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RESUMO 

 

A encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal (HI) é uma importante causa de 
dano encefálico durante o período gestacional. A HI decorre da diminuição da oferta 
de sangue (isquemia) e de oxigênio (hipóxia) para o tecido encefálico devido a 
disfunções circulatórias e/ou complicações obstétricas e contribui para a etiologia de 
patologias como a paralisia cerebral e epilepsia. Seus mecanismos envolvem as 
consequências diretas do déficit energético sobre o metabolismo celular destacando-
se a excitotoxicidade glutamatérgica e o estresse oxidativo. O modelo animal de HI 
utilizando ratos no 7º dia de vida pós-natal (HIP7) mimetiza a lesão ocorrida em 
humanos nascidos entre 38-40 semanas de gestação (nascimento a termo). Estudos 
têm demonstrado que intervenções realizadas para o tratamento da HI sofrem forte 
influência do dimorfismo sexual, sendo eficazes ora em um sexo, ora em outro, 
dependendo dos mecanismos em que atuam. O exercício físico é associado como 
forma de prevenção a muitas doenças, em particular as que envolvem o sistema 
nervoso central (SNC). A natação pode ser considerada uma excelente forma de 
exercício para gestantes, uma vez que o ambiente aquático reduz a dificuldade em 
realizar atividades física em função do peso extra adquirido na gravidez e por agir de 
forma benéfica sobre o desenvolvimento embrionário. Além disso, mudanças 
estruturais e funcionais tais como maior proliferação celular em diversas regiões do 
encéfalo e melhor desempenho em tarefas espaciais, são induzidas pelo exercício. 
O objetivo deste estudo é demonstrar o potencial efeito da natação durante a 
gestação como estratégia de proteção ao evento hipóxico-isquêmico neonatal na 
prole de ratos Wistar. Nossa hipótese de trabalho é de que o exercício físico possua 
caráter preventivo e seja um agente para a recuperação da função cognitiva após a 
lesão HI. Ainda, esperamos observar influência do dimorfismo sexual sobre os 
parâmetros analisados. Ratas prenhas foram submetidas a um protocolo de natação 
no período gestacional, enquanto um grupo que somente foi submetido ao tanque 
onde era realizado o nado, serviu de controle. No sétimo dia de vida, os filhotes de 
ambos os sexos foram anestesiados com halotano, submetidos à oclusão da artéria 
carótida direita e após um período de recuperação de 2 horas, submetidos à hipóxia 
(8% de O2) durante 90 minutos. Os animais foram divididos nos grupos controle 
(SHAM nado e sedentário) e HI (nado e sedentário). A análise comportamental 
realizada (através do labirinto aquático de Morris e da esquiva inibitória) 
evidenciaram uma melhora dos grupos HI em que a mãe tinha realizado o nado 
(principalmente nos machos). A análise histológica demonstrou maior preservação 
tecidual nas fêmeas, aparentemente sem correlação com a melhora cognitiva, 
indicando que talvez o volume das estruturas analisadas (hemisfério e hipocampo) 
pode não ter sido suficiente para explicar a recuperação dos déficits cognitivos. 
Estruturas como amígdala e córtex pré-frontal também possuem fundamental papel 
nas tarefas realizadas e devem ser analisadas em estudos futuros. Embora a lesão 
tecidual não tenha sido revertida, o nado gestacional pode ter causado alterações na 
plasticidade do tecido remanescente que podem ter sido a causa da melhora 
cognitiva. 

 
Palavras-chave: Hipóxia-Isquemia (HI), nado gestacional, neuroproteção, memória, 
dimorfismo sexual. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Estimativas da Organização Mundial de Saúde indicam que dos 37% de 

casos de mortalidade infantil antes dos 5 anos de idade, 23% estão relacionados à 

asfixia perinatal (DURAN ET AL., 2007). Complicações decorrentes da asfixia 

neonatal frequentemente incluem alterações cardiovasculares, respiratórias, 

metabólicas e renais, porém, o Sistema Nervoso Central (SNC) é a estrutura mais 

afetada (VANNUCCI ET AL., 2004).  

A hipóxia-isquemia cerebral neonatal (HI), principal causa de enfermidades do 

sistema nervoso no período neonatal, pode ocorrer devido a complicações durante a 

gravidez ou parto, tais como a asfixia intra-uterina severa e a prematuridade 

(VOLPE, 2008). A HI é associada a altas taxas de morbidade neurológica em recém-

nascidos, acarretando déficits sensoriais, motores e cognitivos nos sobreviventes, 

como paralisia cerebral, convulsões, epilepsia e déficits na aprendizagem 

(WEITZDOERFER ET AL., 2004, VANNUCCI ET AL., 2004, HAGBERG ET AL., 

2002). De acordo com Volpe e colaboradores (2009) a cada mil nascidos vivos, 2 a 4 

recém-nascidos são acometidos por hipóxia-isquemia cerebral. No Brasil, estima-se 

que a prevalência de asfixia neonatal seja de aproximadamente 2% dos nascidos 

vivos (SOUZA, 2003). 

