuízos comportamentais, moleculares, 

celulares e morfológicos induzidos pela HI, no terceiro dia pós-natal do rato.  

 

2.2 Objetivos Específicos  
 

 Comparar diferentes tempos de exposição à hipóxia (120, 180 e 210 

minutos) em animais submetidos ao modelo de hipóxia-isquemia (HI) 

no terceiro dia pós-natal (DPN3), através da avaliação da função 

sensório-motora, do volume de preservação tecidual no estriado e da 

área de seção transversal do musculo esquelético na idade adulta, a 

fim de padronizar o grau de lesão responsável por mimetizar os 

prejuízos motores observados em neonatos humanos nascidos 

prematuramente; 

 Determinar os efeitos da exposição continua ao ambiente enriquecido 

durante os períodos gestacional e lactacional em ratos submetidos à 

hipóxia-isquemia no terceiro dia pós-natal (DPN3) sobre parâmetros 

celulares relacionados à morte celular por apoptose, sobrevivência 

celular, reatividade astrocitária e a expressão de fatores de crescimento 

e neurotróficos, durante a fase aguda da lesão (48h pós-HI). Além 

disso, avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental no 

comportamento maternal, na atividade reflexa da prole, na função 

cognitiva dos animais e no volume de lesão na idade adulta (DPN60);  
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 Verificar na idade adulta os efeitos do ambiente enriquecido no período 

gestacional e lactacional sobre o comportamento motor dos animais 

submetidos à hipóxia isquemia; 

 Avaliar a possível influência do dimorfismo sexual sobre parâmetros 

funcionais, expressão de fatores de crescimento e neurotróficos, 

reatividade astrocitária e volume de lesão, quando avaliados na idade 

adulta (DPN60). Além disso, verificar se os efeitos do ambiente 

enriquecido são dependentes da estimulação durante a gestação, a 

lactação ou a combinação de ambos os períodos, em animais 

submetidos à hipóxia-isquemia (HI) no dia pós-natal 3; 

 Caracterizar o metabolismo cerebral in vivo dos animais submetidos à 

HI e ao ambiente enriquecido no período gestacional e lactacional por 

meio de microtomografia por emissão de pósitrons (μPET) e 

estabelecer possíveis associações com parâmetros funcionais e 

histológicos.  
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3.1 Aspetos Éticos 
 

Os procedimentos realizados na presente estão de acordo com a lei no 

11,794 de 8 de outubro de 2008, diretrizes do CONCEA e os Princípios 

Internacionais Orientadores para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais 

(Council for International Organizations of Medical Sciences [CIOMS] NIH 

publication 85-23, 1985). 

Além disso, foram providos todos os cuidados necessários antes e após a 

cirurgia, e os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul, sob o número 28641. 

3.2 Animais 
 

Ratos Wistar foram obtidos do Biotério do Departamento de Bioquímica da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos com 

alimentação padrão e água ad libitum, e ciclos de 12h claro e escuro em salas 

climatizadas (22ºC ± 2ºC). 

Padronização do grau de lesão 

A fim de determinar o grau de lesão responsável por afetar a função 

sensoriomotora dos animais, foram comparados diferentes tempos de exposição 

à hipóxia. Para isso, filhotes de ambos os sexos foram submetidos ao modelo de 

hipóxia-isquemia (descrito posteriormente) no terceiro dia pós-natal. Após o 

procedimento cirúrgico os animais foram aleatoriamente expostos a um 

ambiente hipóxico durante 120, 180 ou 210 minutos. A partir do DPN 35 a função 

sensorial e motora dos animais foi avaliada, por meio dos testes de preensão, 
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remoção de adesivo, cilindro e escada horizontal (Figura 5). Uma vez que os 

testes comportamentais foram completados, os encéfalos foram removidos e os 

músculos bíceps braquial e tibial anterior esquerdo (lado contralateral a oclusão 

a carótida) foram coletados para posterior análise. Uma descrição detalhada 

encontra-se no capítulo 1 da seção de resultados.  

Figura 5: Representação esquemática do desenho experimental usado durante a padronização 

da lesão, fonte do autor. 

Exposição ao ambiente enriquecido 

Durante a execução dos experimentos utilizando o ambiente enriquecido 

foi levado em consideração o protocolo de acasalamento reportado previamente 

por Rosenfeld e Welle (2012). Assim, um grupo de 6 ou 8 fêmeas Wistar virgens 

com idade superior a 60 dias foram mantidas em caixas convencionais e a fase 

de estro foi monitorada pelo esfregaço vaginal (Rosenfeld and Weller, 2012). As 

fêmeas foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais: ambiente 

enriquecido (AE) ou ambiente padrão (AP-controle). Após três dias de 

aclimatação e quando a fêmea atingiu a fase de proestro, um macho foi 

introduzido na gaiola por uma noite. As ratas prenhes foram identificadas no dia 

seguinte pela presença de espermatozóides no esfregaço vaginal, o que foi 
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confirmado posteriormente pelo ganho de peso. Esse dia foi definido como o 

primeiro dia de gestação (DG 1).  

As fêmeas permaneceram juntas nas gaiolas até o vigésimo dia 

gestacional. Após, foram mantidas em caixas isoladas até o momento do parto, 

dia considerado pós-natal zero (DPN0) e foram utilizados entre 8 e 10 filhotes de 

ambos sexos por ninhada. O procedimento cirúrgico do modelo de HI foi feito no 

terceiro dia pós-natal. Entre os DPN 0 e o desmame (DPN 23) os filhotes ficaram 

com as suas respectivas mães, a fim de evitar os efeitos negativos da separação 

materna.  O desempenho funcional dos animais foi avaliado em dois momentos:  

durante a lactação, por meio dos reflexos de neurodesenvolvimento, e na idade 

adulta, através de testes cognitivos e sensoriomotores. 

3.3 Procedimento Cirúrgico 
 

O modelo adaptado de Rice-Vannucci foi utilizado para induzir a HI. Para 

isto, no DPN 3 (Sanches et al., 2013), os filhotes de todos os grupos 

experimentais foram anestesiados com isoflurano (4% para indução e 1,5 % para 

manutenção) e submetidos a uma incisão na linha média da face anterior da 

região cervical; a artéria carótida comum direita foi identificada, isolada de 

estruturas adjacentes e ocluída com fio cirúrgico de seda 4.0 (isquemia). A 

assepsia da região cervical pré e pós- cirurgia foi feita com álcool iodado. 

Finalizado este procedimento, os animais permaneceram em recuperação sob 

temperatura controlada durante 15 minutos antes de serem devolvidos às caixas 

moradia, onde permaneceram por um intervalo de 2 horas junto às mães. Após 

esse tempo, grupos de 6 a 8 animais foram gentilmente colocados em uma 

câmara específica de controle de O2 e expostos à atmosfera hipóxica (8% de O2 
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e 92 % de N2, com fluxo de 5 L/min) em temperatura controlada de 37ºC (Figura 

3).  

 Como descrito anteriormente, durante o experimento de padronização do 

grau de lesão, os animais foram submetidos a diferentes tempos de exposição à 

hipóxia, sendo mantidos por 120, 180 ou 210 minutos sob condições hipóxicas. 

Os animais do grupo controle (sham), foram submetidos à anestesia e ao 

procedimento cirúrgico, porém sem a oclusão permanente da carótida, além, de 

serem mantidos sob condições atmosféricas, após o período de recuperação. Ao 

final da hipóxia, os animais foram retirados da câmara e devolvidos à sua caixa 

de origem junto às mães. Após a padronização, o período de 180 min foi utilizado 

nos experimentos envolvendo ambiente enriquecido, dado que este tempo causa 

uma lesão encefálica entre moderada e severa, além de mimetizar os prejuízos 

morfológicos e funcionais observados em humanos nascidos prematuramente, 

como detalhado no Capítulo 1 da seção de resultados.   

 

3.4 Condições de Moradia  
 

As ratas destinadas ao grupo de ambiente enriquecido foram alocadas em 

gaiolas de 1,2m x 1m x 1m que possuíam duas regiões diferentes para a 

colocação de comida e água, facilitando o acesso a estes locais e aumentando 

o interesse dos animais pela exploração ambiental. As gaiolas tinham rampas e 

túneis, a fim de estimular a exploração tridimensional do ambiente. Além disso, 

foram disponibilizados brinquedos, correntes para escalar e rodas de corrida no 

seu interior (Welberg et al., 2006; Li et al., 2012). As gaiolas de enriquecimento 

foram mantidas no mesmo biotério junto aos demais animais sob as mesmas 

condições-padrão e os objetos foram trocados duas vezes por semana.  
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Os animais do grupo controle ficaram em uma caixa convencional padrão 

do biotério sem nenhum tipo de brinquedo. Todas as ratas gestantes ficaram em 

seus respectivos grupos durante toda a gravidez. No DPN 1, os ratos foram 

aleatoriamente distribuídos em seus grupos experimentais, onde foram mantidos 

às mesmas condições durante a gestação ou foram realocados em um novo 

ambiente com suas respectivas mães até o desmame (DPN 23). Assim, quatro 

grupos foram estabelecidos considerando as condições de moradia:  

1. Animais mantidos no ambiente padrão (AP) desde a gestação até o 

desmame, denominado como AP-AP. Este grupo serviu como grupo 

controle.  

2. Animais alocados no ambiente padrão durante a gestação e realocados 

no período pós-natal a condições enriquecidas até o desmame, 

denominado como AP-AE. Este grupo foi usado para avaliar o efeito do 

ambiente enriquecido nos animais quando expostos durante o período 

pós-natal precoce.  

3. Animais alocados no ambiente enriquecido durante a gestação e 

realocados no período pós-natal a condições padrão até o desmame, 

denominado AE-AP. Este grupo permitiu avaliar os efeitos do ambiente 

enriquecido durante o período gestacional. 

4. Animais mantidos em condições enriquecidas desde a gestação até o 

desmame, denominados como AE-AE. Este grupo foi incluído para avaliar 

os efeitos da combinação de EE em ambos estágios do 

neurodesenvolvimento. 

Para os grupos alocados no AE durante a lactação, duas ninhadas foram 

mantidas juntas com o propósito de aumentar a interação social entre as mães. 
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Já no grupo controle, foi mantida uma ninhada por caixa durante esse período.  

As características gerais do desenho experimental utilizando o ambiente 

enriquecido durante a gestação e lactação são apresentadas na Figura 6. No 

entanto, uma descrição detalhada encontra-se no respectivo capítulo da seção 

de resultados. Após o desmame todos os animais foram mantidos em condições 

padrão e separados por sexo.  

 

3.5 Interação Mãe-Filhote 
 

O comportamento materno durante o período lactacional foi observado na 

primeira semana pós-natal, em três sessões diárias (ciclo diurno às 10 horas e 

às 16 horas e ciclo noturno às 20 horas). Para as ninhadas alocadas no AE, foi 

realizada uma marcação na prole, a fim de identificar as ninhadas e observar se 

cada genitora estava cuidando do seu próprio filhote. Cada sessão incluía 15 

observações a cada 3 min dos seguintes comportamentos:  

 Comportamento dirigido ao filhote: composto de transporte do filhote, 

licking/grooming, e nursing nas posturas cifótica, coberta (na qual a mãe 

deita sobre os filhotes) e passiva (onde a mãe fica de costas ou de lado 

para os filhotes mamarem). 

 Localização do filhote dentro ou fora do ninho (Welberg et al., 2006). 
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3.6 Análise Comportamental 
 

A avaliação comportamental dos animais foi realizada por meio dos seguintes 

testes: 

3.6.1 Geotaxia negativa (DPN 7,14 e 21) 

O animal foi submetido a um plano inclinado de 30º com a face virada em 

direção ao solo. Foi medida a latência do animal em adotar uma posição 

contrária, ou seja, virar-se 180º (direção cefálica contrária ao solo). O tempo 

máximo do teste foi de 60 segundos (Sanches et al., 2012). 

3.6.2 Reflexo de endireitamento postural (DPN 7,14 e 21) 

O animal foi colocado em decúbito ventral em uma superfície, e logo foi 

permitido que ele assumisse a posição de decúbito dorsal. Foi medida a latência 

do animal para assumir tal postura, sendo estabelecido um tempo máximo de 15 

segundos (Sanches et al., 2012). 

