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Não é sobre ter 

Todas as pessoas do mundo pra si 

É sobre saber que em algum lugar 

Alguém zela por ti 

É sobre cantar e poder escutar 

Mais do que a própria voz 

É sobre dançar na chuva de vida 

Que cai sobre nós 

 

É saber se sentir infinito 

Num universo tão vasto e bonito 

É saber sonhar 

E, então, fazer valer a pena cada verso 

Daquele poema sobre acreditar 

 

Não é sobre chegar no topo do mundo 

E saber que venceu 

É sobre escalar e sentir 

Que o caminho te fortaleceu 

É sobre ser abrigo 

E também ter morada em outros corações 

E assim ter amigos contigo 

Em todas as situações 

 

A gente não pode ter tudo 

Qual seria a graça do mundo se fosse assim? 

Por isso, eu prefiro sorrisos 

E os presentes que a vida trouxe 

Pra perto de mim 

 

Não é sobre tudo que o seu dinheiro 

É capaz de comprar 

E sim sobre cada momento 

Sorriso a se compartilhar 

Também não é sobre correr 

Contra o tempo pra ter sempre mais 

Porque quando menos se espera 

A vida já ficou pra trás 

 

Segura teu filho no colo 

Sorria e abrace teus pais 

Enquanto estão aqui 

Que a vida é trem-bala, parceiro 

E a gente é só passageiro prestes a partir 

 

Laiá, laiá, laiá, laiá, laiá 

 

(Música de Ana Vilela) 
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RESUMO 

Inúmeras estratégias neuroprotetoras vêm sendo desenvolvidas para o 

tratamento da encefalopatia neonatal causada pela hipóxia-isquemia (HI). O 

enriquecimento ambiental (EA) é uma ferramenta que propicia interação social, 

estimulação visual, sensorial e atividade física de forma espontânea e assim 

induz mudanças comportamentais e neurofisiológicas. O objetivo desta tese foi 

investigar os efeitos do EA em relação à estrutura e expressão de proteínas 

constituintes da barreira hematoencefálica (BHE) e parâmetros bioquímicos de 

citocinas neuroinflamatórias no hipocampo em fases subsequentes do 

desenvolvimento. Ainda, o escopo comportamental desta tese foi analisar o 

efeito do EA precoce sobre a ansiedade demonstrada por ratos adultos 

submetidos à HI. Para tanto, ratos Wistar machos e fêmeas, no 7º dia pós-natal 

(DPN), foram submetidos ao modelo de Levine-Rice de HI neonatal. Os 

animais foram divididos em quatro grupos: CTAP (controle ambiente padrão), 

CTAE (controle ambiente enriquecido), HIAP (hipóxia-isquemia ambiente 

padrão) e HIAE (hipóxia-isquemia ambiente enriquecido). Os animais dos 

grupos EA permaneceram no enriquecimento ambiental mantido desde o 8º 

DPN. Após o desmame os animais foram divididos em grupos e estimulados no 

EA (1 h/dia por 5 semanas). Análises da expressão de proteínas estruturantes 

da BHE no hipocampo (β-catenina, ocludina, conexina-43, aquaporina-4, 

transportador de glicose 1 - Glut-1 e proteína fibrilar glial ácida - GFAP) foram 

quantificadas através de Western Blotting (WB). Observamos a permeabilidade 

e integridade da BHE através da coloração com azul de Evans e também foi 

realizada imuno-histoquímica para GFAP na região 1 do corno de Ammon - 
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CA1 do hipocampo no 22º e 60º DPN. Realizamos análises da expressão das 

citocinas inflamatórias fator de necrose tumoral alfa - TNF-α e interleucina 1 

beta - IL-1β, juntamente com análise imuno-histoquímica para marcação de 

microglia ativada na fase adulta de animais HI submetidos ao EA. Ademais, 

foram avaliados os efeitos da HI e do EA sobre a ansiedade no primeiro dia de 

exposição dos animais ao labirinto em cruz elevado (LCE) e no teste 

claro/escuro (TCE). 

Os nossos dados mostraram que o EA foi efetivo para reverter as alterações 

causadas pela HI aumentando a expressão de ocludina no 22º DPN e de β-

catenina e GFAP no 60º DPN e diminuindo o extravasamento de azul de 

Evans. No 8º DPN não há alteração na BHE, sendo sugestivo de imaturidade 

da BHE. A avaliação imuno-histoquímica de IbA-1 demonstra ativação 

microglial após HI e o perfil bioquímico apresenta grande expressão das 

citocinas IL-1β e TNF-α em animais hipóxico-isquêmicos estimulados em EA. 

Através dos níveis de ansiedade encontrados, podemos estabelecer que o EA 

favorece uma ação menos impulsiva reduzindo o comportamento de risco dos 

animais após a HI.   

 Assim, nossos resultados contribuíram para a compreensão do 

mecanismo da HI, visto que apresentamos de forma singular que o EA é eficaz 

na recuperação da disfunção da BHE maximizando os efeitos neuroprotetores 

de IL-1β e TNF-α sobre aspectos comportamentais relacionados à ansiedade.  
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ABSTRACT 

Several neuroprotective strategies have been developed for the treatment of the 

neonatal encephalopathy caused by hypoxic ischemia (HI).The environmental 

enrichment (EE) is a strategy that propitiates social interaction, visual and 

sensorial stimulation, and physical activity spontaneously and, thus, it causes 

behavioral and neurophysiological changes. The aim of this thesis was to 

investigate the effects of EE on the structure and expression of proteins in the 

blood-brain barrier (BBB) and biochemical parameters of neuroinflammatory 

cytokines in the hippocampus in subsequent developmental stages. Moreover, 

the behavioral scope of this thesis was to analyze the effect of early EE on 

anxiety expressed by adult rats. Male and female Wistar rats, PND 7, were 

submitted to the Levine-Rice model of neonatal HI.  

The animals were divided into four groups: CSE (control - standard 

environment), CEE (control - enriched environment), HISE (hypoxic ischemia - 

standard environment) and HIEE (hypoxic ischemia - enriched environment). 

The animals of the EE groups were kept in the environmental enrichment since 

PND 8. After weaning, the animals were divided into groups and exposed to the 

EE (1h a day for 5 weeks). Expression analyses of the BBB structural proteins 

in the hippocampus (β-catenin, occludin, connexin-43, aquaporin-4, Glut-1, and 

GFAP) were quantified by Western Blotting (WB). We observed the BBB 

permeability and integrity through Evans blue staining as well as 

immunohistochemistry for GFAP in the CA1 hippocampus region on PND 22, 

and 60.  We performed analyzes of the expression of the inflammatory 
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cytokines TNF-α and IL-1β, together with immunohistochemical analysis for 

quantification of IbA-1 in the adult phase of HI animals submitted to 

EE.Furthermore, the effects of the HI and the EE on anxiety on the first day of 

exposition to the elevated plus maze test (EPM) and the light-dark box test 

(LDB) were assessed.  

Our data have shown that the HI reduces occludin expression on PND 22 and 

β-catenin and GFAP on PND 60along with the extravasation of Evans blue, 

indicating BBB dysfunction in these periods and reversion of the alterations by 

the EE. On PND 8, there is no BBB change, which is suggestive of BBB 

immaturity. The immunohistochemicalassessment of IbA-1 demonstrates 

microglial activation after HI and the biochemical profile shows great expression 

of IL-1β and TNF-α cytokines in hypoxic-ischemic animals stimulated in EE. 

Through the levels of anxiety found, we can establish that the EE favors a less 

impulsive behavior and reduces the anxiogenic factor of animals after HI. 

Thus, our results have contributed to the understanding of the HI mechanism; 

we presented in a unique way the recovery of the BBB dysfunction and the 

maximization of the neuroprotective effects of IL-1β and TNF-α on behavioral 

aspects related to anxiety of animals exposed to the EE after HI. 
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 A hipóxia-isquemia (HI) encefálica que ocorre no período neonatal é uma 

das principais causas de mortalidade, correspondendo a um quarto dos três 

milhões de mortes no período neonatal e metade dos 2,6 milhões de mortes no 

terceiro trimestre após o nascimento (Lawn et al., 2005 e 2009), sendo também 

responsável por um grande número de casos de invalidez ao longo da vida 

(Johnston et al., 2011; Shalak et al., 2004; Murray et al.,1997; Hansen et 

al.,1979).  

 Estima-se em países desenvolvidos que a incidência de asfixia seja de 

2,5 a cada 1000 nascimentos a termo (Liao et al., 2012; Kurinczuk et al., 2010). 

A prevalência de asfixia neonatal na população brasileira é de 

aproximadamente 2% dos nascidos vivos (Souza et al., 2003). 

 Achados clínicos como baixo Apgar nos primeiros 5 minutos após o 

nascimento, avaliação neurológica anormal, crises convulsivas e acidose 

metabólica são comuns em pacientes neonatos hipóxico-isquêmicos que 

muitas vezes necessitam de suporte respiratório imediatamente após o 

nascimento (Liao et al., 2012; McQuillen et al., 2004; Dezateux et al., 2004; 

Dilenge 2001). 

 Mesmo havendo uma evolução tecnológica / científica nos cuidados 

relacionados ao recém-nascido, as condutas clínicas de crianças pós HI são 

limitadas a manutenção da oxigenação, ao controle da homeostase, da 

hipertensão intracraniana e ao tratamento das convulsões acabando por não 

interferir na prevenção e interrupção dos mecanismos da lesão (Vannucci 

2000). 
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 Considerando os avanços tecnológicos e a criação de novos 

conhecimentos, houve uma redução de 50% na taxa de mortalidade dos 

recém-nascidos asfixiados. Devido a esta maior taxa de sobrevida, há um 

aumento na prevalência de sequelas do quadro neurológico em longo prazo 

subsequente da lesão hipóxico-isquêmica.  

 Crianças diagnosticadas com encefalopatia severa possuem danos a 

estruturas cerebrais, como córtex cerebral, hipocampo, tálamo, núcleos da 

base, tronco encefálico e substância branca (Berger et al., 1999; Grow et al., 

2002; Buwalda et al., 1995), apresentando inabilidades permanentes, 

implicando em retardo mental, paralisia cerebral, déficit visual e/ou auditivo, 

epilepsia e dificuldades de aprendizado (Dilenge et al., 2001). 

  

Hipóxia-Isquemia Encefálica Neonatal 

O principal evento desencadeador relacionado à encefalopatia hipóxico-

isquêmica é a redução do fluxo sanguíneo cerebral (Berger et al., 1999; 

Perlman et al., 2006). Diversos insultos neurotóxicos ocorrem simultaneamente 

à lesão, tais como, despolarização da membrana, acúmulo de radicais livres, 

falência energética, apoptose e liberação de aminoácidos excitatórios, 

contribuindo para a disfunção celular e morte neuronal (Vexler et al., 2001) 

(figura 1). 
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Os dados neuropatológicos da HI apresentam variações conforme a 

natureza do dano, porém algumas lesões são características, podendo-se citar 

a necrose focal e multifocal, leucomalácia periventricular, injúria cerebral 

parassagital e necrose neuronal seletiva (Volpe et al., 1992; Marin-padilla 2000) 

Devido ao alto consumo energético, o encéfalo possui grande 

sensibilidade a reduções no suprimento de oxigênio, que quando reduzido 

(comprometido), ativa uma cascata de eventos químicos induzindo lesão ou 

morte celular em regiões mais vulneráveis do sistema nervoso central, como 

hipocampo, córtex cerebral e núcleos basais. O sistema nervoso imaturo 

apresenta menor tolerância à eventos hipóxicos (Dell`anna et al., 1993; 

Nakajima et al., 1996 e 1999; Volpe et al., 1992; Kurinczuk et al., 2010; 

Johnston et al., 2011;) e há períodos com maior susceptibilidade à HI 

acarretando em problemas no desenvolvimento neuronal (Nyakas et al., 1996). 

A reatividade às agressões patológicas está diretamente relacionada às 

características anatômicas e conforme cada etapa do desenvolvimento (Volpe 

et al., 1992). 
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Figura 1: Fisiopatologia de lesão encefálica hipóxico-isquêmica 

(Araujo SA, Pacheco SS, Oliveira AG, Imaizumi C, Abreu LC, 2008) 
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É importante salientar que a enzima Na+,K+-ATPase é fundamental para 

a excitabilidade neuronal (Mobasheri et al., 2000; Golden et al., 2001) e a HI 

reduz a produção de adenosina trifosfato (ATP) nas células, gerando uma 

deficiência na atividade da enzima Na+,K+-ATPase,este defeito acarretará a 

morte celular por necrose devido aos elevados níveis intracelulares de sódio 

(Na+), cloro (Cl-) e água (H2O).  

O encéfalo que sofre a HI apresenta mecanismos patológicos como 

excitotoxicidade por glutamato (EG), estresse oxidativo (EO) e inflamação 

(Mishra et al., 1999; McLean et al., 2004). O glutamato é o principal 

neurotransmissor excitatório do SNC, sendo responsável por 90% das sinapses 

excitatórias (Mckenna et al., 2007) e regulando vários mecanismos cognitivos e 

de memórias, participando na formação de redes neurais durante todo o 

desenvolvimento e atuando nas etapas de proliferação, migração, 

diferenciação e morte de células (Mcdonald et al., 1990; Prybylowski et al., 

2004).Grande parte do glutamato sintetizado nos neurônios é armazenado nas 

vesículas dos terminais nervosos. Quando ocorre o impulso nervoso, o 

glutamato é liberado da célula pré-sináptica, ligando-se a receptores da célula 

pós-sináptica. No final da neurotransmissão ocorre a recaptação de glutamato, 

executada pelos astrócitos próximos à sinapse, evitando a sua permanência no 

espaço extracelular (Hawkins et al., 2009). 

A falha energética decorrente da HI impossibilita a recaptação do 

glutamato, pois os transportadores responsáveis por esta recaptação são 

dependentes de ATP (Kelmendi et al., 2006). Assim, o glutamato atuará na 
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fenda sináptica por tempo mais prolongado. Essa atuação por mais tempo na 

fenda sináptica pode ser dez vezes maior que o normal, gerando uma 

superexcitação dos receptores glutamatérgicos (N-metil-D-aspartato (NMDA), 

receptor metabotrópico de glutamato (m-GLU-r) e ácido-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) e consequente morte neuronal excitotóxica 

(McLean et al., 2004). A ativação, em maior número dos receptores pós-

sinápticos, como o NMDA, acarreta o influxo de grande quantidade dos íons 

Na+, Ca+ e água nos neurônios pós-sinápticos, desencadeando a morte celular 

por necrose e consequente acréscimo dos níveis de Ca+ intracelular. O 

resultado deste processo é a falência energética e morte neuronal por 

apoptose (McLean et al., 2004). Além da EG, a inflamação está entre os 

mecanismos responsáveis pela ocorrência de danos atribuídos à HI (McLean et 

al., 2004). 

Na ocorrência de lesão tecidual, tanto central quanto periférica, ocorre 

uma reação inflamatória. A inflamação pode ser benéfica ou deletéria e inclui a 

produção de mediadores que ativam, atraem, estimulam ou inibem as células 

provenientes do sistema imunológico. Quando o encéfalo é afetado, as células 

endoteliais, microglia e neurônios são fonte ou alvo de mediadores 

inflamatórios (Abbas et al., 2000). 

 A população de macrófagos especializados do SNC é denominada 

microglia sendo descrita como células do sistema mononuclear fagocitário do 

SNC e se proliferam na presença de lesões (Boche et al., 2013; Ginhoux et al., 

2013). Em condições patológicas, a microglia tem como resposta a liberação 
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de fatores de crescimento e citocinas, como as interleucinas (ILs) que 

desempenharão funções inflamatórias e imunitárias (Howe et al., 2012; Yi 

Liang et al., 2011; Zhai et al., 2011). Um dos marcadores mais utilizados para 

identificar a microglia é o Ionized calcium-Binding Adaptor molecule-1 (IbA1) 

(Boche et al., 2013), uma molécula pequena que apresenta cerca de 20 kDa e 

é formada por 147 aminoácidos, ligadora de cálcio, expressa especificamente 

na microglia (Ito et al., 1998). Funcionalmente, a  IbA1 é uma proteína 

essencial para a ativação da microglia, durante a proliferação, migração e 

fagocitose, reorganizando o citoesqueleto de actina, fundamental para estes 

processos celulares  (Imai et al.,2002). A inflamação decorrente da hipóxia-

isquemia no SNC é caracterizada pelo influxo de leucócitos polimorfonucleares, 

monócitos e ativação microglial (Clark et al., 1997). 

 O processo isquêmico no sistema nervoso central (SNC) também resulta 

em inflamação e liberação de polipeptideos/citocinas (Distefano et al., 2010). A 

liberação de citocinas, mediadoras da inflamação, pela microglia está 

relacionada diretamente a uma resposta do sistema imunológico devido à lesão 

tecidual decorrente da HI, estimulando a liberação de glutamato,óxido nítrico e 

radicais livres (McLean et al., 2004; Wood et al.,1995). Estes polipeptídeos 

exercem um papel de orientação na resposta inflamatória, tanto local como 

sistemicamente, sendo fundamentais na modulação e reparação do tecido 

lesado (McLean et al., 2004; Titomanlio et al., 2015) (tabela 1). 