A hipóxia-isquemia decorre de uma diminuição da oferta de oxigênio aos 

tecidos e pode se desenvolver de duas maneiras: por uma situação de hipóxia, que 

é a diminuição da quantidade de oxigênio circulante nos tecidos, e de uma isquemia, 

ou seja, interrupção do aporte sanguíneo aos tecidos (BERGER e GARNIER, 1999; 

ENGIDAWORK ET AL., 1997). A HI se dá de forma evolutiva, iniciando durante a 

lesão e estendendo-se no período de recuperação, sendo suas repercussões 
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variáveis, e dependentes do período em que ocorreu a lesão, da duração do insulto 

e dos mecanismos fetais de adaptação.  

As alterações celulares do dano HI têm sido muito estudadas e envolvem 

principalmente a excitotoxicidade, a perda do controle sobre o potencial de 

membrana, a sobrecarga intracelular de Ca++, a geração de radicais livres e a 

indução de apoptose (ARTENI ET AL., 2010). Os mecanismos de despolarização e 

repolarização são a base para o funcionamento encefálico, sendo seu 

funcionamento dependente da oferta apropriada de oxigênio e glicose. O déficit 

energético decorrente da HI leva a uma alteração no metabolismo celular, com 

excessiva liberação de neurotransmissores excitatórios (ocasionando 

excitotoxicidade glutamatérgica) e aumento da produção de espécies reativas 

levando ao estresse oxidativo. O dano celular pode ser agravado pela ativação de 

citocinas e conseqüente infiltração e ativação de células inflamatórias em resposta 

ao dano inicial (MCLEAN ET AL., 2004; MISHRA ET AL., 1999).  

Na fase de isquemia ocorre diminuição do suprimento sanguíneo com 

resultante queda do aporte de oxigênio para o tecido lesado (Figura 1), provocando 

inibição da fosforilação oxidativa mitocondrial e queda da produção de trifosfato de 

adenosina (ATP). No entanto o consumo de ATP continua, reduzindo os estoques à 

adenosina difosfato (ADP) e à adenosina monofosfato (AMP) e logo à adenosina, 

inosina e hipoxantina. Com a exaustão das reservas energéticas durante a hipóxia, 

ocorre falência nos mecanismos de manutenção dos potenciais de membrana 

(ERECINSKA ET AL., 1994).  
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Figura 1 - Eventos moleculares após o dano HI. 

 

 Como a glicólise anaeróbica é insuficiente para manter a produção de ATP, 

não há energia para manter as funções cerebrais, ocorrendo desativação das 

bombas iônicas, despolarização das membranas e abertura dos canais iônicos 

dependentes de voltagem (DUGAN ET AL., 1999). Ocorre uma diminuição na 
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atividade da bomba Na+/K+ ATPase resultando em  inchaço celular e edema 

citotóxico. Há uma hiperpolarização generalizada nos neurônios e com a perda dos 

potenciais de membrana, o Ca++ flui para o meio intracelular levando a liberação de 

neurotransmissores excitatórios como o glutamato.  

Logo, o glutamato ativa os receptores NMDA, AMPA e cainato, resultando no 

influxo de Na+ e Ca++ para dentro dos neurônios pós-sinápticos, o que impede a 

recaptação de glutamato da fenda sináptica. Como o mecanismo de sua recaptação, 

regulado principalmente pelos astrócitos, é dependente de ATP, sofre grande 

prejuízo com a falência energética decorrente da lesão hipóxico-isquêmica 

(MAGISTRETTI ET AL., 1999). O acúmulo de Ca++ intracelular provoca efeitos que 

podem levar a morte celular, como por exemplo, a ativação de proteases, 

endonucleases e fosfolipases as quais, atuando sobre lipídeos da membrana 

plasmática, levam à formação excessiva de ácidos graxos livres e ácido 

araquidônico. Os mecanismos celulares responsáveis pela lesão hipóxico-isquêmica 

também envolvem a ativação de caspases (em particular a caspase-3), uma família 

de enzimas ativadas durante o episódio hipóxico e que atua dando início e 

executando a apoptose neuronal (ROSSITER ET AL., 2002; TELEP ET AL., 2002; 

LOW ET AL., 2002).  

