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RESUMO 

A hipóxia-isquemia (HI) é uma das principais causas de óbitos e sequelas 
neurológicas em recém-nascidos. Além disso, em modelos animais de HI, foram 
observadas diferenças entre machos e fêmeas em relação à gravidade da lesão 
cerebral. O único tratamento recomendado para a HI neonatal é a hipotermia 
terapêutica (HT), que consiste na redução da temperatura corporal para 33,5ºC-
34,5ºC por 72 horas. Como a HT apresenta algumas limitações, um melhor 
entendimento de seus efeitos específicos em machos e fêmeas é importante 
para o aprimoramento de sua aplicação clínica. O presente estudo avaliou o 
efeito do tratamento com HT a curto prazo sobre a lesão cerebral e os desfechos 
comportamentais em ratos neonatos machos e fêmeas submetidos ao modelo 
de HI neonatal. Ratos Wistar machos e fêmeas com sete dias de idade (P7) 
foram distribuídos em três grupos experimentais: SHAM (animais submetidos à 
cirurgia fictícia), HI (animais submetidos ao procedimento HI) e HT (animais 
submetidos ao procedimento de HI e tratados com HT). Para a HI, os filhotes 
foram submetidos à cirurgia de oclusão unilateral da artéria carótida comum 
direita e expostos a uma atmosfera hipóxica (8% de oxigênio) por 75 minutos. 
Após um período de recuperação, os animais do grupo HT foram submetidos à 
HT (temperatura corporal reduzida para 32ºC) por 5 horas. Em P8, as respostas 
reflexas dos animais foram avaliadas usando os testes de reflexo de 
endireitamento, geotaxia negativa e aversão à borda. O teste de discriminação 
olfatória também foi realizado. Os animais foram eutanasiados em P9 e foram 
coletados os encéfalos, para as análises de volume de lesão, contagem de 
neurônios pela técnica de Nissl e avaliação da degeneração neuronal pela 
técnica de Fluoro-Jade B. Os dados paramétricos foram analisados por ANOVA 
de uma via seguida do post hoc de Tukey para comparações múltiplas; os dados 
não-paramétricos foram avaliados por Kruskall-Wallis seguido do teste Dunn. A 
significância aceita foi de p<0,05. De forma geral, nos testes comportamentais 
não foram observadas diferenças significativas desencadeadas pela HI ou HT, 
apenas no reflexo de endireitamento, no qual as fêmeas do grupo HI 
apresentaram menor latência. Nas análises do volume de lesão encefálica 
indireta, a HT reduziu o % de lesão produzida pela HI nos machos. Nas 
contagens do número de neurônios, os animais do grupo HI tiveram uma redução 
no número total de neurônios, quando comparados ao grupo SHAM tanto em 
machos quanto em fêmeas, nas regiões de CA1 e giro denteado (GD) do 
hipocampo; entretanto, nos machos e nas fêmeas na região de CA1 a HT 
preveniu parcialmente a morte neuronal. Na contagem de células Fluoro-Jade+, 
na região de CA1, os animais do grupo HI tiveram mais células em degeneração, 
o que foi revertido pela HT nas fêmeas. No GD, os animais machos do grupo HI 
apresentaram uma maior quantidade de células Fluoro-Jade+, o que foi revertido 
pela HT. A partir desse trabalho foi possível concluir que o modelo utilizado de 
HI causou lesão encefálica nos animais submetidos à hipóxia-isquemia neonatal 
e que a HT atenuou a lesão encefálica. Embora a HT não tenha mostrado um 
impacto significativo nas análises comportamentais, fica claro que o tratamento 
é benéfico em nível celular/tecidual. Os resultados também deixam clara a 
importância da avaliação separada de machos e fêmeas com o intuito de traçar 
estratégias de tratamento específicas para cada um dos sexos. 
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ABSTRACT 

Hypoxia-ischemia (HI) is one of the main causes of death and neurological 
sequelae in newborns. Furthermore, in animal models of HI, differences were 
observed between males and females regarding the severity of brain injury. The 
only recommended treatment for neonatal HI is therapeutic hypothermia (TH), 
which consists of reducing body temperature to 33.5ºC-34.5ºC for 72 hours. As 
TH has some limitations, a better understanding of its specific effects in males 
and females is important to improve its clinical application. The present study 
evaluated the effect of short-term TH treatment on brain injury and behavioral 
outcomes in male and female neonatal rats submitted to the neonatal HI model. 
Seven-day-old male and female Wistar rats (P7) were divided into three 
experimental groups: SHAM (animals submitted to sham surgery), HI (animals 
submitted to the HI procedure), and TH (animals submitted to the HI procedure 
and treated with TH). For HI, the pups underwent unilateral right common carotid 
artery occlusion surgery and were exposed to a hypoxic atmosphere (8% oxygen) 
for 75 minutes. After a recovery period, the animals in the TH group were 
submitted to TH (body temperature reduced to 32ºC) for 5 hours. At P8, the 
animals' reflex responses were assessed using the righting reflex, negative 
geotaxis, and cliff avoidance. The olfactory discrimination test was also 
performed. The animals were euthanized at P9 and the brains were collected for 
analysis of lesion volume, neuron counting using the Nissl technique, and 
evaluation of neuronal degeneration using the Fluoro-Jade B technique. 
Parametric data were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc 
for multiple comparisons; non-parametric data were evaluated by Kruskall-Wallis 
followed by the Dunn test. The accepted significance was p<0.05. In general, in 
the behavioral tests, no significant differences were observed triggered by HI or 
TH, only in the righting reflex, in which the females of the HI group presented 
lower latency. In the analysis of the volume of indirect brain injury, TH reduced 
the % of injury produced by HI in males. In the counting of the number of neurons, 
the animals of the HI group had a reduction in the total number of neurons, when 
compared to the SHAM group in both males and females, in the CA1 and dentate 
gyrus (DG) regions of the hippocampus; however, in males and females in the 
CA1 region, TH partially prevented neuronal death. In the Fluoro-Jade+ cell 
count, in the CA1 region, the animals in the HI group had more degenerating 
cells, which was reversed by TH in females. In DG, male animals from the HI 
group had a greater amount of Fluoro-Jade+ cells, which was reversed by TH. 
Then, it was possible to conclude that the neonatal HI model lead to a brain injury 
and that TH attenuated the brain injury. Although TH did not show a significant 
impact in behavioral analyses, it is clear that the treatment is beneficial at a 
cellular/tissue level. The results clarify the importance of separate assessments 
of males and females to outline specific treatment strategies for both sexes. 
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1. INTRODUÇÃO  

A encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal (EHI) é decorrente de um 

evento hipóxico-isquêmico durante ou antes do nascimento (Ballot et al., 2020; 

Kurinczuk et al., 2010). Em países subdesenvolvidos, a hipóxia-isquemia (HI) 

atinge 2 a 26 em cada 1000 neonatos nascidos (Douglas-Escobar & Weiss, 

2015; Johnston, 2001) e está associada a um alto risco de morte ou 

comorbidades em recém-nascidos (Jacobs et al., 2013; Kurinczuk et al., 2010); 

entre 10 e 60% dos neonatos afetados morrem e 25% dos sobreviventes 

apresentam sequelas, dentre as quais estão déficits sensoriais, dificuldades de 

aprendizado e paralisia cerebral (Shankaran et al., 2012). 

O evento hipóxico-isquêmico é caracterizado pela restrição de fluxo 

sanguíneo (isquemia) e pela privação de oxigênio (hipóxia), o que leva a 

mudanças no metabolismo, que passa a ser anaeróbio, e isso resulta na redução 

da concentração de ATP intracelular, conforme observado na Figura 1. Qualquer 

evento que comprometa a oferta de oxigênio e de substratos energéticos para o 

encéfalo no momento perinatal é fator de risco para a HI (Gluckman et al., 2001; 

Rennie & Roberton, 2012). Uma falha energética primária ocorre logo após o 

início da HI. A redução de ATP irá resultar na falha do bombeamento dos íons 

sódio e cálcio e entrada de água na célula, o que acarreta a formação de edema 

citotóxico (Gluckman et al., 2001). 

Dois mecanismos distintos estão envolvidos na lesão resultante de um 

evento hipóxico-isquêmico, sendo o primeiro a lesão hipóxica. O encéfalo é 

sensível à hipóxia, principalmente o hipocampo, núcleos da base, tálamo e 

tronco encefálico (Vannucci et al., 1998). Essa lesão leva a uma necrose 

neuronal seletiva e ao status marmoratus, que se refere aos danos nos núcleos 

da base e tálamo. O segundo mecanismo é a lesão isquêmica, esta é causada 

pelo infarto focal ou hipotensão. Em adultos, a isquemia normalmente está 

associada à interrupção do fluxo sanguíneo nas artérias cerebrais anterior, 

média e posterior, assim como em seus ramos (Lee et al., 2021). 
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Figura 1. Causas do evento hipóxico-isquêmico. São mostradas na figura as causas dos danos 

cerebrais; a privação de oxigênio, juntamente com a restrição de fluxo sanguíneo cerebral são 

fatores de risco para a HI. Entretanto, cabe salientar que estes eventos podem se sobrepor e a 

própria restrição de fluxo sanguíneo leva a uma redução da disponibilização de oxigênio para o 

encéfalo (Figura de autoria própria). 

 

Quando a lesão cerebral ocorre no início do desenvolvimento, ela tem 

como resultado a diminuição dos volumes cortical e hipocampal. O encéfalo 

imaturo é mais resistente à hipóxia e à falta de ATP do que o adulto; entretanto, 

apresenta uma maior suscetibilidade ao estresse oxidativo e à apoptose 

neuronal (Semple et al., 2013). 

O modelo de Rice-Vannucci (Rice et al., 1981) é um modelo animal que 

induz uma lesão cerebral neonatal que mimetiza os danos decorrentes da HI em 

recém-nascidos humanos, permitindo analisar e avaliar os mecanismos 

neuropatológicos associados à HI neonatal, bem como delinear possíveis 

estratégias terapêuticas para o tratamento dessa condição. O modelo consiste 

na oclusão unilateral da artéria carótida comum direita ou esquerda, seguido de 

uma exposição do animal a uma atmosfera hipóxica contendo apenas 8% de 

oxigênio. A região cerebral mais afetada pela lesão hipóxico-isquêmica neste 

modelo animal é o hipocampo (Fabres et al., 2020; Vannucci et al., 1998). 
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A fisiopatologia da HI pode ser dividida em três fases, que estão 

descritas a seguir: 

Fase aguda: essa primeira fase ocorre durante o evento hipóxico-

isquêmico, tendo seu início com a interrupção do fluxo sanguíneo, seguida da 

redução da disponibilização de glicose e oxigênio ao encéfalo neonatal e 

consequente diminuição do ATP intracelular e mudanças no balanço dos 

gradientes eletroquímicos. Isso leva ao acúmulo de neurotransmissores, como o 

glutamato, no meio extracelular o que ocasiona a excitoxicidade e o dano 

oxidativo (Rothman e Olney, 1995). 

Fase latente: ocorre quando o fluxo sanguíneo é restaurado e por um 

breve momento o metabolismo cerebral se normaliza. Esse período varia de 

acordo com a gravidade do insulto hipóxico-isquêmico, ou seja, quanto maior o 

insulto, menor será o período de recuperação (Allen & Brandon, 2011; Shalak & 

Perlman, 2004). 

Fase secundária: na qual ocorre uma segunda falha energética levando 

aos efeitos mais deletérios para o neurodesenvolvimento (LI et al., 1998), 

resultando em morte celular por apoptose ou necrose, sendo a apoptose mais 

predominante em lesões mais leves e a necrose em lesões mais graves (Tronnes 

et al., 2014; Martin et. al., 1998). Além disso, com a ruptura da membrana celular, 

ocorre a liberação do conteúdo celular, o que leva a um processo inflamatório 

adicional (Volpe & Zipurksy, 2001), o qual está associado à ativação das células 

da microglia. Estas células são macrófagos residentes, considerados como as 

células imunológicas do tecido nervoso (Wolf et al., 2017). 

As células microgliais são células especializadas que possuem múltiplos 

papéis, como moldar e refinar a conectividade neuronal durante o 

desenvolvimento, assim como na plasticidade sináptica dependente da 

atividade, neurogênese e aprendizagem no sistema nervoso central totalmente 

maduro. A microglia mostra um dimorfismo sexual significativo no período 

neonatal e possui um papel central na masculinização do cérebro dos machos 

(Salter & Beggs, 2014). 