 

23 
 

 

 As citocinas possuem ações idênticas a hormônios. Este grupo de 

proteínas solúveis atua através de receptores específicos, apresentam baixo 

peso molecular e são produzidas e secretadas por uma variedade de células 

através de estímulos em situações específicas (fisiológicas ou patológicas). A 

principal ação das citocinas é na resposta inflamatória e imune, podendo atuar 

também no crescimento e diferenciação celular (Cohen et al., 1996). Sabe-se 

que as citocinas são produzidas e secretadas dentro do SNC através da 

microglia e astrócitos. Patologias que geram lesão encefálica, como HI, 

propiciam a liberação de citocinas, especialmente Interleucina 1-Beta (IL-1 β) e 

fator de necrose tumoral (TNF-α), gerando assim ação citotóxica nos tecidos 

adjacentes, estimulando a ativação de linfócitos e proliferação astrocitária 

(Tarkowski et al., 1995). 
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 O TNF-α é um dos principais mediadores da resposta pró-inflamatória. A 

função imunológica do TNF- α é recrutar monócitos e neutrófilos para o local da 

lesão e posteriormente ativá-los a fim de exterminar o microrganismo agressor 

(Abbas et al., 2005).  O TNF- α no encéfalo é produzido por macrófagos e 

astrócitos, estimulando a secreção de proteínas e por consequência 

ocasionando o aumento da infiltração leucocitária (Clark et al., 1997). O TNF-α 

é a citocina inflamatória mais descrita em relação à leucomalácia periventricular 

e paralisia cerebral no recém-nascido (Yoon et al., 2000) e parece estar 

diretamente relacionada nos mecanismos da encefalopatia hipóxico-isquêmica 

neonatal (Dammann et al., 2000), podendo apresentar efeitos neurotóxicos na 

isquemia encefálica (Stoll et al., 2000). Ainda, na cascata inflamatória da 

coagulação, possui ação estimulatória no endotélio, promovendo a aderência 

leucocitária e atividade pró-coagulante endotelial. Assim, aumenta o fator 

tecidual e o fator ativador plaquetário, sendo que estas ações quando 

acionadas conjuntamente, exacerbam o dano isquêmico encefálico. Ao 

estimular a agregação plaquetária, o TNF-α gera hipotensão e induz a 

apoptose dos oligodendrócitos e degeneração mielínica estimulando a 

produção de IL-1β (Kadhim et al., 2001). O TNF-α também é causador de lesão 

da mielina e oligodendrócitos, gerando maior proliferação de astrócitos, 

colaborando para a desmielinização e astrogliose reativa, fatores que ocorrem 

durante a lesão isquêmica encefálica. Além do mais, o TNF- α tem 

envolvimento na lesão da BHE, gerando aumento da permeabilidade vascular e 

perda da seletividade da BHE (Clark et al., 1997; Barone et al., 1997). 
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 A citocina IL-1β já foi descrita como mediador de alterações na 

morfologia e comportamento do SNC na fase de desenvolvimento. Essas 

modificações ocorreram em respostas a processos inflamatórios ocorridos na 

infância ou no período pré-natal. Níveis elevados de IL-1β diminuem a 

neurogênse hipocampal, porém níveis moderados são necessários para o 

perfeito funcionamento dos processos cognitivos e de neurogênese no 

hipocampo (Clark et al., 2006; Garlanda et al., 2013). Sabe-se que a lesão 

hipóxica-isquêmica gera aumento da expressão de IL-1β, porém o mecanismo 

ainda é desconhecido (Ziv et al., 2008; Avital et al., 2003; McPherson et al., 

2011). As ILs pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α influenciam a síntese e função de 

outras citocinas por meio de uma rede de múltiplas interações. Presume-se que 

a cascata de inflamação tenha início com a liberação de IL-1β e TNF-α, 

promovendo então a produção de outras citocinas, ativando a infiltração de 

leucócitos e de citocinas anti-inflamatórias (Cohen et al., 1996). A IL-1β e o 

TNF-α possuem ligação direta com a resposta inflamatória no encéfalo, 

podendo gerar um desarranjo na estrutura da BHE (Titomanlio et al., 2001; 

Rumajogee et al., 2016).  

 A BHE atua no isolamento do SNC do meio plasmático e possui papel 

fundamental na sua proteção, auxiliando na proteção das estruturas do 

encéfalo após eventos como apoptose celular e excitotoxicidade por glutamato. 

Funcionalmente, possui caráter de proteção e difusão do SNC e isola o espaço 

extracelular do encéfalo das alterações decorrentes do espaço extracelular 

corporal (Redzic et al., 2011). O SNC tem permeabilidade seletiva de 
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moléculas existentes no sangue, devido à presença da BHE (Engelhardt et al., 

2009). 

 A BHE possui uma unidade estrutural e funcional básica, chamada 

unidade neurovascular, que é composta por pelo menos quatro tipos celulares: 

células endoteliais: capilares da vasculatura encefálica, pericitos: situados 

acima das células endoteliais e compartilham da mesma membrana basal, 

astrócitos: cercam os capilares através dos pés terminais e neurônios: inervam 

diretamente a microcirculação; 

 Conjuntamente, essas estruturas da unidade neurovascular exercem o 

controle da função da BHE (Obermeier et al., 2013). 

 Entre as características da BHE, está a falta de fenestrações e baixa 

atividade pinocítica, limitando a passagem de substâncias do sangue ao tecido 

encefálico quando comparado aos órgãos periféricos (Shan et al., 2012). Uma 

das características funcionais da BHE é o transporte permanente, expresso em 

células do endotélio capilar, garantindo o transporte de nutrientes para o SNC e 

impedindo a passagem de substâncias prejudiciais ao perfeito funcionamento 

da transmissão neuronal (Engelhardt et al., 2009). A ausência da integridade 

da BHE coloca o encéfalo em contato com substâncias potencialmente 

danosas como aminoácidos, íons e moléculas imunológicas gerando a 

perturbação na homeostase encefálica e consequente degeneração neuronal 

(Obermeier et al., 2013; Daneman et al., 2012). 
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 Entre as células endoteliais dos microvasos do SNC há um complexo 

juncional composto de junções aderentes (JAs) e junções oclusivas/ tight 

junctions  (JOs), sendo que nas células epiteliais há apenas junções oclusivas. 

Por meio deste complexo juncional componente da estrutura da BHE há o 

impedimen todo movimento paracelular de proteínas, solutos e íons. (figura 2).

 

Figura 2: Representação esquemática das proteínas que formam a BHE. (ZO: zônulas de oclusão; JAM: 
molécula de adesão juncional; PECAM: molécula de adesão celular plaquetária/endotelial. 

Adaptado de http://www.neurology.org/content/78/16/1268/F1.expansion.html- 

 

As JOs formam um cinturão na célula e compõe a porção mais apical da 

fenda intercelular da BHE, o que caracteriza uma grande vedação entre as 

células endoteliais (Sandoval et al., 2008). Dentre as proteínas 

transmembranas que constituem as JOs estão as claudinas e ocludinas. As 

ocludinas estão localizadas exclusivamente nas JOs, sendo essenciais para o 

desenvolvimento normal das junções oclusivas da BHE (Blackburn et al., 1998; 

encéfalo 



 

28 
 

Bonkowski et al., 2011). Sabe-se que a redução na expressão das proteínas de 

junção danifica a integridade das JOs e consequentemente aumenta a 

permeabilidade paracelular (Correale et al., 2009). 

Poucos trabalhos têm estudado a disfunção do complexo juncional da 

BHE após a HI neonatal. As JOs são os componentes funcionais mais 

suscetíveis a modificações pós lesão HI (Alvarez-Díaz et al., 2007), e o efeito 

deletério pode persistir por longo prazo após o evento hipóxico-isquêmico 

(Mishima et al., 2004). Já foi descrito que o dano às JOs acarreta um edema 

intersticial-vasogênico decorrente da ruptura da BHE após a HI (Distefano et 

al., 2010). 

As junções de aderência, com localização basolateral às JOs, mantêm 

as células unidas por ligações entre os domínios extracelulares através de 

moléculas de caderina, dependentes de cálcio, que transpõe o espaço entre as 

células vizinhas auxiliando na integridade da BHE. Além do seu papel na 

manutenção da integridade, participa no controle da permeabilidade 

leucocitária vascular (Corada et al., 1999 e 2001) a VE (vascular endotelial)-

caderina tem expressão exclusiva no endotélio, sendo considerado um 

marcador endotelial. O domínio citoplasmático é ligado aos filamentos de actina 

do citoesqueleto, através das proteínas chamadas cateninas. O complexo VE-

caderina/cateninas é extremamente dinâmico com alteração da composição de 

forma rápida, de acordo com o estado funcional da célula. A família destas 

proteínas possui alguns tipos, incluindo alfa-catenina (α-cat), beta-catenina (β-

cat), delta-catenina (δ-cat) e gama-catenina (γ-cat). A β-cat atua como fator de 
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transcrição, estabelecendo papel fundamental na sobrevivência celular, além 

disso, atua nas sinapses interneuronal, porém, ela é degradada no encéfalo 

após lesão cerebral isquêmica (Ozawa et al., 1989; Peyrieras et al., 1985; 

Zhang et al., 2008; Nusrat et al., 2000). 

Além das JOS e das JAS, as células endoteliais possuem também as 

junções comunicantes/gap junctions , (JCs) (Figura 3). 

 

     Figura 3: Representação esquemática das junções intercelulares.  
Adaptado de: Benjamin Cummings an Imprint of Addilson Wesley Longman, Inc. 

 

 Estes canais são responsáveis pela comunicação direta entre células 

vizinhas, sendo fundamentais para a manutenção da homeostase, regulação 

do crescimento e diferenciação celular, além de agir na resposta vasoativa das 
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células endoteliais (Goodenough et al., 1996; Hüsler et al., 2016; Polacek et al., 

1993; Rozental et al., 2000; Saffitz et al., 2000; Steinberg et al., 1998; 

Yamasaki et al., 1999). A conexina 43 (Cx43) é uma das proteínas que compõe 

as JCs sendo bastante expressa em células do endotélio encefálico fetal em 

desenvolvimento, tendo relação direta com a angiogênese cortical (Errede et 

al., 2002). Sabe-se ainda que este tipo de junção está presente entre as células 

endoteliais e os pés astrocitários, que cobrem 95% da superfície dos capilares 

da BHE, promovendo a transmissão de sinais importantes para sobrevivência e 

atividade neuronal, assim como fatores derivados do estresse metabólico. Em 

situações patológicas como isquemia e inflamação, há alteração na atividade 

das JCs (Tencé et al., 2012). 

Os astrócitos são as células mais numerosas do SNC (Dong et al., 2001) 

e expressam muitos receptores de neurotransmissão, fatores de crescimento e 

citocinas, permitindo a estabilidade e modulação da atividade sináptica do 

SNC.  

Quando ativados, adquirem uma morfologia hipertrófica, aumentando a 

produção do seu filamento intermediário a Glial Fibrilar Acid Protein (GFAP) 

estabelecendo assim, uma cicatrização glial e diminuição da regeneração e 

plasticidade tecidual (Sullivan et al., 2014; Revuelta et al., 2016; Filous et al., 

2016) 

Os astrócitos estabelecem uma íntima relação com os neurônios e 

possui fundamental importância no desenvolvimento e funções do encéfalo 

(sinaptogênese, homeostase do meio extracelular e microcirculação cerebral) 
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desempenhando também função no suporte metabólico encefálico (Perea et 

al., 2005) sendo a forma de estocagem de glicose no SNC (Pellerin et al., 

2007).  

Ademais de, os astrócitos são imprescindíveis na regulação e 

manutenção da BHE, fazendo restrição na entrada de moléculas. Em 

condições de HI há perda da integridade da BHE, exposição do tecido 

encefálico a concentrações lesivas de substâncias provenientes da periferia, 

como aminoácidos, neurotransmissores e proteínas, isso acaba gerando danos 

na sinalização neural e homeostase (Abbott et al., 2010). 

A família de proteínas que transportam glicose (GLUTs) é fundamental 

para manter a homeostase encefálica. O processo ocorre por difusão facilitada 

estando o transportador de glicose 1 (GLUT1) presente nas células endoteliais 

e pés astrocitários, estes, ligados a vasos sanguíneos (Leino et al., 1997). O 

transporte de glicose consiste de forma significativa da ação de astrócito, 

componente da BHE (Molofsky et al., 2012). Devido à seletividade da BHE e o 

reduzido estoque de carboidrato no encéfalo, a função e expressão de GLUTs 

é essencial no suprimento de nutrientes e solutos no encéfalo. Sendo assim, 

qualquer problema no mecanismo de expressão e/ou função afeta 

severamente o metabolismo energético e a homeostase do SNC (Shah et al., 

2012). 

As proteínas de membrana que funcionam como canais de água são 

conhecidas como Aquaporinas (AQPs).  Existem 6 tipos que são encontradas 

nos astrócitos (aquaporinas 1,3,4,5,8 e 9), sendo a principal encontrada no 
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SNC dos mamíferos a proteína aquaporina 4 (AQP-4). Essa proteína possui 

grande expressão nos pés astrocitários (Barbara et al., 2010; Pardridge et al., 

1999). A região 1 do Corno de Ammon (CA1), por ser local de grande 

penetração de vasos sanguíneos no hipocampo, apresenta a maior expressão 

dos canais de aquaporina 4 (Hsu et al., 2011). A AQP-4 e seus canais de água 

agem no edema vasogênico, que está associado à lesão hipóxico-isquêmica e 

a perda da integridade da BHE, removendo a água do parênquima cerebral 

(Francesca et al., 2010). Em resumo, os dados da literatura demonstram 

unanimidade ao relatar que o evento de HI rompe a estrutura e prejudica a 

função da BHE (Chen et al., 2015; Li et al., 2015; Won et al., 2011). 

Modelo Animal de  
Hipóxia-Isquemia Encefálica Neonatal 

Inúmeros modelos experimentais são relatados na literatura para o 

estudo da HI encefálica neonatal. O mais utilizado é o modelo de Levine (1960) 

adaptado por Rice e cols (1981). Este modelo reproduz a lesão unilateral no 

hipocampo, estriado e córtex cerebral, mimetizando a lesão no hemisfério 

ipsilateral encontrada nos recém-nascidos humanos (Pereira et al., 2007). O 

modelo de Levine-Rice consiste na oclusão permanente unilateral da artéria 

carótida comum dos animais, com posterior exposição à um ambiente hipóxico. 

A lesão ocorre no 7º dia de vida pós-natal, por considerar que o encéfalo dos 

ratos é histologicamente similar ao de crianças recém-nascidas a termo 

(Sanders et al., 2005) (figura 4). 
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Figura 4: Modelo Experimental de Hipóxia-Isquemia Encefálica Neonatal  
 (Levine (1960) adaptado por Rice (1981). 

 

 As alterações cognitivas, morfológicas e bioquímicas encontradas em 

humanos podem ser reproduzidas através deste modelo (Arteni et al., 2003; 

Ikeda et al., 2008). Os resultados decorrentes deste modelo são: danos 

encefálicos e atrofias teciduais importantes no estriado, córtex sensório motor e 

principalmente na região de CA1 do hipocampo (Levine 1960; Rice 1981; 

Pereira et al., 2007; Schuch et al., 2016; Carletti et al., 2016; Miguel et al., 

2015). 

 Estudos recentes do nosso laboratório de pesquisa demonstraram que 

animais submetidos a este modelo experimental de lesão apresentam déficit de 

atenção (Miguel et al., 2015) e insuficiência de memória declarativa (Rojas et 

al., 2013; Pereira et al., 2008), espacial (Rojas et al., 2015; Pereira et al., 2007 

e 2008) e aversiva (Carletti et al., 2012; Rojas et al., 2013; Arteni et al., 2003). 
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Além disso, resultados de nossas pesquisas mostraram que o dano provocado 

pela lesão induz sequelas cognitivas, sensoriais e modificações moleculares 

alterando a função da enzima Na+,K+-ATPase (Arteni et al., 2003; Schuch et al., 

2016; Pereira et al., 2009; Weis et al., 2011; Rojas et al., 2015), declínio na 

densidade dos espinhos dendríticos (Rojas et al., 2013) e atrofia da região CA1 

do hipocampo (Pereira et al., 2007). 

 Assim sendo, podemos afirmar que os resultados encontrados no 

modelo experimental de HI encefálica neonatal proposto por Rice-Levine 

retratam a injúria encefálica e a deteriorização cognitiva-comportamental de 

forma correspondente aos achados em crianças com encefalopatia hipóxico-

isquêmica. 

