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RESUMO 

Estudos com animais submetidos ao modelo de hipóxia-isquemia (HI) neonatal 

reproduzem achados observados em humanos, tais como transtornos de 

aprendizado, comprometimento tecidual nervoso e alterações bioquímicas. O 

ácido fólico (AF), uma vitamina que pode ser obtida diretamente da dieta, tem 

sido relacionado à prevenção de eventos isquêmicos, e a proteção 

antioxidante. O objetivo deste estudo foi investigar o papel do tratamento com 

ácido fólico sobre parâmetros comportamentais, bioquímicos e morfológicos de 

animais submetidos à HI. Foram utilizados ratos Wistar de ambos os sexos 

com sete dias pós-natal (DPN) divididos em quatro grupos: 1) grupo controle 

tratado com salina 0,9% (CTS); 2) grupo controle tratado com ácido fólico 

(CTAF); 3) grupo HI tratado com salina 0,9% (HIS); 4) grupo HI tratado com 

ácido fólico (HIAF). Uma dose intraperitoneal de ácido fólico (0,011µmol/g de 

peso corporal) foi administrada imediatamente antes do procedimento de HI e, 

após, diariamente até o 30 ou 40 DPN. No experimento 1 investigamos os 

efeitos do tratamento com AF sobre o comportamento motor, memória aversiva 

e atividade da enzima  Na+,K+-ATPase. Os resultados demonstraram um efeito 

ansiogênico nos animais HI visto no campo aberto, prejuízo na memória 

aversiva no teste de esquiva inibitória e ainda diminuição na atividade da 

enzima Na+,K+-ATPase. No entanto, os animais HI tratados com ácido fólico 

não apresentaram estes efeitos, indicando uma reversão desses achados. O 

experimento 2 teve como objetivo investigar se o tratamento com AF 

influenciaria em outro tipo de memória, como a de referência e se seria efetivo 

na reversão da atrofia hipocampal causada pela HI. Nossos resultados 
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indicaram que houve prejuízo no aprendizado na tarefa do labirinto aquático de 

Morris nos animais HI tanto na memória de referência quanto na memória de 

trabalho. Também, houve diminuição do volume hipocampal e área estriatal 

nesses animais. Todavia, observamos significativa melhora no quadro de 

atrofia hipocampal nos animais tratados com AF. Portanto, esses dados 

demonstram que o tratamento com ácido fólico desempenha um papel 

relevante na reversão do efeito ansiogênico, do déficit na memória aversiva, na 

prevenção da inibição da atividade da Na+,K+,ATPase e recuperação do 

volume hipocampal ocasionados pela HI neonatal. 

Palavras-chave: Hipóxia-isquemia, Ácido Fólico, Memória, Na+,K+-ATPase 
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ABSTRACT 

Perinatal hypoxic-ischemic (HI) is a significant cause of mortality and morbidity 

in infants and young children. Folic acid is a water soluble vitamin that can be 

obtained through diet and has been related to the antioxidant effect, protecting 

ischemic events and Alzheimer's disease. The aim of this study was to 

investigate the role of the folic acid treatment over the behavioral, biochemical 

and morphologic alterations in animals submitted to neonatal HI model. Four 

groups of seven days-old Wistar rats, of both sexes, were used in the 

experiments: 1) control group treated with saline 0.9% (CT-S); 2) control group 

treated with folic acid (CT-FA); 3) HI group treated with saline 0.9% (HI-S); 4) HI 

group treated with folic acid (HI-FA). Folic acid was intraperitoneal 

administrated (0.011µmol/g of body weight) once before HI procedure and 

injections were repeated daily until the 30th or 40th postnatal day. Results were 

obtained from two experiments. In the first, it was investigated the effects of the 

FA treatment on motor performance, aversive memory and enzymatic Na+,K+-

ATPase activity. Rats submitted to HI demonstrated an ansiogenic effect in the 

open field task, impairment in the aversive memory during avoidance test and 

reduction in the Na+,K+-ATPase activity. Nevertheless, when treated with folic 

acid, all symptoms were reverted, as observed in the animal group HI treated 

with folic acid. The second experiment investigated the influence of the folic 

acid treatment in the spatial memory, working memory and recovery of 

hippocampus atrophy caused by HI. Results showed impairment in the learning 

task during Morris’ water maze and  reduction in hippocampus volume and area 

striatal due to HI. Folic acid treatment until the 40th postnatal day was able to 
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reverse significantly the hippocampus atrophy. Therefore, these results 

demonstrate that folic acid play an important role in the recovery of the 

ansiogenic effect, aversive memory impairment, hippocampus atrophy and 

Na+,K+-ATPase activity inhibition caused by neonatal HI. 

Keywords: Hypoxia-Ischemia, Folic Acid, Memory, Na+,K+-ATPase 
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1. Introdução 

 

O nascimento de uma criança é um fenômeno associado com a 

interrupção da circulação feto-placentária. No período perinatal o neonato ainda 

possui seus sistemas em desenvolvimento, principalmente o encéfalo, que 

pode ser afetado por qualquer desequilíbrio estressor, como a asfixia, e ter sua 

estrutura e funcionamento comprometidos. A Organização Mundial da Saúde 

(OMS) estimou em 1995 que de 130 milhões de nascimentos mundiais por ano, 

quatro milhões apresentavam asfixia perinatal, e destes um milhão evoluíram 

com seqüelas graves. Em relação às doenças que necessitam de assistência 

especializada, destaca-se a hipóxia-isquemia (HI) encefálica neonatal que traz 

inúmeras consequências para o neonato, ocasionando, nos casos mais graves 

a encefalopatia hipóxico-isquêmica e paralisia cerebral. Inúmeras causas 

podem ser atribuídas à HI, tais como: prematuridade do neonato, dificuldades 

da expulsão e sofrimento do feto, desnutrição, interrupção do fluxo sangüíneo 

umbilical, insuficiente troca de gases pela placenta (PROCIANOY & SILVEIRA, 

2001). 

Na última década, a OMS verificou que aproximadamente 23% dos 

óbitos neonatais no Brasil, ocorreram por complicações geradas pela hipóxia-

isquemia neonatal. Isto demonstra a importância de pesquisas que possam 

abranger tanto a compreensão da fisiopatologia da HI, quanto o 

desenvolvimento de estratégias neuroprotetoras que possam proteger 

possíveis lesões encefálicas.  
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1.1 Hipóxia-Isquemia Encefálica Neonatal 

 

A hipóxia-isquemia neonatal é um evento lesivo ao sistema nervoso que 

altera a integridade estrutural e funcional do seu desenvolvimento 

(ESQUILIANO et al., 2004), que ocorre devido a complicações no período 

perinatal, representando causas frequentes de sequelas neurológicas como: 

paralisia cerebral, retardo mental, epilepsia, alterações sensoriais e transtornos 

de aprendizado (VOLPE, 2000; PAULA et al., 2009). Um estudo prospectivo 

realizado por Cruz e Seccon (2010), em um hospital de São Paulo, observou 

uma prevalência de asfixia perinatal em recém-nascidos de 3,2 para cada 1000 

nascidos vivos. Esse mesmo estudo indicou que desses infantes, 1,7 

desenvolveram encefalopatia hipóxico-isquêmica.  

A Encefalopatia causada pela HI está intimamente relacionada à asfixia 

perinatal, e qualquer processo mórbido que envolva a presença de hipoxemia, 

isquemia e acidose no feto, seja no período anterior ao parto ou durante o 

mesmo, pode desencadear uma cascata de alterações que culminarão em 

lesão do sistema nervoso central (GUINSBURG, 2002).  

De acordo com a American Academy of Pediatrics (1996), o diagnóstico 

da asfixia neonatal em humanos é determinado por alguns critérios, são eles: 

acidemia em sangue de cordão umbilical considerando um pH <7,0, escore de 

Apgar de 0-3 por mais de cinco minutos, manifestações neurológicas 

neonatais, e disfunção orgânica sistêmica. Diferentes causas estão 

relacionadas à lesão isquêmica, sendo a principal a redução do aporte 

sanguíneo para o encéfalo (PERLMAN, 2006) que levará a eventos tóxicos 
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desencadeados por diversos mecanismos, tais como, falência energética, 

liberação de aminoácidos excitatórios como glutamato, e acúmulo de radicais 

livres (MCLEAN & FERRIERO, 2004). No nível celular, o aporte insuficiente de 

oxigênio causa uma diminuição de ATP devido à glicólise anaeróbia, e essa 

indisponibilidade no fornecimento de ATP não permite o correto funcionamento 

da enzima Na+,K+,ATPase, enzima que é crítica para manutenção da 

excitabilidade normal da membrana celular, comprometendo assim o fluxo 

normal da informação nervosa. O estresse oxidativo causado pela diminuição 

do aporte de fluxo sanguíneo e consequente falha energética leva à formação 

de radicais livres que, em excesso, apresentam efeitos prejudiciais como: 

peroxidação lipídica, agressão às proteínas e enzimas, carboidratos e DNA 

(BARREIROS et al., 2006). O encéfalo imaturo do recém-nascido é mais 

vulnerável ao dano oxidativo devido a altas concentrações de ácidos graxos 

insaturados, de ferro livre e deficiências das enzimas antioxidantes, sugerindo 

que os neurônios nessa fase são mais suscetíveis à morte, pelo fato de 

estarem em constante desenvolvimento e necessitarem de um bom aporte 

cerebrovascular para isso (YAGER et al., 2004; MCLEAN & FERRIERO, 2004; 

LAFEMINA et al., 2006). A excitotoxidade glutamatérgica ocorre também 

devido à falha energética nos astrócitos, que, prejudicados, não podem fazer a 

remoção desse aminoácido da fenda sináptica, levando a maior ativação dos 

receptores pós-sinápticos, como o receptor N-Metil D-Aspartato (NMDA) que 

por ser ionotrópico permite um influxo de Ca+2 e Na+ para célula. Esse evento 

dispara uma cascata de sinalização através da enzima oxido nitríco sintase 

neuronal (nNOS), a qual aumentará ainda mais os níveis de espécies reativas 

de oxigênio e danos mitocondriais, que levarão à morte neuronal e glial por 
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necrose e apoptose (DUGAN & CHOI, 1994; MAGISTRETTI et al., 1999) (Fig. 