3.6.3 Teste olfatório (DPN 7,14 e 21) 

O teste foi realizado em uma caixa acrílica retangular transparente, onde o 

animal foi exposto de um dos lados à maravalha (cama dos animais) da caixa 

moradia e do outro à maravalha limpa. O tempo máximo destinado ao teste foi 

de 180 segundos. A latência para se direcionar à maravalha da caixa-moradia 

pela primeira vez foi registrado (Sanches et al., 2017).  

3.6.4 Teste de remoção de adesivo (DPN 35) 

O teste foi utilizado para avaliar a função somatosensorial dos animais. 

Uma fita adesiva de 1cm de diâmetro foi colocada na pata dianteira dos animais, 

seguido da exploração espontânea em uma caixa de acrílico (largura: 100 cm, 
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altura: 30 cm) até a total remoção da fita. Os animais foram treinados 72 horas 

antes do teste comportamental e a posição da fita adesiva foi alternada. No dia 

do teste, a latência requerida para a remoção da fita adesiva da pata dianteira 

esquerda (lado contralateral à oclusão da carótida) foi registrada primeiro, 

seguida pela pata direita. O tempo máximo estabelecido para a execução da 

atividade foi de 120 segundos para cada pata (Beray-Berthat et al., 2010). 

3.6.5 Teste de preensão (Idade adulta) 

O teste de preensão foi utilizado para avaliar a força de preensão dos 

animais com as patas dianteiras. Para isso, utilizou-se o dinamômetro TEC-

04422 (Instrutherm DD-500, Brasil). O animal foi segurado pelo corpo, e as patas 

dianteiras foram colocadas na barra de suporte, permitindo o movimento de 

preensão. Uma vez nessa posição, o animal foi gentilmente puxado pela cauda, 

em direção horizontal até se liberar do suporte. Cada animal realizou o 

movimento de preensão três vezes, com um intervalo de 5 minutos entre eles. A 

força final registrada corresponde à média dos trials em quilogramas (Wood et 

al., 1996). 

3.6.6 Teste do cilindro (Idade adulta) 

 O teste do cilindro avaliou a assimetria locomotora durante a realização 

de uma tarefa de exploração e suporte corporal. O animal foi colocado dentro 

de um cilindro de vidro transparente de 20 cm de diâmetro e 40 cm de altura. 

Após, foi realizada a filmagem de cada animal, individualmente, durante 3 

minutos. Logo foi quantificado o número de apoios com as patas dianteiras na 

parede do cilindro. O uso do membro anterior é definido através da colocação 

de toda a palma na parede o que indica a sua utilização para o apoio do corpo 
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(Pagnussat et al., 2012).  

3.6.7 Escada horizontal (Idade adulta) 

O teste foi empregado para avaliar a coordenação e a habilidade na 

execução da marcha. Consistiu em duas paredes de acrílico transparente (1 m 

de largura por 20 cm de altura) e traves de metal (3 mm de diâmetro cada) que 

foram inseridas inferiormente entre as paredes com uma distância mínima de 

1cm entre elas. A escada permaneceu elevada 30 cm do solo, existindo um 

refúgio escuro para o animal ao final da sua extensão. A largura do aparato foi 

ajustada ao tamanho do animal, permanecendo cerca de 1 cm mais larga que o 

mesmo, de modo a evitar que o animal caminhe em torno de si ou vire-se no 

sentido contrário ao teste (Metz and Whishaw, 2002). A dificuldade do teste foi 

determinada pelo padrão de colocação das traves, podendo ser regular ou 

irregular. No padrão regular as traves foram espaçadas em intervalos de dois 

centímetros, sendo utilizado nas sessões de aclimatação. Enquanto no padrão 

irregular, utilizado nas avaliações, as traves foram espaçadas em intervalos de 

um a cinco centímetros. Para o teste os animais foram colocados em uma 

extremidade da escada e tiveram a possibilidade de andar em direção à outra 

extremidade da escada durante três vezes. A trajetória dos animais pelo aparato 

foi filmada utilizando uma câmera digital (Sony, DCR-SR47, USA) e o número de 

erros e acertos de posicionamento dos membros posteriores foi quantificado. A 

porcentagem de erro foi calculada de acordo com a equação [(número de erros 

/ número de passos) x 100]. Foi considerado como escore final a média dos três 

trials (Marques et al., 2014).  
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3.6.8 Campo aberto (Idade adulta) 

Os animais foram colocados na arena circular do campo aberto, dividida 

em duas subáreas (central e periférica) e cercada por uma parede de 40 cm 

de altura. O piso da arena foi dividido em linhas e raios concêntricos 

semelhantes, de maneira a formar 8 regiões periféricas e 4 regiões centrais 

possuindo relativamente a mesma área. Cada animal foi observado durante 5 

minutos, sendo registrado o número de cruzamentos (número de linhas 

atravessadas), a exploração vertical (levantar e sustentar o corpo em duas 

patas) e a relação entre as áreas centrais e periféricas percorridas (Arteni et 

al., 2010).  

3.6.9 Labirinto aquático de Morris (Idade adulta) 

 Este teste avaliou a função cognitiva dos animais e foi realizado em um 

tanque circular em uma sala com pistas visuais nas paredes da sala. O tanque 

consiste em 200 cm de diâmetro, sendo 40 cm de profundidade cobertos por 

água (temperatura de ± 23ºC). Uma plataforma com 10 cm de diâmetro (da 

mesma cor do tanque) encontrava-se submersa 2 cm abaixo da superfície da 

água. O tanque foi dividido virtualmente em 4 quadrantes de onde os animais 

iniciaram as tentativas de localizar a plataforma: N (norte), S (sul), L (leste) e 

O (oeste).  A memória espacial dos animais foi avaliada por meio do protocolo 

da memória de referência (Netto et al., 1993). 

 

Protocolo de Memória de Referência 

 A posição da plataforma permaneceu no mesmo local durante todo o 

período de treino. Os animais realizaram quatro trials por dia, durante 5 dias 
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consecutivos. Vinte e quatro horas após a fase de treino, uma sessão de 60 

segundos, sem a plataforma foi realizada para avaliar a memória de longo 

prazo para a posição da plataforma. Foram analisados a latência para cruzar 

pela primeira vez a zona da plataforma, o tempo gasto no quadrante, a 

velocidade e a distância percorrida. Os animais foram filmados e os dados 

registrados pelo software ANY-MAZE (Netto et al., 1993; Sanches et al., 2017). 

 

3.7 Análise de Proteínas por Western Blot 
 

Para a quantificação da expressão das proteínas de interesse, foi 

realizada a técnica de Western Blot. Os animais foram submetidos à eutanásia 

por decapitação e, posteriormente, os encéfalos foram rapidamente removidos 

e crioprotegidos.  

A detecção da quantidade de proteínas nas amostras de hipocampo e de 

córtex foi realizada através do protocolo previamente descrito por Arcego e 

colaboradores (Arcego et al., 2016). Foram utilizados anticorpos primários 

específicos para as proteínas anti-caspase 3, anti- Poli (ADP-ribose) polimerase 

(PARP-1), anti- proteína cinase B (AKT), anti- fator de crescimento semelhante 

a insulina (IGF-1), anti- fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), anti- 

proteína ácida fibrilar glial (GFAP), anti- fator neurotrófico derivado do encéfalo 

(BDNF), anti- receptores de tropomiosina quinase B (TrkB), e anti-sinaptofisina. 

Anticorpos secundários específicos (anti-camundongo ou anti-coelho, conforme 

o anticorpo primário utilizado) ligados à peroxidase foram incubados com a 

proteína ligada ao anticorpo primário na sequência. O sinal foi detectado com o 

Kit ECL de quimioluminescência (GE Life Sciences), os imunoblots foram 

quantificados por escaneamento das membranas no equipamento ImageQuant 
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LAS4000 (GE Healthcare Life Sciences – Reino Unido) e as densidades ópticas 

foram determinadas pelo software Image Studio Lite V5.0 (LI-COR Biosciences 

- EUA). 

 

3.8 Análise Histológica  
 

3.8.1 Perfusão transcardíaca 
 

Os animais foram anestesiados com uma dose letal, via intraperitoneal 

de tiopental sódico (100 mg/kg) associado a lidocaína (5mg/kg) e submetidos 

à perfusão transcardíaca com solução salina (0,9%), seguido de uma solução 

de paraformaldeído (PFA 4%). Os encéfalos foram removidos e mantidos na 

mesma solução contendo paraformaldeído para pós-fixação. Para a análise 

histológica, os encéfalos foram crioprotegidos com solução de sacarose 15% 

e 30% durante dois dias e depois congelados e mantidos a -80ºC até a análise. 

3.8.2 Volume da lesão encefálica 

 

Para as análises do tecido encefálico, foram feitos cortes coronais em 

criostato (CM1850, Leica, São Paulo-SP, Brazil) de 20 ou 30m, com um 

intervalo de 200 ou 300m, e corados com hematoxilina e eosina (Sigma-Aldrich. 

St Louis. MO. EUA). As áreas de interesse (hemisfério, córtex, estriado, 

hipocampo e corpo caloso) foram delineadas segundo o atlas de Paxinos & 

Watson (1997) e o volume das estruturas foi calculado de acordo com a equação 

(∑ das áreas x intervalo da seção dos cortes). As imagens das áreas foram 

capturadas com uma câmera de vídeo acoplada a um microscópio (Nikon), 
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utilizando-se o software Image-J. A razão volumétrica foi usando a equação 

[(Volume ipsilateral (mm3) / Volume contralateral (mm3)]. 

3.8.3 Morfometria da fibra muscular 

 

O tecido muscular esquelético foi cortado no criostato em secções 

transversais consecutivas (20μm de espessura), que foram posteriormente 

coradas com hematoxilina e eosina. Para a análise, um número de oito imagens 

aleatórias dos músculos bíceps braquial e tibial anterior foram capturadas e 

digitalizadas inicialmente em aumento de 20x. A área da seção transversal das 

fibras (AST) foi estimada utilizando o Software Image Pro Plus.  A distribuição de 

frequência foi realizada considerando o diâmetro das fibras musculares em 

intervalos de 30µ2. (Marques et al., 2014). 

3.9 Imunofluorescência 
 

A técnica de imunofluorescência foi realizada utilizando secções 

coronais dos encéfalos. Resumidamente, os cortes dos encéfalos em 

espessura de 20 ou 30 µm foram fixados em PFA (Reagen, Brasil) 4%, lavados 

em PBS e, após, bloqueados por 30 minutos em uma solução contendo 3% 

de soro normal de cabra (NGS) (Sigma-Aldrich, USA) diluído em PBS Triton 

X-100 à 0,3% (PBS-Tx) em temperatura ambiente (Nicola et al., 2016). Em 

seguida, as secções foram incubadas durante a noite com os anticorpos 

primários anti-GFAP (1:200, Sigma-Aldrich), para a identificação de astrócitos 

e anti-NeuN para identificação de neurônios (1:500, Sigma-Aldrich), diluídos 

em PBS-Tx e NGS e mantidas em câmara fria (4ºC).  

No dia seguinte, as secções foram lavadas em PBS e incubadas com 
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os anticorpos secundários fluorescentes compatíveis (Alexa-Fluor, Molecular 

Probes), diluídos em PBS-Tx e NGS por 2 horas em uma sala escura 

(temperatura ambiente), seguida de lavagem em PBS. Após as lâminas foram 

cobertas com meio de montagem PVA-DABCO (Fluka Analytical) e lamínulas. 

Para o controle negativo, alguns cortes foram incubados apenas com os 

anticorpos secundários. Todas as amostras foram processadas 

concomitantemente e incubadas durante o mesmo tempo médio. Decorrido o 

procedimento acima descrito, foi utilizado o microscópio confocal (Olympus 

FV1000) para a visualização das marcações fluorescentes e captura das 

imagens (Nicola et al., 2016). 