Enriquecimento Ambiental 

 Sabe-se que uma das intervenções terapêuticas não farmacológicas 

bastante utilizada é o enriquecimento ambiental (EA). Hebb em 1947, após 

observar roedores expostos ao enriquecimento ambiental, concluiu que o EA 

melhorava o desempenho de aprendizado e memória se comparado aos 

animais que não eram estimulados. Baseado neste estudo, diversas pesquisas 

envolvendo o EA vêm demonstrando efeitos na morfologia (Rojas et al., 2013; 

Leggio et al., 2005; Bruel-Jungerman et al., 2005; Nakamura et al., 1999), 

estrutura molecular (Lambert et al., 2005; Puurunen et al., 2001; Ickes et al., 

2000; Faherty et al., 2003) e nos processos cognitivos (Pereira et al., 2007 e 
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2008; Rojas et al., 2013; Van Praag et al., 2000) em animais após a exposição 

a um ambiente enriquecido. 

  O EA é a exposição de animais a estímulos físicos e cognitivos 

somados a socialização com animais de outras ninhadas (Van Praag et al., 

2000; Nithianantharajah et al., 2006; Will et al., 2004) (figura 5). 

 

Figura 5: Ilustração do Enriquecimento Ambiental (Nithianantharajah et al.,2006) 

As gaiolas de EA são maiores que as caixas-padrão de moradia, 

proporcionando uma grande estimulação e interação social, pois há um número 

maior de animais. O EA se dá através de uma gama de “brinquedos” com as 

mais variadas formas e texturas, estimulando a atividade cognitva. Soma-se a 

isso o acesso livre às rodas de corrida, rampas e possibilidade de escalada nas 

paredes laterais e tetos da gaiola, ofertando uma atividade física de forma 
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voluntária. Em suma, o EA fornece grandes estímulos visuais, auditivos e 

somatossensoriais através dos “brinquedos”, grande interação social, pois há 

mais e diferentes animais do qCOue na caixa moradia e a constante mudança 

de “brinquedos” oportuniza grande estimulação cognitiva (Van Praag et al., 

2000; Pereira et al., 2007 e 2008; Rojas et al., 2013 e 2015) . 

 Hoje já se sabe que a exposição de roedores a variados estímulos, logo 

nos primeiros dias de vida é capaz de provocar modificações nos processos 

comportamentais e anatomofisiológicos que irão perdurar ao longo da vida 

(Pham et al., 1999; Rodrigues et al., 2004; Pereira et al., 2008). Mesmo 

conhecendo os efeitos benéficos e a função neuroprotetora do EA, a literatura 

é carente de estudos que relacionem a estimulação no EA com a HI encefálica 

neonatal. Para nosso conhecimento, os únicos dados publicados são 

resultados do nosso grupo de pesquisa. Já demonstramos a recuperação do 

déficit de memória espacial e aversiva pós HI em ratos avaliados na fase adulta 

(Pereira et al., 2007; Rojas et al 2013 e 2015) e o impedimento da perda de 

memória de reconhecimento de objetos em animais adolescentes expostos ao 

EA (Pereira et al., 2008). Outros estudos do nosso laboratório demonstraram a 

eficácia na reversão do déficit de memória espacial e da diminuição da 

densidade dos espinhos dendríticos no hipocampo de ratos com HI 

estimulados em EA (Pereira et al., 2007 e 2008; Rojas 2013). 
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A prática de estimulação tanto em crianças saudáveis bem como naquelas 

que dispõe de alguma sequela cognitivo-comportamental é comumente utilizada 

na prática clínica, influenciando de forma elementar o processo complexo e 

contínuo que é o desenvolvimento infantil.  

Indivíduos acometidos por lesões encefálicas progressivas, tal como HI 

apresentam elevados índices de incapacidades, gerando repercussões sociais e 

econômicas, acrescido de uma condição individual que muitas vezes o torna 

dependente em todas as suas atividades de vida diária.  

O EA é uma alternativa de baixo custo para a família e / ou sociedade. A 

estimulação somatosensorial, cognitiva, motora e visual ocasiona 

neuroplasticidade destes indivíduos com os mais variados déficits encefálicos, 

sendo eficaz na retomada de maior e melhor qualidade de vida destes indivíduos.  

Em modelos animais já está comprovado o efeito benéfico do EA em 

encéfalos sadios e na reversão de déficits cognitivos e comportamentais, tal qual, 

o papel neuroprotetor após o dano em estruturas encefálicas causados pela 

hipóxia-isquemia encefálica neonatal.   

Entretanto, inúmeras indagações relacionadas ao mecanismo da lesão, as 

reações inflamatórias e respostas estruturais do encéfalo, desencadeados após a 

hipóxia-isquemia encefálica neonatal, não estão integralmente respondidas. 

Do mesmo modo, os efeitos e o funcionamento da estimulação precoce 

necessitam ser melhor explicados, o que fundamenta a realização desta tese. 
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OBJETIVO GERAL 

 

 Este trabalho teve como objetivo verificar os efeitos comportamentais de 

ansiedade e memória aversiva, analisar parâmetros neuroinflamatórios na 

região CA1 do hipocampo e investigar a estrutura da barreira hematoencefálica 

após a exposição precoce ao enriquecimento ambiental em ratos Wistar 

submetidos à hipóxia-isquemia encefálica neonatal. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Em animais de 8DPN / 22DPN / 60DPN submetidos à HI e EA precoce: 

Avaliar a integralidade da BHE quantificando as proteínas Ocludina, β-

Catenina, Conexina-43, Aquaporina-4, GLUT-1 e GFAP.   

Analisar a permeabilidade da BHE através da coloração por corante azul 

de Evans; 

Estudar as alterações de densidade astrocitária – GFAP (22 e 60 DPN). 

Em animais de 60 DPN submetidos à HI e EA precoce; 

Verificar a resposta inflamatória no hipocampo mensurando IL-1β e TNF-

α; 

Aferir as alterações de densidade da microglia – IbA-1 no hipocampo; 

Observar comportamentos relacionados a ansiedade. 
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Lenir  Orlandi  Pereiraa,b,∗
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a  b  s  t  r  a  c  t

Environmental  enrichment  (EE)  is considered  an  efficient  neuroprotector  against  neonatal  hypoxia-
ischemia  (HI).  Nevertheless,  the mechanisms  involved  are  not  yet clear.  In this  context,  the  aim  of  this
study  was  to investigate  the effects  of neonatal  HI and  environmental  stimulation  in  the hippocam-
pus of  rats  at  3 different  time  points  (PND  8, 22 and  60),  evaluating  some  aspects  of  BBB  structure  and
function.  Seven-day-old  Wistar  rats  were  divided  into  four  groups:  a  control  group  maintained  in  a stan-
dard environment  (CTSE),  a control  group maintained  in an  enrichment  environment  (CTEE),  an  HI group
maintained  in  a standard  environment  (HISE)  and  an  HI group  maintained  in  an  enrichment  environment
(HIEE).  At the  7th  postnatal  day  (PND),  rats  were  submitted  to the Levine-Rice  model  of  neonatal  HI.  This
method  consists  of  permanent  occlusion  of  the  right common  carotid  artery  with  subsequent  exposure
to  hypoxia.  Rats  from  CTEE and  HIEE  were  stimulated  with  environmental  enrichment.  The  EE protocol
started  24  h after HI,  in  which  pup  rats  with  their  dams  were  stimulated  in  a maintained  EE (PND  8–22).
Subsequently,  animals  were  submitted  to daily  EE  (1 h/day,  PND  23–60).  The  expression  of  some  pro-
teins  involved  in BBB  structure  (�-catenin,  occludin,  connexin-43,  aquaporin-4,  glut-1  and  GFAP) were
quantified  by  western  blotting  in the  hippocampi  of rats  in three  periods,  at PND  8,  22  and  60.  The  BBB
permeability  and  integrity  was  assessed  by  Evans  blue  staining  and  the  immunohistochemistry  for  GFAP
in the  CA1  region  of the  hippocampus  were  also  performed.  The  results  showed  an  HI-induced  decreased
occludin  expression  at PND  22 and low  levels  of occludin,  �-catenin  and GFAP  at  PND  60  in the hip-
pocampus  of the  hypoxic-ischemic  rats. Interestingly,  in  young  and  adult  rats, EE reversed  these  effects.
Evans  blue  extravasation  into  the brain  parenchyma  confirmed  the  BBB  dysfunction  brought  on by  HI.  No
differences  were  observed  at PND  8,  probably  due  to the  immaturity  of the  BBB  at  this  age.  The  present
study  makes  an  important  contribution  to understanding  the  mechanism  of  the  hypoxic-ischemic  brain
damage  and  also  to presents,  for the  first  time,  the  recovery  of  BBB  dysfunction  as  a  possible  pathway  for
the protective  effect  of  EE.

© 2016  ISDN.  Published  by  Elsevier  Ltd.  All  rights  reserved.
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1. Introduction

Neonatal encephalopathy has an incidence rate around 1.5 per
1000 live births. It is estimated that 30% of cases occur in developed
countries and 60% of cases occur in developing countries, asso-
ciated with intrapartum hypoxia-ischemia (HI) (Kurinczuk et al.,
2010). The resulting brain damage is frequently associated with
cognitive and motor deficits, which are maintained throughout
life (Chan et al., 2010, 2015; Johnston et al., 2001; Van de Looij
et al., 2015; Yang et al., 2009). The main mechanisms from hypoxia
involve cell death and energy depletion, followed by reperfusion,
oxidative stress and glutamatergic excitotoxicity. In the sequence,
a process of persistent inflammation and epigenetic changes can
cause a delay in glial cell maturation, impaired neurogenesis and
synaptogenesis with delayed cell death, primarily affecting the hip-
pocampus and other cortical brain structures (Fleiss and Gressens,
2012; Juul and Ferriero 2014).

There is consensus that brain ischemic events disrupt blood-
brain barrier (BBB) structure and function (Chen et al., 2015; Li
et al., 2015; Won  et al., 2011). The existence of this functional
barrier in the cerebrovascular system is crucial for regulating the
exchange of molecules between the blood and the brain (Boulay
et al., 2015). It is also important to preserve the homeostasis of the
neural microenvironment necessary for proper neural communi-
cation and survival (Abbott et al., 2006). The BBB is constituted by
a physical barrier formed by a unique endothelial junctional com-
plex (with adherens junctions and tight junctions) and a functional
molecular barrier composed of membrane receptors and trans-
porters and vesicular trafficking mechanisms (Abbott et al., 2010).
The tight junctions (TJs) comprise the proteins occludin and claudin
and are responsible for controlling paracellular transport, while the
adherens junctions (AJs) have the role of supporting TJs by provid-
ing structural integrity and attachment between endothelial cells
(Abbott et al., 2010). In the formation of AJs, transmembrane cad-
herin proteins are linked to the cell cytoplasm by catenin proteins
(Wolburg and Lippoldt, 2002). Additionally, perivascular astrocytic
end feet processes establish strong association with the endothe-
lium of brain capillaries, being such association fundamental for the
regulation and maintenance of the BBB functionality. Such asso-
ciation allows the astrocytic perivascular processes to distribute
the glucose that is taken by the barrier-type endothelium that
lines the brain capillaries from peripheral circulation to be deliv-
ered into neuropile. The distribution of glucose by means of the
astroglial network is mediated by gap junction channels whose
main former protein in astrocytes is connexin 43 (Persidsky et al.,
2006; Rouach et al., 2008). Astrocytes also contribute to barrier
function under physiological conditions and support the main com-
ponents of the barrier in cases of breakdown (Wolburg et al., 2009).
Astrocytes also contribute to depositing the perivascular extracel-
lular matrix, i.e., the basal lamina (Menezes et al., 2014), which
is directly connected to the functional barrier endothelium. Illus-
trating this connection, it was demonstrated that disruption of
the basal lamina results in an altered distribution of aquaporin 4
(AQP4), a water channel present at the adluminal glial end feet
membrane that controls the flux of water between the blood and
the brain and is responsible for edema formation and resolution in
the brain (Nagelhus and Ottersen, 2013). Although it is frequently
cited that the BBB is altered after neonatal HI, only a small number
of studies have explored this idea. It has been shown that dam-
age to the structure and function of the BBB occurs early, starting
2 h after HI, with extravasation of immunoglobulin G (Lee et al.,
2012). Wu et al. (2013) and Muramatsu et al. (1997) also identified
extravascular immunoglobulin G in hypoxic-ischemic rats, indicat-
ing increased BBB permeability. BBB leakage was also evaluated by
albumin extravasation in rats submitted to neonatal HI at PND 12
(Brochu et al., 2011). Additionally, Vannucci et al. (1998) identified

increased levels of GLUT-1 as an acute response to neonatal HI. It
is important to note that none of these studies had the BBB as the
main focus. This is a contradictory finding, given the crucial impor-
tance of this barrier for brain function and preservation, particularly
under disease conditions.

We have investigated the impact of the environmental enrich-
ment (EE) on the consequences of neonatal HI in rats. It was
demonstrated that cognitive dysfunction, including spatial and
aversive memory, was recovered in adult rats submitted to EE after
HI (Pereira et al., 2007; Rojas et al., 2013, 2015); also, in adoles-
cent rats, a brief period of environmental stimulus prevented object
recognition memory impairment (Pereira et al., 2008). These neu-
roprotective functional effects were associated with dendritic spine
density preservation and the recovery of Na+K+-ATPase activity
(Rojas et al., 2013, 2015). Taken together, these findings give further
support for the use of environmental stimulation after neonatal
brain damage. However, the mechanisms of this effect are poorly
understood.

The present study is founded on the following statements. First,
it is notable that hypoxic-ischemic events are clinically relevant
and it is crucial investigate therapeutic strategies, their advan-
tages and the mechanisms involved. Second, our previous studies
strongly suggest that EE is a good opportunity for the prevention
and/or treatment for neonatal brain damage. Finally, there is poor
comprehension about the effects of neonatal HI on the BBB dur-
ing development, and there are no reports on the effects of EE.
Therefore, the aim of this study was  to investigate the effects of
neonatal HI and environmental stimulation in the hippocampus of
rats at 3 time points (PND 8, 22 and 60), evaluating some aspects of
BBB endothelium structure and function, such as the expression of
junctional proteins occludin and �-catenin, and GLUT-1 transporter
(also present in astrocytes) and factors related to astrocytes and
their functions-expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP),
43 (Cx43) and AQP4. Although a few studies have assessed the
functionality of the barrier following hypoxic-ischemic injury, we
focused on the analysis of alterations to BBB components to under-
stand its function and/or dysfunction. We hypothesized that HI will
result in BBB disruption, which can be reversed and/or alleviated
by environmental stimulation.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Male and female Wistar rats were obtained from the Central
Animal House of the Institute of Basic Health Sciences of the Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul. They were maintained in
a temperature-controlled room (21± 2 ◦C), on a 12/12 h light/dark
cycle, with food and water available ad libitum.  On the 7th postnatal
day (PND), the animals were randomly assigned to four experi-
mental groups: (1) control, maintained in a standard environment
(CTSE); (2) control submitted to EE (CTEE); (3) hypoxia-ischemia
and maintained in standard environment (HISE); and (4) hypoxia-
ischemia submitted to EE (HIEE). Rats were euthanized at 3 time
points (PND 8, 22 and 60) for western blotting and Blue Evans anal-
yses and for immunohistochemistry at PND 22 and 60. For each
time point were used 3 female and 3 male rats per group. A pool of
two samples was  used for western blotting analyses due to small
size of hippocampus (atrophy consequent to HI).

All procedures were performed in accordance with the Federa-
tion of Brazilian Societies for Experimental Biology and the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals adopted by National
Institute of Health (USA). The experimental protocol was  approved
by the Ethics Committee of the Universidade Federal Rio Grande do
Sul, Brazil (n.19863).
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2.2. Hypoxia-ischemia

The Levine method (1960), as modified by Rice et al. (1981),
was utilized to produce unilateral brain injury in neonatal rats. At
PND 7, animals were anesthetized with halothane and the right
common carotid artery was identified through a longitudinal neck
incision, isolated and permanently occluded. Animals were then
allowed to recover for 15 min  under a heating lamp and returned
to their dams. After 3 h, they were exposed for 90 min  to a hypoxic
atmosphere (8% oxygen and 92% nitrogen) in a chamber partially
immersed in a 37 ◦C water bath (Arteni et al., 2003; Pereira et al.,
2009). Immediately after the HI procedure, animals were returned
to their home cages. Controls were sham-operated, i.e., they were
submitted to anesthesia and the neck incision, but did not receive
arterial occlusion or hypoxia.

2.3. Environmental enrichment

The environmental enrichment paradigm is a combination of
physical exercise, social interaction and continuous exposure to
learning tasks (van Praag et al., 2000). In this study, we applied
an association of early maintained stimulation (from PND 8 to PND
22) and also a daily enriched environment (from PND 23 to PND
60) based on our previous studies (Pereira et al., 2008; Pereira et al.,
2009; Rojas et al., 2013). The first EE protocol is early stimulation
(PND 8–22), where the animals with their dams were kept contin-
uously in enriched cages (30 × 20 × 20 cm). After this period, daily
enrichment was conducted (PND 23–60, 6 days/week, 1 h/day, in
groups of 7–10 animals. The cage for daily enrichment was a large
home cage (40 × 60 × 90 cm)  with three different floors connected
by ramps. Rats from the non-enriched groups were removed from
their home cages and moved to another standard cage during the
other animals’ enrichment period. At the end of each EE period (at
PND 22 and 60) and also 24 h after the HI procedure (PND 8), collec-
tions for morphological analysis and the quantification of proteins
were performed.