1).  

 

Figura 1. Patogênese da hipóxia-isquemia neonatal. São mostrados os 
papéis centrais da diminuição de ATP, despolarização, ativação de canais 
mediados pela excitotoxicidade glutamatérgica, liberação de radicais livres e 
morte celular (Adaptado de LAI & YANG, 2011). AMPA: α-amino-3-hidroxil-5-
metil-4-isoxazol-propionato; ER: retículo endoplasmático; mGlu: receptor 
metabotrópico de glutamato; NMDA: N-metil-D-aspartato; NOS: óxido nítrico 
síntase; VDCC:  canais de cálcio dependentes de voltagem. 
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1.2 Modelos Animais  

 

Para que todos os efeitos da HI, os mecanismos causadores, e suas 

conseqüências, possam ser entendidos é necessário um modelo animal que 

reproduza a neuropatologia encontrada em neonatos humanos após um insulto 

hipóxico-isquêmico (YAGER, 2004). O método de Levine (1960) modificado por 

Rice e colaboradores (1981) (Fig. 2), tem sido amplamente utilizado e reproduz 

uma lesão unilateral cerebral com danos no estriado, córtex e hipocampo, 

principalmente, do lado ipsilateral da oclusão da artéria carótida dos ratos, após 

serem expostos a um ambiente hipóxico (PEREIRA et al., 2007). Animais 

submetidos a este modelo de lesão sofrem alterações cognitivas, morfológicas 

e bioquímicas (ARTENI, et al., 2003, IKEDA et al., 2008), comparadas àquelas 

observadas em humanos recém-nascidos após HI.  

 

 

Figura 2. Modelo de Levine-Rice (1981). Indução de Hipóxia-Isquemia 
Neonatal.  
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O encéfalo de ratos com sete dias de vida tem sido histologicamente 

comparado ao de fetos humanos com 32-34 semanas de vida gestacional, os 

quais possuem similaridade quanto à proliferação celular, organização cortical, 

número de sinapses, síntese de neurotransmissores e na eletrofisiologia (LIU et 

al., 1999; SANDERS et al., 2005; VANNUCCI & VANNUCCI, 2005) (Fig. 3). 

Estudos da literatura têm identificado déficits cognitivos em roedores 

submetidos ao modelo de HI. Estudos do nosso grupo de pesquisa 

demonstraram a presença de déficit na memória espacial no labirinto aquático 

de Morris em ratos adolescentes e adultos submetidos à HI neonatal 

(PEREIRA et al., 2007; PEREIRA et al., 2008). Também no teste de esquiva 

inibitória (ARTENI et al., 2003) e no teste de reconhecimento de objetos 

(PEREIRA et al., 2008) foi identificado o déficit cognitivo pós HI.  

Neste modelo, as vantagens vão além das mudanças histopatológicas 

consistentes e previsíveis: o animal é de fácil manuseio, os estudos são 

facilmente desempenhados, o custo financeiro é modesto e sua 

reprodutibilidade é alta, além disso, mesmo com a oclusão da artéria carótida a 

recuperação do fluxo é possível, produzindo lesão do hipocampo, estriado e 

córtex ipsilaterais à oclusão arterial (VANUCCI & VANUCCI, 2005). Uma 

variedade de outros protocolos para indução da hipóxia perinatal também têm 

sido propostos, porém menos estudados (WEITZDOERFER et al., 2004). 
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Figura 3. Curva de velocidade, comparando índices relativos, duração e 
tempo do processo de desenvolvimento específicos no SNC de ratos e 
humanos. As curvas do rápido crescimento cerebral são sobrepostas em 
relação aos eventos relativos ao desenvolvimento do SNC. No humano, há 
aquisição de aproximadamente 72% do peso cerebral adulto ao nascimento. 
(Adaptado de MORGANE et al., 2002) 

 

 

Na tentativa de amenizar o dano encefálico causado pela HI, algumas 

estratégias farmacológicas de neuroproteção têm sido utilizadas. Destacam-se 

moléculas como o resveratrol, a melatonina e as vitaminas, que são muito 

eficazes no combate ao estresse oxidativo. Della-Morte e colaboradores (2009) 

demonstraram que a utilização de resveratrol, como tratamento da isquemia 

cerebral, induz maior produção de ATP na mitocôndria através da via da 

Sirtuína-1; e Carloni e colaboradores (2007) observaram que animais que 

sofreram HI, tratados com melatonina, obtiveram melhora significativa na 

atrofia do hipocampo e córtex quando comparados com animais controle, além 

de apresentarem melhor memória espacial no labirinto aquático de Morris. 
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1.3 Ácido Fólico 

 

O ácido fólico é uma vitamina hidrossolúvel do complexo B, pertencente 

à família do ácido pteroilglutâmico, naturalmente presente em alimentos como 

brócolis, espinafre, fígado, rim, levedo de cerveja e algumas frutas (BRODY, 

1991; FRANCO, 1992). Apesar de sua grande presença na alimentação os 

folatos são facilmente destruídos no cozimento, chegando até 90% da perda 

desse nutriente (VANNUCCHI & JORDÃO, 1998). O ácido fólico sintético 

possui biodisponibilidade de 85 a 100% enquanto que a forma natural tem 

biodisponibilidade em torno de 50% (TRUMBO et al., 2003). O folato participa 

como cofator do metabolismo de um carbono e está envolvido na biossíntese 

de nucleotídeos, reações de metilação e produção de mielina (CZEIZEL, 1996; 

SCOTT et al., 2000). Os folatos fornecidos pela dieta, na forma de 

poliglutamatos, são absorvidos no intestino, principalmente no primeiro terço do 

intestino delgado. Para que essa absorção ocorra, os folatos precisam ser 

hidrolisados a monoglutamatos pela enzima γ-glutamil hidrolase (BRODY, 

1994; SAID & MOHAMMADKHANI, 1993) uma vez absorvidos, são 

transportados até o fígado onde são armazenados e recebem novamente 

resíduos de glutamato para contenção celular, através da enzima poliglutamato 

sintase (BRODY, 1994). O mesmo ocorre no SNC, os folatos que estão na 

forma monoglutâmica, recebem aproximadamente oito resíduos de glutamato 

para que haja contenção celular e possam participar das diversas reações 

metabólicas tanto nos neurônios como nas células gliais (SIROTNAK & 

TOLNER, 1999).  
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Em 1992 Czeizel & Dudás em um estudo randomizado demonstraram 

que a ingestão de ácido fólico reduziu drasticamente a incidência de defeitos 

no tudo neural de recém-nascidos. Após este estudo, o Centers for Disease 

Control and prevention dos EUA estabeleceu que mulheres que desejassem 

engravidar fizessem uso da suplementação com ácido fólico na dose de 400µg/ 

dia e a seguissem até o final do primeiro trimestre de gravidez. Esses 

resultados motivaram pesquisas sobre a suplementação com ácido fólico em 

mulheres grávidas, até que em 1996 o Food and Drugs Association (FDA) 

indicou a fortificação de alguns alimentos, como farinhas e cereais, com o ácido 

fólico. No Brasil, a RDC Nº 344 de 2002 da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (Anvisa) determinou a fortificação das farinhas de trigo e milho com 

ferro e ácido fólico, a fim de que a população, principalmente as grávidas, 

obtivessem esse nutriente de outras fontes da dieta.  