 

3.10 Análise Estatística  
 

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando o software SPSS 

para Windows, versão 21. A distribuição normal dos dados foi estabelecida por 

meio do teste de Shapiro-Wilk. Para os dados paramétricos foi realizada a 

análise de variância (ANOVA) considerando os desfechos como fatores fixos 

(condição de moradia, lesão e sexo dos animais), seguido do teste de 

comparações múltiplas quando diferenças significativas foram encontradas.  Os 

dados não paramétricos foram analisados por Kruskall-Wallis seguido de Mann-

Whitney para múltiplas comparações. Os dados foram expressos como média ± 

erro padrão médio (EPM). O valor de significância aceito foi de ≤ 0.05.  A Tabela 

1, resume a distribuição dos dados segundo o desfecho, assim como as análises 

realizadas em cada um dos experimentos. Uma descrição detalhada da análise 
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estatística utilizada em cada experimento encontra-se no respectivo capítulo da 

seção de resultados. 

 

Tabela 1: Síntese das análises estatísticas realizadas de acordo com o capítulo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analise(s) _ Fator(es)

Testes comportamentais Anova de uma via: grupo

Volume encefálico Anova de medidas repetidas: dia e grupo 

Morfometria muscular

Testes do Neurodesenvolvimento 

Volume do córtex e hipocampo 

Comportamento maternal Anova de medidas repetidas: dia e condição de moradia

Labirinto aquático de Morris Anova de medidas repetidas: dia, condições de moradia e lesão

Analise bioquímicos Anova de duas vias: condições de moradia e lesão 

Labirinto aquático de Morris Modelo linear generalizado: condições de moradia, lesão e sexo 

Analise bioquímicos Distribuição Poisson 

Volume encefálico Distribuição linear 

Dados não paramétricos: Campo aberto 

Testes comportamentais 

Volume encefálico 

Testes comportamentais

Volume do estriado e córtex

Capítulo 3 

Anova de medidas repetidas: dia, condições de moradia, lesão e 

sexo 

Dados paramétricos: 

Friedman test e Kruskal-Wallis 

Capítulo 2

Dados paramétricos:  Capítulo 1

Tipo de dados _ Desfecho

Dados não paramétricos: 

Dados paramétricos: 

Anova de duas vias: Condições de moradia e lesão 

Anova de duas vias: Condições de moradia e lesão Dados paramétricosCapítulo 5

Capítulo 4 Dados paramétricos:  
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4. RESULTADOS 
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4.1 CAPÍTULO 1 

Longer Hypoxia–Ischemia Periods to Neonatal Rats Causes Motor 

Impairments and Muscular Changes 

Neuroscience 340 (2017) 291–298 (Impact factor: 3.382)  
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Principais Achados do Capítulo 1 

Entre os resultados obtidos neste capítulo, destacamos que: 

1. Períodos mais prolongados de hipóxia são necessários para promover 

déficits motores em animais submetidos a HI no DPN 3, a fim de 

mimetizar alguns dos desfechos observados em crianças nascidas 

prematuramente; 

2. O volume de lesão do estriado apresenta uma correlação positiva com 

os prejuízos motores induzidos pela HI; 

3. Modificações morfológicas no músculo esqueléticos apresentam uma 

nova caraterística nos efeitos induzidos pela exposição prolongada a 

hipóxia no modelo da HI. 
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4.2 CAPÍTULO 2 

Prenatal and Early Postnatal Environmental Enrichment Reduce Acute 

Cell Death and Prevent Neurodevelopment and Memory Impairments 

in Rats Submitted to Neonatal Hypoxia Ischemia 

Molecular Neurobiology 2018;55(5):3627-3641 (Impact factor: 5.076)  
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Principais Achados do Capítulo 2 

Entre os resultados obtidos neste capítulo, destacamos que: 

1. O ambiente enriquecido gestacional não induziu diferenças significativas 

no comportamento maternal, comumente associadas aos efeitos positivos 

na prole (e.g. licking grooming, postura cifótica e postura coberta); 

2. O ambiente enriquecido atenuou a morte celular por apoptose e a 

reatividade astrocitária ocasionada pela hipóxia isquemia, na fase aguda 

(48h após o insulto); 

3. A hipóxia isquemia reduz a expressão de fatores de crescimento no córtex 

parietal, 48h após a lesão, independentemente das condições de moradia 

dos animais; 

4. O ambiente enriquecido favoreceu vias relacionadas a sobrevivência 

celular, como a da Proteína Cinase B – AKT - e otimizou o desempenho 

funcional dos animais;  

5. A perda tecidual no hipocampo após a HI foi atenuada pelo ambiente 

enriquecido na gestação e lactação. 
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4.3 CAPÍTULO 3 

Preventive and therapeutic effects of environmental enrichment in Wistar 

rats submitted to neonatal hypoxia-ischemia 

Behavioral Brain Research, Vol. 359, 1 February 2019, Pages 485-497 

 (Impact factor: 3.173)  

https://www.sciencedirect.com/science/journal/01664328/359/supp/C
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Principais Achados do Capítulo 3 

Entre os resultados obtidos neste capítulo, destacamos que: 

1. O ambiente enriquecido reduziu o déficit de aprendizado espacial e o 

comportamento de tipo ansioso/ impulsividade nos animais submetidos 

a hipóxia isquemia, de ambos os sexos; 

2. A estimulação durante a gestação reduziu a hiperlocomoção nos machos; 

3. Os efeitos benéficos induzidos pelo ambiente enriquecido podem estar 

relacionados com um aumento na expressão de fatores neurotróficos 

como VEGF e IGF-1, bem como na expressão do receptor TrkB;  

4. A perda tecidual no hipocampo após a hipóxia isquemia foi prevenida 

(gestação) ou revertida (lactação) pelo ambiente enriquecido nos 

machos;  

5. A combinação de ambos os períodos de estimulação (gestacional e 

lactacional) não causou um efeito aditivo nos parâmetros avaliados. 
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4.4 CAPÍTULO 4 

Enriched experiences during pregnancy and lactation protects against 

motor impairments induced by neonatal hypoxia-ischemia 

Short communication publicada no journal Behavioral Brain Research 

(Impact factor: 3.173) 
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Abstract 

Neonatal hypoxia-ischemia (HI) is responsible for movement disorders in 

preterm infants. Non-pharmacological strategies, such as environmental 

enrichment (EE) during adulthood, have shown positive effects on promoting 

sensorimotor recovery after HI. However, little is known about the effects of 

perinatal EE on sensorimotor function following HI. In present study, we 

investigated the hypothesis that enriched experiences during pregnancy and 

lactation would reduce motor impairments caused by a model of neonatal HI in 

rats. At postnatal day (PND) 3, Wistar pups of both sexes were subject to the 

modified Rice-Vannucci model. Motor function was evaluated from PND 60 to 

PND 64. HI caused a reduction in the forepaws strength and worsening of 

movement quality in the right forepaw. These effects were attenuated in animals 

receiving prenatal or lactational EE, which showed better performance when 

compared to the control group. Moreover, enriched experiences during lactation 

reversed HI-induced asymmetric use of the forepaws and the trend to increased 

paw errors in a walking test. Lower scores were found in the contralateral forepaw 

placement in HI animals, except when EE was provided at both stages of 

neurodevelopment. These results indicate that enriched experiences reduce 

motor impairments, i.e, measured in force, asymmetry and coordination domains, 

and that EE during lactation is more effective in promoting post-injury recovery. 

These data support that early therapeutic interventions might enhance functional 

reorganization at a period of high brain plasticity and that enriched-like 

experience might be encouraged in pediatric rehabilitation programs, in order to 

reduce long-term movement disorders after neonatal brain insults.  
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Principais Achados do Capítulo 4 

Entre os resultados obtidos neste capítulo, destacamos que: 

1. A hipóxia isquemia não alterou a força das patas anteriores nos animais, 

porém reduz o uso da pata anterior contralateral a lesão, alterou a 

coordenação motora bem como o padrão de marcha dos animais;  

 

2. A exposição ao ambiente enriquecido na lactação favoreceu um melhor 

desempenho motor nos animais, revertendo os prejuízos induzidos pela 

hipóxia isquemia;  

 

3. O ambiente enriquecido durante a gestação não mostrou efeitos positivos 

em prevenir o comprometimento funcional na simetria e na marcha dos 

animais após a hipóxia isquemia;  

 
4.  O ambiente enriquecido causou uma preservação tecidual em áreas 

relacionadas ao controle motor como o córtex e o estriado.  
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4.5 CAPÍTULO 5  

O enriquecimento ambiental precoce reduz parcialmente o hipometabolismo 

encefálico e modifica a estrutura da rede metabólica em ratos submetidos à 

hipóxia-isquemia neonatal: Resultados preliminares 
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4.5.1 Introdução 

 

A hipóxia-isquemia neonatal é caracterizada pela presença de déficits 

motores, sensoriais, comportamentais e cognitivos, que são dependentes da 

severidade do insulto e podem estar associados a alterações metabólicas 

(Morken et al., 2014). A glicose é o principal substrato energético para o cérebro 

adulto. No entanto, ao nascimento a taxa de consumo da glicose é inferior a 30%  

quando comparada à do adulto e ao longo do desenvolvimento (entre a 

puberdade e a idade adulta) apresenta mudanças, entendidas como níveis mais 

altos ou mais baixos, que refletem indiretamente os períodos de maturação do 

SNC, e processos de plasticidade como a proliferação e a poda sináptica 

(Chugani, 2018; Rudolph, 2018).  

Resultados experimentais indicam que após um evento hipóxico-

isquêmico, há oscilações dos níveis encefálicos da glicose, sendo estes 

elevados entre 6 e 12 horas pós-lesão,  com uma posterior redução até 48 e 72 

horas (Thorngren-Jerneck et al., 2001), sugerindo que o hipometabolismo tardio 

está estritamente relacionado à morte celular e consequentemente ao grau de 

lesão (Marik et al., 2009). A resposta celular após a HI neonatal está determinada 

pela disponibilidade e utilização de outros substratos energéticos tais como o 

acetato, o lactato e os corpos cetônicos, os quais são críticos para o metabolismo 

energético do encéfalo em desenvolvimento e podem ser essenciais para reduzir 

a severidade da lesão e os subsequentes prejuízos funcionais.  

O imageamento metabólico refere-se à visualização, não-invasiva e em 

tempo real de eventos bioquímicos complexos como o consumo de glicose. Para 

tal, equipamentos específicos foram adaptados para detectar marcadores 
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biológicos em animais de pequeno porte (James and Gambhir, 2012). A 

tomografia por emissão de pósitrons (μPET) permite determinar o consumo de 

glicose através do radiofármaco 18F-fluordesoxiglicose (18F-FDG/ t 1/2 = 109,8 

min) e possibilita a realização de estudos sem alterações do microambiente 

celular. Outra vantagem da técnica refere-se à oportunidade de analisar as 

interações entre diversas áreas de interesse e o seu metabolismo encefálico, 

através de uma representação matemática conhecida como rede metabólica 

(Baptista et al., 2015; James and Gambhir, 2012),  

Até o momento, o único estudo utilizando a técnica de μPET em animais 

expostos ao ambiente enriquecido, reportou que camundongos saudáveis, 

expostos à estimulação ambiental na idade adulta e durante oito semanas, 

apresentaram níveis mais baixos de captação do radiofármaco para os 

transportadores de dopamina no estriado quando comparado com os animais 

controle (Kim et al., 2016). Assim, o objetivo do presente experimento foi 

investigar os efeitos do ambiente enriquecido durante o período gestacional e 

lactacional em ratos submetidos à HI neonatal no DPN3 no metabolismo 

encefálico, bem como a sua associação com a funções cognitivas e parâmetros 

histológicos avaliados na idade adulta.  
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4.5.2 Metodologia 

 
Ratas fêmeas Wistar foram alocadas ao ambiente padrão (AP) ou 

enriquecido (AE) durante a gestação. Após o nascimento (DPN 1), as ninhadas 

foram aleatoriamente designadas a uma nova condição de moradia ou foram 

mantidas nas mesmas condições ambientais até o desmame, estabelecendo 

assim, quatro grupos segundo as condições de moradia em ambos os períodos 

do desenvolvimento (período gestacional – período lactacional): AP-AP, AP-AE, 

AE-AP e AE-AE.  No DPN 3, os filhotes foram submetidos ao modelo de HI 

conforme descrito anteriormente. Na idade adulta (DNP 60), o metabolismo 

encefálico dos animais foi mensurado por meio da técnica de microtomografia 

por μPET. A memória espacial dos animais foi avaliada através do labirinto 

aquático de Morris a partir do DPN 65 até o DPN 71. Uma vez finalizada a 

avalição funcional, os animais foram submetidos a eutanásia e os encéfalos 

foram coletados para a análise histológica (Figura 7). O detalhamento das 

condições de moradia, procedimento cirúrgico, avaliação comportamental e do 

volume de lesão estão descritos na seção Metodologia (Item 3) da presente 

Tese.  