2.4. Western blotting

Six animals per group were anesthetized and killed by decap-
itation at three time points: 24 h after HI (PND 8), after a short
period (14 days) of maintained EE (PND 22) and after a long period
(37 days) of EE (PND 60). For the western blotting analysis, the
right and left hippocampi were isolated and homogenized in an
extraction cocktail (10 mM EDTA, 2 mM PMSF, 100 mM NaF, 10 mM
sodium pyrophosphate, 10 mM NaVO4, 10 Ag of aprotinin/ml and
100 mM Tris, pH 7.4). The homogenate was centrifuged at 3000g for
10 min  and the supernatants were collected and stored at −70 ◦C
until used for immunoblotting. Protein was extracted from the hip-
pocampus as previously described (Mendonç a et al., 2013). After
electrotransfer, the membranes were incubated with 5% skimmed
milk to block non-specific sites, followed by washing with TBS-T
(0.1% Tris-buffered saline with 0.05% Tween 20, pH 7.4). Subse-
quently, the membranes were incubated with primary antibodies
against �-catenin (1:500; sc-7963, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA), occludin (1:500; sc-5562, Santa Cruz), connexin
43 (1:500; sc-9059, Santa Cruz), GLUT-1 (1:500; sc-7903, Santa
Cruz), GFAP (1:500; zo334, Dako Cytomation, CA, USA) and aqua-
porin 4 (1:1000; sc-20812, Santa Cruz), followed by washing with
TBS-T and incubation with an HRP-labeled anti-mouse (for anti-
�-catenin and anti-�-actin) or anti-rabbit (anti-occludin, Cx43,
GLUT-1, GFAP) secondary antibody (1:1000, Sigma Aldrich, St.
Louis, MO,  USA). Immunoreactive bands were visualized using a
chemiluminescence kit (Super Signal West Pico Chemilumines-
cent Substrate; Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). The blots
were subsequently stripped and probed with anti-�-actin (1:1000;

A2228, Sigma Aldrich); �-actin was used as an internal control to
monitor protein loading, the efficiency of blot transfer and non-
specific changes in protein levels. The luminescent signal of each
band was captured with a G:BoxiChemi camera (Syngene, Cam-
bridge, UK) and band intensity was quantified using ImageJ 1.45s
software (NIH, Bethesda, MD,  USA). Data are presented as a per-
centage of control values.

2.5. Evans blue staining

BBB function was  examined by assessing Evans blue dye
extravasation (Nag, 2003). Briefly, 10 min  prior the end of each time
course, Evans blue solution was  infused (10 mg/kg of 2% dye in 0.9%
NaCl) intravenously through the tail vein. Animals were killed with
an overdose of anesthetic and the brains were rapidly removed and
photographed. Images were observed to assess dye extravasation
from the peripheral circulation into the brain parenchyma, which
is considered indicative of BBB disruption.

2.6. Immunohistochemistry for GFAP

Animals were euthanized using ketamine hydrochloride
(Cetamin®) and xylazine hydrochloride (Xilazin®), then transcar-
dially perfused with 0.9% saline solution followed by a fixative
solution containing 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate
buffered saline (PBS; pH 7.4). Then, the brains were cryoprotected
in 30% sucrose solution and consecutive coronal sections of the
dorsal hippocampus (40 �m)  were cut at −18 ◦C with a Leica 1900
cryostat (Heidelberg, Germany). For immunohistochemical investi-
gation, sections were rinsed in PBS and endogenous peroxidase was
inactivated with 3% H2O2 diluted in PBS, then washed with PBS-Tx.
Sections were then incubated with monoclonal rabbit anti-GFAP
antibody (DAKO,UK) diluted 1:1000 in 3% PBS-Tx at 4 ◦C overnight.
Sections were incubated with a rabbit anti-mouse IgG secondary
antibody conjugated with peroxidase (Sigma Aldrich) diluted 1:500
in PBS-Tx at room temperature for 2 h. To visualize immunoreactiv-
ity, a 0.06% solution of 3,3-diaminobenzidine (DAB; Sigma Aldrich)
in PBS and 10% H2O2 was  employed for 5 min. Finally, the sections
were washed in PBS, dehydrated in ethanol series, cleared with
xylene and covered in synthetic Canada Balsam (Chemical Reaction,
Brazil) and then coverslipped. The primary antibody was omitted in
the negative control. All samples were processed at the same time
and incubated for the same period. All conditions and magnifica-
tions were kept constant during the capture process. For each rat,
32 images (200x) of the CA1 hippocampus on both hemispheres
were obtained with a Nikon E600 light microscope coupled to a
USB 2.0 Digital Camera Eyepiece. Images were processed and ana-
lyzed with Image-Pro Plus 6.0 software (Wayne Rasband, NIH, USA.
Briefly, RGB (24-bits) color images (640 9 480 pixels) were con-
verted to 8-bit grayscale images (0–255 Gy levels). Three square
areas of interest (AOI) were set for the images of the CA1 hip-
pocampus (7041.711 �m2). The optical density (OD) of each AOI
was automatically calculated by the software.

2.7. Statistical analysis

Statistical analysis of the results on PND 8 was performed using
Student’s t- test and on PND 22 and 60 analyses was  conducted
using two-way analysis of variance (ANOVA) with lesion and envi-
ronment as the independent variables. The analysis was  followed
by post-hoc Tukey’s test for multiple comparisons, when necessary.
Data were expressed as mean±  SEM. Probability values less than 5%
were considered significant. All statistical analyses were performed
using the Statistica® software package.
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Fig. 1. Expression of proteins of the BBB at PND 8 in the left and right hippocampus. Data are means ± S.E.M (A–F) and representative bands of each protein (G). No significant
difference was  identified. Student’s t-test, p > 0.05. n = 3 female and 3 male rats per group.
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Fig. 2. Expression of proteins of the BBB the PND 22 in the left and right hippocampus. Data are means ± S.E.M (A-F) and representative bands of each protein (G). A: &

difference of the occludin expression between HISE and the CTEE and HIEE groups, in the ipsilateral hippocampus. ANOVA followed by the Tukey’s test, p < 0.05. n = 3 female
and  3 male rats per group.
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Fig. 3. Expression of proteins of the BBB at PND 60 in the left and right hippocampus. Data are means ± S.E.M (A–F) and representative bands of each protein (G). A: * occludin
expression in the HIEE group is different from all other groups in the right hippocampus; B: �-Catenin expression in the HISE group is different from all other groups in the
right  hippocampus; F: #GFAP expression in the HISE group is different from CTSE group in the right hippocampus. ANOVA followed by the Tukey’s test, p < 0.05. n = 3 female
and  3 male rats per group.
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3. Results

3.1. BBB structure at PND 8 − western blotting analysis

Student’s t-test revealed that none of the studied proteins, either
in the ipsilateral or in the contralateral hippocampus, were dif-
ferent between groups (sham vs. HI) at PND 8 (Fig. 1). This result
likely illustrates BBB immaturity at this stage of development. Only
a tendency for decreased levels of GLUT-1 (t = 2.64, p = 0.06) and
increased of GFAP (t = 2.33, p = 0.08) was identified in the right hip-
pocampus (ipsilateral) and of Cx43 (t = 2.42, p = 0.07) in the left
hippocampus in the HI group compared with the controls.

3.2. BBB structure at PND 22 − western blotting analysis

Two-way ANOVA demonstrated that environment
(F(1,8) = 22.64, p = 0.001) and lesion × environment interaction
(F(1,8) = 6.3, p = 0.04) reached significance for occludin expression
in the ipsilateral hippocampus (Fig. 2A). The Tukey test revealed
that the HISE group had lower occludin levels compared to the
CTEE (p = 0.023) and HIEE (p = 0.004) groups. In this analysis, the
HIEE group had the highest levels of occludin, i.e. the protein
expression decrease, consequent to HI, was significantly reversed
by a short period of environmental stimulation. No effect was
identified on occludin levels in the left hippocampus. Moreover,
no differences were found when �-catenin, Cx43, AQP4, GLUT-1
and GFAP levels were evaluated, in both hemispheres (Fig. 2B–F).

3.3. BBB structure at PND 60 − western blotting analysis

Considering occludin expression in the right hippocampus at
PND 60, the main significant effects were observed for environment
(F(1,8) = 14.24, p = 0.005), the lesion × environment interaction
(F(1,8) = 10.66, p = 0.01) and a trend of lesion effect was also iden-
tified (F(1,8) = 0.07, p = 0.07). The post-hoc test demonstrated a
decrease in occludin expression in the HISE group compared to
the HIEE group (p = 0.004). We  observed a compensatory effect:
the HIEE group had higher levels of occludin, compared to all
other groups (Fig. 3A; p < 0.05). Evaluating the left hippocampus,
a significant effect was observed considering the lesion factor
(F(1,8) = 6.54, p = 0.03) with decreased occludin levels in both HI
groups. In harmony with this effect, the two-way ANOVA followed
by the Tukey test indicated that the HISE group had decreased
expression of �-catenin in the right hippocampus, compared to
all other groups. �-catenin resulted in significant effect on envi-
ronment (F(1,8) = 23.44, p = 0.001) and on lesion x environment
interaction (F(1,8) = 9.8, p = 0.01). Interestingly, the HIEE group had
a similar �-catenin level, compared to the controls (Fig. 3B). This
result reinforces the idea that HI causes a disruption in BBB struc-
ture and EE is effective at reversing this damage. In accordance with
this statement, data analysis on GFAP expression indicated a sig-
nificant effect of the lesion x environment interaction (F(1,8) = 7.05,
p = 0.03) and a tendency for lesion (F(1,8) = 4.29, p = 0.07) and envi-
ronment (F(1,8) = 3.27, p = 0.10) in the right hippocampus. The
hypoxic-ischemic event resulted in low expression of GFAP, which
was reversed by the enriched environment (Fig. 3F). No effect was
observed in the left hippocampus and, in the same way, Cx43, AQP4
and GLUT-1 levels were not altered by the HI or EE procedures
(Fig. 3C–E).

3.4. Evans blue staining

Evans Blue was systemically injected into the PND 8, 22 and 60
and brain images were captured for illustration of the permeability
through the BBB and for the assessment of BBB integrity (Fig. 4).

At PND 8, Evans blue extravasation was  identified in both CT and
HI groups. This fact indicates the immaturity of BBB structure and
function at this age. In addition, it was possible identify that the
HI group seemed to have more expressive BBB dysfunction, since
this group visually had greater staining of the brain by Evans blue,
compared to the CT group (Fig. 4A).

At PND 22, the control group (CTSE) was  found to have little stain
extravasation, indicating that the BBB function although in great
extension preserved remains to a certain degree permeable; in both
HI groups, slight Evans blue leakage was observed throughout the
brain parenchyma (Fig. 4B).

At PND 60, it was  possible to note three different patterns of
BBB function: control with the typical clear aspect of brain tissue,
HISE rats with apparent Evans blue extravasation and HIEE animals
demonstrating a more preserved BBB function, similar to control
(Fig. 4C).

3.5. Immunohistochemistry for GFAP

For a better understanding of astrocyte response to
injury/hypoxia and environment enrichment, immunohistochem-
istry for GFAP was  performed. Given the significant hippocampal
atrophy and/or absence of the CA1 region on the side ipsilateral to
the ischemia, only the contralateral hippocampus was evaluated
at PND 22 and PND 60.

Evaluating the hippocampus of rats euthanatized at PND
22 (Fig. 5A), two-way ANOVA indicated that neither lesion
(F(1,20) = 0.04, p = 0.83) nor environment (F(1,20) = 0.95, p = 0.34)
resulted in significant differences between groups. Likewise,
immunohistochemistry for GFAP in the contralateral hippocampus
was not changed by HI (F(1,20) = 1.19, p = 0.29) or EE (F(1,20) = 0.02,
p = 0.87) in rats at the PND 60 (Fig. 5B).

4. Discussion

This study was  designed to investigate the hippocampal BBB
structure in rats that had suffered neonatal HI and were stimu-
lated in an enriched environment. Twenty-four hours after HI, at
PND 8, no substantial effects were identified in the evaluated pro-
teins or Evans blue staining. Following the investigation, in young
animals, at PND 22, a decrease in occludin expression was iden-
tified consequent to HI, which was reversed by EE. In adult rats,
at PND 60, occludin expression was maintained, with a decrease
in the hippocampus ipsilateral to the arterial occlusion. Decreased
�-catenin and GFAP expression was also identified in HI rats. Con-
firming our hypothesis, environmental stimulation reversed BBB
dysfunction. This is the first study showing a wide spectrum of
structural changes to the BBB after neonatal HI, with an evalua-
tion of several proteins at different ages and demonstrating the
protective effects of EE.

5. BBB dysfunction in the neonatal HI

The importance of the BBB has been well-documented in
physiological and pathological conditions such as brain ischemia,
dementia and Parkinson’s disease (Abbott, 2013; Cardoso et al.,
2010; Hay et al., 2015; Krueger et al., 2015; Lee and Pienaar, 2014).
Such dysfunction has a strong relationship with damage to the neu-
ropil and disturbed brain function (Wolburg and Lippoldt, 2002).
Surprisingly few studies have investigated the role of BBB dys-
function in the pathogenesis of neonatal HI (Brochu et al., 2011;
Lee et al., 2012; Wu et al., 2013), and none of them has specifi-
cally focused on the BBB structure after HI, considering endothelial
and astrocyte components. This is the first study reporting on this
subject with observations of the structural aspects of the BBB in dif-
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Fig. 4. View of the whole brain after infusion with Evans blue dye at PND 8 (A), PND 22 (B) and PND 60 (C). In A, it is possible to observe an Evans blue extravasation in
both  CT and HI groups at PND 8. In B, we can note that control group has little stain extravasation but in both HI groups, slight Evans blue leakage was observed throughout
the  brain at PND 22. Image C shows that, at PND 60, there were three different patterns of BBB function: control with the typical clear aspect of brain tissue, HISE rats with
apparent Evans blue extravasation and HIEE animals demonstrating a more preserved BBB function, similar to control. Illustrative images; 2 rats per group were used.

Fig. 5. Immunohistochemistry for GFAP at PND 22 (A) and 60 (B) in the left hippocampal CA1 region. Data are means ± S.E.M. ANOVA followed by the Tukey’s test, p > 0.05.
n  = 3 female and 3 male rats per group.

ferent phases in the development of rats submitted to a neonatal
HI event.

We studied the proteins of the junctional complex of endothe-
lial cells, some proteins involved in transport functions, and GFAP
in the hippocampus. We  also assessed Evans blue extravasation
into the brain parenchyma 24 h after the HI event, at PND 8. The
hippocampus is commonly investigated because of its vulnera-
bility to ischemic events (Pereira et al., 2007; Rojas et al., 2013).

The protein expression of occludin, �-catenin, connexin 43, GLUT
1, aquaporin 4 and GFAP was not significantly different between
control and HI rats. Interestingly, the Evans blue staining revealed
that dye extravasation occurred into the brain, in both groups. At
first, we thought that HI did not change early BBB function and
structure, which could be intact. However, the Evans blue results
were contrary to this statement. Considering that, our interpreta-
tion of the present data considers the immaturity of the BBB in the
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brain of neonates. It is likely that strong differences were not found
because, in both groups, brain structures were not yet protected
by this barrier. The concept of immaturity is frequently adopted
and literature supports this idea. Lam et al. (2015) demonstrated
that, in humans, the immaturity of the BBB after birth is related to
low levels of permeability glycoprotein (P-glycoprotein) in post-
mortem cortex samples. Corroborating this, it was  also found that,
in rodents, the immaturity of blood vessels is probably the result of
incomplete pericyte coverage or junctional organization (Moretti
et al., 2015). In mice, progressive BBB maturation after birth (PND
1–7) was confirmed by immature angiogenesis and the endothe-
lial Wnt/wingless pathway acting via �-catenin stabilization, an
important pathway regulating brain development (Liebner et al.,
2008). Based on these reports, we can infer that both control and
HI rats had similar immature BBB function, which is a typical char-
acteristic of neonates (McLean and Ferriero, 2004). Similar results
were found by Fernández-López et al. (2012). In neonate rats 24 h
after transient middle cerebral artery occlusion, no effect was  iden-
tified on the expression of basal lamina and tight junction proteins
as well as a pericyte marker. Curiously, even though the Levine-
Rice (also called the Vannucci model) model is one of the main HI
models and has been widely adopted (Weis et al., 2014; Carletti
et al., 2016; Miguel et al., 2015; Rojas et al., 2015; Tsuji et al., 2010),
there have been no studies evaluating the early effects of this exper-
imental model on the BBB. Saunders et al. (2008) published a study
with an interesting title, “Barriers in the brain: a renaissance?”, in
which they defend the idea that studies on barriers have declined
in recent years, but this reality needs to change due to the cur-
rent understanding that barrier mechanisms play vital roles in the
pathophysiology of several neurodevelopmental and neurodegen-
erative disorders. We  share this idea, particularly considering the
importance of BBB in brain development, function and dysfunction.