Nos últimos anos a suplementação com ácido fólico tem se tornado foco 

de estudos não somente pela prevenção de defeitos no tubo neural e anemia 

megaloblástica, mas também à prevenção de eventos isquêmicos (ASSANELLI 

et al., 2004), doenças neurodegenerativas como o Alzheimer (MATTSON & 

SHEA, 2003) e déficits cognitivos e oxidativos causados pela 

hiperhomocisteinemia (MATTÉ et al., 2007; KOLLING et al., 2011). Esses 

estudos atribuem seus achados a um importante potencial antioxidante do 

ácido fólico.  Dietas carentes desse nutriente levam à elevação da 

concentração da homocisteína plasmática, a qual, em excesso, tem ação 

aterogênica e trombogênica, causando anormalidades plaquetárias, estímulo 

de coagulação ou inibição de fibrinólise, oxidação da Lipoproteína de Baixa 
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Densidade (LDL) e disfunção endotelial (MACCARI et al., 2007). Weng e 

colaboradores (2008) relacionam o baixo consumo de ácido fólico com a 

elevada incidência de eventos isquêmicos na população taiwanesa.  

É bem reconhecido que a disponibilidade adequada de nutrientes 

essenciais envolvidos no metabolismo de um carbono não só é essencial para 

o desenvolvimento e função normal do encéfalo, bem como para o processo de 

neuroplasticidade (BAGNYUKOVA et al., 2008). Van e colaboradores (2005) 

em um estudo prospectivo relacionaram o aumento da concentração 

plasmática de folato e o aumento do seu consumo na dieta com a redução dos 

riscos para acidente vascular encefálico hemorrágico. Kremer & Grosso (2005) 

estudaram a relação do ácido fólico com eventos hipóxico-isquêmicos no 

período perinatal e observaram que a mutação no gene que codifica a enzima 

5,10-metilenotetraidrofolato redutase (que resulta em homocisteinemia), em 

mulheres que apresentaram deficiência nutricional de folato pode representar 

um fator de risco para encefalopatia hipóxica-isquêmica no recém-nascido. 

Inexistem, até o presente momento, estudos sobre os efeitos do 

tratamento com ácido fólico no modelo de HI. Considerando que elevados 

níveis de estresse oxidativo estão envolvidos na formação da lesão hipóxico-

isquêmica e que o ácido fólico parecer apresentar propriedades antioxidantes, 

testar os efeitos da suplementação com este nutriente, pós HI, poderá fornecer 

dados que contribuam para a elucidação dos mecanismos formadores da 

lesão, bem como possa trazer uma nova estratégia de neuroproteção. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo Geral 

 

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o efeito do tratamento com 

ácido fólico em parâmetros comportamentais, bioquímicos e morfológicos de 

ratos submetidos à hipóxia-isquemia encefálica neonatal. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

1) Testar o efeito da administração de ácido fólico em ratos neonatos 

submetidos ao modelo experimental de HI neonatal de Rice et al., (1981) e 

avaliar a memória aversiva no teste de esquiva inibitória, atividade locomotora 

no campo aberto e atividade da enzima Na+,K+-ATPase (experimento 1);  

 

2) Testar o efeito da administração de ácido fólico em ratos neonatos 

submetidos ao modelo experimental de HI neonatal de Rice et al., (1981) e 

avaliar a memória de referência e de trabalho no labirinto aquático de Morris, o 

volume hipocampal através do Método de Cavalieri, além de mensurar a área 

de lesão no estriado (experimento 2). 
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3. Delineamento experimental 

 

Para realização dos objetivos deste trabalho os experimentos foram 

divididos em duas etapas, experimento 1 e experimento 2. Para ambas as 

etapas deste trabalho os animais foram divididos em quatro grupos:  

 Controle salina (CTS); 

 Controle ácido fólico (CTAF); 

 HI salina (HIS); 

 HI ácido fólico (HIAF). 

 

O experimento 1 foi realizado com 45 ratos Wistar machos e fêmeas, 

dividos nos quatro grupos experimentais descritos acima, os quais sofreram o 

procedimento de HI no sétimo dia pós-natal. O tratamento com ácido fólico 

transcorreu imediatamente antes da HI, e após, uma vez ao dia até o 30 DPN. 

Vinte e quatro horas após a última injeção de ácido fólico foram realizados os 

testes comportamentais (campo aberto e esquiva inibitória). Um dia após o 

teste na esquiva inibitória, os animais foram sacrificados, seus encéfalos 

dissecados e as estruturas, hipocampo, estriado e córtex pré-frontal, retiradas 

para análise da enzima Na+,K+-ATPase. Para análise da enzima se utilizou um 

n de seis animais por grupo.   
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Figura 4. Desenho experimental 1 

 

O experimento 2 foi realizado com 59 ratos Wistar machos e fêmeas que 

passaram pelo procedimento de HI no sétimo DPN. O tratamento com ácido 

fólico transcorreu imediatamente antes da HI, e após, uma vez ao dia até o 30 

DPN para os animais que tiveram o volume de lesão avaliado e até o 40 DPN 

para os animais que fizeram o teste no labirinto aquático. Quarenta e três 

animais foram avaliados quanto a memória espacial e de trabalho avaliadas 

através do labirinto aquático de Morris e 16 animais com 31 DPN foram 

sacrificados, seus encéfalos foram perfundidos, fixados e dissecados para 

posterior análise do volume do hipocampo e área estriatal. 

 

  

Figura 5. Desenho experimental 2 

Estudos Morfológicos 
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4. Experimento 1  

 

“Folic acid prevents behavioral impairment and Na+,K+- ATPase 

inhibition caused by neonatal hypoxia-ischemia” Artigo submetido à 

Neurochemical Research. 

(Jaqueline Vieira Carletti, Bruna Ferrary, Patrícia Maidana Miguel, Joseane Jiménez 

Rojas, Janaína Kolling, Emilene Barros Scherer, Angela Teresinha de Souza Wyse, 

Carlos Alexandre Netto, Lenir Orlandi Pereira) 
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Abstract 

 

Folic acid plays an important role in neuroplasticity and exerts neuroprotectant 

actions in experimental brain ischemia. The aim of this study was to investigate 

the effects of folic acid on locomotor activity, aversive memory and Na+,K+-

ATPase activity in the frontal cortex and striatum in animals subjected to 

neonatal hypoxia-ischemia (HI). Wistar rats of both sexes at postnatal day 7 

underwent HI procedure and were treated with intraperitoneal injections of folic 
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acid (0.011 µmol/g body weight) once a day, until the 30th postnatal day. 

Starting on the day after, behavioral assessment was run in the open field and 

in the inhibitory avoidance task. Animals were sacrificed by decapitation 24 

hours after testing and striatum and frontal cortex were dissected out for 

Na+,K+- ATPase activity analysis. Results show anxiogenic effect in the open 

field and an impairment of aversive memory in the inhibitory avoidance test in 

HI rats; folic acid treatment prevented both behavioral effects. A decreased 

Na+,K+-ATPase activity in striatum, both ipsilateral and contralateral to 

ischemia, was identified after HI; a total recovery was observed in animals 

treated with folic acid. A partial recovery of Na+,K+-ATPase activity was yet seen 

in frontal cortex of HI animals receiving folic acid supplementation. Presented 

results support that folic acid treatment prevents memory deficit and anxiety-like 

behavior, as well as prevents Na+,K+-ATPase inhibition in the striatum and 

frontal cortex caused by neonatal hypoxia-ischemia. 

 

Keywords: Hypoxia-Ischemia, Folic Acid, Inhibitory Avoidance, Na+,K+-ATPase 

 

Introduction 

 

Neonatal hypoxia-ischemia (HI) is a harmful event affecting structural 

and functional integrity of the nervous system [1]. It occurs due to complications 

in the perinatal period and is associated to neurological disorders such as 

cerebral palsy, mental retardation, epilepsy, sensorymotor impairments and 

learning disorders [2,3].  
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The pathogenesis of hypoxic-ischemic brain injury in the neonatal brain is 

complex; energy failure followed by glutamatergic excitotoxicity, inflammation 

and oxidative stress are the main metabolic events associated to this injury [1]. 

It is known that the immature brain of the newborn is particularly vulnerable to 

oxidative damage due to its limited antioxidant capacity [4]. Following that, it 

has been shown that a decrease in the delivery of blood flow leads to the 

formation of free radicals that, in large amounts, have detrimental effects such 

as lipid peroxidation, as well as proteins, enzymes, carbohydrates and DNA 

insults [5]. At the cellular level, the lack of oxygen supply causes a decrease of 

adenosine triphosphate (ATP) due to anaerobic glycolysis; such reduction in 

ATP concentration may impair the Na+,K+-ATPase activity, which is critical to 

the maintenance of cell membrane excitability and functions. Wyse et al. [6] 

showed that ischemic preconditioning prevented the inhibition of hippocampus 

and cortical Na+,K+-ATPase activity after brain ischemia in rats exposed to 

global forebrain ischemia.  

Hypoxia-ischemia usually causes damage to different brain structures such as 

prefrontal cortex, hippocampus, striatum and thalamus [7]. Previous studies 

from our laboratory demonstrated hippocampal, striatal and cortical atrophy in 

rats submitted to neonatal HI event, as compared to control animals, associated 

to several cognitive disabilities such as spatial long-term memory in Morris 

water maze [8], object recognition memory [9] and aversive memory in inhibitory 

avoidance task [10].  