 

Figura 7: Representação esquemática do desenho experimental para a análise do metabolismo 

encefálico.  
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Para este experimento foram utilizados apenas animais machos, pois estes 

apresentaram uma maior vulnerabilidade à HI e melhor resposta à estimulação 

ambiental em ambos os períodos do neurodesenvolvimento, como descrito no 

Capítulo 4. Além disso, foram considerados aspectos logísticos relacionados ao 

número de animais a serem escaneados (22 animais por dia) no Instituto do 

Cérebro (InsCer) da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

(PUCRS). Para completar o número de animais foi necessário realizar o 

experimento em quatro levas, incluindo a cada vez 2-3 animais por grupo.  

Escaneamento por Microtomografia de Emissão de Pósitrons 

 

a. Produção do rádio-fármaco 
 

O Flúor-18 (18F) é um radioisótopo com meia-vida de 109,8 minutos, 

produzido através de um acelerador circular de partículas PET trace. Foi utilizado 

um alvo líquido, composto de água enriquecida com oxigênio-18 que, por meio 

da da reação nuclear 18O(p,n)18F, produziu o flúor nucleofílico. A síntese de 

18F-Fluordesoxiglicose (18F-FDG) foi realizada no módulo automatizado 

FASTlab. Basicamente, a água contendo 18F passa através de uma coluna de 

troca iônica onde o radioisótopo fica retido. Em seguida, este é diluído em 

solução aquosa de acetonitrila contendo carbonato de potássio e Kryptofix 2.2.2, 

obtendo o fluoreto de potássio complexado ao Kryptofix 2.2.2. A molécula 

precursora, triflato de manose em acetonitrila, foi adicionada junto ao complexo 

formado na segunda etapa da síntese. Esta mistura foi aquecida a 125°C por 

aproximadamente 2 minutos para facilitar a reação de substituição. A última 

etapa da síntese foi a hidrólise básica dos grupos protetores acetil, com hidróxido 

de sódio. Finalmente, o produto passou por uma série de colunas de purificação, 
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ajuste de pH e esterilização (Yu, 2006). Para a definição dos critérios de 

qualidade do produto final, utilizou-se como compêndio oficial a versão mais 

atual da Farmacopéia Americana. 

 
b. Escaneamento  

 

Os animais foram transportados, em caixas padrão até o biotério do 

Centro de Pesquisa Pré-Clínica do InsCer, na PUCRS, um dia antes do 

escaneamento no DPN 60.  Para o transporte foi usado um veículo climatizado 

a uma temperatura de 22ºC e foi tomado o devido cuidado para evitar os horários 

de trânsito intenso, a fim reduzir ao máximo o estresse dos animais.   

No dia do escaneamento, os animais foram então anestesiados com 

isoflurano e injetados com 18F-FDG num volume de 0,01 ml/g (ratos adultos: 1 

mCi, i.v.), posteriormente, os animais permaneceram isolados e conscientes por 

45 minutos, tempo suficiente para a captação cerebral de 18F-FDG. Para o 

escaneamento no TriumphTM µPET (LabPET-4, TriFoil Imaging, Northridge, CA, 

USA), o roedor foi novamente anestesiado com isoflurano e posicionado na 

câmara de imageamento permanentemente aquecida. Os animais foram 

escaneados por 30 minutos, com a região cerebral posicionada no field-of-view 

(FOV) do µPET. Ao término dos escaneamentos, o rato foi retirado do aparelho 

e permaneceu dentro de sua caixa moradia, sobre uma placa de aquecimento, 

até sua completa recuperação. O algoritmo de reconstrução para o 

processamento das imagens de µPET foi o OSEM-3D e a captação de FDG 

cerebral foi quantificada através do software PMOD v3.5 e Fusion Toolbox 

(PMOD Technologies, Zurich, Switzerland) (Baptista et al., 2015). Um molde da 

área de interesse para imagens obtidas por ressonância magnética foi usado 
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para sobrepor as imagens previamente normalizadas e registradas por µPET. 

Os valores de captação de glicose foram normalizados segundo a dose injetada 

de 18F-FDG e o peso corporal do animal. O resultado obtido foi expresso como 

o valor padrão de captação (SUVs SUV- por seu nome em inglês standard 

uptake value), dessa forma, foi calculada a média do SUVs de 58 regiões 

cerebrais (considerando quando necessário cada hemisfério)(Nonose et al., 

2018). Após o escaneamento os animais foram devolvidos ao Departamento de 

Bioquímica da UFRGS 

Análise de redes metabólicas 

A rede metabólica é uma ferramenta matemática para a representação de 

um sistema complexo e é definida por uma coleção de nodos (vértices) e 

ligações (arestas) entre pares de nodos. Os nodos geralmente representam 

regiões cerebrais, enquanto as ligações (links), indicam se há acoplamento entre 

os nodos, i.e. regiões anatômicas podem estar conectadas (interação linear) e 

não ligadas (interação não-linear) (Rubinov and Sporns, 2010). 

 No delineamento das redes metabólicas foi o utilizado o método de 

boostrap, a partir dos dados de SUV obtidos por cada grupo experimental. A 

base da técnica é a obtenção de um “novo” conjunto de dados, por 

reamostragem do conjunto de dados originais, isso permite obter estimativas 

robustas da variabilidade da distribuição gerada pelas iterações de 

reamostragem (Martinez-Espinosa et al., 2006). Assim, as redes metabólicas 

foram construídas através do cálculo dos coeficientes de correlação de Pearson 

baseados em 1000 amostras de bootstrap. Cada amostra de bootstrap foi 

corrigida para comparações múltiplas usando FDR (do inglês, false Discovery 
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rate) (p <0,001). A densidade de medidas teóricas do gráfico foi calculada para 

avaliação quantitativa da rede. A densidade é a medida proporcional às bordas 

de conexão na rede. Quanto maior o valor da densidade, maior o número de 

ligações entre nodos, ou seja, maior a sincronicidade encefálica. 

 
Análises Estatísticas  

Foi verificada a normalidade dos resultados pelo teste de Shapiro-Wilk. Os 

dados paramétricos foram submetidos a análise de variância (ANOVA) de duas 

vias, tendo como fatores fixos as condições de moradia e a lesão, seguido do 

post-hoc Duncan para múltiplas comparações. As latências obtidas durante o 

treinamento no labirinto aquático de Morris foram analisadas por meio de ANOVA 

de medidas repetidas. Correlações entre os parâmetros metabólicos e 

histológicos foram calculadas através do coeficiente de correlação de Pearson. 

A significância aceita foi de P≤ 0.05, os testes foram realizados utilizando o 

software SPSS versão 21. As diferenças que foram consideradas relevantes 

foram:  

 Entre os animais sham e HI pertencentes ao mesmo grupo 

experimental, conforme as condições de moradia  

 Entre os animais sham 

 Entre os animais HI 
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4.5.3 Resultados 

 

Avaliação da memória espacial no Labirinto aquático de Morris 

 

 A ANOVA de medidas repetidas, evidenciou uma interação entre os fatores 

“dia de treinamento” e “condições de moradia”, assim como entre os fatores “dia 

de treinamento” e “lesão” (F(3,112)= 5.734 P= 0.018  e F(1,112)= 3.648 P= 0.015, 

respetivamente): no primeiro e segundo dia de treinamento não houve diferenças 

significativas entre os grupos. No terceiro dia de treinamento os animais do grupo 

HI_AP-AP apresentaram uma maior latência para encontrar a plataforma quando 

comparado com os animais HI expostos ao AE durante o período gestacional 

(HI_AE-AP e HI_AE-AE). No quarto dia, o grupo HI_AP-AP foi diferente do seu 

respectivo sham.  Como observado na Figura 2a, no último dia do treinamento 

os animais HI que nunca foram expostos ao enriquecimento ambiental 

apresentaram um pior desempenho quando comparado com quaisquer outro 

grupo experimental. Os dados sugerem que o prejuízo cognitivo causado pela 

lesão neonatal foi prevenido/revertido pelo ambiente enriquecido, salientando 

que os animais expostos à estimulação apresentaram comportamento 

semelhante aos dos animais não lesados. Resultado semelhante foi observado 

na área sob a curva (F(3,112)= 3.506 P= 0.02), no qual os animais do grupo HI_AP-

AP apresentaram uma maior área, indicando déficits na memória espacial, dado 

que os animais requeriam de mais tempo para localizar a plataforma a longo do 

treinamento quando comparado com os outros grupos experimentais (Figura 2b).  
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Figura 8: Labirinto aquático de Morris: A. Latência durante os dias de treino. B. Desempenho 

geral do aprendizado espacial considerando a área sob a curva. Os dados são expressos em 

média ± EPM. *Diferentes dos outros grupos experimentais. n= 12-18 animais por grupo, valor 

considerado significativo P≤ 0.05). 

Captação encefálica de 18F-FDG 

A análise do nível de captação encefálica de glicose considerando as 58 

áreas analisadas (somatória dos valores de SUV de todas as áreas), mostrou 

que os animais do grupo HI_AP-AP apresentaram menor metabolismo 

encefálico quando comparados aos animais expostos ao AE em ambos os 

períodos do desenvolvimento e que tinham sido submetidos ao modelo de HI 

(F(1,69)= 4.133 P= 0.046 – Figura 9a,c). Ao analisar os níveis de captação de 

glicose do córtex (somatória dos valores de SUV para as diferentes regiões 

corticais – Figura 9e), do estriado (Figura 9g) e o do hipocampo (somatória dos 

valores de SUV da região dorsal anterior e posterior –Figura 9I), a partir da 

relação entre os lados ipsilateral e contralateral à lesão, houve interação 

estatística entre as condições de moradia e a lesão (F(1,69)= 5.202, P= 0.003; 

F(1,69)= 5.286, P= 0.003 e F(1,69)= 6.274, P= 0.001, respetivamente), indicando 

uma redução do metabolismo no grupo HI_AP-AP quando comparado aos outros 
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grupos experimentais. Na tabela 2, apresentam-se as diferencias estatísticas 

encontradas nas diversas regiões analisadas, usando a relação entre o lado 

ipsilateral e o contralateral à lesão.  

Volume de lesão 

A ANOVA de duas vias, usando a relação entre o lado ipsilateral e 

contralateral à lesão evidenciou uma interação entre os fatores “condição de 

moradia” e “lesão” para o volume do hemisfério (F(3,69)= 3.594, P= 0.018 –Figura 

9d), córtex cerebral (F(3,69)= 3.402, P= 0.023- Figura 9f), estriado (F(3,69)= 3.268, 

P= 0.027- Figura 9h) e hipocampo (F(3,69)= 3.842, P= 0.014 – Figura 9j), 

mostrando uma diminuição no volume encefálico das estruturas mencionadas 

nos animais HI_AP-AP. Esse efeito foi prevenido/revertido pelo ambiente 

enriquecido gestacional e lactacional, cujos animais apresentaram maior 

preservação tecidual, especialmente quando os animais foram expostos ao 

enriquecimento em um dos períodos estudados, sendo o volume encefálico 

semelhante ao dos seus respectivos controles (sham). Ainda que tenha havido 

um efeito positivo do ambiente enriquecido, os animais do grupo HI_AE-AE 

mostraram uma redução no volume do hemisfério, córtex e estriado (Figura 9d, 

f, h, respectivamente) quando comparados com seu controle (AE-AE), indicando 

uma possível atenuação dos efeitos da estimulação quando os animais são 

expostos de maneira continua ao enriquecimento.  
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Figura 9: Níveis do valor de captação de glicose (SUV) e volume de lesão, avaliados na 

idade adulta: A. Imagem representativa de da captação de 18F-FDG nos animais submetidos à 

HI por cada condição de moradia em relação ao grupo controle (Sham_AP-AP). Ilustrado em 

vistas coronal (esquerda), sagital (média) e transversal (direita); B. Imagem representativa do 

volume de lesão dos animais em relação ao grupo controle; C. Valores obtidos para o encéfalo 

total, a partir da somatória das áreas cerebrais analisadas; D Razão do volume de lesão do 

hemisfério. Razão dos valores de SUV entre o lado ipsi e contralateral a lesão do (direita) e razão 

do volume de lesão (esquerda) das estruturas: E-F; córtex cerebral; G-H estriado e I-J. 