A microglia possui uma enorme plasticidade em resposta a lesões 

(Fumagalli et al., 2018), o que pode levar à resolução ou à intensificação da lesão 

neural (Mallard et al., 2019). A ativação microglial se caracteriza por um espectro 

distinto de fenótipos, sendo os dois extremos o fenótipo M1, ou pró-inflamatório, 
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e o M2, ou anti-inflamatório, os quais são dependentes de sinais convergentes 

de estímulos inflamatórios e do ambiente celular (Vergadi et al., 2017). 

No que diz respeito à lesão decorrente de um evento hipóxico-isquêmico, 

a microglia desempenha um papel importante tanto na formação quanto na 

progressão da lesão. A microglia libera diversos mediadores inflamatórios que 

desempenham um importante papel, tanto em condições fisiológicas, modulando 

o desenvolvimento normal do sistema nervoso central (SNC), quanto 

patológicas, na resposta do encéfalo a diversas formas de insultos ou danos. A 

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

interleucina-6 (IL-6) estão entre as citocinas de resposta precoce à HI mais bem 

caracterizadas (Alvarez-Díaz et al., 2007; Saliba & Henrot, 2001). Elas 

desencadeiam a resposta inflamatória e ativam vias que levam à falha energética 

secundária, que ocorre de 6 a 48 horas após o evento hipóxico-isquêmico inicial 

(Albrecht et al., 2019). 

Além da microglia, outras células gliais têm papel essencial na 

manutenção da homeostase do SNC. Os astrócitos, por exemplo, possuem 

diversas funções que vão desde manter a homeostase de água e íons e a 

reciclagem de neurotransmissores até a formação e manutenção da barreira 

hematoencefálica, sinalização imunológica e regulação da sinaptogênese 

neuronal (Giovannoni & Quintana, 2020). 

Enquanto a microglia compreende em torno de 10% do número total de 

células do sistema nervoso central (SNC), os astrócitos somam em torno de 50% 

das células. Por fornecerem suporte trófico para os neurônios, os astrócitos são 

fundamentais para a formação, maturação e manutenção das sinapses 

(Liddelow et al., 2020). 

Da mesma forma que a microglia, os astrócitos respondem às mudanças 

que ocorrem no SNC por meio da reatividade ou ativação e com isso ocorrem as 

mudanças de fenótipo (Liddelow et al., 2020). Os diferentes fenótipos levam à 

produção de diferentes mediadores pró-inflamatórios, citocinas e espécies 

reativas e oxigênio (Liu et al., 2012). 

Quando ativados, os astrócitos podem ser tanto prejudiciais quanto 

benéficos na isquemia cerebral. Após um acidente vascular encefálico, o suporte 

de astrócitos pode ser mediado por diversos mecanismos, como a liberação de 

glutationa e superóxido dismutase (SOD), aumento da captação extra-sináptica 
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de glutamato (Bambrick et al., 2004; Sims et al., 2004) e a manutenção de 

gradientes de íons como o potássio (Juurlink & Walz, 2001). Além disso, uma 

vez ativados, os astrócitos também podem produzir citocinas pró-inflamatórias, 

incluindo IL-6, TNF-α, IL-1α e β e interferon γ (Lau & Yu, 2004). Aumentos 

rápidos nos níveis dessas citocinas exacerbam uma lesão isquêmica por induzir 

diretamente a apoptose de células neuronais, o que leva à inibição da 

neurogênese (Monje et al., 2003). Além das citocinas, os astrócitos reativos 

também secretam quimiocinas após a isquemia, o que resulta na atração de 

células imunes para o sítio isquêmico e piora da lesão cerebral (Kim, 1996). 

Após o insulto hipóxico-isquêmico, ocorre a formação de edema nos 

astrócitos, inicialmente nas extremidades, seguido de edema completo (Panickar 

& Noremberg, 2005). Também há a produção de citocinas inflamatórias como IL-

1β e TNF-α, assim como na microglia (Melo et al., 2021). 

A morte celular neuronal induzida por HI neonatal ocorre por necrose ou 

apoptose. A morte celular necrótica ocorre imediatamente após o insulto sendo 

o tipo de morte celular associada a danos irreversíveis ou graves. A apoptose ou 

morte celular programada é uma parte significativa da morte celular. A apoptose 

pode durar dias e até semanas após o insulto inicial (Mohsenpour et al., 2021). 

Essas alterações em nível celular podem acarretar déficits neurológicos ou até 

sistêmicos, que podem se manifestar como déficits cognitivos, motores e 

sensoriais. Portanto, os testes comportamentais se configuram como uma 

ferramenta útil para avaliar as respostas sensoriais e motoras e o atraso na 

maturação das respostas reflexas (Lubics et al., 2005; Volpe & Zipurksy, 2001) 

em animais submetidos ao modelo de HI neonatal e a tratamentos experimentais 

dessa condição. 

Já foi observado que a HI contribui com o aumento da latência na 

execução das tarefas comportamentais em neonatos (Fan et al., 2005; Tassinari 

et al., 2020). Os testes de aversão à borda (ou “cliff avoidance”), geotaxia 

negativa e reflexo de endireitamento são utilizados para avaliar a integridade 

motora, proprioceptiva, sensorial e vestibular dos animais submetidos a modelos 

de lesão cerebral (Feather-Schussler & Ferguson, 2016). Além disso, o 

desempenho dos animais nos testes comportamentais mostra sua força e 

integridade neurológica (Fan et al., 2005). Outro teste utilizado é o de 

discriminação olfatória que avalia a capacidade do animal de reconhecer e 
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buscar a maravalha proveniente da caixa-moradia (Sullivan et al., 1990; Tonkiss 

et al., 1996). 

Ao longo dos anos, diversos trabalhos vêm utilizando os testes 

comportamentais, porém analisando apenas animais do sexo masculino. 

Contudo, é de suma importância realizar essa avaliação em ambos os sexos, 

uma vez que as respostas à HI parecem apresentar um dimorfismo sexual (para 

revisão ver (Netto et al., 2017)). 

Apesar da elevada prevalência de casos de encefalopatia hipóxico-

isquêmica neonatal, as estratégias terapêuticas utilizadas na clínica ainda são 

bastante limitadas. Atualmente, a hipotermia terapêutica (HT) é o único 

tratamento preconizado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) para o 

tratamento da HI. A HT consiste na redução da temperatura corporal e reduz o 

risco de morte em neonatos com encefalopatia hipóxico-isquêmica moderada a 

grave. O resfriamento seletivo da cabeça e o método de resfriamento de corpo 

inteiro são igualmente eficazes na redução da mortalidade de bebês com essa 

condição (Abate et al., 2021). 

Acredita-se que o principal mecanismo pelo qual a HT desempenha 

efeitos neuroprotetores contra a lesão cerebral pós-HI seja a redução da taxa 

metabólica, o que evita a depleção de ATP e inibe a produção de citocinas 

inflamatórias (Drury et al., 2010; Roelfsema et al., 2004; Sung, 2017; Trescher & 

Johnston, 1997). 

A HT já vem sendo usada há décadas em diferentes situações clínicas, 

como para evitar a proliferação de células cancerígenas e para reduzir as 

complicações durante cirurgias cardíacas. Nos últimos anos, o uso da HT 

aumentou significativamente, por se mostrar uma técnica vantajosa em diversas 

áreas da clínica (Algaza, 2006; Varon & Acosta, 2008). Barone e colaboradores 

afirmam que a hipotermia terapêutica é a abordagem mais potente para a 

redução da lesão cerebral isquêmica (Barone et al., 1997). Estima-se que a cada 

1ºC de redução na temperatura corporal, ocorra uma redução de 6% a 7% na 

taxa metabólica, mais especificamente no metabolismo cerebral (Alzaga et al., 

2006). 

Já se passou uma década desde que a HT se tornou o tratamento padrão 

para recém-nascidos acima das 36 semanas de gestação (Sabir et al., 2021a). 

A HT tem uma maior eficácia nos casos de lesão cerebral moderada, sendo que 
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a maioria dos estudos avalia esse grau de lesão. Porém, a HT possui algumas 

limitações para sua utilização, pois em neonatos com lesão severa, o tratamento 

possui uma baixa eficácia (Gluckman et al., 2001; Sabir et al., 2021). Além disso, 

ainda não se tem certeza sobre a segurança e eficácia da HT em casos de lesão 

cerebral leve, não sendo a mesma utilizada em pacientes com esse grau de 

lesão (Saw et al., 2019); o mesmo ocorre em neonatos prematuros, nos quais 

também não se tem certeza da eficácia da HT (Herrera et al., 2018). 

Considerando que a exposição à atmosfera hipóxica no presente estudo é de 75 

minutos, a lesão causada é de leve a moderada. 

A HT leve a moderada, ou seja, com redução da temperatura corporal 

para 32ºC a 34ºC, diminui o fluxo sanguíneo cerebral, por causar vasoconstrição. 

Esse mecanismo pode atuar como anticonvulsivante e diminuir a pressão 

intracraniana, além de auxiliar na manutenção do pH. Esse último fator é muito 

importante, pois durante a exposição a uma atmosfera hipóxica ocorre 

hiperventilação, levando à acidose metabólica (Hagberg et al., 2015). Para cada 

1ºC de diminuição da temperatura corporal, ocorre um aumento de 0,016 pontos 

no valor do pH (Alzaga et al., 2006). 

O tratamento com HT em humanos deve ser iniciado em até 6 horas 

após o insulto hipóxico-isquêmico e deve-se reduzir a temperatura corporal do 

recém-nascido de 2 a 5ºC durante 72 horas. A Figura 2 mostra o esquema básico 

da HT. Após o período de HT, deve ocorrer um reaquecimento lento, de cerca 

de 0,5ºC por hora (Roehr et al., 2011; Shankaran et al., 2012). 
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Figura 2. Mecanismo básico da hipotermia terapêutica. Representação das diferentes etapas do 

tratamento com a HT. Primeiramente, os neonatos são resfriados com o auxílio de uma touca 

térmica, para resfriar apenas a cabeça, ou com cobertores térmicos, para resfriamento do corpo 

inteiro, fazendo com que a temperatura corporal fique em torno de 33,5ºC. Essa temperatura é 

mantida durante 72 horas, fazendo com que a taxa metabólica diminua e com isso o encéfalo se 

recupere e diminua ou interrompa a formação de danos cerebrais (Figura de autoria própria). 

 

O dimorfismo sexual em modelos de HI é uma variável que deve ser 

avaliada. A hipoxia-isquemia neonatal ocorre com maior frequência em bebês do 

sexo masculino do que do feminino (Davidson et al., 2021). Além disso, diversos 

estudos utilizando o modelo animal de HI neonatal comprovaram que existem 

diferenças entre machos e fêmeas em diversos aspectos, como no grau de 

severidade da lesão e na ativação das vias de morte celular (Fabres et al., 2020; 

Kumar et al., 2019; Netto et al., 2017; Tassinari et al., 2020). O sexo influencia 

na morte celular, tanto na vulnerabilidade, quanto nos mecanismos de morte 

após a HI (Netto et al., 2017). Em relação à apoptose, a caspase-3 é mais ativa 

nas fêmeas, enquanto nos machos ocorre preferencialmente uma translocação 

do fator indutor de apoptose (AIF) (Zhu et al., 2006). 

A eficácia do tratamento hipotérmico também apresenta relações 

sexualmente dimórficas. Um estudo de Wood e colaboradores (2020) 
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demonstrou que a HT reduziu significativamente a área de infarto, mas essa 

redução foi significativa apenas em fêmeas. 

Dessa forma, fica claro que avaliar o dimorfismo sexual permitiria um 

tratamento mais adequado para cada sexo, bem como montar estratégias para 

que se obtenha melhores resultados na clínica. 

Em um trabalho recente do nosso grupo de pesquisa, foi avaliado o efeito 

da hipotermia até P21 (14 dias após a lesão), com foco na avaliação 

comportamental. A partir desse trabalho, foi possível escolher e avaliar os 

melhores testes comportamentais para a idade (Nunes, 2021). A partir desses 

resultados a médio prazo, foi decidido avaliar o efeito agudo da hipotermia 

terapêutica (em P9, 48h após a indução da lesão hipóxico-isquêmica) na lesão 

cerebral. Isso é importante, tendo em vista que no encéfalo imaturo (P5 a P9) os 

principais mecanismos envolvidos na lesão hipóxico-isquêmica estão 

associados ao processo de apoptose (Semple et al., 2013). 

Dessa forma, a avaliação em P9 permitiria verificar o papel da HT sobre 

a lesão aguda. A HT reduz a taxa metabólica, diminui a geração de radicais 

livres, evita a depleção de ATP e diminui a formação de edema. Assim, esses 

efeitos benéficos do tratamento com HT poderiam reduzir o volume de lesão 

cerebral, diminuindo a morte neuronal e, assim, melhorando os desfechos 

comportamentais dos animais submetidos à HI. 