Experimental neuroprotective agents, like resveratrol, melatonin and 

vitamins, have been used to mitigate the damage caused by cerebral HI [4,11], 

however no treatment has been fully efficient to counteract all consequences of 
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neonatal HI. Folic acid (FA) is a water-soluble B vitamin, involved in 

homocysteine remethylation and nucleotide biosynthesis, and is indicated to 

prevent neural tube defects [12] and to treat megaloblastic anemia [13]. It is well 

known that adequate availability of essential nutrients involved in the cellular 

metabolism of one-carbon is essential for development and maintenance of 

brain function and neuroplasticity [14]. It has been found that folic acid 

supplementation prevents ischemic events, independently of homocysteine 

metabolism [15,16], and exerts protective effects in Alzheimer's patients [17]. In 

addition, it was demonstrated that folic acid also plays an antioxidant role when 

used in experimental hyperhomocysteinemic rats, an effect associated to 

prevention of brain Na+,K+-ATPase activity inhibition [18].  

Considering the available evidence that folic acid exerts therapeutic 

effects in experimental models of neurological disorders, the aim of this study 

was to investigate whether folic acid treatment would affect behavioral 

performance, as assessed in inhibitory avoidance and open field tasks, of rats 

subjected to neonatal HI. Its effect on Na+,K+-ATPase activity in frontal cortex 

and striatum, structures susceptible to HI damage and associated with 

sensorimotor [19] and cognitive functions [20], was also studied. 

 

Material and methods 

 

Animals 

 

Seven-days-old male and female Wistar rats were obtained from the 

Central Animal House of Departamento de Bioquímica, Instituto de Ciências 
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Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 

RS, Brazil. Animals were maintained on a 12/12h light/dark cycle in an air-

conditioned constant temperature (22 ± 1ºC) colony room. Rats had free access 

to a 20% (w/w) protein commercial chow and water. Animals were divided into 

the following experimental groups: control treated with saline 0.9% (CT-S, 

n=11), control treated with folic acid (CT-FA, n=13), hypoxia-ischemia treated 

with saline solution (HI-S, n=10), hypoxia-ischemia treated with folic acid (HI-

FA, n=11). Six animals per group were used for Na+,K+-ATPase activity assay. 

All procedures were in accordance with the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals adopted by The National Institute of Health (USA), with the 

Federation of Brazilian Societies for Experimental Biology; the experimental 

protocol was approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal 

Rio Grande do Sul, Brazil (no. 17401). A time line of the events of this 

experiment is presented in the Figure 1. 

 

Hypoxia-ischemia 

 

The Levine rat model [21], as modified by Rice et al. [22], to neonatal rats 

was employed. At the seventh postnatal day (7PD), animals were anesthetized 

with halothane and the right common carotid artery was identified through a 

longitudinal neck incision, isolated from the nerve and vein, and permanently 

occluded with surgical silk thread. Animals were then allowed to recover for 15 

min under a heating lamp and returned to their dams. After 2 h, groups of five 

pups were placed in airtight jars and exposed to a humidified nitrogen-oxygen 

mixture (92% and 8%, respectively) for 90 min with the clamber partially 
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immersed in a 37 ºC water bath to maintain a constant thermal environment. 

Controls were sham-operated, i. e., they were submitted to anesthesia and neck 

incision, but did not receive arterial occlusion or hypoxia. 

 

Folic acid chronic treatment 

 

Folic acid solution (0.011μmol folic acid/g body weight) was injected 

intraperitoneally, once a day, from the 7th to the 30th day-of-age [18,23]. This 

dosing regimen was chosen after protective effects of FA administration on 

damaged brain structures and cognitive function in young rats were described 

[18,24]. Control animals received saline solution in the same volumes as those 

applied to folate. Folic acid was obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

MO, USA.). 

 

Open Field 

 

The test was performed in a wooden apparatus measuring 50x50x40 

(length x height x depth), with a frontal glass wall, divided into 12 equal 

quadrants according to Netto et al. [25]. Twenty-four hours after the end of 

pharmacological treatment, animals were placed facing the left corner of the 

arena and the free exploration was observed during five minutes. The analyzed 

variables were latency to leave the corner, number of crossings, number of 

rearings and number of fecal boli. The arena was thoroughly cleaned with a 

20% of ethanol solution between sessions. 
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Inhibitory avoidance 

 

Twenty-four hours after the open field test, animals were trained on step-

down inhibitory avoidance task [26]. Animals were gently placed onto the 

platform, facing the corner, and latencies to step down placing their four paws 

on the grid were measured with an automatic device. On stepping down, they 

received a 0.6 mA, 60 HZ scrambled 

footshock for 2-3 s, and were returned to their home cages. Animals were 

tested for retention 24h later. Test session was procedurally similar to the 

training one, except that the footshock was omitted; step-down latency in test 

session was used as an index of retention. 

 

Na+,K+-ATPase activity assay 

 

As for the biochemical assay, animals were sacrificed by decapitation 

approximately 24 hours after the behavioral study, on the 34th postnatal day; 

right and left frontal cortex and striatum were dissected out and instantaneously 

placed in liquid nitrogen and stored at – 70oC until biochemical assays. Brain 

structures were homogenized in 10 volumes (1:10, w/v) of 0.32 M sucrose 

solution containing 5.0 mM HEPES and 0.1 mM 

EDTA, pH 7.4.  

The reaction mixture for Na+,K+-ATPase activity assay contained 5.0 mM 

MgCl2, 80.0 mM NaCl, 20.0 mM KCl and 40.0 mM Tris–HCl, pH 7.4, in final 

volume of 200 mL. The reaction was initiated by ATP addition. Controls were 

carried out under the same conditions with the addition of 1.0 mM ouabain. 
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Na+,K+-ATPase activity was calculated by the difference between the two 

assays, as described by Wyse et al. [27]. Released inorganic phosphate (Pi) 

was measured by the method of Chan and colleagues [28]. Specific enzyme 

activity was expressed as nmol Pi released per min per mg of protein. All 

samples were run in duplicate. 

 

Statistical analysis 

 

Two-way analysis of variance (ANOVA) was performed, with lesion and 

treatment as factors, followed by Duncan’s test to analyze data from open field 

task and Na+,K+-ATPase activity. Data from Inhibitory avoidance was analyzed 

using the Kruskall Wallis ANOVA followed by Mann Whitney test when 

indicated. All statistical tests were performed using the Statistica® software 

package running on a compatible personal computer; differences were 

considered statistically significant whenever p < 0.05. 

 

 

Results 

 

Open Field 

 

Locomotor activity was evaluated using the open field. Two-way ANOVA, 

followed by Duncan’s post hoc test, showed higher latency to leave the first 

quadrant in the HI-S group, as compared to other groups (p<0.05; Table 1), 

indicating an anxiogenic response after the hypoxic-ischemic event. The HI-FA 



23 

 

group had latency similar to those of CT groups, indicating the reversal of post-

HI anxiogenic effect by folic acid supplementation. Two-way ANOVA of rearing 

responses revealed a significant effect considering the lesion factor (F(1,41)= 

4.92; p<0.05), with no effect of the treatment factor (F(1,41)= 1.2; p>0.05). The 

only difference identified by the Duncan's test was a decreased number of 

rearings in the HI-S, as compared with the CT-FA group (Table 1). Analysis of 

the number of the crossings and fecal boli demonstrated no significant 

difference between groups. 

 

Inhibitory avoidance 

 

Kruskal-Wallis analysis followed by post hoc Mann Whitney test indicated 

that HI-S group presented lower latency to step down the platform on the testing 

session, as compared with control groups (p<0.05, Figure 2), representing a 

cognitive deficit related to HI. Folic acid supplementation post HI reversed such 

cognitive impairment. There was no difference between groups on training 

session step down latencies. 

 

Na+,K+-ATPase Activity 

 

Two-way ANOVA showed significant differences considering injury 

(F(1,20)= 13.4; p<0.05) and regarding the treatment variables (F(1,20)= 35.6; 

p<0.05) on Na+,K+-ATPase activity in the right striatum (ipsilateral to arterial 

occlusion). There was enzyme activity inhibition in the right striatum in the HIS 

group, as compared to all other groups (Panel A of Figure 3). Taking into 
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account left striatum (contralateral to arterial occlusion), it was found a 

significant effect on lesion (F(1,20)= 54.7; p<0.05) and treatment (F(1,20)= 

96.4; p<0.05). As seen in right striatum, HI-S group presented a lower level of 

Na+,K+-ATPase activity than all other groups. This confirms that Na+,K+-ATPase 

activity inhibition consequent to hypoxic-ischemic event was prevented by the 

folic acid treatment. 

As regards to enzyme activity in the frontal cortex, ANOVA demonstrated 

a significant effect associated to lesion (right: F(1,20)= 69.9; p<0.05; left: 

F(1,20)= 6.5; p<0.05). Post hoc Duncan’s test indicated that HI-S group also 

had lower activity of Na+,K+-ATPase on both sides, when compared with the 

group CT-S. Additionally, hypoxic-ischemic group treated with folic acid did not 

differ of that CT groups, indicating once again a presence of a protective effect 

(Panel B of Figure 3). 