Hipocampo. Os dados foram expressos em média ± EPM. & Diferente do seu respectivo sham, 

@ Diferente do grupo HI_AP-AP, *Diferente dos outros grupos experimentais. N= 7-10 animais 

por grupo, valor considerado significativo P≤ 0.05). 

Ao considerar a razão entre o lado ipsilateral e contralateral à lesão dos 

níveis do valor de captação de glicose (SUV)  e do volume de lesão, houve uma 

correlação considerada forte (entre 0.7 e 0.9) entre ambos desfechos para o 

córtex cerebral (Correlação de Pearson: 0.918 P=0.0001, Figura 10a), estriado  

Correlação de Pearson: 0.701 P= 0.0001, Figura 10b) e hipocampo (Correlação 

de Pearson: 0.841 P= 0.0001, Figura 10c) indicando que quando há maior 

metabolismo encefálico, há maior preservação tecidual (correlação positiva).  

Também analisamos a rede metabólica aos 57 dias pós- HI (DPN 60), a fim 

de avaliar o potencial de remodelação da rede em animais submetidos a uma 

lesão encefálica neonatal e a influência do ambiente enriquecido no período 

gestacional e lactacional. O ANOVA de duas vias usando a densidade da rede 

mostrou uma interação entre as condições de moradia e a lesão (F(3,79)= 1,329, 

P= 0.001) indicando que os animais sham dos grupos AP-AE e AE-AE 

apresentaram diferenças significativas (menor e maior  número de conexões na 
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rede metabólica, respectivamente) quando comparados com os grupos AP-AP e 

AE-AP. 

 

Figura 10: Metabolismo encefálico e o volume da lesão. Correlação entre a relação do lado 

ipsilateral e contralateral à lesão da captação de 18F-FDG e o volume de lesão do: A. Cortex 

cerebral; B. estriado e C. hipocampo. D. Avaliação da densidade de conexão da rede metabólica. 

Os dados são expressos em média ± EPM. SUV- por seu nome em inglês standard uptake value. 

& Diferente do seu respectivo sham, @ Diferente do grupo HI_AP-AP. 1000 bootstrap para cada 

grupo experimental, valor considerado significativo P≤ 0.05). 

Por sua vez, todos os animais HI apresentaram uma hiposincronicidade 

metabólica quando comparados a seus respectivos grupos controle (sham). No 

entanto, os animais HI e expostos ao ambiente enriquecido tiveram um maior 

sincronismo quando comparado com o grupo HI_AP-AP. Os resultados 

confirmam que lesões neonatais causam alterações no metabolismo encefálico 

A B

C
D



126 
 

que perduram até a idade adulta e evidencia o efeito parcial do AE para atenuar 

essa resposta (Figura 10d, 11).  

Tabela 2: Razão dos níveis de captação de glicose nas diversas regiões encefálicas. Os dados 

são expressos em média ± EPM. &Diferente do seu respectivo sham, @Diferente do grupo HI_AP-

AP, *Diferente dos outros grupos experimentais. N= 7-10 animais por grupo, valor considerado 

significativo P≤ 0.05). Uma redução no metabolismo da glicose foi observada em estruturas como 

o núcleo acumbens, a amigdala, o córtex, o hipocampo, o hipotálamo, a área ventral tegmental 

e o tálamo nos animais do grupo HI_AP-AP, cujo efeito foi revertido parcialmente pelo 

enriquecimento no período gestacional e lactacional.  



127 
 

 
 

 
A

P
-A

P
 

 
H

I_
A

P
-A

P
 

 
A

P
-A

E
 

 
H

I_
A

P
-A

E
 

 
A

E
-A

P
 

 
H

I_
A

E
-A

P
 

 
A

E
-A

E
 

 
H

I_
A

E
-A

E
 

R
e
g

iã
o

 E
n

c
e
fá

li
c
a

 
M

é
d
ia

 ±
 E

P
M

 
 

M
é
d
ia

 ±
 E

P
M

 
 

M
é
d
ia

 ±
 E

P
M

 
 

M
é
d
ia

 ±
 E

P
M

 
 

M
é
d
ia

 ±
 E

P
M

 
 

M
é
d
ia

 ±
 E

P
M

 
 

M
é
d
ia

 ±
 E

P
M

 
 

M
é
d
ia

 ±
 E

P
M

 

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

N
ú

c
le

o
 A

c
c
u

m
b

e
n

s
 

1
,0

3
 

0
,0

1
 

  
0

,7
3
 

0
,0

5
* 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
4
 

0
,0

4
 

  
1

,0
2
 

0
,0

2
 

  
0

,9
3
 

0
,0

3
 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
0

,8
6
 

0
,0

5
&
 

A
m

ig
d

a
la

 
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,5
9
 

0
,1

0
* 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,9
2
 

0
,0

4
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,8
6
 

0
,0

5
 

  
1

,0
1
 

0
,0

2
 

  
0

,8
3
 

0
,0

7
&
 

C
ó

rt
e

x
 A

u
d
it
iv

o
  

0
,9

7
 

0
,0

1
 

  
0

,4
2
 

0
,0

8
* 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
0

,8
7
 

0
,0

6
 

  
0

,9
4
 

0
,0

1
 

  
0

,7
7
 

0
,0

8
&
 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
0

,7
8
 

0
,0

8
&
 

C
ó

rt
e

x
 C

in
g

u
la

d
o
 

1
,0

0
 

0
,0

1
 

  
0

,8
8
 

0
,0

5
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
@

 
  

1
,0

1
 

0
,0

1
 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
@

 
  

0
,9

9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
5
 

0
,0

5
 

C
ó

rt
e

x
 E

n
to

rr
in

a
l 

0
,9

6
 

0
,0

1
 

  
0

,6
1
 

0
,0

8
* 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
0
 

0
,0

4
 

  
0

,9
6
 

0
,0

1
 

  
0

,8
7
 

0
,0

6
 

  
0

,9
7
 

0
,0

1
 

  
0

,8
6
 

0
,0

6
 

C
ó

rt
e

x
 F

ro
n
ta

l 
1

,0
2
 

0
,0

1
 

  
0

,8
0
 

0
,0

7
&
 

  
0

,9
9
 

0
,0

2
 

  
0

,9
9
 

0
,0

3
@

 
  

1
,0

3
 

0
,0

1
 

  
0

,9
5
 

0
,0

3
@

 
  

0
,9

9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
4
 

0
,0

7
@

 

C
ó

rt
e

x
 I

n
s
u
la

r 
0

,9
4
 

0
,0

1
 

  
0

,5
7
 

0
,0

9
* 

  
0

,9
4
 

0
,0

1
 

  
0

,8
7
 

0
,0

3
 

  
0

,9
7
 

0
,0

1
 

  
0

,8
6
 

0
,0

6
 

  
0

,9
3
 

0
,0

1
 

  
0

,8
4
 

0
,0

7
 

C
ó

rt
e

x
 M

e
d
ia

l 
P

ré
-f

ro
n

ta
l 
 

1
,0

1
 

0
,0

1
 

  
0

,9
2
 

0
,0

3
&
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
1

,0
0
 

0
,0

0
 

  
0

,9
7
 

0
,0

1
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,9
2
 

0
,0

4
&
 

C
ó

rt
e

x
 M

o
to

r 
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,7
2
 

0
,0

9
* 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
1

,0
0
 

0
,0

3
 

  
1

,0
2
 

0
,0

1
 

  
0

,9
6
 

0
,0

4
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,8
8
 

0
,0

7
 

C
ó

rt
e

x
 O

rb
it
o
fr

o
n
ta

l 
 

0
,9

8
 

0
,0

1
 

  
0

,8
4
 

0
,0

5
* 

  
0

,9
6
 

0
,0

1
 

  
0

,9
5
 

0
,0

2
@

 
  

1
,0

0
 

0
,0

1
 

  
0

,9
4
 

0
,0

1
@

 
  

0
,9

6
 

0
,0

1
 

  
0

,9
0
 

0
,0

5
* 

C
ó

rt
e

x
 P

a
ri
e
ta

l 
1

,0
0
 

0
,0

2
 

  
0

,4
4
 

0
,0

9
* 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,9
2
 

0
,0

6
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,8
1
 

0
,0

9
&
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,7
9
 

0
,0

8
&
 

C
ó

rt
e

x
 R

e
tr

o
e
s
p

le
n
ia

l 
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,7
4
 

0
,0

6
* 

  
1

,0
2
 

0
,0

1
 

  
0

,9
9
 

0
,0

2
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,9
4
 

0
,0

4
 

  
1

,0
2
 

0
,0

1
 

  
0

,9
3
 

0
,0

3
 

C
ó

rt
e

x
 S

o
m

a
to

s
s
e

n
s
o
ri
a

l 
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,4
9
 

0
,1

0
* 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
0

,9
3
 

0
,0

6
 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,8
3
 

0
,0

8
 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
0

,8
0
 

0
,0

8
 

C
ó

rt
e

x
 V

is
u

a
l 

1
,0

1
 

0
,0

1
 

  
0

,4
7
 

0
,0

8
* 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
1
 

0
,0

5
 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,8
0
 

0
,0

9
&
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,8
1
 

0
,0

8
&
 

H
ip

o
c
a
m

p
o
 d

o
rs

a
l 
a

n
te

ri
o

r 
 

0
,9

9
 

0
,0

1
 

  
0

,5
7
 

0
,1

0
* 

  
1

,0
2
 

0
,0

1
 

  
0

,9
6
 

0
,0

3
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,9
2
 

0
,0

6
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,9
2
 

0
,0

6
 

H
ip

o
c
a
m

p
o
 P

o
s
te

ri
o

r 
 

1
,0

1
 

0
,0

1
 

  
0

,5
5
 

0
,1

1
* 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,9
5
 

0
,0

3
 

  
1

,0
2
 

0
,0

1
 

  
0

,8
8
 

0
,0

6
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,8
8
 

0
,0

6
 

H
ip

o
tá

la
m

o
 

1
,0

1
 

0
,0

1
 

  
0

,8
3
 

0
,0

6
* 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,9
5
 

0
,0

2
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,9
6
 

0
,0

3
 

O
lf
a

tó
ri
o

  
0

,9
8
 

0
,0

2
 

  
0

,8
1
 

0
,0

4
* 

  
0

,9
6
 

0
,0

1
 

  
0

,9
2
 

0
,0

3
 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
0

,9
2
 

0
,0

2
 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
0

,9
1
 

0
,0

3
&
 

C
o

lí
c
u
lo

 S
u

p
e

ri
o
r 

 
1

,0
4
 

0
,0

2
 

  
0

,8
1
 

0
,0

7
&
 

  
1

,0
2
 

0
,0

1
 

  
0

,9
6
 

0
,0

3
 

  
1

,0
2
 

0
,0

2
 

  
0

,9
6
 

0
,0

3
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,9
4
 

0
,0

5
 

C
o

lí
c
u

lo
 I

n
fe

ri
o

r 
 

1
,0

3
 

0
,0

3
 

  
0

,8
6
 

0
,0

7
&
 

  
1

,0
4
 

0
,0

1
 

  
0

,9
6
 

0
,0

3
 

  
1

,0
2
 

0
,0

2
 

  
0

,9
7
 

0
,0

3
 

  
1

,0
3
 

0
,0

2
 

  
1

,0
0
 

0
,0

4
@

 