2. JUSTIFICATIVA 

Sabe-se que a HT apresenta diversos benefícios, tais como redução da 

lesão cerebral, melhorando os desfechos neurológicos e reduzindo a 

mortalidade de neonatos após a HI. Contudo, o tratamento com hipotermia 

terapêutica ainda não é eficaz em todos os eventos hipóxico-isquêmicos em 

recém-nascidos. Além disso, as avaliações dos desfechos do tratamento a curto 

prazo, como avaliações histológicas de contagem de neurônios e de neurônios 

em degeneração são escassas na literatura, bem como a análise do dimorfismo 

sexual em modelos animais de HI neonatal. Considerando o acima exposto, o 

presente estudo integra a avaliação do efeito do tratamento com HT a curto prazo 

sobre a lesão encefálica, a morte neuronal e as respostas comportamentais em 

ratos neonatos de ambos os sexos submetidos ao modelo HI neonatal. 
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3. HIPÓTESE 

O tratamento com HT reduzirá o volume de lesão encefálica e a morte 

neuronal e, consequentemente, produzirá melhoras nos desfechos 

comportamentais em ratos neonatos submetidos à HI. Os benefícios do 

tratamento serão mais eficazes em animais do sexo feminino. 

4. OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos a curto prazo do tratamento com hipotermia terapêutica 

e o impacto do dimorfismo sexual sobre a lesão cerebral e o desempenho em 

testes comportamentais em animais neonatos submetidos à HI neonatal. 

4.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Avaliar a resposta comportamental nos testes de aversão à borda, 

geotaxia negativa, reflexo de endireitamento e discriminação olfatória em ratos 

submetidos ao modelo de HI e tratados com HT; 

 - Avaliar o volume de lesão cerebral a curto prazo (48 horas após a HI) 

em animais submetidos à HI e tratados com HT; 

 - Avaliar a morte celular utilizando a contagem de neurônios nas regiões 

CA1 e giro denteado do hipocampo em animais submetidos à HI e tratados com 

hipotermia terapêutica; 

 - Quantificar os neurônios em degeneração nas regiões CA1 e giro 

denteado do hipocampo em animais submetidos à HI e tratados com HT; 

 - Comparar os resultados obtidos entre os sexos. 

5. MATERIAIS E MÉTODOS  

5.1.  Animais 

Neste estudo foram utilizados 112 ratos Wistar neonatos machos e 

fêmeas (14 ninhadas), sendo 56 de cada sexo com a idade de 7 dias (P7) e 14 

ratas mães, provenientes do Centro de Reprodução e Experimentação de 

Animais de Laboratório (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS). Os animais foram mantidos na Unidade de Experimentação Animal 

(UEA) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) em caixas de 

polipropileno de 49 x 34 x 16 cm, com o assoalho forrado com maravalha. As 

ninhadas foram padronizadas após o nascimento, sendo compostas por 8 
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filhotes (4 machos e 4 fêmeas) mantidos com as suas respectivas ratas-mães. 

As mães receberam alimentação e água ad libitum e os animais foram mantidos 

sob períodos de 12 horas claro/12 horas escuro com temperatura média de 22°C 

e umidade relativa do ar controlada (40-60%). 

5.2.  Aspectos Éticos 

Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do HCPA (nº 2019-0420) e registrado no Sistema Pesquisa da UFRGS 

(nº 38998). Todos os experimentos foram realizados de acordo com a resolução 

normativa n°13, de 20 de setembro de 2013 e a resolução normativa n°30, de 02 

de fevereiro de 2016 do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA) e de acordo com a Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, que 

estabelece os procedimentos para o uso científico de animais, além dos 

princípios internacionais para a prática envolvendo animais, do Guide for the 

Care and Use of Laboratory Animals (8th edition, 2011) do National Research 

Council of the National Academies. As ratas-mães que não foram utilizadas no 

experimento (14 fêmeas adultas) foram eutanasiadas com sobredose anestésica 

de isoflurano na concentração de 5%, seguindo a RN nº 37 do CONCEA. Foram 

utilizados pontos finais humanitários conforme a resolução normativa nº 25 do 

CONCEA de 2015, para limitar qualquer sofrimento que não havia sido previsto 

e monitorar as condições gerais dos ratos filhotes. Para isso foram analisandos 

os seguintes parâmetros: baixo peso, extremidades azuladas, cianose e 

condições gerais do animal. Caso necessário, era realizada a eutanásia do 

filhote com sobredose anestésica de isoflurano. 

5.3.  Peso Corporal  

Os animais foram pesados em P7, P8 e P9. Para isso, os animais foram 

retirados das caixas-moradia e colocados em um recipiente transparente e 

pesados em uma balança de precisão (Marte® Ad1000). 

5.4.  Modelo de Hipóxia-Isquemia Neonatal 

Todo o procedimento de hipóxia-isquemia neonatal foi realizado na UEA 

do HCPA. Para isso, foi utilizado o modelo de Rice-Vannuci (Rice et al., 1981), 

previamente padronizado e descrito por outros trabalhos do grupo (Fabres et al., 
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2020; Tassinari et al., 2020). Na idade de P7, os ratos neonatos foram retirados 

da sua caixa-moradia e mantidos em uma incubadora (Fanem®, CT186TS) até 

o momento da cirurgia. A incubadora era mantida na temperatura de 33ºC, para 

que assim os ratos mantivessem sua temperatura corporal em torno de 37ºC. 

Para os procedimentos cirúrgicos, os ratos neonatos foram colocados em 

decúbito dorsal sobre uma mesa cirúrgica aquecida e anestesiados com 

isoflurano (5% para indução e 3-4% para manutenção). A seguir, os animais 

tiveram sua artéria carótida comum direita ocluída. Para isso, foi realizado um 

corte longitudinal com bisturi na porção ventral do pescoço, levemente à direita 

da linha média, com o auxílio de duas pinças cirúrgicas, anguladas em 45º os 

músculos foram afastados para facilitar o acesso e a visualização da carótida 

comum direita e permitir o isolamento do nervo vago. Após, a carótida foi ocluída 

permanentemente com o auxílio de dois nós feitos com fio de seda 4.0 e a incisão 

fechada também com fio de seda 4.0. Os ratos do grupo SHAM (ver item 5.5 

para descrição dos grupos experimentais), passaram por uma cirurgia fictícia, ou 

seja, tiveram a manipulação, assim com os outros ratos, porém não tiveram a 

carótida ocluída. Todo o procedimento cirúrgico levou em torno de 5 minutos por 

animal. Após a cirurgia, os neonatos foram devolvidos a sua caixa-moradia, e 

mantidos na mesma durante 75 minutos para recuperação. Decorrido o tempo 

de recuperação, os ratos neonatos foram novamente retirados da sua caixa-

moradia e colocados em uma câmara hipóxica, na qual foram expostos a uma 

atmosfera hipóxica contendo 8% de oxigênio e 92% de nitrogênio durante 

75 minutos. Para isso, foi utilizado um frasco Kitasato de 2 litros, vedado com 

uma rolha de espuma que possuía um furo no centro para a passagem do gás, 

juntamente com o sensor do termômetro (Incoterm® 7664.01.0.00), para permitir 

o controle da temperatura ambiente do Kitasato, o qual era mantido dentro da 

incubadora (Fanem®, CT186TS). Como já visto anteriormente em trabalhos do 

grupo de pesquisa (Fabres et al., 2020; Tassinari et al., 2020), a temperatura 

ambiente deve ser mantida em torno de 33ºC para que a temperatura dos 

animais se mantenha em torno de 37ºC durante o período de exposição hipóxica. 

Decorridos os 75 minutos de exposição à atmosfera hipóxica, os neonatos foram 

retirados da câmara e sua temperatura foi aferida com o auxílio de um 

termômetro infravermelho (Incoterm® TCI1000). Os neonatos do grupo SHAM 
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não passaram pela hipóxia e foram mantidos em uma incubadora separada, 

mantida em normoxia (Fanem®, CT186TS). Ao final do procedimento, os ratos 

neonatos voltaram para a caixa-moradia. A Figura 3 mostra um esquema do 

procedimento de HI neonatal. 

 

Figura 3. Esquema representativo do modelo de HI neonatal. Primeiramente é feita uma incisão 

na porção ventral do pescoço do animal (em P7) para o isolamento e oclusão permanente da 

artéria carótida comum direita. Após, os animais retornam para recuperação na sua caixa-

moradia durante 75 minutos, e então são expostos a uma atmosfera hipóxica (92% de nitrogênio 

e 8% de oxigênio) por 75 minutos (Figura de autoria própria com base em (Tassinari., 2020). 

5.5.  Hipotermia Terapêutica 

Para realizar o tratamento de hipotermia terapêutica, primeiramente os 

ratos neonatos (previamente submetidos à HI) foram resfriados com o auxílio de 

uma bolsa de gelo envolta por uma compressa de gaze por 10 minutos, até que 

atingissem a temperatura de 32ºC. Após, os animais foram colocados em uma 

incubadora (Fanem®, CT186TS), onde havia uma caixa de acrílico com 8 

divisórias e cada rato foi colocado individualmente em uma divisória, assim 

evitando que os animais se agrupassem (o que poderia elevar a temperatura 

corporal). O fundo da caixa foi forrado com maravalha proveniente da caixa 

moradia do animal. A HT foi realizada durante um período de 5 horas 

ininterruptas e a temperatura da incubadora permaneceu entre 21ºC e 22ºC, para 

que a temperatura corporal dos filhotes fosse mantida em torno de 32ºC. A 

temperatura dos ratos neonatos foi aferida na cabeça a cada 15 minutos com o 

auxílio de um termômetro infravermelho (Incoterm® TCI1000). Caso a 

Oclusão da carótida 
comum direita 

92% Nitrogênio 
8% Oxigênio 
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temperatura dos ratos se aproximasse de 33ºC, eram colocadas bolsas de gelo 

na incubadora para que a temperatura baixasse; caso a temperatura se 

aproximasse dos 31ºC, a incubadora era ligada. Assim, foi possível manter a 

temperatura dos ratos em torno de 32ºC. Os ratos neonatos que não foram 

tratados com HT foram colocados em outra incubadora mantida em 33ºC para 

que os animais permanecessem em normotermia (temperatura corporal de 37ºC; 

a temperatura destes animais também foi aferida a cada 15 minutos). Passadas 

as 5 horas de HT, os animais foram reaquecidos lentamente, em uma mesa 

aquecedora envolta por uma compressa de gaze, aumentando 1ºC de 

temperatura corporal a cada 4 minutos, até atingirem a temperatura de 37ºC. 

Assim que a temperatura de 37ºC foi atingida, os animais foram devolvidos a sua 

caixa moradia, juntamente com os ratos que permaneceram em normotermia. A 

Figura 4 mostra as etapas do procedimento de hipotermia. 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema representativo do procedimento de HT. Primeiramente, os animais foram 

resfriados durante 10 minutos, até atingirem a temperatura corporal de 32ºC (A); em seguida, 

foram alocados na incubadora (B) na qual permaneceram durante 5 horas ininterruptas, 

mantendo a temperatura corporal em torno de 32 ºC (para isso, a temperatura da incubadora foi 

mantida em torno de 21ºC a 22ºC). A temperatura dos animais foi aferida de 15 em 15 minutos. 

Ao final da HT, os animais foram reaquecidos; os animais foram colocados sobre uma mesa 

aquecida (C) e permaneceram sobre a mesma até atingirem a temperatura de 37ºC (Figura de 

autoria própria). 

 

 

 

A 
B C 
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5.6.  Grupos Experimentais 

Para este trabalho, em P7, os ratos neonatos machos e fêmeas foram 

divididos em três grupos experimentais: SHAM, HI e HT (descritos abaixo). 

Grupo SHAM: os animais foram submetidos a uma cirurgia fictícia, ou 

seja, foram anestesiados, sofreram a manipulação cirúrgica, porém não tiveram 

a artéria carótida ocluída, além de terem sido mantidos em normóxia e 

normotermia durante todo o período experimental. 

Grupo HI: os animais foram submetidos ao procedimento de HI neonatal 

e foram mantidos em normotermia durante todo o período experimental. 

Grupo HT: os animais foram submetidos ao procedimento de HI 

neonatal e, logo após, foram submetidos ao tratamento de hipotermia 

terapêutica. 