Additionally, in the present study, we evaluated BBB structure
and function at later time points, 2 weeks (PND 22) and 8 weeks
(PND 60) after the HI event. Such injury resulted in decreased
occludin expression in the ipsilateral hippocampus at PND 22.
Interestingly, it seems that there was a progressive effect of HI: a
decrease in occludin in both hippocampi and decreased �-catenin
and GFAP expression were identified on the side ipsilateral to the
ischemia at PND 60 but not in the contralateral. Immunohisto-
chemistry confirmed that GFAP was not altered in the contralateral
hippocampus. Illustrating BBB function, it was observed that Evans
blue extravasation occurred in the brain parenchyma of HI rats
at the two time points. While interactions with adjacent cells are
important for complete barrier function, it is well-accepted that the
BBB proper is formed by the junctional complexes of endothelial
cells and those TJs are the key functional components, responsi-
ble for the paracellular tightness (Coisne and Engelhardt, 2011).
Complementing this idea, Alvarez-Díazet al. (2007) affirmed that
TJs seem to be the most susceptible and readily BBB components
modified after an HI event. Based on the present findings, we can
infer that HI-induced leakage of the BBB occurs, which seems to be
persistent at time points long after the initiation of injury. Other
studies have shown late effects of neonatal HI indicating, the exis-
tence of progressive brain damage, which is also associated with
continuous cognitive impairment (Mishima et al., 2004). Our previ-
ous results showed impaired aversive (Carletti et al., 2012), spatial
(Pereira et al., 2009; Carletti et al., 2016) and recognition memories
(Pereira et al., 2009) in adolescent hypoxic-ischemic rats and, in
adults, spatial (Pereira et al., 2007; Rojas et al., 2015) and aversive
memory impairment (Rojas et al., 2013) were observed, as well as
attention deficit (Miguel et al., 2015). Thus, we can propose that,
probably, the extent of insult to the BBB is strictly related to neu-
ronal susceptibility to HI, which is the substrate of the functional
impairment in different ages. These data provide important insight
to understand the importance of the BBB in brain damage in neona-

tal rats. At this moment, it is impossible to determine whether
BBB breakdown is a mechanism or a consequence of brain damage
after HI but, undoubtedly, we can conclude that there is a strong
relationship between them.

6. Effects of the EE on the BBB

Another purpose of this study was to investigate the influence
of a period of environmental stimulation, starting at PND 8. Our
previous data demonstrated neuroprotective effects observed on
functional tasks and on brain damage in rats submitted to neonatal
HI (Pereira et al., 2007; Pereira et al., 2008; Rojas et al., 2013; Rojas
et al., 2015). Here, we found that EE reversed and/or prevented the
decreased levels of occludin (PND 20 and PND 60), �-catenin and
GFAP (PND 60). This is an interesting result, particularly because it
gives us useful information about a possible mechanism underlying
the previously identified protective effects of EE.

A recent review by Alwis and Rajan (2014) presented a sum-
mary of EE mechanisms, categorizing them into morphological
and molecular effects, which occur primarily in the hippocampus.
The first include increased neuronal density, dendritic branching
and increased dendritic spine density, as well as enhanced neu-
rogenesis and cell survival. The molecular effects of EE-induced
changes involve increased neurotrophic factor expression and
neurotransmitter levels and hippocampal long-term potentiation
(LTP). Considering the importance of the BBB in providing a sta-
ble environment for neural function, it is reasonable to propose
that the effects of EE on this barrier, in neonatal HI, are directly
involved in the functional results (Pereira et al., 2007; Pereira et al.,
2009; Rojas et al., 2013; Rojas et al., 2015). It has been reported
that EE is an advantageous strategy to protect brain tissue in cases
of neurological insults such as brain trauma (Bondi et al., 2014) and
ischemic events in adult rodents (Saucier et al., 2010; Cechetti et al.,
2012). However, no data have demonstrated the role of BBB struc-
ture and function on these protective effects. We  found that only a
few studies have indicated that stimulation by physical exercise has
effects on the BBB in animals submitted to brain ischemia. Zhang
et al. (2013) observed that treadmill training, beginning 24 h after
ischemia induced by middle cerebral artery occlusion, inhibited the
reduction in occludin, thus attenuating BBB disruption. Using the
same ischemia model, it was demonstrated that pre-conditioning
exercise enhanced collagen IV expression, the major component of
the basal lamina of endothelial tissue (Davis et al., 2007). In con-
currence with these previous results, the present findings provide
further insight into the critical role of the BBB in nervous system
disease. In particular, our data contribute to the comprehension of
the neuropathology of HI and provide a new approach to investigate
the mechanism of environmental stimulation.

Astrocyte function was also investigated using immunohisto-
chemistry for GFAP, with the purpose of evaluating the presence of
astrogliosis, a typical response to a brain insult. GFAP is an inte-
gral component of astrocyte intermediate filaments and is also
considered a predictor of brain damage due to excessive reac-
tive astrogliosis (Sofroniew, 2009; Zilles et al., 1991). A contrasting
view is presented by Sofroniew and Vinters (2010), stating that
there is a normal process of reactive astrogliosis that results in
beneficial functions. Even though there are controversies on this
issue, it is unquestionable that astrocyte dysfunction is harmful,
including in the BBB, particularly at the end feet processes. Such
structures contain gap junctions and desmosome-like junctions
as well as the water channel protein aquaporin 4 and the glu-
cose transporter GLUT 1 (Kimelberg and Nedergaard, 2010). These
components indicate the crucial role of astrocytes in maintaining
metabolic support to brain tissue. In this study, we used only the
contralateral hippocampus due to the extensive atrophy present in



44 R. Diaz et al. / Int. J. Devl Neuroscience 53 (2016) 35–45

the hippocampus ipsilateral to arterial occlusion. No difference was
detected in GFAP expression, either at PND 22 or at PND 60. Thus,
we can conclude that excessive astrogliosis is not a long-term effect
of neonatal HI nor of EE, possibly due to spontaneous recovery or to
cell death of astrocytes consequent to the insult (Zhao et al., 2003).
Salmaso et al. (2012), using a model of perinatal chronic hypoxia
in mice, began at postnatal day 3 for 8 days, showed that hypoxic
injury increased GFAP+ astroglial cells and that EE resulted in addi-
tive effect on astrocytes. Considering that there are scarce studies
evaluating GFAP expression in rats submitted to the neonatal model
of HI and EE, it is important that more studies be conducted to better
understand the role of astrocyte function on these conditions.

7. Conclusion

In conclusion, the present study revealed that neonatal HI
resulted in BBB disruption, which was maintained until adult-
hood, with decreased occludin, �- catenin and GFAP expression
in the ipsilateral hippocampus. Interestingly, EE prevented and/or
enhanced recovery from this injury. These findings expand our
understanding of the neuropathology of HI, indicating that BBB
dysfunction may  be related to HI brain damage. Additionally, it was
shown here for the first time that the protective effect of EE involves
the preservation of the BBB structure in the hippocampus of rats
that have suffered from a neonatal hypoxic-ischemic event.
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O enriquecimento ambiental altera o perfil neuroinflamatório e 

modula o comportamento de risco no labirinto em cruz elevado 
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RESUMO 

A hipóxia-isquemia (HI) encefálica neonatal é a maior causa de mortalidade e 

morbidade neurológica em crianças. Usualmente, a exposição precoce ao 

enriquecimento ambiental (EA), ou estimulação precoce, é considerada uma 

estratégia eficaz no sentido de prevenir e/ou reverter alterações funcionais, 

ainda que os mecanismos relacionados a esses benefícios não estejam 

esclarecidos. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do EA no 

hipocampo de ratos adultos (60º DPN), submetidos a HI neonatal, avaliando a 

ativação microglial, o perfil bioquímico de citocinas neuroinflamatórias IL-1β e 

TNF-α e o comportamento relacionado à ansiedade. Ratos Wistar machos e 

fêmeas, no 7º DPN, foram submetidos ao modelo de Levine-Rice de HI 

neonatal, no qual a artéria carótida comum direita foi ocluída 

permanentemente. Após, os animais foram mantidos em uma atmosfera 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166432816307483
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304394016308254
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304394016308254
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hipóxica (90 min, 8%O2-92%N2). Os animais foram divididos em quatro grupos: 

CTAP (controle ambiente padrão), CTAE (controle ambiente enriquecido), HIAP 

(hipóxia-isquemia ambiente padrão) e HIAE (hipóxia-isquemia ambiente 

enriquecido). Os animais dos grupos EA permaneceram alojados no 

enriquecimento ambiental desde o 8º DPN. Após o desmame os animais foram 

divididos em grupos e expostos ao protocolo diário de EA (1 h/dia por 5 

semanas) e alojados em caixas padrão. A expressão da proteína IbA-1 foi 

quantificada por meio  de imuno-histoquímica. Os perfis bioquímicos de IL-1β e 

TNF-α foram detectados através de colorimetria com uso de kits de ensaio 

ELISA. O comportamento relacionado à ansiedade foi avaliado por meio do 

teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e do teste claro/escuro (TCE). Os 

dados mostram que o EA eleva a expressão das citocinas IL-1β e TNF-α 

exercendo efeitos benéficos em características relacionadas à ansiedade e que 

a HI causa ativação da microglia. O presente estudo mostrou-se importante 

para identificar mecanismos neuroinflamatórios e comportamentais 

relacionados com a HI e EA. 

ABSTRACT 

Neonatal hypoxic ischemia (HI) is the major cause of neurological mortality and 

morbidity in children. Usually, early exposure to environmental enrichment (EE), 

or early stimulation, is considered an effective strategy in order to prevent 

and/or reverse functional alterations, although the related mechanisms have not 

been clarified. The aim of this study was to investigate the effects of the 

neonatal HI and the environmental stimulation in the hippocampus of adult 

adults (PND 60) by evaluating the microglial activation, the biochemical profile 

of neuroinflammatory cytokines and the anxiety-related behavior. Male and 
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female Wistar rats, PND 7, were submitted to the Levine-Rice model of 

neonatal HI, in which the right common carotid artery was permanently 

occluded. Afterwards, the animals were kept in a hypoxic atmosphere (90 min, 

8%O2-92%N2). The animals were divided into four groups: CTSE (control - 

standard environment), CTEE (control - enriched environment), HISE (hypoxic 

ischemia - standard environment) and HIEE (hypoxic ischemia - enriched 

environment). The animals of the EE groups were kept in the environmental 

enrichment since PND 8. After weaning, the animals were divided into groups 

and exposed to the EE (1h a day for 5 weeks). The expression of the lbA-1 

protein was quantified by immunohistochemistry. The IL-1β and TNF-α 

biochemical profiles were detected by colorimetry using ELISA kits. Anxiety-

related behavior was assessed using the elevated plus maze test (EPM) and 

the light-dark box test (LDB). The results demonstrate that the HI causes 

microglial activation and the exposure to the EE after HI increases the 

expression of IL-1β and TNF-α cytokines. The behavioral data show that the EE 

has beneficial effects on anxiety-related traits. The results of this study are 

important to identify neuroinflammatory and behavioral mechanisms related to 

the HI and the EE. 

INTRODUÇÃO 

Os danos encefálicos resultantes da hipóxia-isquemia (HI) neonatal são 

a maior causa de mortalidade e geradores de importantes acometimentos 

neurológicos transitórios ou permanentes em crianças. A HI no recém-nascido 

repercute em sequelas neurológicas, como déficit de memória, de atenção, 

hiperatividade, distúrbios emocionais e atraso cognitivo caracterizado por 

dificuldades no aprendizado durante toda vida (Vannucci e Perlman, 1997; 
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Glass et al., 2011; Chan et al., 2010, 2015; Johnston et al., 2001; Van de 

Looijet al., 2015; Yang et al., 2009; Juul e Ferriero, 2014; Ahearne et al., 2016; 

Placha et al., 2016). 

A principal característica da HI é a redução da oferta de oxigênio e a 

inadequada perfusão sanguínea do encéfalo. A exigência do alto consumo de 

oxigênio e baixa reserva energética, somado à diminuição do aporte sanguíneo 

causado pela HI, reduz drasticamente o metabolismo energético afetando 

diversas funções encefálicas. A carência energética gera uma diminuição do 

aporte de ATP celular ocasionando falha na atividade enzimática da Na+, K+, 

ATPase  acarretando edema, lise e morte celular por necrose (Perlman, 2007). 

Outra consequência é a excitotoxicidade glutamatérgica, que causa 

desequilíbrio no fluxo de Na+ e Ca2+ gerando morte celular por necrose e 

apoptose (Mclean e Ferriero, 2004). Há também perda da função mitocondrial e 

produção excessiva de espécies reativas de oxigênio, depleção dos níveis de 

enzimas antioxidantes, ruptura da BHE e aumento da produção de mediadores 

inflamatórios (Mclean e Ferriero, 2004; Distefano e Praticò, 2010; Chen et al., 

2015; Li et al., 2015; Won et al., 2011). 

Ainda que se tenham dúvidas a respeito da sequência dos mecanismos 

envolvidos no processo inflamatório após a HI, a ativação da microglia parece 

ser o desencadeador dos primeiros sinais desta resposta do sistema nervoso 

central (Hagberg et al., 2005). A ativação imunológica durante o 

desenvolvimento neonatal tem mostrado afetar tanto a função microglial 

encefálica (Williamson et al., 2011) como a ansiedade em animais na fase 

adulta (Sominsky et al., 2012), aumentando a suscetibilidade a doenças e a 

reatividade ao estresse (Bilbo & Schwarz, 2009; Karrow, 2006; Mouihate et al., 
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2010; Schwarz & Bilbo, 2012 ; Spencer et al., 2006; Williamson & Bilbo, 2013; 

Williamson et al., 2011). Em consonância, estudos têm demonstrado o 

envolvimento da resposta microglial em muitos distúrbios neuropsiquiátricos 

(Rico et al., 2010; Zorrilla et al., 2001; Frommberger et al., 1997; Kaestner et 

al., 2005; Pace et al 2006; Thomas et al., 2005; Brambilla et al., 2004). Esta 

cascata de inflamação inicia com a liberação de interleucinas pró-inflamatórias, 

interleucina 1 beta (IL-1β) e o fator de necrose tumoral (TNF-α), promovendo a 

ativação e infiltração de leucócitos. Além disso também ocorre a produção de 

citocinas anti-inflamatórias (Cohen et al.,1996; D’Angelo et al., 2016; Falahati et 

al., 2013).  

A IL-1β é uma proteína pró-inflamatória que está envolvida em 

processos neurogênicos durante eventos patológicos e inflamatórios e possui 

grande importância na manutenção do funcionamento encefálico regulando a 

proliferação astrocitária nas lesões do SNC (Yamasaki et al., 1995; Cibelli et 

al., 2010; Goshen et al., 2007 e 2009; RachalPugh et al., 2001; Tanaka et al., 

2011; Yirmiya & Goshen, 2011). Estudos mostraram que a IL-1β tem papel 

importante na neurogênese (Ben Menachem-Zidonet al., 2007; Goshen et al., 

2007; Kaneko et al., 2006; Koo e Duman, 2008; Spulber et al., 2008) gerando 

impacto na aprendizagem e nos processos cognitivos dependentes do 

hipocampo (Bruel-Jungerman et al., 2005; Drapeau et al.,2003; Saxe et al., 

2007; Shors et al., 2002).  

Diversos estudos têm reafirmado relação entre TNF-α, IL-1β e 

desordens cognitivas tais como depressão maior e demência (Pollmacher et 

al., 2002; Reichenberg et al., 2001; Wright et al., 2006) sugerindo que estas 

citocinas contribuem na patofisiologia dessas doenças (Capuron & Dantzer, 
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2003; Gahtan & Overmier, 1999). Ainda, estudos demonstraram relação entre 

TNF-α, IL-1β e a doença de Alzheimer (Bruunsgaard et al., 1999; Dik et al., 

2005; Holmes et al., 2003; Van Exel et al.,2003). Evidências indicam que a 

cognição está associada com as citocinas e são demonstradas em diversos 

estudos que mostram elevados níveis de IL-1β e TNF-α associado ao declínio 

cognitivo (Bruunsgaardet al., 1999; Holmes et al., 2003; van Exel et al., 2003; 

Dik et al., 2005). Em contraponto, considera-se que a presença de células 

imunitárias circulantes e as proteínas (por exemplo, células T e citocinas) 

mantêm a homeostase encefálica (Ron-Harelet al., 2011) formando uma via 

neuro imune bi-direcional que pode afetar positivamente o comportamento, o 

humor e a cognição (Maier and Watkins, 1998). Em consonância, a presença 

contínua de TNF- α no processo inflamatório é considerada necessária para a 

preservação das sinapses excitatórias (Beattie et al., 2002), para o 

metabolismo de neurotransmissores e os processos de neurodesenvolvimento 

(Stellwagen and Malenka, 2006). Assim, as citocinas pró-inflamatórias TNF-α, 

IL-1β são constituintes moduladores de atividades neuronais e ambas estão 

envolvidas em mecanismos relacionados à cognição e comportamento 

(Vitkovic et al., 2000). 