M
e

s
e
n

c
é
fa

lo
 

1
,0

1
 

0
,0

1
 

  
0

,8
7
 

0
,0

7
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
1

,0
1
 

0
,0

2
 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
7
 

0
,0

3
 

Á
re

a
 v

e
n
tr

a
l 
T

e
g

m
e

n
ta

l 
 

0
,9

9
 

0
,0

2
 

  
0

,8
7
 

0
,0

6
* 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
1

,0
0
 

0
,0

2
 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
8
 

0
,0

2
 

  
0

,9
6
 

0
,0

1
 

  
1

,0
0
 

0
,0

2
 

C
e

re
b

e
lo

_
S

u
s
t 

C
in

z
e

n
ta

 
0

,9
6
 

0
,0

1
 

  
0

,9
5
 

0
,0

2
 

  
0

,9
7
 

0
,0

1
 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
0

,9
6
 

0
,0

1
 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
7
 

0
,0

1
 

  
1

,0
0
 

0
,0

2
 

C
e

re
b

e
lo

_
 S

u
s
t 
B

ra
n
c
a
 

0
,9

7
 

0
,0

1
 

  
0

,9
8
 

0
,0

2
 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

  
0

,9
8
 

0
,0

1
 

  
1

,0
1
 

0
,0

1
 

T
á

la
m

o
 

1
,0

0
 

0
,0

1
 

  
0

,7
0
 

0
,0

9
* 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
7
 

0
,0

1
 

  
1

,0
0
 

0
,0

1
 

  
0

,9
8
 

0
,0

2
 

  
0

,9
9
 

0
,0

1
 

  
0

,9
3
 

0
,0

5
 

P
o

rt
a

l 
d

a
 H

ip
ó
fi
s
e

 
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

F
lu

x
o

 S
a

n
g

u
ín

e
o

 C
e
re

b
e

lo
 

0
,0

2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

C
a

n
a

l 
C

e
n
tr

a
l-
P

e
ri
a
q

u
e
d
u

ta
l 
 

0
,0

2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

P
o

n
te

 
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

S
e

p
to

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

M
e

d
u

la
  

0
,0

1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
1
 

0
,0

0
 

  
0

,0
2
 

0
,0

0
 



128 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Alterações no metabolismo encefálico. Representação da rede metabólica dos grupos 

experimentais por meio de matrizes de correlação entre as regiões cerebrais (mencionadas na 

tabela 2) e redes metabólicas sobrepostas no cérebro 3D (imagem central).   

Resultados referentes à proliferação celulares, assim como a avaliação de 

possíveis associações entre parâmetros histológicos, comportamentais e o nível 

de captação de glicose, serão inseridos no conjunto de dados iniciais 

apresentados neste capítulo.   
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5. Discussão 
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A Hipóxia-isquemia neonatal é uma das principais causas de dano ao SNC 

em desenvolvimento, levando a comprometimentos funcionais a curto e a longo 

prazo (Volpe, 2009a). O aumento significativo na incidência da HI sob condições 

de prematuridade, reforça a importância de pesquisas focadas na compreensão 

da fisiopatologia da HI e das consequências da lesão encefálica no recém-

nascido (Blencowe et al., 2012).   

Ao longo do ciclo vital há uma estreita relação entre as experiências físicas, 

sociais e ambientais dos indivíduos e a plasticidade neuronal. Contudo, essa 

relação é mais evidente durante os primeiros períodos do 

neurodesenvolvimento, como o período gestacional e pós-natal precoce 

(lactação), devido à presença de um maior número de processos relacionados  

à maturação, à organização e ao rearranjo do SNC aos níveis estrutural e 

funcional (Sale, 2018). As alterações aí observadas são regidas por fatores 

intracelulares e extracelulares responsáveis por modular respostas metabólicas 

e celulares complexas, que podem estar associadas à plasticidade dependente 

da experiência e/ou à resiliência endógena, o que facilita processos de reparo 

após condições patológicas como a HI neonatal (Diamond, 2001; Katušić, 2011; 

Dennis et al., 2013; Hassell et al., 2015).  

De maneira sucinta, nesta Tese demostramos que o enriquecimento 

ambiental durante a gestação e a lactação impactam de forma distinta, porém 

decisiva, os efeitos comportamentais, moleculares, metabólicas e histológicas 

causados pela hipóxia-isquemia neonatal, realizada no terceiro dia pós-natal. Os 

animais desprovidos de qualquer tipo de estimulação (HI_AP-AP) apresentaram 

maior prejuízo na função motora e cognitiva, na morte celular e na expressão de 

proteínas relacionadas à plasticidade sináptica, bem como no hipometabolismo 
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e a perda tecidual; todos estes efeitos foram prevenidos/revertidos total ou 

parcialmente pela exposição ao ambiente enriquecido.  

Padronização da severidade da lesão 

Resultados experimentais usando HI no DPN 3 (período utilizado para 

mimetizar a lesão no neonato humano nascido prematuramente), evidenciaram 

prejuízos na função cognitiva dos animais, porém não foram observados déficits 

sensoriomotores, apesar de desordens do movimento serem frequentemente 

descritas em crianças expostas a um evento hipóxico-isquêmico (Volpe, 2005). 

Com o objetivo de padronizar o grau de lesão responsável por causar déficits 

cognitivos e motores nos animas, os resultados obtidos deram origem ao 

primeiro trabalho desta Tese (Capítulo 1).  

Verificamos o efeito da exposição a diferentes tempos de hipóxia e 

demonstramos que períodos superiores a 180 minutos causam uma lesão 

encefálica de grau moderado a severo, responsável pela assimetria no uso das 

patas anteriores, pela redução na qualidade do movimento da pata ipsilateral e 

contralateral à lesão e pela perda tecidual em estruturas associadas com o 

controle motor, como o estriado. O estriado é uma importante estrutura cerebral 

responsável por modular a resposta de outras áreas motoras, como o córtex 

(Jamon, 2006); assim, modificações na conectividade neural dessas estruturas 

após a lesão podem causar desordens do movimento secundarias à lesão (Kolb 

and Gibb, 2007; Clowry et al., 2014).   

A função motora requer tanto um adequado controle neural como a 

participação integrada do sistema musculoesquelético para um melhor 

desempenho em diferentes entornos (Jamon, 2006). Neste trabalho foi 
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observado uma redução na área de seção transversal dos músculo bíceps e tibial 

anterior, descrevendo pela primeira vez uma característica fisiopatológica do 

modelo da HI relacionada a parâmetros motores. A alteração morfológica do 

musculo esquelético e a presença de prejuízos na função motora podem estar 

relacionadas a algum grau de desnervação, desacoplamento na transmissão 

sináptica, remodelação da fibra muscular ou atrofia por desuso (Edgerton et al., 

2002; Mohagheghi et al., 2007; English et al., 2010; Scherbakov et al., 2013). 

Além disso, pode indicar mecanismos compensatórios da hipóxia no 

metabolismo tecidual periférico, ao promover uma redistruibuição do fluxo 

sanguíneo e aumentar o suporte metabólico cerebral, assim como respostas 

adaptativas para proteger a viabilidade celular e a função contrátil (Clanton and 

Klawitter, 2001; Gunn and Bennet, 2009).  

Os resultados deste trabalho destacam a necessidade da exposição a 

períodos mais prolongados de hipóxia, em animais submetidos à HI no terceiro 

dia pós-natal para promover déficits comparáveis àqueles observados nos 

animais quando o modelo é realizado no sétimo dia pós-natal e mimetizar alguns 

dos desfechos observados em infantes nascidos prematuramente. 

Consequentemente, o período de 180 minutos de hipóxia foi utilizado nos 

experimentos seguintes, com o objetivo de avaliar os efeitos do enriquecimento 

ambiental no período gestacional e lactacional sobre as consequências de HI por 

meio da avaliação de parâmetros comportamentais, moleculares, metabólicos e 

histológicos.  
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O ambiente enriquecido precoce favorece a recuperação funcional dos 

animais submetidos à HI  

Os testes comportamentais envolvendo tarefas sensório-motoras e 

cognitivas são uma importante ferramenta para quantificar os danos causados 

ao SNC pela HI (Van De Looij et al., 2011). O ambiente enriquecido durante a 

gestação e a lactação foi capaz de prevenir/reverter o atraso no 

neurodesenvolvimento causado pela lesão, sendo a atividade reflexa um 

indicador de maturação do SNC. Os animais expostos ao ambiente enriquecido 

apresentaram uma melhora nos testes de endireitamento, geotaxia negativa e 

discriminação olfatória nos DPN 7 e 14 (Capítulo 2). Em concordância com a 

literatura, não foram observadas diferenças significativas na atividade reflexa 

dos animais em períodos posteriores do neurodesenvolvimento (DPN 21). Esse 

resultado pode indicar algum grau de recuperação funcional ou maior atividade 

física voluntária (Lubics et al., 2005).  

 O labirinto aquático de Morris é um dos testes mais empregados para a 

avaliação da função cognitiva em roedores (Vorhees and Williams, 2006). Os 

déficits induzidos pela HI, consistentemente descritos na literatura (Sanches et 

al., 2013b, 2015; Alexander et al., 2014), foram atenuados pelo protocolo de AE 

proposto. De fato, os animais estimulados em ambos os períodos do 

desenvolvimento e submetidos a HI apresentaram um desempenho semelhante 

ao do grupo controle e passaram mais tempo no quadrante alvo, durante o teste, 

indicando uma melhora tanto no aprendizado como na memória espacial 

(Capítulos 2,4).  
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O teste do campo aberto é utilizado rotineiramente para analisar atividade 

espontânea de exploração dos animais em um ambiente novo (Iuvone et al., 

1996). Embora existam dados conflitantes sobre o prejuízo causado pela HI no 

desempenho da tarefa, em termos gerais a HI é reconhecida por causar 

aumento nas respostas de exploração do aparato (Arteni et al., 2003, 2010; 

Stadlin et al., 2003; Lubics et al., 2005; Tai et al., 2009). Contudo, foi observado 

que o AE, especialmente durante a lactação, atenua o aumento na locomoção 

associado à HI neonatal. Além disso, os resultados desse trabalho indicam que 

a exposição ao AE em ambos os períodos estimula um comportamento mais 

natural nos animais, aumentando a exploração em áreas protegidas e reduzindo 

a impulsividade (Capítulo 4). 

De maneira interessante, o AE durante o período gestacional não se 

mostrou efetivo para prevenir a assimetria de uso dos membros anteriores ou 

para prevenir a redução na qualidade do passo durante a marcha, quando 

avaliados no teste do cilindro e no teste de escada horizontal, respectivamente. 

No entanto, esses déficits sensório-motores foram atenuados pelo AE durante a 

lactação (Capítulo 3), sendo relacionados a um aumento na exploração do 

ambiente e a uma maior interação com os estímulos (Sale et al., 2014), o que 

poderia levar a um maior uso dos membros e consequentemente otimizar 

processos de iniciação do movimento e de controle motor, visto que que os 

circuitos cerebrais relacionados são estabelecidos após o nascimento (Piek et 

al., 2008).  
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Experiências enriquecidas reduzem a morte celular após a HI  

A exposição ao AE antes (pré-natal) ou após (lactacional) o insulto 

neonatal causa modificações celulares que podem embasar as respostas 

comportamentais positivas observadas e que não estão diretamente 

relacionadas a alterações com o cuidado maternal, como descrito no Capítulo 

2. A fase aguda da lesão caracteriza-se por um aumento da morte celular 

durante as primeiras horas após a HI, mediada por mecanismos dependentes e 

independentes de caspase 3 (Towfighi et al., 1997; Koike et al., 2008). Proteínas 

quinases como a AKT são responsáveis por reduzir a perda celular, por meio da 

regulação negativa de respostas pró-apoptóticas (Kim et al., 2001). A avaliação 

de marcadores relacionados à morte e à sobrevivência celular 48 horas após a 

HI mostrou que os animais expostos ao AE tinham maiores níveis de AKT 

fosforilada (isoforma ativa) e uma menor expressão de caspase-3 clivada e 

PARP-1 no hipocampo e córtex parietal. Estes dados indicaram que o 

enriquecimento ambiental durante a gestação e os primeiros dias pós-natais 

(PND 1 – PND 5) foi capaz de reduzir o dano celular dos animais (Capítulo 2).  