5.7.  Desenho Experimental  

Para a realização deste trabalho, na idade de P7 os neonatos foram 

divididos em machos e fêmeas, pesados, marcados e distribuídos nos grupos 

experimentais SHAM, HI e HT. Os animais dos grupos HI e HT passaram pela 

cirurgia de oclusão da artéria carótida comum direita; já o grupo SHAM, passou 

pela cirurgia fictícia. Após a cirurgia, os neonatos foram devolvidos às suas 

respectivas caixas-mordia e permaneceram com a rata-mãe durante 75 minutos. 

Decorrido este tempo, os neonatos dos grupos HI e HT foram submetidos à 

hipóxia, em uma câmara com exposição a uma atmosfera contendo 8% de 

oxigênio durante 75 minutos, seguida de um período de recuperação de 90 

minutos. Após esse tempo, os animais do grupo HT foram tratados com 

hipotermia terapêutica durante 5 horas. Em P8, foram realizados os testes 

comportamentais de geotaxia negativa, reflexo de endireitamento, aversão à 

borda e teste de discriminação olfatória. As eutanásias ocorreram em P9, quando 

os animais tiveram os encéfalos coletados. O desenho experimental está 

apresentado na Figura 5. 
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Figura 5. Desenho experimental. Em P7, primeiramente os animais dos grupos HI e HT passaram pela cirurgia de oclusão da artér ia carótida comum direita 

(OC) e os animas do grupo SHAM passaram pela cirurgia fictícia (CF). Em seguida todos os animais foram para recuperação na sua caixa-moradia juntamente 

com as ratas-mães e então os animais dos grupos HI e HT foram expostos a uma atmosfera hipóxica (8% de oxigênio) por 75 minutos (os animais do grupo 

SHAM foram mantidos em normóxia); após, foram para a recuperação durante 90 minutos. Posteriormente, os animais do grupo HT foram tratados com 

hipotermia terapêutica durante 5 horas (os animais dos grupos SHAM e HI foram mantidos em normotermia). Em P8, foram realizados os testes 

comportamentais de geotaxia negativa, aversão à borda, discriminação olfatória e reflexo de endireitamento. Todo os testes foram realizados no mesmo horário 

e na mesma ordem para todas as ninhadas. Em P9, os animais foram eutanasiados e tiveram seus encéfalos coletados para análises posteriores (Figura de 

autoria própria). 
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5.8. Testes Comportamentais 

Com o objetivo de avaliar as respostas reflexas, motoras e a capacidade 

de reconhecer e se locomover dos neonatos, foram realizados quatro testes 

comportamentais. 

Todos os testes foram realizados em P8, sempre no mesmo horário, das 

15:00 às 19:00, iniciando pela geotaxia negativa, após a aversão à borda, 

seguido do reflexo de endireitamento e, por fim, do teste de discriminação 

olfatória. 

O detalhamento dos testes está descrito nos itens, 5.8.1., 5.8.2., 5.8.3. 

e 5.8.4. 

5.8.1. Geotaxia Negativa 

Este teste avalia a coordenação motora dos neonatos (Feather-

Schussler & Ferguson, 2016). Para este teste, os animais foram colocados em 

um plano inclinado com um ângulo de 35º, com a cabeça voltada para baixo e 

foi medida a latência para que o animal girasse 180º, ou seja, voltasse a cabeça 

para cima (conforme Figura 6), com o tempo máximo de 60 segundos (Feather-

Schussler & Ferguson, 2016; Sanches et al., 2017). A estrutura inclinada possuía 

uma rede para que o animal conseguisse se agarrar; em caso de queda, o teste 

foi realizado mais uma vez ao final. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Representação do teste comportamental de geotaxia negativa. Imagem representativa 

da resposta reflexa. A é a posição inicial do animal e B a posição final (Figura de autoria própria). 

 

 

 

A B 
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5.8.2. Aversão à Borda (“Cliff Aversion”) 

 Este teste avalia a força e a capacidade reflexa do neonato de se afastar 

de uma borda elevada (Feather-Schussler & Ferguson, 2016). Para realizar este 

teste os animais foram posicionados com os dígitos das patas dianteiras e o 

focinho sobre a borda de uma caixa de 20 cm de altura (Figura 7), que foi 

colocada sobre a bancada. Assim como no teste anterior, a superfície sobre a 

qual o rato foi posicionado possuía uma rede, para que o mesmo se mantivesse 

firme e não caísse. Foi cronometrado o tempo que o rato levava para se afastar 

da borda e girar em 90º, com o tempo máximo de 30 segundos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Representação do teste comportamental de aversão à borda. Imagem representativa 

da posição inicial do rato (Figura de autoria própria).  

 

5.8.3. Reflexo de Endireitamento  

Este teste avalia a resposta motora e a capacidade de reorientar a 

postura (Feather-Schussler & Ferguson, 2016). Para este teste, os animais 

foram posicionados sobre uma gaze que estava sobre a bancada, em decúbito 

dorsal (com as patas para cima) e então foi medida a latência para o animal 

retornar à posição de prona (apoiado sobre as quatro patas), conforme mostrado 

na Figura 8. O teste foi repetido três vezes, sendo que cada repetição ocorreu 

após todos os animais terem sido testados. Foi calculada a média das latências 

das três repetições. 
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Figura 8. Representação do teste do reflexo de endireitamento. Imagem representativa do teste: 

A representa a posição inicial do animal (em decúbito dorsal) e B a posição final, com o animal 

apoiada sobre as quatro patas (Figura de autoria própria). 

 

5.8.4. Teste de Discriminação Olfatória 

Este teste avalia a capacidade do animal de reconhecer e se locomover 

até a maravalha proveniente da caixa-moradia (Sanches et al., 2012). Os 

animais foram colocados em uma caixa de acrílico, com as medidas de 40 x 20 

x 20 centímetros. Em um dos lados da caixa foi colocada maravalha limpa e do 

outro lado foi colocada maravalha proveniente da caixa-moradia do animal. A 

maravalha ficava disposta ocupando 12 centímetros em direção ao centro da 

caixa. Cada rato foi posicionado no centro da caixa (onde não havia maravalha), 

com a cabeça voltada para frente, e então foi medida a latência para que o rato 

subisse com as 4 patas em cima da maravalha. O tempo máximo para que o 

animal cumprisse o teste era de 120 segundos. Após a realização do teste em 

todos os animais, eles foram testados novamente, mas desta vez mudando o 

lado da maravalha proveniente da caixa-moradia: se no primeiro teste a 

maravalha estava posicionada à esquerda do animal, na segunda rodada a 

maravalha foi posicionada do lado direito (conforme Figura 9). Caso o animal 

subisse na maravalha limpa, foi atribuído o tempo máximo para o mesmo e, se 

decorridos os 120 segundos, foi considerado que o animal falhou no teste e foi 

atribuído 120 segundos para o mesmo também. 
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Figura 9. Representação do teste comportamental de discriminação olfatória. O teste é realizado 

duas vezes para cada animal, sendo que em uma delas a maravalha proveniente da caixa-

moradia está posicionada do lado direito (A) e na outra a maravalha proveniente da caixa-

moradia está posicionada do lado esquerdo (B) do animal (Figura de autoria própria). 

 

5.9. Análises Histológicas 

Para realizar a análise histológica, em P9 os animais foram anestesiados 

com isoflurano e submetidos ao processo de perfusão transcardíaca para 

lavagem da árvore vascular e fixação dos encéfalos. Para o procedimento de 

perfusão transcardíaca, os animais foram anestesiados profundamente com o 

auxílio de uma câmara de gás, forrada com algodão contendo isoflurano. Em 

seguida, foram posicionados em decúbito dorsal, e um cone nasal foi utilizado 

para a manutenção da anestesia (mantida com isoflurano 5%). Em seguida, os 

animais anestesiados foram submetidos à toracotomia para exposição do 

coração. Após, foi introduzido um cateter do ventrículo esquerdo até a aorta. 

Neste momento, foi infundida solução salina (NaCl 0,9%) com o auxílio de uma 

bomba peristáltica e foi feito um corte no átrio direito para que a solução saísse; 

em seguida, os animais foram perfundidos com paraformaldeído (PFA) 4%. O 

volume de solução foi calculado conforme o peso do animal, sendo utilizado 1 

mL de NaCl por grama e 2 mL de PFA 4% por grama de peso corporal. Após a 

perfusão, os encéfalos foram dissecados e pós-fixados em PFA 4% por 24 horas; 

Direito  Esquerdo 

A B 
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passado esse tempo, os encéfalos foram mantidos em álcool 70% até a inclusão 

em parafina. 

Para a inclusão em parafina, os encéfalos foram desidratados em série 

alcoólica crescente e, após, foram posicionados em formas plásticas e 

embebidos em parafina e levados à geladeira para que os blocos de parafina 

solidificassem. Assim que prontos, os blocos foram seccionados com o auxílio 

de um micrótomo (Thermo Scientific/Micron). Os cortes foram realizados a 7 µm 

de espessura e coletados de forma seriada em lâminas histológicas 

gelatinizadas com um intervalo de 105 µm entre um corte e outro (ou seja, foi 

coletado um corte a cada 15 cortes). Os encéfalos foram seccionados de Bregma 

+1,60 mm até o Bregma -4,20 mm (Khazipov et al., 2015). Os cortes foram 

corados conforme descrito a seguir. 

5.9.1. Coloração de Nissl 

 A coloração de Nissl cora os corpúsculos de Nissl, que são estruturas 

granulares presentes nos neurônios (Junqueira & Carneiro, 2016; Li et al., 2015). 

Para esta coloração, as lâminas contendo os cortes foram desparafinizadas 2 

vezes com xilol, 5 minutos por vez, e em seguida foram colocadas em clorofórmio 

“overnight”. No dia seguinte, as lâminas foram reidratadas em imersão em álcool 

10%, por 2 minutos, e em seguida passaram para o álcool 95% por 2 minutos. 

Após, as lâminas foram coradas com violeta de cresila 0,1% por 15 minutos a 

40ºC. Decorrido o tempo de incubação, as lâminas foram lavadas com água 

destilada; em seguida, os cortes foram desidratados com álcool 100% por duas 

vezes de 5 minutos cada e, por fim, os cortes passaram por xilol, duas vezes de 

5 minutos cada. As lâminas foram finalizadas com meio de montagem 

(Permount®) e cobertas com lamínulas. 

5.9.2. Volume de Lesão Encefálica 

Para a análise do volume de lesão encefálica, imagens dos cortes corados 

com Nissl foram capturadas utilizando um scanner com resolução de 1200 x 

1200 dpi e as áreas dos hemisférios ipsilateral e contralateral foram medidas 

com o auxílio do software ImageJ (NIH, Bethesda, EUA). Para obter o volume de 

“lesão direta”, foi realizado o seguinte cálculo: Σ área da lesão x intervalo de 

cortes. 
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Para obter o percentual do volume de “lesão indireta”, isto é, o volume de 

lesão ipsilateral relativo ao volume do hemisfério contralateral (em percentual), 

foi aplicada a seguinte fórmula (Sun et al., 2015). 

Volume de lesão encefálica (%) = volume do hemisfério contralateral – volume do hemisfério ipsilateral x100 
                                                                             volume do hemisfério contralateral 

 

 

 

Figura 10. Medida de lesão cerebral. A figura representa as áreas que foram delimitadas e 

utilizadas para os cálculos dos volumes. No primeiro corte temos o lado ipsilateral e o lado 

contralateral, no segundo temos a área de lesão, no terceiro o hemisfério ipsilateral e no último 

corte o hemisfério contralateral à lesão. Orientação da figura: Do, dorsal; V, ventral; D, direito, E, 

esquerdo.  Barra de calibração 0,5 cm (Figura de autoria própria com base em Buscemi e 

colaboradores (Buscemi et al., 2021)). 

5.9.3. Contagem das Células  

Os cortes corados com Nissl também foram utilizadas para realizar as 

capturas das imagens nas áreas de CA1 e do giro denteado do hipocampo do 

Bregma -2,60 mm ao Bregma -3,00, com o objetivo de realizar a contagem dos 

neurônios piramidais. As imagens foram capturadas com um microscópio 

invertido (Zeiss) com o aumento de 400x. Foram contados todos os neurônios 

piramidais presentes no campo (área de 3800 µm2). Para essa análise foram 

utilizados 5 animais de cada grupo experimental e foram capturados cinco cortes 

por animal (para cada corte, foram capturadas 6 imagens, sendo elas: 

hipocampo ipsilateral e contralateral, CA1 ipsilateral e contralateral e GD 

ipsilateral e contralateral). 
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5.9.4. Fluoro-Jade B 

 Para avaliar a degeneração neuronal (Schmued et al., 1997), foi utilizada 

a técnica de Fluoro-Jade B. Para isso, as lâminas foram desparafinizadas 2 

vezes com xilol, 5 minutos por vez, e em seguida, hidratadas por imersão em 

álcool, nas concentrações de 100%, 90%, 80% e 70%. Após, foram realizadas 

quatro lavagens, a primeira com água destilada por 2 minutos, a segunda com 

permanganato de potássio (0,06%) durante 10 minutos, a terceira com PBS três 

vezes, durante 5 minutos cada vez e, por fim, as lâminas foram lavadas 

novamente com água destilada. Após, as lâminas foram mergulhadas na solução 

contendo o corante Fluoro-Jade (0,0004%) por 20 minutos e lavadas com PBS 

três vezes, durante 5 minutos cada vez. Por fim, as lâminas foram lavadas com 

PBS três vezes, o excesso de líquido foi retirado e as lâminas foram montadas 

com meio de montagem (Fluoromouth®) e cobertas com lamínulas. 