Nosso grupo de estudos vem investigando a eficácia neuroprotetora do 

enriquecimento ambiental (EA) nos déficits causados pela HI. Para isso temos 

utilizado o modelo experimental de Levine (1960) modificado por Rice e cols. 

(1981). Em ratos adolescentes reportamos a prevenção da perda da memória 

de reconhecimento de objetos em animais HI expostos ao EA (Pereira et al., 

2008).  Identificamos também a recuperação do déficit de memória espacial e 

aversiva na fase adulta (Pereira et al., 2007; Rojas et al., 2013 e 2015) e a 
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eficácia na reversão do déficit de memória espacial e da diminuição da 

densidade dos espinhos dendríticos no hipocampo de ratos com HI 

estimulados em EA (Pereira et al., 2007 e 2008; Rojas et al., 2013). Também 

revelamos que o EA tem efeito neuroprotetor recuperando a ruptura da BHE 

causada pela lesão HI neonatal e que se mantinha na fase adulta (Diaz et al., 

2016). 

Na tentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos nos benefícios 

funcionais do EA após a lesão hipóxico-isquêmica, este estudo se propõe a 

analisar o efeito terapêutico do EA pós HI na fase adulta, sob aspectos 

relacionados à ansiedade e compreender alguns parâmetros dos mecanismos 

neuroinflamatórios envolvidos, por meio da avaliação dos níveis de citocinas 

pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α e a ativação da microglia no hipocampo de 

ratos. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

ANIMAIS 

Ratos Wistar machos e fêmeas foram obtidos do Centro de Reprodução e 

Experimentação de Animais de Laboratório da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (CREAL/UFRGS). Os animais foram mantidos em biotério com 

temperatura controlada (21 ± 2◦C), ciclo claro/escuro 12/12h, com água e ração 

disponível ad libitum. No 7º dia pós-natal (DPN), os animais foram distribuídos 

aleatoriamente em quatro grupos experimentais: (1) controle, mantido em 

ambiente padrão (CTAP); (2) controle, submetido ao AE (CTAE); (3) hipóxia-

isquemia, mantido em ambiente padrão (HIAP); (4) hipóxia-isquemia, 

submetido ao AE (HIAE). No 61º, 62º DPN os animais foram expostos ao teste 
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comportamental do labirinto em cruz elevado (LCE) e no 63º DPN ao teste 

claro-escuro (TCE). Os animais foram submetidos à eutanásia aos 63º DPN 

para análise bioquímica e imuno-histoquímica. Para cada análise foram 

utilizados um ‘n’ mínimo de 5 ratos por grupo (filhotes machos e fêmeas 

compuseram os grupos experimentais). Todos os procedimentos foram 

realizados de acordo com a Federação das Sociedades Brasileiras de Biologia 

Experimental e do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório 

adaptado do Instituto Nacional de Saúde (EUA). O protocolo experimental foi 

aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 

Brasil (no:24090). 

HIPÓXIA-ISQUEMIA 

O método de Levine (1960), modificado por Rice e cols (1981), foi utilizado 

para produzir a lesão cerebral unilateral nos ratos neonatais. No 7º DPN, os 

animais foram anestesiados com halotano e através de uma incisão 

longitudinal no pescoço, a artéria carótida direita foi identificada, isolada e 

permanentemente ocluída. Os animais foram então, mantidos durante 15 

minutos sob uma lâmpada de aquecimento, para recuperação pós-cirúrgica e 

retornaram às caixas moradia para cuidado materno. Após 3h, foram expostos 

durante 90 min a uma atmosfera hipóxica (8% de oxigênio e 92% de nitrogênio) 

numa câmara parcialmente imersa em água, com temperatura controlada de 

37ºC (Arteni e cols., 2003). Imediatamente após o procedimento de HI, os 

animais foram devolvidos às suas gaiolas. Os animais do grupo controle foram 

submetidos à anestesia e à incisão do pescoço, mas não foi realizada oclusão 

arterial nem exposição à atmosfera hipóxica. 
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ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL 

 O protocolo enriquecimento ambiental deste estudo seguiu o de estudos 

prévios (Pereira et al., 2008, Pereira et al., 2009, Rojas et al., 2013). Iniciou-se 

com estimulação precoce (alojamento do 8º DPN ao 22º DPN) associado ao 

enriquecimento ambiental pós desmame com exposição de 1h diária ao EA 

(23º DPN ao 60º DPN). A estimulação precoce (8º DPN ao 22º DPN) é o EA 

constante, 24h com presença das mães, em gaiolas enriquecidas (30 × 20 × 20 

cm). Após este período, realizou-se o desmame e iniciou-se o enriquecimento 

ambiental diário (23º DPN ao 60 DPN, 6 dias / semana, 1 h / dia, em grupos de 

7-10 animais). A gaiola de enriquecimento diário foi uma gaiola com dimensões 

maiores (40 × 60 × 90 cm) com três andares. Os animais dos grupos não 

enriquecidos foram removidos de suas caixas moradia e transferidos para outra 

de igual dimensão e estrutura, durante o período de enriquecimento dos outros 

animais.   

TESTES COMPORTAMENTAIS  

 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

O LCE é um aparato em forma de cruz com dois braços em oposição, 

formando quatro braços, dois deles protegidos por paredes laterais e os outros 

dois abertos. No ponto de intersecção dos dois braços opostos é determinado 

um quadrante central. Os animais foram colocados no quadrante central com o 

focinho voltado para um dos braços fechados e permaneciam no LCE pelo 

tempo de cinco minutos. Durante este período o roedor era observado sempre 

pelo mesmo pesquisador, que considerava as seguintes variáveis: número de 

entradas nos braços abertos, percentual de entradas nos braços abertos, 
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tempo de permanência nos braços abertos, percentual de tempo de 

permanência nos braços abertos, número de entradas nos braços fechados, 

número de avaliações de risco e número de rearings. 

 

 TESTE CLARO E ESCURO 

 O aparato para o teste, apresenta um compartimento claro, que é 

bastante iluminado com intensidade luminosa alta, além de paredes e piso 

brancos. Também é constituído por um compartimento escuro, com pouca ou 

nenhuma luminosidade composto por paredes e piso preto e uma abertura que 

permite a passagem de um ambiente ao outro. 

 O procedimento adotado neste estudo foi o mesmo utilizado por Horii 

(2008). Os animais foram colocados no ambiente escuro e liberados para 

movimentarem-se livremente entre os dois ambientes durante o intervalo de 10 

minutos, sendo avaliados: o tempo de latência para exposição do lado claro, o 

tempo de exploração do lado claro, o número de entradas no ambiente 

iluminado e o número de entradas no lado escuro.  

ANÁLISE DE MARCADORES INFLAMATÓRIOS  

 Para realização da análise de marcadores inflamatórios, os animais 

foram decapitados no 63º DPN, o hipocampo foi dissecado rapidamente, 

congelado em nitrogênio líquido e armazenado a -80º C. Posteriormente, os 

hipocampos foram homogeneizados com tampão (1 g de tecido / 10 ml), 

centrifugados durante 10 000 rpm, 5 min, e o sobrenadante foi recolhido para 

análises. Os níveis de TNF-α, IL-1β foram medidos pelos kits de ensaio ELISA 

(detecção colorimétrica, número de catálogo DY510, DY501, R & D Systems® 
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respectivamente) de acordo com as instruções do fabricante. As placas de 96 

poços foram revestidas com anticorpo monoclonal específico. As placas foram 

então bloqueadas para ligação não específica utilizando diluentes de ensaio. 

As estruturas foram homogeneizadas com kit específico de tampão. Os lisados 

foram centrífugados e o sobrenadante e a curva de padrões foram incubados 

com o anticorpo de captura seguido pelo anticorpo de detecção. As placas 

foram incubadas com a enzima de detecção avidina-HRP e a absorbância foi 

medida num leitor de microplacas (450 nm). A concentração de proteína de 

cada amostra foi medida pelo método de Lowry (Peterson, 1977). Os níveis de 

citocinas foram expressos como pg / mL. 

IMUNO-HISTOQUÍMICA PARA IbA 1 

 Os animais foram profundamente anestesiados com tiopental sódico (50 

mg/kg, i.p,Cristália,Brasil), injetado 100 UI de heparina (Cristália, Brasil) e 

submetidos à eutanásia por meio de perfusão transcardíaca, utilizando uma 

bomba peristáltica (30 mL / min), com 200 mL de solução salina, seguido de 

200 mL de uma solução de 4% de paraformaldeído, diluída em tampão fosfato 

0,1 M (pH 7,4, Synth, Brasil) à temperatura ambiente. Os encéfalos foram 

dissecados, pós-fixados na mesma solução fixadora à temperatura ambiente 

durante 4h. Após os encéfalos foram imersos em solução de sacarose a 15% e 

30%, respectivamente, então, foram congelados em nitrogênio líquido e 

mantidos num congelador (-80 ° C). Secções coronais de 40 μm de espessura 

(ponto de origem aproximadamente 2,30 a 4,52 mm posterior ao bregma -

Paxinos e Watson, 1982), da região CA1 do hipocampo foram obtidas 

utilizando um criostato (CM1850, Leica, Alemanha) a -20 ° C, as fatias foram 

recolhidas e colocadas em lâminas revestidas com gelatina. 
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 As secções foram lavadas em tampão fosfato salino (PBS), pH 7,4, e a 

recuperação de antígeno foi realizada por aquecimento de secções em tampão 

de citrato de sódio 0,01 M (pH 6,0) num banho a 92 ° C durante 20 min. Os 

tecidos  foram então lavados em PBS e a peroxidase endógena foi inativada 

com peróxido de hidrogênio a 3% (Synth, Brasil) dissolvida em PBS durante 30 

min, lavada novamente em PBS, depois em PBS contendo Triton X-100 a 0,4% 

(PBS-Tx) 15 min e pré-incubadas com albumina de soro bovino a 3% (BSA, 

Sigma Aldrich, EUA) em PBS-Tx durante 30 min. Em seguida, as amostras 

foram incubadas separadamente com anti-Iba1 policlonal de cabra (1:500, 

Abcam, EUA) a 4° C, durante 48 h, para detectar a microglia ativada. As 

secções foram lavadas em PBS-Tx e incubadas com o anticorpo secundário 

específico conjugado com peroxidase (1:500, Sigma Aldrich,EUA) à 

temperatura ambiente durante 2 h. A reação imuno-histoquímica foi revelada 

utilizando uma solução de 0,03% de 3,3-diaminobenzidina (DAB, Sigma 

Aldrich, EUA) e peróxido de hidrogênio a 10% durante 5 min. Por fim, as 

secções foram lavadas em PBS, desidratadas em etanol, diafanizadas com 

xilol e cobertas com bálsamo do Canadá (ChemicalReaction, Brasil) e cobertas 

por lamínulas. O controle negativo foi preparado por omissão do anticorpo 

primário e sua substituição por PBS. A fim de minimizar as diferenças na 

coloração e no fundo, todos os procedimentos histológicos foram realizados ao 

mesmo tempo e utilizando as mesmas soluções (Xavier et al., 2005). A 

densidade de Iba1/microglia foi calculada como o número de células / mm2. A 

partir de cada animal foram analisadas 10 imagens (5 secções por animal, lado 

esquerdo e lado direito), ‘n’ mínimo de 5 animais por grupo. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 
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Para a análise dos resultados foi utilizada a análise de variância (ANOVA) de 

duas vias, com lesão e ambiente como variáveis independentes. A análise foi 

seguida pelo teste post hoc de Tukey para comparações múltiplas, quando 

necessário. Os dados foram expressos como média ± SEM. Valores de 

probabilidade inferiores a 5% foram considerados significativos. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas utilizando o pacote de software 

Statistica®. 

RESULTADOS 

TESTES COMPORTAMENTAIS 

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

Ao analisarmos o número de entradas e porcentagem de entradas nos 

braços abertos no primeiro dia de exposição ao LCE, a ANOVA de duas vias 

mostrou efeito da lesão nas EBA1 (F(1,30)=5,60;p=0,02) e %EBA1 

(F(1,30)=4,28;p=0,04) e apresentando maiores médias nos grupos HI, em 

relação aos CTs. (figura 1A e 1B) 

Considerando a segunda exposição ao LCE, os animais dos quatro 

grupos estudados não apresentaram diferenças entre si no número de EBA2 

(F(1,30)=51,31;p=0,73) e na porcentagem de entrada nos braços abertos 

%EBA2 (F(1,30)=91,61;p=0,73) (tabela 1). 

A avaliação do tempo de permanência nos braços abertos no primeiro 

dia do LCE mostrou diferenças significativas para o fator ambiente 

(F(1,30)=82,76;p=0,028) e houve uma tendência ao efeito da lesão 

(F(1,30)=3,92;p=0,056). O teste post hoc de Tukey apontou um aumento no 
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tempo de permanência nos braços abertos para o grupo HIAP (p=0,038) 

quando comparado ao CTAE (figura 1C). 

 Em relação ao percentual de tempo de permanência nos braços abertos 

no LCE o resultado apresenta diferença para o fator ambiente 

(F(1,30)=82,76;p=0,028) e tendência para o fator lesão (F(1,30)=3,92;p=0,056). O 

teste post hoc de Tukey mostrou maior porcentagem de tempo de exposição 

aos braços abertos no grupo HIAP (p=0,038) em comparação ao animais do 

grupo CTAE no primeiro dia de exposição (figura 1D). 

Ao avaliar o tempo e o percentual de tempo de permanência nos braços 

abertos durante a segunda exposição, os grupos CTAP, HIAP, CTAE e HIAE 

não demonstraram diferenças entre eles. TBA2 (F1,30)=46,61;p=0,918); %TBA2 

(F1,30)=46,61;p=0,918) (tabela 1). 

Ao analisarmos o número de entradas nos braços fechados do LCE, a 

ANOVA não mostrou um efeito significativo no primeiro dia de exposição ao 

LCE (F(1,30)=275,22; p=0,934). Igualmente no segundo dia nenhum dos quatro 

grupos estudados apresentou diferença significativa no número de entradas 

nos braços fechados (F(1,30)=224,08;p=0,785) (tabela 1). 

Em relação ao resultado do número de avaliações de risco no primeiro 

dia, a ANOVA mostrou haver efeito do ambiente (F(1,30)=5,14; p=0,30), com 

maior número de AR nos grupos AE, em relação aos AP. Porém o teste post 

hoc de Tukey não apresentou diferença significativa entre os grupos (figura 

1E). No segundo dia os grupos CTAP, HIAP, CTAE e HIAE não demonstraram 

diferenças entre eles.  AR1 (F(1,30)=206,16;p=0,528) (tabela 1). 

Os resultados das variáveis TBA1 e %TBA1 acima apresentados, 

demonstram maior tempo de exposição nos braços abertos (espaço mais 
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aversivo do aparato) no LCE nos animais do grupo HIAP quando comparados 

aos animais do grupo CTAE. Esse dado representa que animais submetidos à 

hipóxia-isquemia encefálica neonatal mostram indicativos claro da diminuição 

da esquiva a ambientes potencialmente arriscados e redução de 

comportamento ansiogênico. Tais comportamentos não são adaptativos e 

podem ser indicativos de um transtorno funcional o qual foi revertido pelo 

enriquecimento ambiental (dados dos grupos AE).  

 

Figura 1: A) número de entradas nos braços abertos (&diferença entre os grupos HIs e CTs) ; B) Porcentagem do 
número de entradas nos braços abertos (&diferença entre os grupos HI e CT); C) Tempo de permanência (segundos) 
nos braços abertos (* diferença entre os grupos HIAP e CTAE); D) Porcentagem do tempo de permanência nos braços 
abertos(* diferença entre os grupos HIAP e CTAE); E) Número de avaliações de risco (@ diferença entre os grupos AE 
e AP). Dados representados por média±erro padrão. 
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Labirinto em Cruz Elevada – Dia 2 

Tabela 1: Dados representados por média±erro padrão. 

 

 

 

TESTE CLARO-ESCURO 

 

Ao avaliar o tempo de latência para exposição ao lado claro, os animais 

dos grupos CTAP, HIAP, CTAE e HIAE não demonstraram diferenças 

significativas entre eles (F(1,34)=38,65;p=0,77) (tabela 2). 

Ao analisarmos o tempo de exposição ao ambiente claro, a ANOVA não 

mostrou efeito significativo nos grupos estudados (F(1,34)=73,23;p=0,69) 

(tabela 2). 

Na avaliação do número de entradas no ambiente claro, os resultados 

não mostram diferença significativa (F(1,34)=85,80;p=0,86) (tabela 2). 