O modelo mais utilizado para o estudo da HI neonatal em roedores é o de 

Levine (1960) modificado por Rice e colaboradores em 1981. Neste modelo, ratos 

neonatos no sétimo dia de vida pós-natal (PND7) têm uma de suas carótidas 

permanentemente ocluída e são posteriormente expostos a uma atmosfera hipóxica 

(8% de O2)(Figura 2).  
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 Figura 2 - Desenho esquemático do modelo de Levine (Ilustração: Bruna Lora) 

 

O modelo de Levine-Rice é caracterizado por atingir preferencialmente um 

dos hemisférios cerebrais (o da oclusão carotídea) e estruturas tais como hipocampo 

e núcleos da base, o que vem a ser a causa dos déficits cognitivo motores 

apresentados pelos animais. O modelo permite uma melhor compreensão da 

patologia, assim como os mecanismos de lesão, seus desfechos e o estudo de 

estratégias de tratamento.  

A utilização deste modelo vem ampliando os conhecimentos acerca da 

fisiopatologia da hipóxia-isquemia cerebral neonatal, e por isso, esse modelo vem se 

tornando uma ferramenta útil para o teste de estratégias com potencial neuroprotetor 

(CARLETTI ET AL., 2012; TSUJI ET AL., 2010; PEREIRA ET AL., 2009; WALTON 

ET AL., 1999). O modelo se utiliza de animais com sete dias de vida, pois este é o 

período do desenvolvimento em que o cérebro do rato está em um estágio de 

maturação correspondente ao de um humano nascido a termo (38-40 semanas), 

conforme ilustrado na Figura 3 (MOSKAL ET AL., 2006). 
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Trabalhos prévios de nosso grupo de pesquisa demonstraram que o 

enriquecimento ambiental pós-natal (PEREIRA ET AL., 2009) assim como o 

tratamento com ácido fólico durante a lactação reduzem os déficits cognitivos e as 

alterações de parâmetros metabólicos induzidos pela HI. 

 

 

Figura 3 - Comparativo entre as curvas de crescimento e maturação cerebral de ratos e 
humanos. Adaptado de MORGANE ET AL., 2002. 

 

 

Atualmente, associa-se o exercício físico como forma de prevenção de muitas 

doenças (Figura 4). Além de favorecer a habilidade motora, a integração e a 

convivência com as pessoas de diferentes culturas, já é comprovado que o exercício 

melhora a capacidade de memória e aprendizagem. Além disso, durante a gravidez 

o exercício físico se mostra inofensivo para a mãe e não traz prejuízo ao feto em 

desenvolvimento (LOKEY ET AL., 1991).  

A atividade física regular promove grandes benefícios ao funcionamento do 

organismo e atua na prevenção de patologias como obesidade, hipertensão, 
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diabetes tipo II, além de ser uma excelente estratégia para diversos grupos de risco 

através da diminuição dos níveis de colesterol e triglicerídeos. (COTMAN ET AL., 

2012; VANHEEST e RODGERS, 1997). O exercício é capaz de melhorar o estado 

imunológico, atenuando os níveis de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β 

(COTMAN ET AL., 2012) e representa uma técnica de intervenção no estilo de vida 

que pode contribuir para a plasticidade, função cerebral e para a resistência a 

patologias envolvendo o SNC.  

 

 

Figura 4 - Representação esquemática dos malefícios decorrentes da inatividade física (Fonte: 
adaptado de http://www.vladman.net/exerciciofisico.php). 

 
 

 

Estudos realizados em animais e humanos demonstram vários efeitos do 

exercício físico sobre a saúde do cérebro em geral, o que confere a ele elevada 

expectativa envolvendo neuroproteção frente a lesões (MARCELINO ET AL., 2013; 

DRUMOND ET AL., 2012; COTMAN ET AL., 2002;) Em roedores adultos, já está 

bem documentado que o exercício físico aumenta o número de novas células no 
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hipocampo (VAN PRAAG ET AL., 1999; TREJO ET AL., 2001; KIM ET AL., 2003;). A 

evidência de que o exercício pode afetar essas funções fornece uma base para 

elucidar mais precisamente os mecanismos através do qual o exercício modula a 

função cerebral.  

A natação é uma excelente forma de exercício que oferece mínima carga 

sobre as articulações e permite grande facilidade de movimento. Esta modalidade 

apresenta menor estresse mecânico devido à flutuação, redução dos efeitos da 

gravidade, bem como uma melhor distribuição do fluxo sanguíneo entre os tecidos e 

pode ser a melhor escolha de atividade física para mulheres grávidas, devido ao 

ambiente que envolve água com regulação da temperatura e flutuação (CAMPION, 

2000).  