 

Discussion 

 

This study focused on the possible neuroprotective action of folic acid 

supplementation on the behavioral and biochemical effects caused by neonatal 

HI. It was shown that HI caused an anxiogenic response in the open field and a 

cognitive deficit in the inhibitory avoidance task, as well an inhibition of Na+,K+-

ATPase activity both in striatum and frontal cortex; folic acid treatment 

prevented all these effects.  

General motor activity and anxiety-like behaviors were assessed in the 

open-field. Here, data obtained indicated that animals submitted to hypoxic-

ischemic event treated with saline displayed increased anxiety-like behavior, as 
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seen in higher latency to leave the initial quadrant, and made less crossings, 

compared with the other groups. Folic acid administration was effective in 

prevented these effects on HI animals. It has been reported that folate 

deficiency before the birth of rats increased anxiety and decreased the number 

of rearings in the plus maze test [29]. Data from studies with humans evaluating 

the effects of restricting the intake of folate also identified behavioral 

impairment. Current investigations have been demonstrated evidences for a 

direct association between lower dietary folate intake and depression in male 

smokers [30] and in older women [31]. It is interesting to consider that the 

present study analyzed the behavior of males and females together, only after 

exclude a significant effect of animal sex. In a previous study, it was also 

observed that male and female animals, with 30 and 45 postnatal days, had 

similar behavior in the open field test, when analyzing the number of crossings, 

rearing and fecal boli [32]. 

Inhibitory avoidance test measures learning through the animal's latency 

to descend from the platform, which is motivated by the experience of an 

aversive event [33]. Present data corroborate previous findings indicating that 

neonatal HI causes aversive memory impairment [10] as well as spatial memory 

deficits in adolescent animals [34,35]. Moreover, the present study showed that 

animals subjected to HI and treated with FA had no cognitive impairment on the 

inhibitory avoidance test. This interesting result indicate, for the first time, that 

folic acid may be considered as a neuroprotective strategy for reversal or 

alleviate cognitive deficits caused by neonatal hypoxia-ischemia.  

As regard to Na+,K+-ATPase activity assessment, in frontal cortex and 

striatum data analysis indicated that HI animals treated with saline had a 
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decrease in Na+,K+-ATPase activity on both hemispheres (ipsilateral and 

contralateral), comparing with control group. These results are consistent with a 

recent report which identified a decrease in Na+,K+-ATPase activity in cortex 1 

hour after the hypoxic-ischemic insult [36]. Additionally, present results 

demonstrated that FA supplementation was able to reverse decreased Na+,K+- 

ATPase activity, specially in striatum. We could suggest that this finding is 

partially responsible by the behavioral effects identified on inhibitory avoidance 

and open field tasks. This suggestion corroborates findings reported by Matté 

and colleagues [18] which state that hyperhomocysteinemic rats treated with AF 

had a recovery of decreased Na+,K+-ATPase activity and memory impairments. 

These authors suggested that these findings probably can be attributed to the 

antioxidant properties of folic acid [15,18]. Regarding to ischemic events, a 

prospective study correlates the increase in plasma folate with reduced risk for 

hemorrhagic stroke [37]. Moreover Kremer and Grosso [38] studied the 

relationship of FA with hypoxic-ischemic events in the perinatal period. These 

authors observed that mutations in the gene encoding 5,10-

methylenetetrahydrofolate reductase in women with a nutritional deficiency of 

folate, may represent a risk factor for hypoxic-ischemic encephalopathy in 

neonates. When analyzing Na+,K+-ATPase activity in the frontal cortex present 

data showed partial recovery of inhibition in the HI-FA group, being observed 

only on the contralateral side to lesion. It is reasonable consider that 

contralateral side to be less affected by HI than ipsilateral side, as previously 

stated [10]. 

In conclusion, here present data suggest that hypoxia-ischemia produces 
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anxiogenic effects and aversive memory deficits, and that treatment with folic 

acid was able to prevent these effects. When evaluating the Na+,K+-ATPase 

activity, treatment with FA was able to reverse the inhibition of enzyme activity 

partially in striatum and totally in frontal cortex. Thus, folic acid may be 

considered a candidate for neuroprotection after a neonatal hypoxic-ischemic 

event and, probably, this effect is partially mediated by recovering of the Na+,K+-

ATPase enzyme activity. 
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Legends to Figures 

 

Fig. 1 Time line of experimental procedures. 

 

Fig. 2. Inhibitory avoidance - Latencies to step down the platform in training and 

test sessions * Significant difference when compared to groups CT-S and CT-

FA (p<0.05) on test day. Results are expressed as median ± interquartile range. 

 

Fig. 3. Na+K+-ATPase activity. A) Enzyme activity in right and left striatum. 

*Significant difference when compared to the CT groups. B) Enzyme activity in 

right and left frontal cortex. *Significant difference when compared to the CT 

groups. # Significant difference when compared to the CT-S. Results are 

expressed as mean ± S.E.M. 

 

Figure 1. 
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Figure 2.  
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Figure 3.  
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Table 1.  
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5. Experimento 2  

 

5.1 Materiais e Métodos 

 

5.1.1 Animais 

 

 Foram utilizados 59 ratos machos e fêmeas da linhagem Wistar 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul. Os animais receberam ração e água ad libitum, sendo eles mantidos em 

ambiente climatizado (21±1oC), com ciclo claro / escuro de 12 horas. Este 

trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) desta 

Universidade, sob o Nº 17401 e está de acordo com a Lei AROUCA de 8 de 

Outubro de 2008, que regulamenta procedimentos para uso científico de 

animais. 

  

5.1.2 Indução de Hipóxia-Isquemia 

 

Foi utilizado o modelo experimental baseado na preparação de Levine 

(1960), modificado por Rice e colaboradores (1981) para ratos neonatos. O 

modelo consistiu na associação da ligação permanente da artéria carótida 

comum direita com a exposição a uma atmosfera hipóxica. Aos sete dias pós-
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natal, os animais foram anestesiados com halotano 2-4% e submetidos ao 

procedimento cirúrgico. Este processo foi iniciado com uma incisão na linha 

média da face anterior da região cervical, sendo então a artéria carótida 

comum direita identificada, isolada de estruturas adjacentes, e ligada com fio 

cirúrgico de seda 4.0. Finalizado este procedimento, os animais foram 

devolvidos às caixas moradia, onde permaneceram por duas horas para 

recuperação. Após a recuperação, em grupos de cinco, os animais foram 

colocados em uma câmara (1500 mL) e expostos à atmosfera hipóxica (8% de 

oxigênio e 92 % de nitrogênio, com fluxo de 5L/min) durante 90 min. A câmara 

de hipóxia permaneceu parcialmente submersa em banho-maria a 370C a fim 

de que fosse mantida a temperatura corporal dos ratos lactantes dentro de 

limites fisiológicos. Ao final da hipóxia, os animais foram retirados da câmara e 

devolvidos à sua caixa de origem. Os animais controle foram submetidos à 

incisão cirúrgica, porém sem haver a oclusão arterial e sem a exposição ao 

ambiente hipóxico.  

 

5.1.3 Tratamento com Ácido Fólico 

 

 A solução de ácido fólico utilizada foi preparada na concentração 

0,011µmol/g de peso corporal (10µL/g) e ajustado o pH para 7,4 com NaOH. A 

solução foi injetada intraperitoneal imediatamente antes do procedimento de HI 

e, uma vez ao dia, a partir do 8º até o 40º dia pós-natal para os animais que 

foram testados no labirinto aquático de Morris e até o 30º para os animais 
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utilizados para análise morfológica (LALONDE et al., 1993 adaptado por 

MATTÉ et al., 2007). 

 

5.2 Análise Comportamental 

 

5.2.1 Labirinto Aquático de Morris 

 

O labirinto aquático de Morris consiste de um tanque circular (2,0 metros 

de diâmetro) preenchido com água (21±1°C), com uma plataforma de escape 

submersa (2 cm abaixo da superfície da água).  

 

5.2.1.1 Avaliação da Memória de Referência 

 

Para avaliarmos a memória de referência, nos animais com 40 DPN, foi 

realizado um período de treino onde a posição da plataforma permaneceu no 

mesmo local. Os animais realizaram quatro tentativas por dia, com intervalo de 

10 min durante cinco dias consecutivos. Vinte e quatro horas após a fase de 

treino, uma sessão de 60 segundos, sem a plataforma, foi realizada para 

avaliar a memória de longo prazo para a posição da plataforma. Todos os 

animais foram colocados no labirinto em um mesmo ponto, o mais longe 

possível da posição da plataforma. Foram analisados os seguintes parâmetros 
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no teste: tempo gasto no quadrante alvo, tempo gasto no quadrante oposto, 

latência para chegar na plataforma ou no alvo (treino e teste) e número de 

cruzamentos pelo alvo (ARTENI et al., 2003). 