O ambiente enriquecido durante a gestação e a lactação favorece a 

neuroproteção endógena 

Fatores de crescimento e fatores neurotróficos promovem um aumento na 

sobrevivência celular, aprimoram processos de maturação, potencializam 

circuitos/redes cerebrais, induzem plasticidade sináptica e melhoram o 

desempenho funcional de roedores expostos ao AE (Zhang et al., 2000; 

Reichardt, 2006; Rojas et al., 2015). Neste trabalho, a expressão de IGF-1 e 

VEGF no hipocampo não revelou diferenças significativas quando avaliadas 48 
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horas após a lesão. No córtex parietal dos animais submetidos a HI foi 

observada uma redução na expressão dos fatores acima mencionados, 

independentemente da condição de moradia (Capítulo 2). A redução nos níveis 

de IGF-1 pode estar relacionada a processos inflamatórios, onde essa 

diminuição é favorecida pelas proteínas de ligação (Zhao et al., 2006). Por sua 

vez, a diminuição nos níveis de VEGF pode indicar mecanismos compensatórios 

a fim de evitar um maior dano à BHE, e consequente exacerbação da perfusão 

microvascular e indução de maior perda celular (Zhang et al., 2000).  

Na idade adulta, foi observada uma elevação na expressão do IGF-1 no 

hipocampo ipsilateral à lesão dos animais submetidos a HI, sugerindo uma 

resposta compensatória, a fim de favorecer os processos de recuperação pós-

lesão (Wadowska et al., 2015). Por sua vez, um aumento nos níveis de VEGF 

foi observado nos animais expostos ao ambiente enriquecido, mostrando uma 

correlação negativa com o labirinto aquático de Morris (Capítulo 4), no qual altos 

níveis de VEGF foram associados com um melhor desempenho cognitivo (i.e. 

menor latência para achar a plataforma). O VEGF tem sido descrito como um  

agente terapêutico promissor frente a lesões do SNC por participar de processos 

de memória dependentes do hipocampo, ao aumentar a viabilidade celular e a 

plasticidade neuronal (Plaschke et al., 2008; Ortuzar et al., 2013). Assim, uma 

regulação positiva de ambos fatores de crescimento poderia ser responsável 

pelos efeitos positivos do AE durante o período gestacional e lactacional.  

 O  receptor TrkB é conhecido pela alta afinidade por BDNF; sua 

expressão começa durante o período embrionário e é encontrado na maioria 

dos neurônios do SNC (Klein et al., 1991). Sua interação com o BDNF é 

importante na plasticidade dependente de atividade e na proteção contra danos 
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cerebrais (Volpe, 2001; Carmeliet, 2003). No DPN 5 (48h após a HI) não foram 

identificadas diferenças significativas nos níveis do BDNF nem de TrkB em 

hipocampo e córtex parietal (Capítulo 2). Estudos prévios avaliando o BDNF no 

período pós-natal precoce têm relatado achados semelhantes aos deste 

trabalho, sendo identificadas diferenças significativas após a segunda semana 

pós-natal (Cancedda et al., 2004; Caporali et al., 2014), sugerindo que a 

interação dos animais com o ambiente é um fator relevante para aumentar a 

expressão desse fator neurotrófico. Na idade adulta, foi observado um aumento 

nos níveis de TrKB nos grupos expostos ao AE durante a gestação e a lactação 

sem diferenças significativas no BDNF (Capítulo 4). Esses achados poderiam 

estar em concordância com os de Bengoetxea e colaboradores (2017), que 

relataram que animais expostos ao AE apresentam reversão nos déficits 

cognitivos, mediada pelo aumento na expressão do TrkB, facilitando a 

subsequente ligação do BDNF com seu receptor (Bengoetxea et al., 2017).  

Os astrócitos apresentam respostas diferentes após HI em animais 

expostos ao ambiente enriquecido  

 Outra mudança celular induzida pelo AE durante a gestação e a lactação 

que pode ser responsável por minimizar os efeitos deletérios do HI neonatal, é 

a expressão dos astrócitos. A GFAP é um biomarcador padrão das células 

astrocitárias; elas têm um papel crítico na maturação e função do encéfalo em 

desenvolvimento. Em resposta a diferentes graus de lesão, os astrócitos 

apresentam uma alta suscetibilidade, sendo as primeiras células a responderem 

a insultos cerebrais (Burda and Sofroniew, 2014), além de aumentar a 

proliferação e a interação de várias células, favorecem a formação da cicatriz 

glial, que age como uma barreira mecânica à função celular neural (Sofroniew, 
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2009). Os resultados apresentados nesta Tese, sugerem que o AE modifica a 

resposta astrocitária de acordo ao estágio da lesão, que pode estar associado a 

uma função dupla dos astrócitos. Como mostrado no Capítulo 2, durante a fase 

aguda da lesão, o AE foi capaz de reduzir os níveis de GFAP, tanto no 

hipocampo quanto no córtex parietal, o que pode estar relacionado a um menor 

dano encefálico após o insulto nos animais expostos ao enriquecimento, fato 

que demandaria uma menor reatividade dos astrócitos. No entanto, na idade 

adulta foi observado um aumento na reatividade astrocitária nos animais 

expostos a AE durante o período gestacional ou lactacional, mostrando também 

uma correlação positiva com os níveis de VEGF (Capítulo 3). Esse achado 

encontra-se em concordância com dados recentes da literatura, onde diversos 

autores têm demostrado que o AE aumenta a proliferação dos astrocitos, os 

quais contribuem para a remodelação da atividade neural e das sinapses na 

área da lesão, favorecendo dessa forma a fase de reparo (Keiner et al., 2008; 

Miller et al., 2017).  

O ambiente enriquecido atenua mecanismos associados à plasticidade 

após HI neonatal  

 Estudos em modelos de hipóxia/isquemia têm demonstrado que, em 

lesões ao SNC, processos associados a neurogênese e sinaptogênese podem 

favorecer a formação de conexões sinápticas inadequadas (denominada 

plasticidade aberrante), responsáveis por interferir na interação de células 

neurais e não-neurais em regiões cerebrais como o hipocampo, o que contribui 

para os prejuízos na função cognitiva dos animais (Zhu et al., 2005; 

Lichtenwalner and Parent, 2006; Hu et al., 2017). Além disso, tem sido 

salientado que experiências enriquecidas nem sempre desencadeiam 



139 
 

modificações na plasticidade sináptica (Komitova et al., 2013; Meireles et al., 

2017), o que poderia estar relacionado a mecanismos compensatórios a fim de 

reduzir modificações aberrantes nos diversos circuitos neuronais, atenuar o 

dano encefálico e reduzir os déficits funcionais.  

Como mencionado no Capítulo 4 da presente Tese, houve um aumento na 

expressão da sinaptofisina (biomarcador pré-sináptico) nos animais HI mantidos 

em condições padrão em ambos os períodos do neurodesenvolvimento (HI_AP-

AP), sem alterações nos animais expostos ao ambiente enriquecido, fato que 

poderia estar relacionado a efeitos compensatórios e/ou neuroprotetores como 

descrito anteriormente. Além disso, não foram observadas diferenças 

significativas no número de neurônios na região CA1 do hipocampo. Meshi e 

colaboradores (2006) sugeriram que os efeitos benéficos do enriquecimento não 

são dependentes da neurogênese (Meshi et al., 2006); deste modo, é possível 

sugerir que os efeitos benéficos observados em parâmetros comportamentais 

nos animais expostos ao AE, podem ser consequência da otimização de 

processos que auxiliam na modelagem das conexões cerebrais, como a poda 

sináptica e o fortalecimento de conectividades sinápticas (Nithianantharajah and 

Hannan, 2006; Rocha-Ferreira et al., 2016).  

O enriquecimento ambiental durante a gestação e a lactação tem efeito 

parcial sobre o hipometabolismo encefálico induzido pela HI 

No presente estudo, os animais foram avaliados usando escaneamento 

por microtomografia por emissão de pósitrons na idade adulta. Já é conhecido 

que a HI ocasiona um hipometabolismo cerebral de glicose que apresenta uma 

estreita relação com a severidade da lesão (Thorngren-Jerneck et al., 2001; 
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Morken et al., 2014). Os resultados desta Tese também mostraram uma redução 

na capatação do radiofármaco 18F-FDG nos animais HI_AP-AP em várias 

regiões encefálicas, como o hipocampo, o córtex, o estriado, o tálamo, a 

amigdala, entre outros (Tabela 2 - Capítulo 5). Essas regiões estão relacionadas 

com a fisiopatologia da HI e têm importância para as funções cognitivas e 

motoras e para o comportamento emocional dos animais. No presente trabalho 

foi observado que o AE durante a gestação e a lactação foi capaz de 

prevenir/reverter as alterações no metabolismo encefálico. Esta resposta 

metabólica pode estar associada à diferenciação no uso dos substratos 

energéticos no período neonatal, assim como ao grau de maturação dos 

receptores glutamatérgicos e dos transportadores de glicose, o que pode 

determinar o padrão de lesão após HI (Brekke et al., 2017). Até onde se sabe, 

não há estudos sobre a influência do AE no metabolismo encefálico de animais 

submetidos à HI, especialmente quando a estimulação ambiental é fornecida em 

períodos críticos do neurodesenvolvimento. São necessários estudos 

longitudinais focados em avaliar as alterações no metabolismo encefálico in-

vivo, nos animais expostos ao AE para estabelecer possíveis associações com 

parâmetros morfológicos e comportamentais. 

O metabolismo da glicose cerebral analisado por µPET é uma medida 

estática amplamente utilizada. No entanto, baseado no princípio de que existe 

acoplamento entre a atividade cerebral e o metabolismo da glicose e que isto 

permite a identificação de conexões entre as diversas regiões cerebrais, o  valor 

de captação de glicose usando 18F-FDG também pode ser usado para a 

identificação de redes metabólicas (Zimmer et al., 2017). Como descrito no 

Capítulo 5, foi observada uma diminuição na sincronia da rede metabólica nos 



141 
 

animais submetidos à HI quando comparados a seus respectivos controles 

(sham). Embora haja persistência do efeito da lesão, os animais expostos ao AE 

apresentaram proteção parcial, quando comparados ao grupo HI_AP-AP, 

indicando o efeito do estimulação ambiental, minimizando as alterações no 

acoplamento entre regiões cerebrais. Estes achados iniciais sobre o efeito do 

AE no metabolismo da glicose, precisam ser confirmados e aprofundado para 

determinar as caraterísticas das conexões e redes metabólicas na fisiopatologia 

da HI neonatal e para precisar a efetividade de estratégias preventivas e/ou 

terapêuticas.  

 Alterações no volume encefálico após a HI neonatal são atenuadas pelo 

ambiente enriquecido precoce  

Modificações celulares induzidas pelo AE expressam a capacidade 

intrínseca do SNC de compensar danos estruturais e facilitar a recuperação 

funcional pós-lesão. A HI neonatal no DPN 3 causou reduções significativas no 

volume do hipocampo, do córtex, do estriado e do corpo caloso ipsilateral à 

lesão nos animais não estimulados (HI_AP-AP) (Capítulos 1,2 e 4). Essa perda 

tecidual foi semelhante à mencionada em relatos prévios da literatura e está 

associada aos prejuízos comportamentais causados pela HI (Sanches et al., 

2013a, 2013b; Alexander et al., 2014). No entanto, o enriquecimento ambiental 

no período gestacional e a lactacional foi capaz de preservar um maior volume 

de tecido encefálico, apesar da vulnerabilidade dessas regiões à HI (Capítulo 2 

e 4). Isso facilita que mecanismos compensatórios não fiquem limitados à 

otimização dos circuitos neuronais nas regiões cerebrais não lesadas e permite 

a reorganização celular do tecido cerebral acometido pela lesão (Grefkes and 

Ward, 2014). Contudo, os achados histológicos relacionando AE e HI ainda são 
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controversos, visto que alguns autores reportam proteção parcial ou inexistente 

(Pereira et al., 2007, 2008, Rojas et al., 2013, 2015; Griva et al., 2017); por tanto 

as diferenças podem estar relacionadas com o período de início do 

enriquecimento e precisam ser melhor esclarecidas.  