5.9.5. Contagem de Células Fluoro-Jade+ 

Assim que coradas com Fluoro-Jade B, as lâminas foram utilizadas para 

realizar as capturas das imagens nas áreas do hipocampo de CA1 e giro 

denteado (Bregma -2,60 mm a -3,00 mm), com o objetivo de quantificar os 

neurônios em degeneração. As imagens foram capturadas com um microscópio 

invertido (Zeiss) com o aumento de 400x, utilizando o filtro verde para Fluoro-

Jade. Foram contados todos os neurônios piramidais marcados com Fluoro-Jade 

B presentes no campo (área de 3800 µm2). Foram capturados cinco cortes por 

animal (6 imagens por corte, sendo elas: hipocampo ipsilateral e contralateral, 

CA1 ipsilateral e contralateral e GD ipsilateral e contralateral). 

5.10. Análise Estatística  

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov. Os dados paramétricos, foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) de uma via seguida do post hoc de Tukey para comparações múltiplas. 

Os dados não-paramétricos foram avaliados por Kruskall-Wallis seguido do teste 

Dunn.  Para o teste de discriminação olfatória foi utilizado ANOVA de duas vias 

(fatores avaliados: sexo e lado da maravalha proveniente da caixa-moradia ou 

grupo experimental e lado da maravalha), seguida de Tukey. A significância 

aceita foi de p<0,05. 
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6. RESULTADOS 

6.1. Taxa de Mortalidade 

 Para esta dissertação foram usadas 14 ninhadas, cada uma com 8 

neonatos, totalizando 112 animais. Destes, 8 morreram nos grupos HI (2 machos 

e 3 fêmeas) e HT (1 machos e 2 fêmeas), correspondendo a uma taxa de 

mortalidade de 7,14%. As mortes ocorreram durante a cirurgia ou durante a 

hipóxia, conforme Tabela 1. 

Tabela 1. Taxa de mortalidade dos animais ao longo dos experimentos 

 

 Nº de animais % 

Total de animais 112 100% 

Animais que morreram 8 7,14% 

   

Causas da morte   

Rompimento da carótida 6 5,36% 

Durante a hipóxia 2 1,78% 

6.2.  Controle da Temperatura   

 Durante as 5 horas do tratamento com hipotermia terapêutica, os animais 

dos grupos SHAM e HI foram mantidos em normotermia, ou seja, com a 

temperatura corporal em torno de 37ºC; já nos animais do grupo HT, a 

temperatura corporal foi mantida em torno de 32ºC. Na Figura 11, pode-se 

observar os valores da temperatura dos animais de todos os grupos 

experimentais ao longo das 5h de hipotermia, tanto em machos (A) quanto em 

fêmeas (B). 
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Figura 11. Temperatura corporal dos animais durante o procedimento de hipotermia. A 

temperatura corporal dos animais machos (A) e fêmeas (B) foi aferida a cada 15 minutos. A 

temperatura dos animais dos grupos SHAM e HI se manteve em torno dos 37ºC e a temperatura 

do grupo HT se manteve em torno dos 32ºC. Os resultados estão apresentados como média±erro 

padrão da média. 

6.3. Controle do Peso Corporal 

 O peso corporal dos animais foi verificado nas idades de P7, P8 e P9 (ao 

longo de todo experimento). Conforme mostrado na Figura 10, todos os animais 

ganharam peso, porém isto não ocorreu na mesma proporção nos animais dos 

grupos HI e HT quando comparados ao grupo SHAM. Em P8 e P9, nos machos 

(Figura 10A) dos grupos HI e HT, o peso corporal foi menor em relação ao grupo 

SHAM e nas fêmeas. (Figura 10B) também foi observado um menor peso 

corporal no grupo HT em relação ao SHAM, tanto em P8 quanto em P9. 

Para permitir uma análise do perfil do peso ao longo dos 3 dias de 

avaliação, foi analisada a área sob a curva (ASC) dos pesos dos animais, 

conforme mostrado na Figura 10. A ASC dos animais dos grupos HI e HT foi 

significativamente menor em relação ao grupo SHAM. Além disso, a ASC dos 

animais HT foi menor em relação aos animais do grupo HI, o que foi observado 

tanto em machos (F(2,48)= 0,67; p=0,515) quanto em fêmeas (F(2,46)= 2,11; 

p=0,113). 
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Figura 12. Peso corporal. Os animais foram pesados de P7 até P9. Nos machos dos grupos HI 

e HT (A), nas idades de P8 e P9, o peso corporal foi menor em relação ao grupo SHAM. Nas 

fêmeas do grupo HT (C), nas idades de P8 e P9, o peso corporal foi menor em relação ao grupo 

SHAM. (*p<0,05, ANOVA seguida de Tukey). Em relação à área sob a curva (ASC), foi observada 

uma diferença nos grupos HI e HT em relação ao grupo SHAM. Além disso, um menor valor de 

ASC foi observado nos animais do grupo HT, em relação ao grupo HI, tanto em machos (B) 

quanto em fêmeas (D) (*p<0,05 em relação ao grupo SHAM; #p<0,05 em relação ao grupo HI). 
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6.4. Testes Comportamentais 

6.4.1. Geotaxia Negativa 

 Conforme observado na Figura 12, na análise da geotaxia negativa, a 

ANOVA não demonstrou diferenças significativas entre os grupo na latência para 

a execução do teste, nem em machos (A) (F(2,49)= 4,09; p=0,022), nem nas 

fêmeas (B) (F(2,47)= 2,68; p=0,078).  

 
 
Figura 13. Latência para a realização do teste de geotaxia negativa. Não houve diferença 

significativa entre os grupos, tanto em machos (A), quanto em fêmeas (B). Resultados 

representados como média±erro padrão da média (p<0,05, ANOVA seguida de Tukey). 



42 
 

6.4.2. Aversão à Borda (“Cliff Aversion”) 

 Conforme mostrado na Figura 13, na análise do comportamento de 

aversão à borda, o teste de Kruskal-Wallis, não detectou diferenças significativas 

entre os grupos, tanto em machos (A), quanto em fêmeas (B) (machos: 

H(2)=24,05; p<0,001; fêmeas: H(2)=28,85; p<0,001). 

Figura 14. Latência para a realização do teste de aversão à borda. Não houve diferença 

significativa entre os grupos, em ambos os sexos, machos (A) e fêmeas (B). Resultados 

apresentados como mediana, intervalos interquartis (25º e 75º percentis) (caixas) e valores 

mínimo e máximo (barras). (p>0,05, Kruskal-Wallis seguido de Dunn). 
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6.4.3. Reflexo de Endireitamento 

 Conforme mostrado na Figura 14, no reflexo de endireitamento, a ANOVA 

não detectou diferenças significativas entre os grupos na latência para completar 

o teste em machos (A) (F(2,49 =4,09, p=0,0226). Entretanto, as fêmeas (B) do 

grupo HI tiveram uma menor latência em comparação ao grupo SHAM (F (2,48) = 

1,94, p=0,1551). 

 

 

 

Figura 15. Latência para a realização do teste de reflexo de endireitamento. Não houve diferença 

significativa entre os grupos nos machos (A). Já nas fêmeas (B), os animais do grupo HI tiveram 

uma menor latência em comparação aos animais do grupo SHAM. Resultados representados 

como média±erro padrão da média (*p< 0,05 em relação ao grupo SHAM, ANOVA seguido de 

Tukey). 

6.4.4. Teste de Discriminação Olfatória 

 Conforme mostrado na Figura 15, no teste de discriminação olfatória, a 

ANOVA de duas vias seguida de Tukey não demonstrou efeito dos fatores sexo 

e lado da maravalha proveniente da caixa-moradia (direito ou esquerdo), tanto 

em machos (A e C), quanto em fêmeas (B e D) (machos: F(2,99)=0,153; p=0,554; 

fêmeas: F(2,95)=0,225; p=0,918). Também não se observou interação entre os 

fatores (machos: F(2,99)=0,153; p=0,8577; fêmeas: F(2,95)=0,0855; p=0,918) 

Também não se observou efeito dos fatores grupo experimental e lado da 

maravalha (machos: F(1,99)=0,351; p=0,182; fêmeas: F(1,95)=1,124; p=0,291), os 

quais também não mostraram interação (machos: F(2,99)=0,139; p=0,870; 

fêmeas: F(2,95)=0,085; p=0,798). 
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Figura 16. Latência para a realização do teste de discriminação olfatória. Não foram observadas 

diferenças significativas em machos (A e C) e em fêmeas (B e D), nem quanto a maravalha 

proveniente da moradia estava do lado direito (A e B), nem quando estava do lado esquerdo (B 

e D). Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas. Dados expressos como 

mediana, intervalos interquartis (25º e 75º percentis) (caixas) e valores mínimo e máximo 

(barras). (p<0,05, ANOVA de duas vias, seguida de Tukey). 
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6.5. Volume de Lesão 

 A Figura 17A mostra as imagens representativas de cortes dos encéfalos 

dos animais experimentais, nos quais é possível observar a lesão produzida pela 

HI. Em B e C, está apresentada a porcentagem do volume de lesão encefálica 

indireto, ou seja, expresso em relação ao volume do hemisfério contralateral, em 

machos (B) e fêmeas (C). Podemos observar que nos machos (B) os animais 

dos grupos HI e HT tiveram um maior volume (%) de lesão encefálica, quando 

comparados aos animais do grupo SHAM; entretanto quando comparados os 

animais dos grupos HI e HT, houve diferença significativa com uma redução do 

volume de lesão nos animais do grupo HT (F(2,12)=1,142; p=0,351). Nas fêmeas, 

os animais dos grupos HI e HT tiveram um maior percentual de volume de lesão 

encefálica, quando comparados aos animais do grupo SHAM (C) (F(2,12)=0,4011; 

p=0,678). Em D e E está apresentado o volume de lesão encefálica direto, sendo 

possível observar que nos machos (D) os animais dos grupos HI e HT tiveram 

uma lesão maior, quando comparados ao grupo SHAM (F(2,12)=1,838; p=0,201).  

O mesmo padrão de resposta foi observado nas fêmeas (E), com os animais dos 

grupos HI e HT apresentando um maior volume de lesão em comparação ao 

grupo SHAM (F(2,12)=2,852; p=0,097). 
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Figura 17. Volume de lesão encefálica. A figura A apresenta fotomicrografias representativas de 

cortes cerebrais dos grupos SHAM, HI e HT corados com o corante violeta cresila. As áreas 

coradas em roxo representam regiões com células viáveis e as regiões não-coradas representam 

a área de lesão tecidual. Barra de calibração 0,5 cm. Nos machos, os animais dos grupos HI e 

HT apresentaram uma maior % de volume de lesão encefálica indireta em comparação ao grupo 

SHAM, e quando comparados os animais dos grupos HI e HT, os animais do grupo HT tiveram 

uma redução no volume de lesão (B); nas fêmeas, os animais dos grupos HI e HT tiveram uma 

maior % de lesão encefálica quando comparados aos animais do grupo SHAM (C). Quando 

calculado o volume de lesão direto, os animais dos grupos HI e HT tiveram um maior volume de 

lesão em comparação ao grupo SHAM, tanto nos machos (D) quanto nas fêmeas (E). Resultados 

representados como média±erro padrão da média (*p<0,05 em relação ao grupo SHAM; #p<0,05 

em relação ao grupo HI; ANOVA seguida de Tukey). 