 

5.2.1.2 Avaliação da Memória de Trabalho 

 

Para avaliarmos a memória de trabalho, nos 47 DPN, foram realizadas 

quatro sessões por dia, com cinco minutos de intervalo entre elas, com uma 

diferente posição da plataforma a cada dia. A memória de trabalho foi avaliada 

pela média da latência para encontrar a plataforma em cada uma das sessões 

para cada animal (ARTENI et al., 2003). 

 

5.3 Estudos Morfológicos 

 

Para análise morfológica utilizamos 16 animais que aos 30 DPN foram 

anestesiados, por via intraperitoneal com hidrato de cloral 150mg/kg, injetados 

com 1000 UI de heparina no ventrículo esquerdo e perfundidos por via 

transcardíaca com 150 mL de solução salina seguida de paraformaldeído 4% 

diluído em tampão fosfato 0,1M (pH 7,4) em temperatura ambiente. Os 

encéfalos foram removidos e fixados na mesma solução em temperatura 

ambiente por 4 h, crioprotegidos através da imersão em soluções crescentes 

de sacarose (15-30%) em tampão fosfato até afundarem. Após, os encéfalos 
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foram congelados em nitrogênio líquido (Reagen, Brasil) e guardados em 

freezer -70ºC. Secções coronais de 40µm foram feitas, utilizando-se um 

criostato (Leitz, Alemanha), nas estruturas: estriado (Bregma 1,20mm) e 

hipocampo (Bregma – 1,80 mm e 6,80 mm). Para esta análise, os cortes foram 

corados com a técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) em lâminas gelatinizadas 

e o Método de Cavalieri foi utilizado para mensurar o volume total do 

hipocampo e do corno de Ammon. Para se ter uma estimativa da área 

lesionada no estriado utilizamos o protocolo descrito por Pereira et al. (2007). 

 

5.3.1 Volume Hipocampal 

 

 O volume hipocampal foi calculado através da soma das áreas 

multiplicado pelo intervalo entre os cortes, de acordo com o Método de 

Cavalieri (RODRIGUES et al., 2004; MIKI et al., 2005). Todo o hipocampo foi 

seccionado em cortes coronais de 40 µm com intervalo de 200 µm entre cada 

fatia. As secções foram montadas em lâminas gelatinizadas e coradas com HE. 

As imagens das lâminas foram digitalizadas por um Scanner com resolução de 

1200 dpi e com auxílio do Software Image J (NIH, USA) os hipocampos direito 

e esquerdo foram delineados e suas áreas mensuradas. O limite anterior foi o 

primeiro corte com células piramidais coradas pela HE e o limite posterior foi o 

último corte com células granulares do giro denteado (entre as coordenadas 

Bregma – 1,80 mm e 6,80 mm do Atlas Paxinos e Watson, 2004). 
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5.3.2 Volume do Corno de Ammon 

 

 A área de cada corte do hipocampo foi delineada através do Software 

Image J (NIH, USA) e mensurada. O volume do corno de Ammon foi calculado 

através da medida da área total do hipocampo, de cada fatia, descontando-se a 

área do giro denteado conforme descrito por Pereira et al. ( 2007). Após, o 

resultado de cada área foi multiplicado pelo valor do intervalo entre os cortes 

(200µm). 

 

5.3.3 Área do Estriado 

 

 Conforme a metodologia utilizada por Pereira et al. (2007), a área do 

estriado foi medida por quatro secções de cortes coronais com 40µm, seguindo 

a coordenada Bregma 1,20mm do Atlas Paxinos e Watson, 2004. Os cortes 

foram montados em lâminas gelatinizadas e coradas com HE. As imagens 

foram digitalizadas em Scanner com resolução de 1200 dpi e através do 

Software Image J (NIH, USA) apenas uma secção foi utilizada e a área do 

estriado direito e esquerdo foi delineada e mensurada para que tivéssemos 

uma medida de estimativa da área lesionada nessa estrutura.  
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5.4 Análise Estatística 

 

Os dados referentes ao aprendizado da tarefa para memória de 

referência foram submetidos à análise de variância (ANOVA) de medidas 

repetidas seguido de teste de post hoc de Duncan. Os demais dados foram 

submetidos à ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan para múltiplas 

comparações. Os dados foram expressos como média±erro padrão. Os valores 

foram considerados significativos para p<0,05. As análises estatísticas foram 

realizadas através do Software Statistica. 
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6. Resultados  

 

6.1 Labirinto Aquático de Morris 

 

6.1.1 Memória de Referência 

 

Os dados referentes à memória espacial realizados no labirinto aquático 

de Morris estão representados nas figuras 1-5. Foram avaliadas as variáves: 

latência para encontrar a plataforma, como indicativo de aprendizado durante o 

treino; tempo gasto no quadrante alvo e oposto, latência e número de 

cruzamentos no dia de teste.  

Na avaliação do aprendizado durante o treino (Fig. 1) o resultado geral 

da ANOVA de medidas repetidas mostrou uma diferença estatística somente 

na variável lesão (F(1,39)=38,0; p<0.05). O teste post hoc de Duncan 

demonstrou diminuição na latência para encontrar a plataforma nos dias 3, 4 e 

5, comparando-se com o dia 1, nos grupos CTS e CTAF. No grupo HIS, a 

diminuição da latência foi observada apenas nos dias 4 e 5. Tal diminuição de 

latência ao longo dos dias indica o aprendizado na tarefa. O teste post hoc 

ainda mostrou diferença nos grupos HIS e HIAF em relação ao CTS e CTAF no 

quarto dia de treino, indicando aprendizado na tarefa nos grupos controle e não 

nos grupos HI. Ainda, houve maior latência no quinto dia de treino nos grupos 

HIS e HIAF em relação ao grupo CTS, indicando que tanto o grupo lesão 
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tratado como o não tratado tiveram prejuízo no aprendizado da tarefa. O grupo 

CTAF também foi diferente quando comparado ao grupo HIAF.  

No teste, onde os animais foram avaliados por 60 segundos sem a 

plataforma submersa, foram observadas as variáveis tempo gasto no 

quadrante alvo e oposto, latência para chegar ao alvo e número de 

cruzamentos. Na avaliação do tempo gasto no quadrante alvo o resultado geral 

da ANOVA de duas vias indicou diferença na variável tratamento (animais HI 

que receberam AF) (F(1,39)=8,54; p<0.05). O teste post hoc demonstrou 

aumento do tempo gasto no quadrante alvo no grupo HIS em relação ao CTAF 

e diminuição desse tempo no grupo CTAF em relação ao CTS.  

Quando se analisou o tempo gasto no quadrante oposto o resultado 

geral da ANOVA mostrou resultado significativo em relação a variável 

tratamento (F(1,39)=6,7; p<0.05). O post hoc de Duncan mostrou que os 

animais HIS gastaram menos tempo nesse quadrante em relação ao grupo 

CTAF. No entanto, o grupo CTAF permaneceu maior tempo neste quadrante 

em relação ao grupo CTS. 

Quanto à análise da variável latência, o resultado geral da ANOVA 

indicou resultado significativo em relação à lesão (F(1,39)=11,38; p<0.05) e ao 

tratamento (F(1,39)=6,4; p<0.05). No teste de Duncan observamos que os 

animais HIS tiveram maior latência para encontrar o alvo no dia de teste em 

relação ao grupo CTS e que os animais HIAF também apresentaram maior 

latência para encontrar o alvo no dia de teste quando comparado aos grupos 

controles. Esse resultado demonstra um prejuízo no aprendizado desses 

animais submetidos à HI, independente do tratamento farmacológico. 
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Em relação à variável cruzamentos o resultado geral da ANOVA também 

mostrou diferença em relação à lesão (F(1,39)=12,5; p<0.05) e ao tratamento 

(F(1,39)=7,4; p<0.05). O teste post hoc indicou menor número de cruzamentos 

nos grupos CTAF, HIS e HIAF em relação ao grupo CTS.  

 

 

Figura 1. Curva de Aprendizado no Labirinto Aquático de Morris durante o 
treino no protocolo para memória de referência. * Diferença significativa nos 
grupos CTS, CTAF e HIS em relação ao dia 1 do treino. ● Diferença 
significativa em relação ao CTS e CTAF no respectivo dia. ♦ Diferença 
significativa em relação ao grupo CTS no respectivo dia. Os dados foram 
expressos como média±erro padrão. 
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Figura 2. Tempo gasto no quadrante alvo no dia de teste. * Diferença 
significativa quando comparado com CTAF. # Diferença significativa quando 
comparado com CTS. Os dados foram expressos como média±erro padrão. 

 

 

Figura 3. Tempo gasto no quadrante oposto. * quando comparado ao CTAF # 
quando comparado ao CTS. Os dados foram expressos como média±erro 
padrão. 
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Figura 4. Latência para encontrar o alvo. * Diferença significativa quando 
comparado ao CTS. # Diferença significativa quando comparado ao CTS e ao 
CTAF. Os dados foram expressos como média±erro padrão. 

 

 

Figura 5. Número de cruzamentos no alvo. * Diferença significativa quando 
comparado com o CTS. Os dados foram expressos como média±erro padrão. 
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6.1.2 Memória de Trabalho 

 

O dado referente à memória de trabalho está representado na figura 6. 