Animais expostos ao ambiente enriquecido apresentam respostas sexo-

especificas associadas à HI  

Confirmando a hipótese desta Tese, os efeitos do enriquecimento 

ambiental sobre o desempenho comportamental, as respostas moleculares e o 

dano tecidual apresentaram respostas sexo-especificas (Capítulo 4). Os machos 

do grupo HI_AP-AP exibiram uma maior perda tecidual comparado às fêmeas e 

aos machos HI expostos ao AE em ambos os períodos do 

neurodesenvolvimento. Esses resultados ratificam a preservação tecidual 

induzida pelo o enriquecimento, bem como a vulnerabilidade sexo-específica 

para a lesão cerebral neonatal (Mayoral et al., 2009), e que pode estar 

relacionada a diferenças na expressão e atividade mitocondrial e à sua 

participação nas diferentes vias de morte celular (Zhu et al., 2006).  

O maior dano tecidual observado nos machos HI_AP-AP poderia explicar 

também as diferenças entre sexos na expressão de biomarcadores como 

sinaptofisina, GFAP e IGF-1. Neste trabalho foi observado aumento na 

expressão da sinaptofisina nos machos HI_AP-AP. Embora estudos prévios 

indiquem que os machos requeiram mais remodelagem sináptica devido ao 

maior número de sinapses em comparação as fêmeas, alterações nos processos 

de poda sináptica podem levar à persistência de níveis elevados de sinaptofisina 

inclusive na idade adulta (Andersen and Teicher, 2008; Tang et al., 2014). O 
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aumento na expressão do IGF-1 nos machos HI, independentemente das 

condições de moradia, sugere uma resposta à lesão cerebral neonatal ou 

mecanismos moduladores que levam a uma recuperação funcional associada à 

relação entre o papel protetor dos fatores de crescimento e o dimorfismo sexual 

na HI neonatal. Na resposta astrocitária observamos que uma única exposição 

ao AE durante o período gestacional ou lactacional, aumenta os níveis de GFAP 

nos animais submetidos à HI, o que pode indicar modulações distintas entre 

machos e fêmeas baseadas na experiências, onde podem estar implicados 

processos relacionado à maturação do tecido nervoso, à expressão das células 

gliais no início do período pós-natal e à influência hormonal (Catalani et al., 2002; 

Chanana et al., 2016).  

O espectro comportamental nos domínios cognitivo, sensorial, motor e 

social é resultado de processos dinâmicos e complexos que podem ser 

modificados tanto por fatores intrínsecos quanto extrínsecos, como o sexo, 

experiências prévias ou insultos cerebrais (Cahill and Aswad, 2015). Embora 

animais de ambos os sexos apresentem respostas positivas quanto ao AE na 

atividade locomotora e no comportamento associado a ansiedade e/o 

impulsividade, os machos expostos ao AE durante a gestação ou a lactação 

apresentaram menor latência para achar a plataforma e passaram mais tempo 

no quadrante alvo, durante teste de labirinto aquático de Morris, enquanto a 

melhora nas habilidades de memória espacial foram observadas nas fêmeas 

alocadas no AE durante a lactação. Esses dados estão de acordo com relatos 

anteriores mostrando o dimorfismo sexual exerce papel determinante em testes 

de memória e em respostas específicas a estímulos ambientais (Keeley et al., 

2013; Smith et al., 2014). Apesar das diferenças mencionadas acima, as 
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respostas sexo-específicas induzidas pela HI neonatal e o AE ainda são 

conflitantes na literatura devido às discrepâncias nos protocolos utilizados e 

especialmente ao reduzido número de estudos avaliando o dimorfismo sexual 

em animais muito imaturos, assim como os efeitos de experiências enriquecidas 

em períodos críticos do neurodesenvolvimento (Netto et al., 2017, 2018). 

A novidade e a periodização dos estímulos podem ser fatores chave para 

os efeitos do ambiente enriquecido 

Na prática clínica, os neonatos acometidos com lesões encefálicas 

frequentemente são encaminhados de maneira precoce a programas de 

estimulação sensorial como alternativa terapêutica, a fim de aprimorar o 

prognóstico funcional a longo prazo das crianças. Nesta Tese (Capítulo 4), foram 

avaliados o efeito isolado do ambiente enriquecido gestacional, lactacional e a 

combinação de ambos os períodos, com o objetivo de investigar o papel 

preventivo e/ou protetor das experiências enriquecidas, além de avaliar se 

estímulos prolongados poderiam tornar o cérebro mais resiliente contra um 

evento hipóxico–isquêmico. Os resultados evidenciaram o efeito benéfico do AE 

tanto no período gestacional como lactacional, porém não foi observada uma 

maior proteção (soma dos efeitos) quando os animais eram mantidos em 

condições enriquecidas desde a gestação até o desmame. De acordo com os 

achados deste trabalho, efeitos não aditivos têm sido relatados em animais 

expostos ao AE por longos períodos (Koo et al., 2003). Alguns autores têm 

proposto que a redução ou periodização dos estímulos permite uma melhor 

ativação dos circuitos neuronais, evitando uma atenuação nas respostas 

dependentes da experiência devido a uma adaptação aos estímulos, decorrente 

de presença continua dos mesmos (Kempermann and Gage, 1999). Nesse 
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sentido, propomos que a exposição ao AE requer alternâncias entre estímulos e 

períodos de repouso, a fim de permitir uma reorganização das redes neuronais 

após a exposição a um ambiente novo e desafiador. Sem dúvida, mais estudos 

são necessários para confirmar essa suposição, o que poderia ser relevante em 

programas de reabilitação neurológica focados em prematuridade e/ou insultos 

cerebrais neonatais. 

As experiências ambientais são um fator determinante no prognostico 

funcional após HI neonatal  

A Figura 12 apresenta, de maneira sucinta, os efeitos descrito na literatura 

(incluindo os dados referente a presente Tese) sobre o ambiente enriquecido em 

animais submetidos a eventos hipóxico-isquêmicos. A imagem destaca o 

potencial preventivo e terapêutico de experiências enriquecidas em diversos 

períodos do neurodesenvolvimento como o período pré-natal, lactacional e 

adolescência/idade ao bloquear os principais eventos celulares induzidos pela 

HI e potencializar mecanismos responsáveis por favorecer a recuperação após 

a o insulto neonatal.  

A proteção induzida pelo AE no modelo de HI está relacionada com a 

diminuição do influxo de cálcio no interior da célula (Iuvone et al., 1996; Komitova 

et al., 2013) e a preservação da atividade da Na+ / K+ ATPase no hemisfério 

contralateral à lesão (Rojas et al., 2015), causando uma redução do dano por 

excitotoxicidade glutamatérgica. A HI desencadeia diferentes tipos de morte 

celular, dependendo da gravidade do insulto inicial. No modelo de HI neonatal, 

o AE reduz os níveis de marcadores apoptóticos, utilizados como indicadores de 

maior preservação celular 48h após a lesão (Durán-Carabali et al., 2017). O 
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estresse oxidativo é outro mecanismo fisiopatológico associado na HI neonatal, 

porém a exposição do AE no período juvenil melhorou a atividade anti-oxidante, 

embora não haja uma redução na formação de espécies reativas de oxigênio 

(Pereira et al., 2009; Rojas et al., 2015), o que pode estar relacionado à 

imaturidade do sistema antioxidante (Morgane et al., 2002). A manutenção da 

BHE é outro dos mecanismos pelos quais o AE diminui os processos 

inflamatórios, já que a BHE previne a entrada de células periféricas no tecido 

encefálico (Diaz et al., 2016) e a sua integridade reduz a exacerbação na 

reatividade das células gliais após o insulto encefálico (Diaz et al., 2016; Durán-

Carabali et al., 2017). 

No esquema geral sobre os efeitos do AE (Figura 12), foi usado o termo 

reabilitação para indicar as alterações celulares e anatômicas induzidas pelo AE 

e que podem ajudar a entender algumas das respostas positivas observada nos 

roedores expostos ao enriquecimento. Entre as modificações morfológicas têm 

sido descrito maior proliferação celular (Salmaso et al., 2012), aumento no 

número de espinhos dendríticos (Rojas et al., 2013) bem como potenciação de 

longo prazo (Akers et al., 2006). Além disso, o AE favorece a reatividade 

astrocitária (Durán-Carabali et al., 2019) e aumenta os níveis de fatores de 

crescimento (Seo et al., 2013b; Griva et al., 2017; Durán-Carabali et al., 2019). 

Cabe salientar que características intrínsecas e extrínsecas dos animais, tais 

como, idade, sexo, tratamentos concomitantes, período de início, intensidade e 

duração da estimulação, são responsáveis por modular a resposta do AE e pelo 

prognostico funcional a longo e curto prazo dos sujeitos acometidos pela HI 

neonatal e devem ser levados em conta durante a interpretação e comparação 

dos resultados.  
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O tópico proposto nesta Tese traz novas e importantes questões sobre a 

influência ambiental precoce no prognóstico a curto e longo prazo do recém-

nascido exposto a eventos cerebrais adversos como a hipóxia isquemia. As 

condições ambientais podem ser um aspecto crítico na função do SNC e têm 

sido negligenciadas em unidades hospitalares, programas comunitários e em 

políticas públicas de saúde (Mering and Jolkkonen, 2015). Assim como em 

modelos animais, o ambiente natural para os seres humanos pode ser 

enriquecido, no entanto, o ambiente de hospitais e outras instituições de 

cuidados têm sido muitas vezes considerados empobrecidos (McDonald et al., 

2018). Atualmente, existe um esforço global para minimizar o impacto negativo 

dos insultos cerebrais neonatais na população (McKenna et al., 2015). Mais 

estudos pré-clínicos e clínicos são necessários para entender os mecanismos 

pelos quais o AE induz efeitos benéficos. Porém é relevante que o conhecimento 

atualmente disponível seja considerado no desenvolvimento de um novo 

enfoque terapêutico e no desenvolvimento de estratégias de saúde pública. 
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6. Conclusões e Perspectivas  
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6.1 Conclusões 
 

Os resultados obtidos permitem concluir que: 

 

 A exposição a períodos prolongados de hipóxia (iguais ou superior a 180 

minutos) causa uma lesão encefálica entre moderada-severa responsável 

por prejuízos na função sensório-motora dos animais e na morfologia de 

estruturas relacionadas ao controle motor como o estriado e tecido 

musculoesquelético, em animais submetidos ao modelo de HI no DPN 3; 

 

 O ambiente enriquecido durante o período gestacional e lactacional reduz 

a morte celular por apoptose e a reatividade astrocitária, através da 

regulação positiva da via da AKT. Além disso, atenuou a perda tecidual, 

o atraso no neurodesenvolvimento e os déficits cognitivos dos animais; 

 

 O ambiente enriquecido em períodos críticos do neurodesenvolvimento, 

mostrou efeitos positivos na redução dos prejuízos motores em relação a 

força, a simetria dos membros e a qualidade do movimento, salientando 

que a exposição a ambientes complexos durante a lactação é mais eficaz 

para induzir recuperação funcional após HI; 

  

 O AE durante a gestação e lactação causam resultados semelhantes na 

atenuação do comprometimento na memória espacial, atividade motora e 

comportamento do tipo ansioso, bem como na preservação tecidual, 

especialmente no hipocampo. Essas respostas parecem ser mediadas 

por um aumento nos níveis de VEGF e TrkB, em ambos sexos, e aumento 
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da reatividade astrocitária nos machos; 

 

 Observou-se uma resposta sexo-especifica, na qual os ratos machos 

exibiram efeitos positivos à exposição ao AE nos dois períodos 

estudados, enquanto as fêmeas mostraram ser mais beneficiadas pelo 

enriquecimento durante a lactação.  

 

 Resultados preliminares indicam que a HI neonatal causou uma 

redução no metabolismo encefálico dos animais, além de uma 

hiposincronicidade na rede metabólica. Ambos efeitos foram 

prevenidos e/ou atenuados pelo AE. 
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6.2 Perspectivas 
 

 

 Caracterizar longitudinalmente o metabolismo encefálico in vivo dos 

animais, por meio da técnica de microtomografia por emissão de pósitrons 

(µPET/CT), com uso do radiofármaco 18F- fluordesoxiglicose (18F-FDG) 

para quantificar o uso de glicose durante o período pós-natal precoce nos 

ratos submetidos a HI; 

 

 Avaliar a resposta sináptica excitatória na região CA1 do hipocampo por 

meio da avaliação das correntes pós-sinápticas excitatórias espontâneas 

e de miniatura fazendo uso da técnica de whole-cell patch clamp (modo 

voltage-clamp). 
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