 CTAP CTAE HIAP HIAE 

N° de Entradas nos Braços Fechados – Dia 1 5,70 ± 0,49 7,33 ± 1,05 6,16 ± 1,13 7,66 ± 0,52 

N° de Entradas nos Braços Fechados – Dia 2 9,20 ± 0,67 10,22 ± 1,26 7,00 ± 1,67 8,66 ± 1,15 

N° de Entradas nos Braços Abertos – Dia 2 4,80 ± 1,05 5,11 ± 1,42 4,50 ± 1,83 5,77 ± 1,39 

% N° de Entradas nos Braços Abertos – Dia 2 31,81 ± 4,02 26,57 ± 6,44 34,67 ± 10,07 33,99 ± 6,79 

Tempo de Entradas nos Braços Abertos – Dia 2 47,70 ± 8,91 46,33 ± 13,81 70,50 ± 36,05 65,66 ± 11,69 

% Tempo de Entradas nos Braços Abertos – Dia 2 15,90 ± 2,97 15,44 ± 4,60 23,50 ± 12,01 21,88 ± 3,89 

N° de Avaliações de Risco – Dia 2  17,00 ± 1,40 18,66 ± 2,30 14,16 ± 3,37 18,88 ± 2,64 
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Em relação ao número de entradas no ambiente escuro, não há 

diferença com significado estatístico, na ANOVA, entre os quatro grupos 

estudados (F(1,34)=88,20;p=0,70) (tabela 2).  

Teste Claro e Escuro  

Tabela 2: Dados representados por média±erro padrão. 

 CTAP CTAE HIAP HIAE 

Latência para exposição ao lado claro 12,08 ± 3,41 9,55 ± 3,06 10,00 ± 4,05 9,33 ± 2,00 

Tempo de exposição no lado claro 110,91 ± 22,27 119,44 ± 29,46 125,75 ± 32,86 112,88 ± 26,00 

N° de entradas no lado claro 6,83 ± 1,10 7,88 ± 1,75 6,00 ± 1,59 6,55 ± 1,48 

N° de entradas no lado escuro 6,58 ± 1,08 7,77 ± 1,68 6,25 ± 1,48 6,33 ± 1,52 

 

 

BIOQUÍMICA 

INTERLEUCINA 1 – β  

As análises dos ensaios bioquímicos para IL-1β mostram diferença 

significativa no fator ambiente (F(1,19)=12,04;p=0,002). O teste post hoc de 

Tukey demonstra aumento significativo da expressão da proteína IL-1β no 

grupo HIAE quando comparado ao grupo CTAP (p=0,009) e HIAP (0,0187) no 

lado contralateral à lesão (figura 2A). 

No lado ipsilateral à lesão os grupos CTAP, HIAP, CTAE e HIAE não 

houve diferenças na expressão da IL-1β (figura 2A).  
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Figura 2A: Níveis de IL-1β no hipocampo. Dados representados por médias e erro padrão. (#diferença do grupo HIAE 
em relação aos grupos CTAP,CTAE e HIAP no hipocampo contralateral) 

 

FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA – TNF- α 

A avaliação da expressão do TNF-α identificou diferenças significativas 

tanto no fator lesão (F(1,19)=6,87;p=0,016), quanto no ambiente 

(F(1,19)=11,27;p=0,003)  e na interação entre lesão e ambiente 

(F(1,19)=7,88;p=0,011) no hemisfério contralateral à lesão. O teste post hoc de 

Tukey demonstrou diferença significativa, com maior expressão de TNF-α no 

hemisfério esquerdo no grupo HIAE quando comparado aos outros grupos 

CTAP (0,003), CTAE (0,006) e HIAP (0,002) (figura 2B). 

No hemisfério direito, não houve diferença significativa na expressão do 

fator de necrose tumoral alfa, entre os 4 grupos estudados (figura 2B).  

 



 

61 
 

 

Figura 2B: Níveis de TNF-α no hipocampo de. Dados representados por médias e erro padrão. (#diferença do grupo 
HIAE em relação aos grupos CTAP,CTAE e HIAP no hipocampo contralateral) 

IMUNO-HISTOQUÍMICA 

DENSIDADE 

Na contagem do número de microglias ativada por µm2 há diferença 

significativa no fator lesão (F(1,14)=6,40;p=0,023) no lado contralateral à lesão. 

O teste post hoc de Tukey não mostrou as diferenças entre os grupos, apenas 

uma tendência no aumento de ativação microglial nos grupos HIAP (p=0,096) e 

HIAE (p=0,076) quando comparados ao CTAP do mesmo lado (figura 3A). 

No hemisfério ipsilateral à lesão, os resultados não apresentam 

alteração significativa na contagem de microglia ativada nos quatro grupos 

estudados (figura 3A). 
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Figura 6A: Imuno-histoquímica da expressão da microglia. Dados representados por médias e erro padrão. 

 

DISCUSSÃO 

Este estudo foi realizado para pesquisar a ação microglial e a expressão de 

citocinas no hipocampo assim como a ansiedade de ratos expostos a um 

ambiente enriquecido após sofrerem HI encefálica neonatal. Sessenta dias 

após a lesão, parece haver uma maior ativação da microglia no hemisfério 

contralateral dos animais que sofreram a lesão comparados aos animais do 

grupo controle. O estudo também demonstrou que no 60 DPN, ocorreu um 

aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias, IL-1β e TNF-α, no 

hemisfério contralateral à lesão especificamente no grupo hipóxico-isquêmico 

estimulado. Na avaliação comportamental, os animais do grupo CT expostos 

ao EA mostraram comportamento de menor risco, em contraponto após a 

hipóxia-isquemia há um aumento do comportamento exploratório em espaços 

abertos nos animais mantidos em ambiente sem estimulação. Este 

comportamento de risco dos animais hipóxico-isquêmicos pareceu ser 

controlado pela estimulação ambiental. 
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HIPÓXIA-ISQUEMIA ENCEFÁLICA NEONATAL E ATIVAÇÃO MICROGLIAL 

 A resposta imune possui como importante característica a ativação da 

microglia, células imunes inatas do encéfalo, conjuntamente com a migração 

de macrófagos periféricos, neutrófilos e monócitos para o local da lesão 

(Hedtjarn et al., 2002; Wixey et al., 2011). As células da microglia distribuem-se 

por todo o encéfalo adquirindo o papel de imuno-vigilância (Butovsky et al., 

2014; Parakalan et al., 2012).  A microglia exibe uma resposta complexa em 

condições de agravo ao tecido nervoso, sendo capaz de liberar mediadores 

citotóxicos que podem acentuar a lesão (Biran et al., 2006; Deng et al., 2010; 

Vexler et al., 2009), da mesma maneira que expressa imunomoduladores e 

fatores neurotróficos que podem contribuir na recuperação do dano encefálico 

(Lalancette et al., 2007). A ativação da microglia é responsável pela fagocitose 

dos detritos celulares resultantes do desenvolvimento encefálico e 

sinaptogênese na fase fetal (Graeber et al., 2010) além de possuir um papel 

funcional na proliferação astrocitária, diferenciação neuronal (Czeh et al., 2011; 

Marin-Teva et al., 2004; Paolicelli et al., 2011; Walton et al., 2006) e na 

resolução da inflamação (Colton et al., 2009). 

 O presente estudo mostrou que a hipóxia-isquemia encefálica neonatal 

mantém a ativação microglial no hemisfério contralateral da lesão até a idade 

adulta. O fato de haver um significativo aumento de microglia ativada no 

hipocampo no 60º DPN é sugestivo das consequências tardias da inflamação, 

estabelecendo relação com os resultados de Geddes e colaboradores (2001) 

que mostraram dano progressivo e tardio ao tecido encefálico pós HI neonatal. 

A maior expressão quantitativa de IbA-1 em uma fase avançada da lesão de HI 

corroboram com o estudo de Bona e colaboradores (1999) que demonstrou 
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que a resposta inflamatória inicia imediatamente após a lesão de HI no sétimo 

dia pós-natal estendendo-se até o 35o DPN caracterizando como estado 

crônico de inflamação. A proteína IbA-1 é fundamental na reorganização do 

citoesqueleto de actina, migração, fagocitose e ativação microglial, os 

resultados do presente estudo corroboram com Lin e cols (2007) que 

mostraram aumento da proliferação de microglia ativada, através da imuno-

histoquímica para IbA-1, após HI na região de CA1 de hipocampos de rato 

juvenis quando comparados a ratos imaturos. Estudos como os de Ferrazzano 

e colaboradores (2013 e 2015) que demonstram maior ativação da microglia, 

proliferação e expressão de mediadores pró-inflamatórios em diversas 

estruturas encefálicas de ratos em sucessivas idades, certificam haver 

respostas da microglia, ante a inflamação, no período mais tardio da lesão. 

Assim, a hipóxia-isquemia gera uma resposta inflamatória que se mantém por 

dias ou até semanas após o insulto inicial (Hedtjarn et al., 2004; Winerdal et al., 

2012; Hagberg et al.,2015).  

HIPÓXIA-ISQUEMIA ENCEFÁLICA NEONATAL E  
TRANSTORNOS DE ANSIEDADE 

 Os resultados deste estudo demonstram que os animais com lesão 

hipóxico-isquêmica apresentam maior número e porcentagem de entradas nos 

braços abertos do labirinto em cruz elevado. Há também aumento na 

porcentagem e tempo de permanência em braços abertos nos animais 

hipóxico-isquêmicos mantidos em ambiente padrão quando comparados aos 

animais sadios estimulados em ambiente enriquecido e avaliados no LCE. 

 A avaliação no LCE é baseada no conflito entre o comportamento de 

exploração espontânea dos roedores e a aversão aos potenciais perigos 

encontrados nas exposições dos braços abertos (Hogg et al., 1996). O nosso 
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achado descrito acima indicando maior exposição aos braços abertos dos 

animais hipóxicos-isquêmicos evidencia que a lesão favorece o comportamento 

de risco, sendo notória que a aquisição da esquiva aos braços abertos não está 

presente nos animais HI. Estudos envolvendo ansiedade no modelo de HI 

neonatal como o de Fan e cols (2005) demonstraram aumento na porcentagem 

e no tempo de permanência nos braços abertos em animais hipóxicos-

isquêmicos e o de Tang e cols (2014) mostrou uma diminuição do grau de 

ansiedade em animais lesionados avaliados no LCE. Tais resultados indicam 

que a HI causa um efeito prejudicial nos animais corroborando os dados do 

presente estudo. Porém, o efeito ansiolítico neste caso deve ser avaliado com 

cautela, visto que em roedores níveis adequados de ansiedade são inerentes 

para a manutenção da sobrevivência nestes animais. Alguns autores têm 

usado o termo “aprendizagem emocional” para o comportamento de aquisição 

da esquiva aos braços abertos no LCE (Elvander et al., 2006; Le Maitre et al., 

2011; Da Cunha et al., 2005), sendo este comportamento um processo de 

aprendizagem dependente do hipocampo (Pereira M. et al., 2012; Mishima et 

al., 2005). Nossos dados referentes ao comportamento no TCE não indicaram 

diferenças entre os grupos experimentais sendo que, todos apresentam clara 

preferência pelo ambiente escuro. Parece que o período de 10 minutos ao 

aparato mais facilmente induz uma aprendizagem emocional, que é 

caracterizada pelo comportamento adaptativo de permanecer no espaço 

protegido (Chaouloff et al., 1997; Bourin & Hascoet, 2002). Esta preferência foi 

também expressa nos grupos HIs, independente da estimulação. 

Recentemente, um interessante estudo do nosso grupo mostrou que a HI está 

relacionada ao transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (TDAH), 
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revelando um aumento de respostas impulsivas em animais submetidos ao 

teste do 5-CSRTT na fase adulta (Miguel et al., 2015). O comportamento 

impulsivo pode também justificar a maior porcentagem e número de entradas 

nos braços abertos e o maior percentual e tempo de permanência nos braços 

abertos encontradas no LCE do presente estudo.  

 Dados anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que 

animais adolescentes hipóxico-isquêmicos apresentam déficit na memória de 

reconhecimento (Pereira et al., 2009), memória aversiva (Carletti et al., 2012) e 

memória espacial (Pereira et al., 2009, Carletti et al., 2016). Em animais 

adultos, já identificamos déficit de memória espacial (Pereira et al., 2007; Rojas 

et al., 2015), de memória aversiva (Rojas et al., 2013) e déficit de atenção 

(Miguel et al., 2015) decorrentes da HI. Porém, existem poucos achados 

relacionados à HI e transtornos de ansiedade, impulsividade. O atual estudo 

demonstra que a hipóxia-isquemia encefálica neonatal ativa a microglia, 

alterando a relação exploração versus medo inato existente nos roedores. 

Evidências já demonstraram que a ativação microglial no hipocampo está 

relacionada a alterações no comportamento emocional em roedores, 

corroborando os nossos achados (Gonzalez-Perez et al., 2001; Bilang-Bleuel et 

al., 2005). 

ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL, 
CITOCINAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS E ANSIEDADE 

 Sabe-se que uma das principais alterações causadas após lesões 

encefálicas no período perinatal é o grande aumento da expressão de citocinas 

pró-inflamatórias causadas pela ativação microglial (Colton et al., 2009; Fan et 

al., 2011).  
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 Uma destas citocinas é a Interleucina-1β, que estimula reações 

inflamatórias, aumento de radicais livres e gera toxicidade por excesso de 

aminoácidos excitatórios (Wang et al., 2015). Estudos clínicos demonstram 

relação entre o aumento de IL-1β e transtornos neurológicos aos 6 e 12 meses 

após a HI neonatal, mostrando que esta citocina está presente no progresso da 

lesão encefálica (Liu et al., 2010; Aly et al., 2006). A alta expressão de IL-1β no 

hipocampo mostra relação com grande perda de células neuronais e a 

presença de convulsão em crianças após lesão de HI (Schiering et al., 2014), 

demonstrando que a expressão aumentada de IL-1β ocasiona também 

mudanças neurocomportamentais (Aronica et al., 2012; Vezzani et al., 2012 e 

2013). 

 O fator de necrose tumoral (TNF-α) é outra citocina pró-inflamatória 

liberada pela ativação da microglia acarretando efeito neurodegenerativo (Perry 

et al., 2001).  Sob outra perspectiva, diversos estudos tem demonstrado o 

papel neuroprotetor do TNF-α no sistema nervoso central (Gemma et al., 2007; 

Pan et al., 2001; Schwartz et al., 1994; Aloe et al., 1999). Baune e 

colaboradores (2008) mostraram que em condições fisiológicas normais o TNF-

α é essencial para funções como memória e aprendizado bem como o aumento 

da expressão de TNF-α está relacionado com alterações na plasticidade 

sináptica (Fiore et al., 1996 e 2000; Small et al., 2008; Tobinick et al., 2008a). 

 Os dados do presente estudo mostraram um aumento da expressão das 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α em animais hipóxico-isquêmicos 

submetidos ao enriquecimento ambiental. Dados da literatura revelam que há 

grande número de receptores de IL-1β e TNF-α no hipocampo de roedores, 

sugerindo ação nesta estrutura encefálica (Hopkins et al., 1995; Rothwell et al., 
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1995; Schobitz et al., 1993; Campbell et al., 1997). Especificamente, pesquisas 

demonstram que a IL-1β tem sido relacionada com o condicionamento 

contextual de roedores, sugerindo exercer papel específico no hipocampo, 

estrutura fundamental na regulação dos mecanismos envolvidos no 

comportamento de medo (Kim et al., 1992; Phillips et al., 1992). Além disso, a 

interleucina-1 beta parece estar  envolvida em desordens emocionais como a 

ansiedade (Anisman et al., 1999; Clement et al., 1998) resultando em aumento 

do comportamento ansioso no LCE (Cragnolini et al., 2006; Swiergiel et al., 

2007). O estudo de Koo e Doman (2009) demonstrou uma significativa redução 

no número de entradas nos braços abertos no LCE em animais com 

superexpressão de IL-1β assim como Connor e colaboradores (1998) 

constatou no LCE a redução do tempo e do número de entradas nos braços 

abertos de animais com níveis IL-1β e TNF-α aumentados. Estes resultados 

corroboram os do presente estudo, onde encontramos maior expressão de 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α no hipocampo e o maior número de 

avaliações de risco e a menor porcentagem e tempo de permanência expostos 

aos braços abertos no LCE dos animais após a exposição ao EA. Logo, os 

dados bioquímicos e comportamentais encontrados no corrente estudo 

sugerem que animais expostos ao EA adquirem um comportamento mais 

ansiogênico, que seria um comportamento adequado dos roedores. 

 Em relação aos efeitos do EA, achados prévios do nosso grupo de 

pesquisa demonstraram recuperação da perda de diferentes tipos de memória 

após HI em ratos avaliados na fase adulta (Pereira et al., 2007; Rojas et al., 

2013 e 2015), em animais adolescentes (Pereira et al., 2008) associada à  

eficácia na reversão da diminuição da densidade dos espinhos dendríticos no 
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hipocampo (Pereira et al., 2007 e 2008; Rojas et al., 2013; ). Somado a isso, o 

estudo de Fernández-Teruel e colaboradores (1997) demonstrou que o EA tem 

efeitos benéficos em transtornos de ansiedade. Avaliando-se a literatura 

vigente, observam-se resultados divergentes sobre os efeitos do EA sobre o 

comportamento de roedores no LCE (Li et al., 2016; Bahi et al., 2017). Talvez a 

resolução do conflito entre esquivar-se do ambiente ameaçador e explorar este 

novo ambiente seja uma decisão complexa, envolvendo diferentes padrões de 

resposta, daí os diferentes achados na literatura.   