O resultado geral da ANOVA mostrou que houve diferença na variável lesão 

em todas as sessões (1-4). O post hoc de Duncan indicou diferença quando 

comparou os grupos HIS e HIAF com os grupos CTS e CTAF em todas as 

sessões demonstrando que houve prejuízo no aprendizado dos animais HI 

nessa tarefa.  

 

 

Figura 6. Curva de Aprendizado no Labirinto Aquático de Morris no protocolo 
para memória de trabalho.* Diferença significativa dos grupos HIS e HIAF em 
relação aos grupos CTS e CTAF nas sessões 1,2,3 e 4. Os dados foram 
expressos como média±erro padrão. 
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6.2 Análise Morfológica 

 

6.2.1 Volume Hipocampal 

 

Os resultados do volume hipocampal são demonstrados na figura 7. O 

resultado geral da ANOVA indicou que houve uma interação entre lesão e 

tratamento (F(1,12)=9,0; p<0.05)  no resultado do volume hipocampal 

esquerdo, contralateral à oclusão arterial. O post hoc de Duncan mostrou 

diferença no grupo HIS em relação ao CTS e HIAF. Quando analisado o lado 

direito, ipsilateral à lesão, o resultado geral da ANOVA mostrou diferença na 

variável lesão (F(1,12)=17; p<0.05).  Já o teste post hoc indicou que houve 

redução do volume hipocampal no grupo HIS em relação aos grupos controle. 

Este resultado representa uma atrofia do hipocampo dos animais submetidos à 

HI, em ambos os hemisférios, sendo revertida pela suplementação com ácido 

fólico. 
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Figura 7. Volume hipocampal * Diferença significativa em relação ao grupo 
CTS e HIAF. # Diferença significativa em relação aos grupos CTS e CTAF. Os 
dados foram expressos como média±erro padrão. 
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Figura 8. Volume do Corno de Ammon * Diferença significativa quando 
comparado ao CTS e HIAF. ● Diferença significativa quando comparado com 
os grupos CTS e CTAF. Os dados foram expressos como média±erro padrão. 
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ipsilateral à lesão, em relação aos grupos CTS e CTAF. No lado contralateral à 

lesão, esquerdo, não houve diferença entre os grupos.  
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Figura 9. Área do estriado – Estimativa de lesão * Diferença significativa em 
relação aos grupos CTS e CTAF. Os dados foram expressos como média±erro 
padrão. 
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6.3 Discussão 

 

O experimento 2 apresenta-se como uma continuação do primeiro 

experimento e teve como objetivo averiguar a influência do tratamento com 

ácido fólico sobre a memória espacial no labirinto aquático de Morris. Ainda 

avaliamos se o tratamento com ácido fólico foi capaz de recuperar as áreas 

que sofreram maior atrofia pela HI, como o hipocampo, o Corno de Ammon e o 

estriado.  

A tarefa do labirinto aquático de Morris é adequada para se avaliar a 

cognição em ratos, uma vez que esses roedores são bons nadadores e 

apresentam boa capacidade de localização espacial. Por outro lado, a água é 

um meio aversivo para estes animais, e esses procuram escapar.  Como a 

tarefa exige que o animal aprenda a localização da plataforma, o hipocampo é 

uma estrutura chave no processo de aprendizado e memória que é exigido 

nessa tarefa. Portanto, é um teste adequado para avaliação da integridade da 

função hipocampal (OLTON & MARKOWSKA, 1994; SAVE & POUCET, 2000). 

Nossos resultados mostraram que os animais submetidos à HI tiveram um 

prejuízo no desempenho da tarefa no labirinto aquático, quando avaliada a 

memória de referência e de trabalho. Esses achados corroboram os de Arteni 

et al. (2003) que observaram déficit de aprendizado nos animais hipóxico-

isquêmicos. Pereira et al. (2007) também mostraram que os animais HI adultos 

tiveram menor número de cruzamentos e maior latência para encontrar o alvo 

no teste indicando um prejuízo no aprendizado desses animais. Em ambos os 

protocolos estudados, de referência e de trabalho, o tratamento com ácido 
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fólico não se mostrou efetivo. Este efeito deve-se, provavelmente, ao fato de 

que o hipocampo é uma estrutura que possui maior suscetibilidade à lesão 

causada pela HI e é uma peça chave na formação da memória. Sabe-se que a 

HI forma uma extensa lesão, por morte celular, principalmente no hipocampo 

de ratos submetidos a esse procedimento (ARTENI et al., 2003; CARLONI et 

al., 2007; PEREIRA et al., 2007). Nesse estudo também observamos prejuízo 

no aprendizado dos animais controle tratados com ácido fólico. Esses 

resultados corroboram com os de Sittig et al. (2012) que observaram déficit na 

memória espacial de animais que receberam ração suplementada com 8mg de 

folato/kg, cerca de três vezes mais que a quantidade indicada em uma ração 

normal. 

Quando analisamos o volume hipocampal e o Corno de Ammon os 

resultados indicaram que houve diminuição do volume de ambas as estruturas 

nos animais submetidos à HI tratados com salina. Também observamos que os 

animais HI tratados com ácido fólico demonstraram melhora significativa no 

volume dessas estruturas. Estes achados estão de acordo com os de Arteni et 

al. (2003); Rodrigues et al. (2004) e Pereira et al. (2007) que estudaram o 

volume hipocampal e o Corno Amonn e observaram diminuição no volume 

dessas estruturas nos animais HI. No entanto, Rodrigues e colegas (2004) 

observaram que animais HI que foram submetidos à estimulação tátil por 10 

minutos apresentaram reversão da atrofia hipocampal. Estes autores atribuem 

a melhora da atrofia ao leve efeito estressor da estimulação tátil, a qual 

aumenta os níveis de corticosterona que pode estar associada à 

neuroplasticidade. Sabe-se que os gânglios da base, estruturas responsáveis 

pelo controle motor dos indivíduos, também são afetados pela hipóxia-isquemia 
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(NOWAK et al., 2011). Nesse contexto, a análise da estimativa de lesão 

mensurada no estriado demonstrou que houve diminuição na área dessa 

estrutura no lado ipsilateral à lesão, ou direito, tanto nos animais HI que 

receberam salina quanto nos que receberam ácido fólico. No entanto, quando 

analisamos o lado esquerdo ou contralateral à lesão, esse hemisfério pareceu 

não ser afetado. Estes dados corroboram com os de Pereira et al. (2007) que 

observaram diminuição da área estriatal nos animais hipôxicos-isquêmicos. No 

sistema nervoso central (SNC) a injúria resultante da hipóxia-isquemia torna os 

astrócitos reativos e responsivos de uma maneira típica denominada 

astrogliose (ENG et al., 2000), caracterizada pela síntese rápida da proteína 

ácida fibrilar glial (GFAP) e filamentos intermediários, proliferação e/ou 

hipertrofia glial. Como observado neste trabalho ocorreu melhora significativa 

no volume hipocampal e prejuízo no aprendizado da tarefa no labirinto aquático 

de Morris nos animais HI tratados com ácido fólico. Sugere-se então, que a 

recuperação do volume hipocampal, muito provavelmente, deve-se a 

cicatrização glial. Ainda, alterações morfológicas podem acontecer, tais como 

aumento da arborização e aumento de espinhos dendríticos, porém sem uma 

efetiva comunicação sináptica.  

Portanto, nossos resultados demonstraram que houve um déficit de 

aprendizado no labirinto aquático de Morris e que o tratamento com ácido fólico 

não foi capaz de revertê-lo. Todavia, este é o primeiro trabalho que mostra a 

recuperação da atrofia hipocampal gerada pela HI nos animais tratados com 

essa vitamina, e podemos sugerir que mais estudos são necessários para que 

possamos atribuir essa recuperação ao papel antioxidante do ácido fólico.  
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7. Discussão geral 

 

Este trabalho teve como objetivo avaliar uma possível estratégia 

neuroprotetora para as alterações comportamentais, bioquímicas e 

morfológicas ocasionadas pela HI neonatal, através do tratamento com ácido 

fólico. Para isso avaliamos o comportamento motor, a memória aversiva e a 

atividade da Na+,K+-ATPase no experimento 1, e avaliamos a memória de 

referência, de trabalho e o volume de lesão no experimento 2.  