A 
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6.6.  Contagem de Neurônios 

A Figura 18 ilustra o resultado das contagens de neurônios corados com 

violeta cresila. As fotomicrografias representam os grupos SHAM, HI e HT em 

machos e fêmeas, mostrando o hipocampo ipsilateral à lesão no aumento de 50x 

e as respectivas regiões de interesse, CA1 e giro denteado (GD), no aumento de 

400x. Nestas regiões, foi contado o número total de neurônios nos lados 

ipsilateral e contralateral à lesão. Na Figura 19, os gráficos de A-D apresentam 

os resultados das contagens de neurônios nas regiões de interesse, no aumento 

de 400x, na região de CA1. No lado ipsilateral à lesão, os animais machos (A) 

dos grupos HI e HT apresentaram um menor número de neurônios quando 

comparado aos animais do grupo SHAM; entretanto, os animais do grupo HT 

tiveram um número ligeiramente maior de neurônios em relação ao grupo HI 

(F(2,71)=5,636; p=0,053). No lado contralateral à lesão, nos animais machos (B), 

não houve diferença significativa entre os grupos experimentais (F(2,72)=0,496; 

p=0,610). As fêmeas dos grupos HI e HT apresentaram um menor número de 

neurônios em relação ao grupo SHAM no lado ipsilateral à lesão; quando 

comparados os animais dos grupos HI e HT, os animais do grupo HT tiveram um 

melhor desfecho, com um maior número de neurônios em relação ao grupo HI 

(C) (F(2,72)=1,977; p=0,145). Não houve diferença significativa nas fêmeas no 

hemisfério cerebral contralateral à isquemia carotídea (D) (F(2,72)=3,745; 

p=0,028). Os gráficos de E-H apresentam os resultados das contagens de 

neurônios nas regiões de interesse, no aumento de 400x, na região do GD. No 

lado ipsilateral à lesão, os animais machos dos grupos HI e HT tiveram um menor 

número de neurônios em relação ao grupo SHAM (E) (F(2,69)=0,869; p=0,423); já 

no lado contralateral, não houve diferença significativa entre os grupos (F) 

(F(2,72)=0,718; p=0,490). Nas fêmeas, no lado ipsilateral à lesão, os animais dos 

grupos HI e HT apresentaram um menor número de neurônios em comparação 

ao grupo SHAM (G) (F(2,66)=0,496; p=<0,0001) e no hemisfério contralateral (H) 

não houve diferença significativa entre os grupos (H) (F(2,70)=3,836; p=0,026). 
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Figura 18. Imagens representativas dos cortes histológicos do hipocampo corados pela técnica de Nissl. A figura mostra fotomicrografias do hipocampo 

ipsilateral e as áreas representativas das regiões de interesse óptico utilizadas nas contagens de neurônios, sendo elas CA1 e GD. Na primeira linha horizontal 

está o hipocampo, com o aumento de 50x e nas linhas seguintes está a ampliação em 400x da área de interesse óptico das duas regiões (CA1 e GD). Barra 

de calibração 100µM. 
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Figura 19. Contagem de neurônios: As figuras A-D representam as contagens na região de CA1 e as figuras E-H representam as contagens na região do GD. 

Em A os animais machos dos grupos HI e HT tiveram um menor número de neurônios no hemisfério ipsilateral quando comparados aos animais do grupo 

SHAM, enquanto os animais do grupo HT tiveram um maior número de neurônios em relação ao grupo HI. Em B, nos animais machos não houve diferença 

significativa entre os grupos no hemisfério contralateral. Em C, as fêmeas dos grupos HI e HT obtiveram um menor número de neurônios em relação ao grupo 

SHAM no hemisfério ipsilateral à lesão e quando comparados os animais dos grupos HI e HT, os animais do grupo HT obtiveram um maior número de neurônios. 

Na Figura D, não houve diferença significativa nas fêmeas no hemisfério contralateral à lesão. Em E, os animais machos dos grupos HI e HT tiveram um menor 

número de neurônios em relação ao grupo SHAM no lado ipsilateral. Em F, não houve diferença significativa entre os grupos nos animais do sexo masculino, 

no giro denteado contralateral. Em G, as fêmeas dos grupos HI e HT apresentaram um menor número de neurônios em comparação ao grupo SHAM no giro 

denteado ipsilateral à lesão. Em H, não houve diferença significativa entre os grupos nas fêmeas, no giro denteado contralateral. Resultados representados 

como média±erro padrão da média (*p<0,05 em relação ao grupo SHAM; #p<0,05 em relação ao grupo HI; ANOVA seguida de Tukey).
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6.7. Contagem de neurônios em degeneração 

A Figura 20 ilustra o resultado das contagens de neurônios em 

degeneração marcados com Fluoro-Jade B. São mostradas fotomicrografias dos 

grupos SHAM, HI e HT em machos e fêmeas, nas regiões de interesse CA1 e 

GD, no aumento de 400x nos lados ipsilateral e contralateral à lesão. Nestas 

regiões, foi contado o número de neurônios em degeneração. A Figura 21, 

mostra os gráficos com os resultados destas contagens. De A-D estão 

apresentados os resultados das contagens de neurônios em degeneração nas 

regiões de interesse, no aumento de 400x, na região de CA1. No lado ipsilateral 

à lesão, os animais machos do grupo HI tiveram um maior número de neurônios 

em degeneração quando comparados aos animais do grupo SHAM (A) 

(F(2,12)=2,510; p=0,122), enquanto no lado contralateral à lesão, não houve 

diferença significativa entre os grupos experimentais (B) (F(2,12)=2,667; 

p=0,1101). Nas fêmeas, no lado ipsilateral à lesão, os animais dos grupos HI e 

HT apresentaram um maior número de neurônios em degeneração, quando 

comparados ao grupo SHAM, e quando comparados os animais dos grupos HI 

e HT, os animais do grupo HT tiveram uma menor degeneração (C) 

(F(2,12)=3,418; p=0,066); já no lado contralateral à lesão, não houve diferença 

significativa entre os grupos experimentais na região de CA1 das fêmeas (D) 

(F(2,12)=6,000; p=0,015). Os gráficos de E-H apresentam os resultados das 

contagens de neurônios marcados com Fluoro-Jade B nas regiões de interesse, 

no aumento de 400, na região do GD. No lado ipsilateral à lesão, os animais 

machos do grupo HI tiveram um maior número de neurônios em degeneração 

em relação ao grupo SHAM e quando comparados os animais dos grupos HI e 

HT, os animais do grupo HT tiveram um menor número de neurônios em 

degeneração (E) (F(2,12)=1,400; p=0,284); já no lado contralateral, não houve 

diferença significativa (F) (F(2,12)=1,667; p=0,229). Nas fêmeas, no lado ipsilateral 

à lesão, os animais dos grupos HI e HT apresentaram um maior número de 

neurônios em degeneração, quando comparados ao grupo SHAM (G) 

(F(2,12)=2,402; p=0,136) e no lado contralateral não houve diferença significativa 

entre os grupos (H) (F(2,70)=6,000; p=0,015). 
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Figura 20. Contagem de neurônios em degeneração marcados com Fluoro-Jade B. A figura mostra fotomicrografias nos lados ipsilateral e contralateral à lesão 

e as áreas representativas das regiões de interesse óptico utilizadas nas contagens de neurônios corados pela técnica de Fluoro-Jade B, sendo elas CA1 e 

GD. Na primeira linha horizontal está a região de CA1, com o aumento de 400x e na segunda linha está representada a região do GD, com o aumento de 400x, 

ambas do lado ipsilateral à lesão. Na terceira e quarta linha as mesmas regiões, do lado contralateral à lesão. Barra de calibração 100µM. 
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Figura 21. Contagem de neurônios marcados com Fluoro-Jade B: As figuras A-D representam as contagens na região de CA1 e as figuras E-H representam 

as contagens na região do GD. Em A os animais machos do grupo HI tiveram um maior número de neurônios em degeneração quando comparados aos 

animais do grupo SHAM. Em B, nos machos, não houve diferença significativa entre os grupos experimentais no hemisfério contralateral. Em C, no lado 

ipsilateral, as fêmeas do grupo HI tiveram um maior número de neurônios em degeneração em relação ao grupo SHAM e quando comparados os animais dos 

grupos HI e HT, os animais do grupo HT tiveram uma menor quantidade de células Fluoro-Jade+. Em D, nas fêmeas, não houve diferença significativa entre 

os grupos experimentais no hemisfério contralateral. Em E, os animais machos do grupo HI tiveram um maior número de neurônios em degeneração em 

relação ao grupo SHAM; quando comparados os animais dos grupos HI e HT, os animais do grupo HT tiveram um menor número de neurônios em degeneração 

no hemisfério ipsilateral. Em F, não houve diferença significativa entre os grupos nos animais do sexo masculino no hemisfério contralateral. Em G, nas fêmeas, 

os animais dos grupos HI e HT apresentaram um maior número de neurônios em degeneração em comparação ao grupo SHAM no lado ipsilateral. Em H, não 

houve diferença significativa entre os grupos nas fêmeas, no hemisfério contralateral. Resultados representados como média±erro padrão da média (*p<0,05 

em relação ao grupo SHAM; #p<0,05 em relação ao grupo HI; ANOVA seguida de Tukey).
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7. DISCUSSÃO 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a curto prazo os efeitos da 

hipotermia terapêutica, bem como seu possível papel neuroprotetor, em ratos 

submetidos ao modelo de hipóxia-isquemia neonatal. Foram avaliados o peso 

corporal, parâmetros comportamentais e o volume de lesão encefálica, além de 

ter sido realizada a contagem de neurônios hipocampais, bem como das células 

em processo de degeneração. 

Para avaliar os efeitos da HI neonatal em animais, foi utilizado o modelo 

de Rice e Vannucci (Rice et al., 1981). No presente estudo, a mortalidade foi de 

7,14%. Isso pode ser explicado em parte pelo tempo utilizado de hipóxia, que foi 

de 75 minutos, enquanto outros estudos utilizam tempos maiores de hipóxia, de 

90 minutos a 120 minutos (Sabir et al., 2021; Wood et al., 2020). Já foi 

demonstrado que o tempo de hipóxia, assim como a temperatura e a umidade 

do ar atuam diretamente na severidade da lesão (Sabir et al., 2021; Wood et al., 

2020). A taxa de mortalidade de trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa 

utilizando esse modelo foi em torno de 20% com o tempo de hipóxia de 90 

minutos (Fabres et al., 2020) e de 13% com 60 minutos de hipóxia (Tassinari et 

al., 2020). Porém, nestes dois trabalhos anteriores, houve uma maior 

manipulação dos animais, pois os experimentos envolviam a administração 

(subcutânea ou intraperitoneal) de possíveis agentes neuroprotetores em 

diferentes momentos pós-HI, gerando uma maior estresse e perda de peso dos 

animais, fatores esses que podem contribuir para a mortalidade. Além do fato 

que o presente estudo só acompanhou os animais por 48 horas (P9), enquanto 

os trabalhos citados acima acompanharam até P21, sendo que nesse período 

de P9 até P21 pode ocorrer uma maior mortalidade. 

De maneira geral, os animais submetidos à hipóxia-isquemia neonatal 

apresentam uma lesão no hemisfério ipsilateral à artéria carótida ocluída, sendo 

observados danos principalmente no córtex cerebral, substância branca 

periventricular, no estriado, no tálamo e no hipocampo. Esses danos não são 

observados no hemisfério contralateral (Vannucci & Hagberg, 2004). Esse 

mesmo padrão de lesão foi o resultado obtido com este trabalho, comprovando 
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assim que o modelo está bem padronizado e sendo executado de maneira 

correta. 

Os danos causados pela HI variam de morte neuronal, por necrose e 

apoptose ao infarto generalizado na região, podendo ocorrer a associação 

destes (Johnston, 2001; Rice et al., 1981). 

A HT é usada na prática clínica por possuir efeitos neuroprotetores em 

lesão cerebral após um evento hipóxico-isquêmico (Chakkarapani et al., 2021; 

Hobbs et al., 2008). Porém, ela possui algumas limitações: sua janela terapêutica 

é curta, devendo ser iniciada em até 6 horas após o evento hipóxico-isquêmico 

em humanos (Alzaga et al., 2006; Sabir et al., 2021; Varon & Acosta, 2008). Isso 

se torna um desafio para pacientes de localidades mais distantes de hospitais 

que realizam o tratamento. Sabendo dessa limitação, é importante que se 

entendam os mecanismos pós-HI desencadeados pela HT, para que assim haja 

um melhor direcionamento de pesquisas voltadas para terapias complementares 

e um aprimoramento na aplicação da HT em recém-nascidos humanos. 