 Concluindo, o presente estudo mostrou que o enriquecimento ambiental, 

causa a superexpressão de IL-1β e TNF-α no hipocampo após HI encefálica 

neonatal, tal resultado foi associado a uma melhor resposta de aquisição da 

esquiva dos braços abertos no labirinto em cruz elevado. Mostramos que a 

hipóxia-isquemia encefálica neonatal gera ativação microglial crônica, vista na 

fase adulta e que animais hipóxicos-isquêmicos não tratados com EA 

mostraram comportamento impulsivo no LCE. Esses achados ampliam nosso 

entendimento a respeito da neuroproteção causada pelo EA. O enriquecimento 

ambiental é eficaz na plasticidade encefálica, proporcionando mudanças 

morfológicas, bioquímicas e funcionais, atenuando as repercussões geradas 

pela lesão hipóxico-isquemica encefálica nenonatal.  
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 Os objetivos desta tese foram estudar os efeitos da exposição precoce 

ao ambiente enriquecido sobre a estrutura da barreira hematoencefálica, a 

neuroinflamação e os transtornos cognitivo-comportamentais relacionados à 

ansiedade de animais submetidos à hipóxia-isquemia encefálica neonatal. 

 Os dados apresentados nesta tese pretendem esclarecer o papel do 

enriquecimento ambiental como uma alternativa de neuroproteção, 

minimizando e/ou revertendo os danos ao SNC causado pela HI neonatal. A 

estimulação na prática clínica vem sendo frequentemente utilizada e os 

resultados aqui demonstrados podem servir de suporte para fundamentação 

científica destas condutas.  

 Estratégias neuroprotetoras, como o enriquecimento ambiental, que 

reduzam os efeitos deletérios após a encefalopatia hipóxico-isquêmica são 

necessárias. Sabe-se que a exposição ao EA promove contínuas mudanças na 

morfologia (Rojas et al., 2013; Leggio et al., 2005; Bruel-Jungerman et al., 

2005; Nakamura et al.,1999) e também, em aspectos moleculares (Lambert et 

al., 2005; Puurunen et al., 2001; Ickes et al., 2000) e cognitivos (Pereira et al., 

2007,2008; Rojas et al., 2013; Van Praag et al., 2000) encefálicos de roedores. 

O aumento de células da glia (oligodendrócitos), da arborização dendrítica, da 

densidade das vesículas sinápticas e da densidade de espinhos dendríticos 

assim como o maior número de sinapses e estimulação da neurogênese são 

alterações causadas pelo EA (Ip et al., 2002; Rosenzweig e Bennett 1996; 

Nakamura et al., 1999; Kolb et al., 1998). Inúmeros protocolos de 

enriquecimento ambiental são adotados, dentre as diferenças encontradas 

entre eles, podemos citar: tamanho das caixas, duração da exposição ao EA e 

a frequência na troca de objetos. Estudos empregam o EA permanente após 
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evento isquêmico, de outra forma há protocolos de EA prévio à isquemia e 

protocolos de estimulação durante determinado período do dia (Biernaskie et 

al., 2001; Belayev et al., 2003; Rampon et al., 2000; Frick et al., 2003; Gobbo et 

al., 2004). Dados existentes sobre os efeitos do EA após lesão hipóxico-

isquêmica encefálica neonatal são reservados apenas aos resultados 

publicados pelo nosso grupo de pesquisa (Pereira et al., 2007, 2008 e 2009; 

Rojas et al., 2013 e 2015). A estimulação precoce, como conduta escolhida 

para a realização do presente estudo, demonstra efeito benéfico na 

recuperação do déficit de memória (Pereira et al., 2008; Rodrigues et al.,2004) 

e modifica os níveis de neurotrofina (Branchi et al., 2005). Expor os animais 

desde cedo a estímulos, conjuntamente com a mãe por meio do 

enriquecimento ambiental precoce, proporciona maiores alternativas de 

modulação e adaptação à lesão HI, podendo alterar o comportamento social, 

minimizar danos morfológicos e contribuir para a plasticidade encefálica. 

 A HI encefálica neonatal é a condição patológica estabelecida quando o 

suprimento de oxigênio ao tecido cerebral é insuficiente para a demanda 

metabólica. Em síntese, com a insuficiência no fornecimento de O2, os 

mecanismos celulares que dependem de energia como a manutenção do 

gradiente iônico da membrana celular e a recaptação de neurotransmissores 

sofrem uma interrupção. Consequentemente a isso, a grande concentração de 

neurotransmissores acarreta a excitotoxicidade, aumento de cálcio livre 

intracelular, ativação de enzimas (proteases, lipases, endonucleases) e a 

geração de radicais livres gerando morte celular por necrose ou por apoptose 

(Kaur&Ling, 2009; Volpe, 2008). 
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 A hipóxia é um evento com repercussões agudas de inflamação na 

região afetada conforme descrito por Dammann e colaboradores (2008), 

induzindo o acúmulo de radicais livres (Row et al., 2003; Zhan et al., 2005) e de 

mediadores inflamatórios (Tam et al., 2007; Savransky et al., 2007; Ryan et al., 

2006). Estudos demonstram a liberação de citocinas após um insulto hipóxico-

isquêmico (Arvin et al., 1996; Wang et al., 2000; Jenkins et al., 2012; Chalak et 

al., 2014), tendo o pico nas primeiras 24h após o insulto encefálico. 

 As citocinas pró-inflamatórias têm importância fundamental para mediar 

as vias de inflamação associadas à lesão causada pelo insulto hipóxico-

isquêmico (Leviton et al., 2011; McAdams, 2012). O TNF-α e a IL1-B são 

citocinas que possuem características pró-inflamatórias, sendo essenciais para 

o desenvolvimento encefálico. Ademais, possuem fatores que contribuem para 

o início e desenvolvimento de sinais inflamatórios decorrentes do evento 

hipóxico-isquêmico (Pantoni et al., 1998; Ferriero, 2004). 

 O TNF-α é conhecido como potente ativador de apoptose e seus níveis 

permanecem elevados no tecido encefálico 7 dias após o insulto isquêmico (Liu 

et al.,1994; Bullock et al., 1995; Mountz et al., 1996; Nakajima et al., 2000;). Já 

a IL-1B é uma citocina pró-inflamatória que apresenta aumento da expressão 

após a HI (Sadowska et al., 2012) e atua como mediador de cascatas 

inflamatórias resultando em apoptose e ativação de caspases (Rothwell, 1999; 

Thornton et al., 2006; Brough e Rothwell, 2007).  

 As citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β são reconhecidas por 

mediar a disfunção da BHE pós HI (Ballabah et al., 2004). Tais alterações na 

barreira incluem a descontinuidade das junções de oclusão, em particular da 
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proteína ocludina, causando o aumento de permeabilidade da barreira 

hematoencefálica. Porém, existem poucos estudos demonstrando a função da 

BHE após a encefalopatia hipóxico isquêmica (Brochu et al., 2011; Lee et al., 

2012; Wu et al., 2013). 

 No presente estudo, os animais com 8DPN, não demonstraram 

diferenças na expressão das proteínas ocludina, β-catenina, conexina-43, 

GLUT1, aquaporina 4 e GFAP entre o grupo controle e o grupo HI. Quando 

avaliado o extravasamento do corante azul de Evans no encéfalo destes 

animais ficou evidente igual coloração no tecido encefálico de ambos os 

grupos. Tais resultados, 24h após a HI, corroboram os dados do tradicional 

estudo de Mclean e Ferriero (2004) que afirma haver características de 

imaturidade da BHE em neonatos. O estudo de Lam e colaboradores (2015) 

demonstrou baixos níveis da glicoproteína P (proteína constituinte da BHE) em 

encéfalos de humanos recém-nascidos, fazendo uma relação translacional com 

os achados em roedores. A imaturidade da barreira hematoencefálica também 

foi definida por Fernández-López (2012) ao não encontrar diferença na 

expressão de marcadores de lâmina basal e junções de oclusão em neonatos 

24h após ocluir transitoriamente a artéria carótida e comparar com animais do 

grupo controle. Ainda, para certificar os dados encontrados neste estudo e 

corroborar com a definição de imaturidade da BHE, os dados recentes de 

Moretti e colaboradores (2015) demonstram uma cobertura incompleta de 

pericitos nos vasos sanguíneos encefálicos de roedores na fase de 

desenvolvimento.  

  A complexidade envolvida na patogenia da lesão encefálica tem 

envolvimento de inúmeras vias e mecanismos (Damman et al., 2011) e os 
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eventos ligados à lesão hipóxico-isquêmicas ocorrem de forma simultânea 

acarretando múltiplas disfunções (Vexler e Ferriero, 2001; Hossain, 2005; Chen 

et al., 2015; Liu et al., 2013). Diversos estudos demonstram que a hipóxia-

isquemia encefálica neonatal causa dano progressivo ao tecido nervoso 

(Mclean e Ferriero, 2004; Hossain, 2008; Carloni et al., 2007) especialmente no 

hipocampo (Pereira et al., 2007 e 2008).  

 Atestando os achados citados acima referentes à progressão da lesão, 

nossos resultados demonstram redução da proteína ocludina expressa no 

hipocampo de animais HI com 22DPN mantidos em ambiente padrão e o maior 

extravasamento do corante azul de Evans no mesmo grupo, demonstrando a 

uma maior permeabilidade da BHE 14 dias após o evento lesivo.  Essa 

modificação na quantidade de ocludina pode estar associada ao processo 

inflamatório latente e acaba por alterar as junções de oclusão da BHE, 

liberando assim o transporte paracelular (Coisne & Engelhardt, 2011). É sabido 

também que as citocinas pró-inflamatórias influenciam diretamente no aumento 

da permeabilidade da BHE, degradando as JOs (Rosenberg, 2009) e 

permitindo a invasão de patógenos (Labus et al., 2014). 

 É de consenso na literatura vigente, que a estimulação precoce através 

do enriquecimento ambiental produz inúmeros benefícios após a lesão 

hipóxico-isquêmica, (Pereira et al., 2007; Pereira et al., 2008; Rojas et al., 

2013; Rojas et al., 2015) e desempenhando papel neuroprotetor (Rojas et al., 

2013; Schuch et al., 2016; Urakawa et al., 2007; Yu et al., 2013). No presente 

estudo, os animais expostos ao EA de forma precoce, apresentaram 

preservação nos níveis da proteína ocludina, prevenindo o quadro de ruptura 

da BHE demonstrado em animais do grupo HI mantidos em ambiente padrão. 
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 Um estudo recente de Zhang e colaboradores (2017) demonstrou que o 

EA aumenta a área de superfície vascular de animais isquêmicos, justificando 

os nossos achados. Tal efeito pode vir acompanhado de um aumento da 

expressão do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o qual está 

associado à elevada densidade vascular, angiogênese e o crescimento e 

diferenciação de células endoteliais (Zhang et al., 2002a; Bengoetxa 2008; 

Takahashi & Shibuya, 2005; Hermann & Zacarias, 2009). Esta hipótese é 

fundamentada pelos estudos que demonstram que o EA aumenta a expressão 

de VEGF no hipocampo (Bengoetxa 2008; During & Cao, 2006; Huang & Hsu, 

2012). Assim sendo, é possível propor que a formação de novos vasos 

acarreta no aumento de células endoteliais, das JOs e, consequentemente, da 

proteína ocludina. Ainda, a maior angiogênse pode ser interpretado como um 

mecanismo de defesa, ajudando a restaurar o fornecimento de oxigênio e 

nutrientes ao tecido encefálico isquêmico (Risau, 1997; Beck & Plate, 2009). 

Outra informação importante a ser considerada é que ocorre um aumento nos 

níveis de VEGF após um evento hipóxico, como uma resposta espontânea de 

proteção tecidual (Ferrara et al., 2003; Shin et al., 2013). Esse mecanismo 

pode ter sido potencializado pelo EA sendo eficaz e viabilizando a recuperação 

funcional da BHE. 

 Este estudo observou que a HI foi acompanhada de uma resposta 

inflamatória tardia, apresentando ativação microglial e maior expressão de 

citocinas pró-inflamaórias (IL-1β e TNF-α) no 60DPN no hipocampo 

(contralateral à isquemia) de animais submetidos ao EA. De acordo com os 

nossos dados, Lalancette e cols (2007) demonstraram que a microglia 

exacerbada, expressa fatores neurotróficos que irão regenerar o tecido 
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encefálico após o evento isquêmico. Ainda, o estudo de Vezzani e 

colaboradores (2013) demonstra que maior expressão de IL-1β é capaz de 

causar alterações comportamentais assim como Tobinick e colaboradores 

(2008a) demonstraram que maior expressão de TNF-α altera a plasticidade 

sináptica. No presente estudo, destaca-se a melhora cognitiva dos animais 

estimulados quando avaliados no labirinto em cruz elevado, os animais HI 

enriquecidos apresentam melhor resposta ao conflito no aparato. No LCE, 

espera-se uma resposta adaptativa indicando a preferência pelos espaços 

fechados, em detrimento da intenção de explorar a novidade. O enriquecimento 

parece favorecer a decisão deste conflito, viabilizando a observação da 

aprendizagem emocional no aparato nos animais hipóxico-isquêmicos 

estimulados.  

 Ainda, nossos resultados demonstram que o enriquecimento ambiental 

se mostra eficaz no reestabelecimento da BHE a longo prazo, uma vez que 

animais submetidos ao EA, apresentaram aumento da expressão de ocludina, 

β-catenina e GFAP no 60 DPN, sugerindo que a estimulação precoce contribui 

para minimizar os danos causados pela HI. O enriquecimento ambiental tem 

sido bastante difundido como uma estratégia neuroprotetora eficaz, 

ocasionando recuperação funcional e de danos encefálicos causados pelo 

modelo de HI neonatal (Pereira et al., 2007; Pereira et al., 2008; Rojas et al., 

2013; Rojas et al., 2015). 

Nesta tese mostramos que o EA tem potencial neuroprotetor, sendo 

eficaz na recuperação de alterações estruturais e funcionais da BHE na região 

CA1 do hipocampo.  No mesmo sentido, avaliando-se os níveis de IL-1β e 

TNF-α, o EA parece alterar o perfil inflamatório, revertendo os déficits 
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cognitivos relacionados à aquisição da esquiva ao perigo. A estimulação 

precoce, com início no período nenonatal afeta o comportamento, estimula a 

neurogênese hipocampal e protege o hipocampo de perdas neuronais 

importantes. A interação social, a atividade física e a exposição constante ao 

aprendizado, proporcionadas pelo enriquecimento ambiental, altera a estrutura 

e função encefálica de roedores, dados estes que ficaram evidentes nesta tese.  

Finalizando, os resultados demonstrados nesta tese podem ser 

adicionados aos já publicados em estudos do nosso laboratório que apontam a 

estimulação precoce através do EA como uma importante ferramenta no 

processo de reabilitação neurofuncional sendo aplicável como base científica 

para estudos translacionais voltados para condutas clínicas em seres 

humanos. 
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Os resultados apresentados nesta tese nos permitem concluir que: 

 - A barreira hematoencefálica se mostra imatura no 8DPN apresentando 
extravasamento do corante azul de Evans nos animais do grupo HI e do grupo 
controle; 
 
 - O EA aumentou quantidade de ocludina expressa em animais 
submetidos à HI nos 22 DPN; 
 
 - Animais HI submetidos ao EA apresentaram elevada expressão 
ocludina, β-catenina e GFAP no 60DPN preservando a estrutura da BHE; 
 
 - O enriquecimento ambiental ocasionou melhora cognitiva relacionada à 
ansiedade no LCE em animais submetidos à HI;  
 
 - O EA em animais HI elevou a expressão de Interleucina 1-β e fator de 
necrose tumoral em animais com 60DPN. 
 
 - A HI neonatal resultou em alteração na estrutura e função da barreira 
hematoencefálica avaliada no 22DPN observado na reduzida expressão da 
proteína ocludina.  
 
 - A HI neonatal no 60DPN apresentou perfil de lesão progressiva, com a 
redução das proteínas ocludina, β-catenina e GFAP; 
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Partindo dos resultados alcançados nesta tese outros aspectos devem ser 
investigados: 

 

- a expressão e perfil inflamatório de citocinas pró-inflamatórias na amigdala 
devido ao seu envolvimento no comportamento de ansiedade / medo;  
 
- a expressão de citocinas pró e anti-inflamatórias na fase aguda da lesão, em 
animais com 8DPN; 
 
- os parâmetros bioquímicos de citocinas anti-inflamatórias como IL-6 e IL-10 
para traçar a evolução inflamatória da lesão HI, em diferentes momentos do 
desenvolvimento; 
 
- os diferentes protocolos de EA e avaliar alterações morfológicas, bioquímicas 
e comportamentais estudadas neste trabalho. 
 
- as contribuições do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em 
animais expostos ao EA. 
 
- as associações do BDNF com a exposição ao EA após lesão HI. 

- os fatores epigenéticos relacionados ao EA após a lesão HI e o 

comportamento de ansiedade / medo. 
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