Sabe-se que a hipóxia-isquemia neonatal leva a um dano neurológico 

permanente que pode se apresentar na forma de paralisia cerebral, retardo 

mental, epilepsia e déficit cognitivo (ZHENG et al., 2006). O modelo animal 

utilizado neste trabalho representa bem os déficits encontrados em humanos 

que sofreram HI. Estudos mostram que esses animais apresentam maior 

hiperatividade, possuem déficits importantes de memória, tanto na memória 

aversiva quanto na memória espacial e de trabalho (IKEDA et al., 2001; 

MCAULIFFE et al., 2006). Também apresentam atrofia no estriado, córtex pré-

frontal e hipocampo (ARTENI et al., 2003; MISHIMA et al., 2005; PEREIRA et 

al., 2007), áreas que foram estudadas nessa dissertação. Como a hipóxia-

isquemia inicia o dano encefálico pela depleção energética, a enzima Na+,K+-

ATPase é a primeira a ter a sua função comprometida e isso contribui para a 

morte celular dando início a lesão encefálica. Ainda, estudos histológicos 

demonstram que o hipocampo, estrutura chave na formação da memória, é o 

primeiro alvo a ser comprometido sofrendo intensa atrofia, principalmente no 

lado ipsilateral à lesão (ARTENI et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004).  
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A utilização do ácido fólico como estratégia neuroprotetora neste 

trabalho teve motivação em estudos prévios, os quais mostraram a relação da 

suplementação com essa vitamina com a prevenção de eventos isquêmicos 

(ASSANELLI et al., 2004) e melhora de déficits cognitivos ocasionados pelo 

estresse oxidativo gerado pela homocisteinemia (MATTÉ et a., 2007). Estes 

pesquisadores têm atribuído ao ácido fólico um importante papel antioxidante. 

Sabendo-se que a lesão causada pela HI ocorre em grande parte, devido ao 

estresse oxidativo, neste estudo o ácido fólico foi escolhido como estratégia 

neuroprotetora a ser investigada. 

 

7.1 Estudos comportamentais – Avaliação do comportamento motor, da 

memória aversiva, espacial e trabalho 

 

Nossos resultados demonstraram que os animais submetidos à hipóxia-

isquemia neonatal, tratados com salina, apresentaram maior latência para sair 

do quadrante inicial e menor número de rearings na avaliação no campo 

aberto, comparando-se com os demais grupos. Estes resultados indicam 

aumento dos níveis de ansiedade nesses animais. Estes dados corroboram 

com estudo de Ferguson et al. (2005) que observaram  maior ansiedade e 

menor número de rearings no labirinto em cruz elevado, nove  a doze semanas 

após o nascimento em animais que tinham deficiência de folato. No entanto, 

neste estudo observamos reversão do efeito ansiogênico nos animais HI, 

tratados com ácido fólico. Quanto ao número de cruzamentos não houve 

diferença entre os grupos. Este resultado mostra que não houve alteração da 

atividade locomotora ampla dos animais.  
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O teste de esquiva inibitória infere o aprendizado do animal através da 

latência para descer da plataforma (IZQUIERDO & MEDINA, 1997), o qual é 

motivado pela experiência do evento aversivo. Este teste tem a amígdala como 

estrutura chave no reconhecimento aversivo (MCGAUGH, et al., 1995). Neste 

trabalho nós confirmamos que a hipóxia-isquemia ocasionou um prejuízo na 

memória aversiva, assim como foi identificado no trabalho de Arteni et al. 

(2003). No entanto, também foi observado neste trabalho que houve reversão 

no déficit de aprendizado dessa tarefa nos animais HI tratados com ácido 

fólico. Sugere-se que este efeito, provavelmente, tenha ocorrido devido à 

recuperação do dano à amígdala ou a formação de novas comunicações 

sinápticas. Por ser uma estrutura de difícil acesso, inexistem trabalhos 

demonstrando o índice de lesão ocasionado pela hipóxia-isquemia na 

amígdala. Todavia, demonstramos nesse trabalho que houve reversão do 

déficit causado na memória aversiva, que tem como estrutura principal a 

amígdala. Com isso podemos sugerir que este efeito possa ser atribuído ao 

potencial antioxidante do ácido fólico (DOSHI et al., 2001; MATTÉ et al., 2007; 

KOLLING et al., 2011) evitando que a lesão oxidativa causada pela HI ocorra 

nessa estrutura. 

Observamos também prejuízo no aprendizado das tarefas no labirinto 

aquático de Morris quando avaliamos a memória espacial e de trabalho. Esses 

dados corroboram os de Pereira et al. (2008) que observou déficits na memória 

espacial e de trabalho nos animais HI. Almli et al. (2000) e Young et al. (1986) 

também encontraram déficit na memória espacial em animais HI adolescentes.  

Matté et al. (2007) demonstraram que animais, em um modelo de 

homocistinúria, apresentavam déficits cognitivos na tarefa no labirinto aquático 
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de Morris. Entretanto, esses autores observaram que houve melhora do déficit 

nos animais tratados com ácido fólico e também atribuem esses achados ao 

papel do ácido fólico como antioxidante. No presente trabalho nós avaliamos a 

memória de referência e de trabalho após 40 dias de tratamento com ácido 

fólico e neste caso observamos que houve prejuízo cognitivo também nos 

animais controle tratados com ácido fólico. Este resultado corrobora com o 

estudo de Sittig et al. (2012) que observaram prejuízo na memória espacial, no 

labirinto aquático de Morris, em animais que tiveram sua dieta suplementada 

com 8mg de folato/kg partir do 30 DPN até o 60 DPN. Esses autores atribuem 

esse resultado a diminuição dos níveis dos hormônios tireoidianos circulantes, 

Triiodotironina (T3) e Tiroxina (T4), e também a uma diminuição do número de 

receptores α1 e α2 para esses hormônios no hipocampo.  

  

7.2 Avaliação bioquímica – Atividade da enzima Na+,K+-ATPase 

 

A enzima Na+,K+-ATPase é uma proteína integral de membrana que tem 

papel chave na manutenção da homeostase celular garantindo a correta 

transmissão elétrica através da troca iônica de Na+ por K+ (LINGREL & 

KUNTZWEILER, 1994).  Neste trabalho avaliamos a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase no córtex pré-frontal e no estriado tanto do lado ipsilateral 

quanto no lado contralateral à lesão. No hipocampo, a análise ficou prejudicada 

devido a grande atrofia gerada pela HI nessa estrutura. Os resultados da 

atividade da enzima Na+,K+-ATPase no córtex pré-frontal e estriado indicaram 

que os animais HI não tratados tiveram uma diminuição na atividade dessa 

enzima em ambos os hemisférios (ipsilateral e contralateral), quando 
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comparado ao grupo controle. Estes resultados corroboram com o estudo de 

Weiss et al. (2011), que identificaram diminuição na atividade dessa enzima no 

córtex de animais HI. Nossos achados também estão de acordo com o estudo 

de Simão et al. (2010) que também observaram, em um modelo de isquemia 

global, diminuição da atividade da atividade da enzima Na+,K+-ATPase. Além 

disso, nossos resultados demonstraram que a suplementação com ácido fólico 

foi capaz de reverter a redução da atividade da enzima, especialmente no 

estriado. Podemos sugerir que este achado é parcialmente responsável pelos 

efeitos comportamentais identificados na esquiva inibitória e as tarefas de 

campo aberto.  

 

7.3 Avaliação morfológica – Volume hipocampal e estriatal 

 

Nesta dissertação foi avaliado ainda o volume hipocampal bem como a 

área do estriado para termos uma estimativa de lesão nessa estrutura. Nossos 

resultados demonstraram que houve diminuição no volume hipocampal bem 

como no volume do Corno de Ammon nos animais HI tratados com salina.  

Esses dados corroboram com os estudos de Pereira et al. (2007) e Arteni et al. 

(2003), que observaram diminuição no volume dessas estruturas nos animais 

HI. Todavia, observamos uma reversão do volume nos animais tratados com 

ácido fólico, indicando que o tratamento com essa vitamina apresentou um 

potencial preventivo ao dano gerado pela HI no hipocampo.  

Quanto à lesão estimada no estriado, nossos resultados indicaram que o 

lado esquerdo, ou contralateral à lesão, não foi afetado pela hipóxia-isquemia e 

que houve redução da área no lado direito, ou ipsilateral à lesão tanto nos 
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animais HI tratados como nos animais não tratados. Sabe-se que existe 

formação de cicatriz glial após o insulto hipóxico-isquêmico e provavelmente 

este processo foi demonstrado nesse trabalho através da observação da 

melhora no volume hipocampal e prejuízo no aprendizado das tarefas no 

labirinto aquático de Morris. Entretanto, mais estudos precisam ser realizados a 

fim de verificar possíveis aumentos nas densidades sinápticas e arborização 

dendrítica dessas estruturas e também elucidar os mecanismos envolvidos na 

reversão da atrofia hipocampal nos animais tratados com ácido fólico.  
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8. Conclusões 

 

Os resultados obtidos nessa dissertação nos permitem concluir 

que: 

O tratamento com ácido fólico foi capaz de reverter o efeito ansiogênico, 

o déficit na memória aversiva e a inibição da enzima  Na+,K+-ATPase causado 

pela HI neonatal; 

Também foi efetivo na reversão da atrofia hipocampal; 

Neste trabalho não observamos melhora no prejuízo causado pela HI na 

memória espacial e de trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

9. Perspectivas 

 

Investigar outras variáveis que possam ser afetadas pela HI neonatal, 

como: parâmetros do estado oxidativo do hipocampo, córtex e estriado. 

 Além disso, seguir a avaliação morfológica a fim de verificar alterações 

como cicatrização glial, nas diferentes estruturas e níveis sinaptofisina por ser 

importante na comunicação sináptica. 
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