Para que esse atraso no início do tratamento hipotérmico fosse 

mimetizado em nosso modelo, após os 75 minutos de hipóxia os ratos neonatos 

permaneceram em recuperação durante 90 minutos, ou seja, o tempo que os 

ratos permaneceram com as ratas-mãe. Só após esse período de recuperação 

é que o procedimento de HT foi iniciado. Um trabalho prévio de nosso grupo já 

avaliou o início da HT em diferentes momentos (janelas terapêuticas) e mostrou 

que o tratamento hipotérmico é efetivo se iniciado em até 2 horas após a HI em 

ratos (Fabres et al., 2021). A partir desses resultados, o presente estudo iniciou 

o tratamento 1h30 minutos após a hipóxia e a HT teve duração de 5 horas. Na 

clínica humana, é recomendado um reaquecimento lento após a hipotermia, com 

uma taxa de 0,5ºC por hora (Roehr et al., 2011). Contudo, na literatura, existem 

poucos estudos avaliando o efeito do reaquecimento e seus benefícios. Devido 

aos possíveis efeitos do reaquecimento, neste trabalho o reaquecimento (dos 

32ºC para os 37ºC) durou em torno de 20 minutos. 

O peso corporal pode fornecer informações sobre os efeitos protetores 

da HT, sabendo que a HI pode levar a déficits motores, que causam dificuldades 

de alimentação e afetam o ganho de peso dos animais (Fabres et al., 2020). 

O resultado do peso corporal mostrou uma redução no ganho de peso 

nos animais dos grupos HI e HT quando comparados ao grupo SHAM. Trabalhos 
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anteriores do grupo também já observaram essa redução(Fabres et al., 2020; 

Nunes, 2021). Isso pode estar relacionado aos déficits motores causados pela 

HI (Lubics et al., 2005; Volpe & Zipurksy, 2001). Recentemente, um estudo 

observou que a exposição isolada de animais neonatos à HT, sem indução 

prévia de nenhum tipo de lesão, diminuiu o ganho de peso dos animais, 

sugerindo que a HT pode ter um efeito no ganho de peso. O estudo utilizou o 

modelo de anóxia, no qual não ocorre a oclusão da artéria carótida comum, e 

foram utilizados ratos neonatos com 30 horas de vida, ou seja, o equivalente a 

um recém-nascido humano prematuro (Matsuda et al., 2021). Estes dados estão 

de acordo com o presente estudo, onde se observa que a HT não é capaz de 

prevenir a perda de peso causada pela HI, provavelmente porque a própria HT 

tem um impacto sobre o ganho. 

Para verificar se os déficits motores e cognitivos causados pela HI 

influenciam nas demais condições dos animais, foram realizados testes 

comportamentais. É importante que ao avaliar o resultado do tratamento para a 

lesão cerebral induzida pela HI, se avaliem as respostas comportamentais, não 

somente apenas a lesão cerebral em si (Fan et al., 1997). 

Além disso, apesar de muitos estudos utilizarem apenas animais 

neonatos do sexo masculino, tem ficado cada vez mais clara a importância de 

se avaliar o dimorfismo sexual (Netto et al., 2017). Isso motivou a realização da 

avaliação comportamental separadamente em machos e fêmeas no presente 

estudo. 

O reflexo de endireitamento foi o único teste comportamental que 

apresentou uma diferença significativa entre os grupos experimentais. Essa 

diferença foi observada nas fêmeas do grupo HI, que apresentaram uma menor 

latência para a execução do teste, em relação aos animais do grupo SHAM. Esse 

teste avalia a função e coordenação motora dos animais, é um reflexo rápido e 

seus resultados são conflitantes na literatura. Há relatos que as fêmeas do grupo 

HI são mais afetadas (Peterson et al., 2015)  e outros que os machos são os 

mais prejudicados (Huang et al., 2016). Outros estudos sugerem que há uma 

maior latência neste reflexo nas idades iniciais em metodologias que utilizam de 

90 a 120 minutos de hipóxia (Jatana et al., 2006; Roumes et al., 2021). Uma 

possível explicação para a redução da latência no grupo HI é que talvez o menor 

peso corporal possa facilitar a execução do comportamento motor. Entretanto, 
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isso não explica a ausência de alteração na latência nas fêmeas do grupo HT e 

nos machos dos grupos HI e HT (que também tiveram um menor peso em 

relação ao SHAM). Mais estudos são necessários para avaliar de maneira 

correta a contribuição de fatores neurológicos para os resultados 

comportamentais. 

O teste de geotaxia negativa tem o objetivo de avaliar a coordenação 

motora dos neonatos (Feather-Schussler & Ferguson, 2016). Os machos têm 

uma maior tendência a serem vulneráveis aos danos analisados por este teste 

(Huang et al., 2016; Waddell et al., 2016). Porém, neste estudo, não houve 

diferença no desempenho dos animais entre os grupos experimentais nem entre 

os machos, nem entre as fêmeas. Na literatura, é discutida a utilização deste 

teste em roedores neonatos, uma vez que seus resultados são controversos. 

Alguns autores defendem que animais não-lesionados parecem desempenhar 

um comportamento oposto, que denominam de ‘geotaxia positiva’, orientando-

se com a cabeça para a base do plano inclinado, ao invés de para o ápice, e que 

o comportamento pode ocorrer em resposta à instabilidade postural causada 

pela inclinação, e não à gravidade (Kreider & Blumberg, 1999; Motz & Alberts, 

2005). Isso corrobora estudos basais que observaram que os animais nem 

sempre apresentavam a tendência a orientar-se com o focinho para cima no 

plano inclinado, sendo esse comportamento dependente da inclinação do plano, 

ou até mesmo do substrato (Kreider & Blumberg, 1999).  

O “cliff avoidance” é um teste que avalia a força e a capacidade reflexa 

do neonato de se afastar de uma borda elevada (Feather-Schussler & Ferguson, 

2016). Neste teste não foram observadas diferenças dimórficas entre os grupos. 

Estudos já demonstraram que animais que passaram pela HI levam mais tempo 

para desenvolver a resposta neste teste (Lubics et al., 2005; Rocha et al., 2021). 

O mesmo foi visto em um trabalho do grupo, onde foi observada uma menor 

latência nas fêmeas do grupos HI em P12 (Nunes, 2021), o que não foi 

observado em P8, no presente estudo. Em um modelo de hidrocefalia em 

camundongos neonatos, foi observado um aumento da latência no teste de 

aversão à borda (Femi-Akinlosotu & Shokunbi, 2020; Robinson et al., 2018). 

O teste de discriminação olfatória tem o objetivo de avaliar a capacidade 

do animal de reconhecer e se locomover até a maravalha proveniente da caixa-

moradia (Tonkiss et al., 1996). Buelke-Sam e colaboradores (1984) descreveram 
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que neonatos machos são mais sensíveis, ou seja, respondem melhor a 

estímulos olfatórios, quando comparados às fêmeas. No presente estudo, os 

neonatos foram testados duas vezes, com a finalidade de avaliar se o lado da 

maravalha proveniente da caixa-moradia influenciava na resposta dos ratos, 

uma vez que em cada teste a maravalha era posicionada do lado direito, 

ipsilateral, e do lado esquerdo, contralateral à lesão. Porém, não houve diferença 

significativa entre os animais dos grupos SHAM, HI e HT de ambos os sexos. Na 

literatura são encontrados dois estudos, ambos do mesmo grupo de pesquisa, 

que utilizam este comportamento para avaliar os efeitos da HI (Sanches et al., 

2012, 2015), nos os animais que passaram pela HI apresentaram a mesma 

latência, tanto em machos quanto em fêmeas. 

De modo geral, os resultados comportamentais do presente estudo são 

consistentes com um trabalho prévio de nosso grupo de pesquisa (Nunes, 2021), 

no qual foi feito um acompanhamento dos animais de P8 até P21. Foi observado 

que em P8 não houve diferença significativa nos testes comportamentais, nem 

em animais do grupo HI, nem em animais do grupo HT, de ambos os sexos. Um 

estudo mostra que os animais submetidos à HI tendem a ter um pior 

desempenho em testes comportamentais devido à integridade neurológica, 

assim como o baixo peso corporal nos animais que passaram pela HI, contudo, 

essas deficiências parecem ser recuperáveis (Fan et al., 2005).  Além disso, a 

idade da realização do teste parece ser outro fator importante. 

Os déficits sensório-motores observados nos testes comportamentais 

refletem o comprometimento da funcionalidade do sistema nervoso, sendo 

possível inferir o grau de dano a partir desses resultados. Contudo, é importante, 

também, realizar análises diretas de dano ao tecido encefálico, com a avaliação 

histopatológica da lesão (Schaar et al., 2010). Neste trabalho, os resultados 

confirmam que o procedimento de HI foi capaz de produzir lesão encefálica, 

observada no hemisfério ipsilateral à isquemia, quando comparado ao lado 

contralateral. A HT não reverteu totalmente a lesão causada pela HI a curto 

prazo. Em cortes corados com cresil violeta, pode-se observar, nos grupos HI e 

HT, qualitativamente, que o hemisfério contralateral apresentou coloração em 

todos os grupos, enquanto o lado ipsilateral dos grupos HI e HT apresentou uma 

perda dessa coloração (apresentando-se esbranquiçado), o que reflete a perda 

de células nessa região. Por outro lado, nos animais do grupo SHAM, o aspecto 
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do hemisfério ipsilateral é semelhante ao do contralateral, não lesionado, uma 

vez que esses animais passaram pelos procedimentos cirúrgicos de maneira 

fictícia, não tendo sua carótida ocluída e sendo mantidos em normoxia. Essa 

coloração é uma característica da técnica de Nissl, técnica que cora os 

corpúsculos de Nissl, estruturas granulares presentes em neurônios (Junqueira 

& Carneiro, 2016; Li et al., 2015), sendo essa técnica utilizada por diversos 

estudos para quantificar o volume de lesão e realizar a contagem de neurônios 

(Alonso-Alconada et al., 2012; Biran et al., 2006; Derugin et al., 2005; Hattori et 

al., 2015; Pathipati et al., 2021; Rocha-Ferreira et al., 2019; Teo et al., 2017). 

Com o objetivo de se calcular o volume de lesão encefálica, foram feitas 

duas medidas, a direta e a indireta. A medida direta fornece o valor absoluto da 

lesão, enquanto a indireta é um percentual relativo ao lado contralateral à lesão, 

com isso é possível corrigir a diferença no tamanho dos hemisférios entre os 

animais e um possível edema (Sun et al., 2015). 

Independentemente do sexo, todos os animais que passaram pelo 

procedimento hipóxico-isquêmico (ou seja, grupos HI e HT) apresentaram uma 

lesão evidente no hemisfério cerebral ipsilateral à oclusão carotídea. Quando 

avaliado o volume de lesão encefálica indireto (% do hemisfério ipsilateral), foi 

observado que nos animais machos a lesão do grupo HI foi parcialmente 

revertida pela HT. Contudo, nas fêmeas, a HT não reverteu os danos causados 

pela HI, não havendo diferença significativa entre os grupos HI e HT. Essas 

respostas distintas entre machos e fêmeas sugerem a existência de um 

dimorfismo sexual sobre o parâmetro avaliado, além de indicar um efeito 

neuroprotetor da hipotermia nos machos. 

Por outro lado, na avaliação do volume de lesão encefálica de maneira 

direta, a lesão produzida pela HI não foi reduzida pelo tratamento com HT 

(embora nos machos seja possível observar uma tendência de reversão). 

 Em um estudo utilizando o modelo de HI neonatal em ratos Wistar, com 

a HT sendo realizada durante todo o período de hipóxia, foi avaliado o efeito do 

tratamento hipotérmico em ambos os sexos e foi observada uma tendência na 

redução do volume de lesão encefálica (Smith et al., 2016). O mesmo foi 

observado no presente estudo, no qual os animais machos tratados com 

hipotermia apresentaram uma redução no volume de lesão indireto e uma 

tendência à redução do volume de lesão encefálica direta. 
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Sabe-se que nas primeiras horas após a HI, ocorre uma resposta 

inflamatória, que contribui para a morte celular e para o aumento do volume de 

lesão (Lucas et al., 2006). Entretanto, a HT tem como principal mecanismos a 

redução da taxa metabólica, o que evita a depleção de ATP e inibe a produção 

de citocinas inflamatórias (Drury et al., 2010; Roelfsema et al., 2004; Sung, 2017; 

Trescher & Johnston, 1997).  

Em relação ao processo inflamatório, em animais submetidos a HI, já foi 

observado que os animais machos têm maior ativação microglial, além de uma 

resposta inflamatória periférica maior em comparação às fêmeas (Mirza et al., 

2015). Sabe-se que a infiltração de leucócitos, contribui para o aumento da lesão 

encefálica já nas fases iniciais (ElAli & LeBlanc, 2016; Mülling et al., 2021; Palmer 

et al., 2004). Tem sido descrito que, em comparação com as fêmeas, há um pior 

desfecho nos machos, que apresentam maior volume de lesão, bem como uma 

maior ativação inflamatória na fase inicial, com uma maior ativação microglial, 

maiores níveis de citocinas inflamatórias e maior infiltração de leucócitos no 

tecido nervoso (Al Mamun et al., 2018; Mirza et al., 2015a; Villapol et al., 2019). 

Entretanto, na avaliação a curto prazo, parece que a HT conseguiu reverter esse 

processo justamente nos machos. Pode-se sugerir que essa ativação 

inflamatória inicial, descrita na literatura como sendo mais marcante nos machos, 

possa ser justamente um processo inibido pela HT. Assim, a redução do volume 

de lesão foi observada apenas nos machos, no presente estudo. Nas fêmeas, 

que não apresentam uma resposta inicial tão intensa de ativação microglial, a 

HT acaba não demonstrando efeito protetor, pelo menos a curto prazo. 

A lesão encefálica neonatal decorrente da HI causa danos aos neurônios 

do hipocampo (Johnston, 2005). A perda de neurônios piramidais ocorre de 

maneira precoce após o evento hipóxico-isquêmico, tanto em P7 quanto em P10 

(Medhi et al., 2010; Ray & Maunsell, 2011; Stone et. al., 2008). Essa lesão 

hipocampal das células piramidais é seguida por atrofia que evolui ao passar do 

tempo (Ray & Maunsell, 2011). A região de CA1 do hipocampo é sensível à 

hipóxia. A morte de neurônios piramidais começa cerca de 5 a 15 minutos após 

a reperfusão e segue por uma semana; já o GD é considerado uma região 

resistente à hipóxia (Kovalenko et al., 2006; Yang et al., 2011; Zhao et al., 2013). 

Dessa forma, no presente trabalho, foi avaliada a perda de neurônios 

causada pela HI a partir da contagem de neurônios piramidais nas áreas 
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hipocampais de CA1 e GD corados com violeta de cresila, e o efeito do 

tratamento com a HT na atenuação desse dano. Foi observado nas contagens 

um padrão de resposta similar entre machos e fêmeas. O hipocampo foi 

escolhido para esta análise por ser a estrutura cerebral mais vulnerável no 

modelo animal de HI neonatal (Anand & Dhikav, 2012). 

Na região de CA1, no lado ipsilateral à lesão encefálica, tanto em 

machos quanto em fêmeas, os animais do grupo HI apresentaram um menor 

número de neurônios piramidais quando comparados com o grupo SHAM. 

Entretanto, essa redução foi parcialmente revertida pela HT, mostrando que o 

tratamento foi eficaz em evitar a morte neuronal, demonstrando um possível 

efeito neuroprotetor conferido pela HT em animais de ambos os sexos. Os 

neurônios piramidais do hipocampo possuem uma maior sensibilidade à hipóxia, 

sendo que os neurônios piramidais de CA1 são os mais vulneráveis(Tokunaga 

et al., 1998). Matsuda e colaboradores (2021) observaram efeitos benéficos da 

HT na redução da degeneração neuronal induzida por anóxia. Esse dado 

corrobora os nossos resultados em que a HT atenuou a perda de neurônios 

causada pela HI. 

Na região do GD ipsilateral à oclusão carotídea, os animais dos grupos 

HI e HT de ambos os sexos apresentaram uma perda neuronal significativa em 

comparação ao grupo SHAM. Entretanto, diferentemente da região de CA1, no 

giro denteado não foi possível observar nenhum papel neuroprotetor da HT sobre 

o número de neurônios. 

Estudos já demonstraram que a isquemia causa morte neuronal nas 

células piramidais de CA1 do hipocampo após a reperfusão, enquanto os 

neurônios do GD permanecem com pouca morte e/ou intactos (Kirino, 1982; 

Pulsinelli, 1985). Esses dados corroboram o resultado obtido neste estudo, em 

que foi possível perceber que a região de CA1 foi mais afetada e o tratamento 

com HT atenuou essa morte neuronal. Talvez pela maior resistência intrínseca 

dos neurônios do GD, não seja possível observar um papel protetor da HT nessa 

região hipocampal. 

O hemisfério contralateral do encéfalo, não apresentou diferença 

significativa na contagem de neurônios entre os grupos experimentais em 

nenhuma das regiões do hipocampo, mostrando o impacto principal do modelo 
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de Rice e Vanucci (Rice et al., 1981) sobre o hemisfério ipsilateral à oclusão 

carotídea (Vannucci & Hagberg, 2004). 

 Guo e colaboradores (2019) avaliaram a morte neuronal na região CA1 

ao longo dos dias e, a partir disso, foi observado que no primeiro dia pós-HI foi 

encontrada pouca morte neuronal, já no segundo dia pós-HI, foi observado um 

grande aumento na morte, que persistiu durante 7 dias após a HI. Assim, como 

neste trabalho foi avaliado esse período inicial, existe a possibilidade de que a 

morte neuronal ainda possa aumentar nos animais em um período mais 

prolongado. Pensando nisso, foi decidido avaliar os neurônios em processo 

inicial de degeneração que, em P9, poderiam aparecer como células íntegras 

pela coloração de Nissl, mas que ao longo dos próximos dias poderiam vir a 

morrer. 

Além disso, apesar da isquemia ser unilateral no modelo de HI utilizado, 

a hipoxia é sistêmica. Assim, a contagem das células em degeneração foi 

realizada em ambos os lados (ipsilateral e contralateral à lesão). Embora 

nenhuma diferença no hemisfério contralateral tenha sido detectada na 

contagem por Nissl, é possível que a hipóxia tenha um efeito mais lento (ou 

tardio) sobre o hemisfério contralateral. Por isso, também foram avaliados os 

neurônios em degeneração no lado contralateral. Foi utilizada a técnica de 

Fluoro-Jade B (Larsson et al., 2001) para realizar a contagem dos neurônios em 

degeneração no hipocampo de ratos neonatos submetidos ao modelo de HI. 

A coloração com Fluoro-Jade é mais vantajosa em relação a colorações 

mais antigas como Nissl e hematoxilina e eosina (H&E), pois é específica para 

neurônios em degeneração. A técnica possui vantagens como o excelente 

contraste, pois as células em degeneração ficam na coloração verde 

fluorescente, enquanto as demais ficam com um tom fraco de verde, e suas 

limitações estão associadas à natureza trabalhosa da técnica (Schumed e 

Hopkins, 2000). 

Os resultados do presente estudo mostraram que a HI induz 

degeneração neuronal principalmente no lado ipsilateral à lesão. Na região de 

CA1, no lado ipsilateral à lesão, foi possível observar um grande número de 

células Fluoro-Jade+ nos animais do grupo HI de ambos os sexos. Entretanto, 

nas fêmeas, a HT foi capaz de reduzir significativamente essa degeneração 

neuronal no hemisfério ipsilateral à lesão. No GD dos machos, no lado ipsilateral, 
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a HT foi capaz de reverter a degeneração neuronal causada pela HI. No GD das 

fêmeas, a degeneração neuronal causada pela HI no hemisfério ipsilateral não 

foi revertida pela HT. A mesma hipótese levantada na contagem com Nissl pode 

ser utilizada neste resultado, de que a região de CA1 é mais suscetível à morte 

celular, uma vez que avaliando os resultados, é possível observar que a região 

do GD foi menos afetada.  

Embora alguns estudos que utilizaram o Fluoro-Jade observaram 

neurônios em degeneração no hemisfério contralateral, após um acidente 

vascular cerebral em ratos adultos (Adkins et al., 2006), no presente estudo isso 

não foi observado de maneira marcante nos neonatos. 

Os resultados obtidos com a técnica de Fluoro-Jade B representam um 

estágio inicial de dano neuronal induzido pela HI. Schumed e colaboradores 

(Schmued & Hopkins, 2000) utilizaram ratos Sprague-Dawley machos adultos, 

com lesão cerebral induzida por ácido caínico e observaram neurodegeneração 

nas células piramidais nas regiões CA1 e GD do hipocampo. Em comparação 

com os dados encontrados nas contagens com Nissl, que representam uma 

morte aguda, na técnica de Fluoro-Jade foi visto que os neurônios estão em 

processo de morte, ou seja, degenerando. 

Os aumentos substanciais de neurônios em degeneração nas regiões 

CA1 e DG (células Fluoro-Jade+) mostram a conhecida vulnerabilidade do 

hipocampo à privação de oxigênio (Kirino, 1982; Pimentel-Coelho et al., 2010; 

Zhao et al., 2013), principalmente na região de CA1 (Daval & Vert, 2004; Zhao 

et al., 2013), o que foi confirmado em nosso modelo utilizando animais neonatos. 

O melhor momento para detectar neurodegeneração com a técnica de 

Fluoro-Jade B é 24 horas após a HI (Poirier et al., 2000), sendo essa uma 

marcação apropriada para avaliar a degeneração aguda, porém ela pode 

subestimar a quantidade de células, pois a fluorescência desaparece 

rapidamente (Liu et al., 2009). Devido a este fato, neste trabalho, as lâminas 

foram coradas e armazenadas no escuro até que secassem (em torno de 24 

horas após a coloração), e em seguida, foram imediatamente analisadas, todas 

no mesmo dia, para que não houvesse variação de marcação entre as lâminas. 

A partir desta análise foi possível avaliar a morte celular/tecidual a curto 

prazo e foi possível observar o efeito da HT. De maneira geral, esses resultados 

histológicos do presente estudo trazem uma contribuição para melhor 
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compreensão do efeito agudo da hipotermia terapêutica, reduzindo o % de 

volume de lesão, aumentando o número total de neurônios piramidais e 

revertendo a degeneração neuronal. Bem como a morte e a degeneração 

neuronais no hipocampo. Visto que a HT é o único tratamento preconizado pela 

OMS para neonatos que passaram pelo evento hipóxico-isquêmico, os 

resultados encontrados tornam-se bastante interessantes. 

Nas avaliações relacionadas ao sexo, nossos resultados mostraram 

diferenças entre machos e fêmeas no teste comportamental do reflexo de 

endireitamento, no qual as fêmeas do grupo HI apresentaram uma menor 

latência; nas análises histológicas de volume de lesão, os machos tiveram um 

melhor resultado na medida indireta de lesão; na contagem das células Fluoro-

Jade+, ocorreu um resposta dimórfica entre regiões, em CA1 com um melhor 

resultado nas fêmeas e no GD com um melhor resultado nos machos. Dessa 

forma, fica claro que avaliar o dimorfismo sexual permitiria um tratamento mais 

adequado para cada sexo, bem como a definição de estratégias específicas para 

que se obtenham melhores resultados na prática clínica. 

Ainda faltam estudos avaliando os mecanismos subjacentes ao dano 

encefálico causado pela HI. Devido a isso, não há muitos progressos na clínica 

para desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para complementar o 

tratamento com hipotermia terapêutica (Zhang et al., 2019). Assim, a 

continuidade da pesquisa básica com modelos animais de HI neonatal é 

importante, sempre levando em consideração a existência de possíveis 

diferenças sexuais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 
 

8. CONCLUSÕES 

A partir deste trabalho foi possível concluir que o modelo utilizado de HI 

causou lesão encefálica nos animais submetidos à hipóxia-isquemia neonatal, 

gerando danos encefálicos em animais neonatos machos e fêmeas, os quais 

foram parcialmente revertidos pelo tratamento com HT. A HT foi capaz de 

atenuar a lesão encefálica, sendo eficaz também na redução da morte neuronal 

(avaliada pela contagem do número total de neurônios piramidais) e na redução 

das células em degeneração no hipocampo. O tratamento com HT não mostrou 

um impacto protetor sobre as avaliações comportamentais, que devem ser 

realizadas também em outras idades, para uma melhor compreensão do 

tratamento hipotérmico. 

Os resultados da presente dissertação mostraram que a HT possui efeitos 

neuroprotetores observados ao nível tecidual/celular, além de produzir uma 

resposta diferente entre animais machos e fêmeas (mesmo sendo neonatos). 

Assim, este trabalho mostrou a importância de se avaliar o dimorfismo sexual em 

ratos neonatos e com isso permitir um melhor direcionamento das estratégias 

terapêuticas utilizadas na prática clínica. 

9. PERSPECTIVAS 

-Avaliar a resposta astrocitária e microglial após a HI e o tratamento 

hipotérmico utilizando uma análise imuno-histoquímica para a proteína glial 

fibrilar ácida (GFAP) e a molécula adaptadora ligadora de cálcio inonizado-1 (Iba-

1); 

-Avaliar as citocinas pró-inflamatórias TNF-α e a IL-1β, por meio da 

técnica ELISA, no encéfalo dos animais submetidos à HI e tratados com HT; 

-Acompanhar os animais por períodos mais longos após a HI para 

verificar se a HT produz um efeito neuroprotetor mais significativo a longo prazo. 
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