A atividade na água facilita o exercício reduzindo a dificuldade do peso extra 

adquirido na gravidez. Para as gestantes, a natação melhora a circulação 

sanguínea, força e resistência muscular, reduz dores nas costas, ansiedade e 

depressão, promove um sono de melhor qualidade e aumenta o gasto calórico, 

evitando o ganho excessivo de peso e outros desconfortos associados à gravidez, 

bem como atua na prevenção de Diabetes tipo II e pré-eclampsia (BUNGUM ET AL., 

2000; EZMERLI ET AL., 2000; POLLEY ET AL., 2002; YEO ET AL., 2000; 

DEMPSEY ET AL., 2004; WEISSGERBER ET AL., 2004).  

No feto, o nado age no crescimento placentário, aumenta o crescimento fetal 

e o peso ao nascimento (CLAPP ET AL., 2006), colaborando para uma melhor 

aptidão materna neste período e para maior bem estar-fetal (KATZ ET AL., 2003). 

Assim, vários possíveis mecanismos que podem ser responsáveis por estes efeitos 

benéficos à saúde materna e fetal têm sido propostos, incluindo o reforço do 

crescimento placentário, vascularização, redução de estresse oxidativo e melhora da 
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disfunção endotelial (WEISSGERBER ET AL.; 2004; SANKARALINGAM ET AL.; 

2011). 

Em ratos, a natação é considerada uma habilidade inata e estudos revelam a 

ocorrência de adaptações ao treinamento físico semelhante às observadas em 

humanos (GOBATTO ET AL., 2001). As mudanças estruturais e funcionais induzidas 

pelo exercício são documentadas em diversas regiões do encéfalo, mas são 

principalmente relacionadas ao hipocampo. Estudos demonstram que o exercício 

durante a gestação melhora o aprendizado espacial de ratos recém-nascidos 

quando comparados aos controles (PARNPIANSIL ET AL., 2003). Também se 

observou que o exercício físico provocaria alterações em regiões específicas do 

hipocampo, o que aumentou a proliferação celular e a neurogênese no giro 

denteado da prole de ratas grávidas submetidas à natação durante a gestação (VAN 

PRAAG ET AL., 1999; TREJO ET AL., 2001; LEE ET AL., 2006).  

Marcelino e colaboradores (2013) relataram aumento das defesas 

antioxidantes no cerebelo, córtex parietal e hipocampo de ratos, dado possivelmente 

pela menor produção de espécies reativas, como óxido nitríco (NO). Além disso, 

encontraram indícios de biogênese mitocondrial no cerebelo e no córtex parietal, 

evidenciada por um aumento na massa e no potencial de membrana mitocondrial. 

Logo, pode-se sugerir que o exercício maternal promova uma programação 

neurometabólica na prole, o que pode ser um benefício para os ratos contra futuros 

insultos cerebrais. Entretanto, estudos mostram que o exercício aeróbico aumenta 

os níveis de proteínas sinápticas como sinapsina e sinaptofisina, de receptores de 

glutamato NR2B e GLUR5 e, a disponibilidade de várias classes de fatores de 

crescimento. Realizado na gravidez, o exercício aumenta a expressão de BDNF no 

hipocampo e promove benefícios sobre a memória de curta duração nos filhotes 
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(LEE, ET AL., 2006; KIM ET AL.; 2007) uma vez que esse fator modula a 

neurotransmissão, a gênese de neuritos, a sobrevivência neuronal (NONOMURA e 

HATANAKA, 1992; GHOSH ET AL., 1994, PEREIRA ET AL., 2009) induz 

potenciação de longa duração (LTP) (FIGUROV ET AL., 1996) e aumenta a 

plasticidade neuronal no SNC (MIZUNO ET AL., 2000).  

Os resultados destes estudos mostraram que a natação materna em ratos 

durante a gravidez melhora a memória da prole por induzir um aumento da 

neurogênese hipocampal. Contudo, diferenças comportamentais, morfológicas e 

neuroquímicas são conhecidas entre os gêneros em diversas espécies. Homens são 

mais propensos a serem diagnosticados com perturbações do desenvolvimento 

neurológico (GUALTIERI ET AL, 1985; LAUTERBACH ET AL, 2001; DONDERS E 

HOFFMAN, 2002; RUTTER ET AL., 2003), a apresentarem maiores mortalidade e 

suscetibilidade a insultos graves após a HI, tendo seus déficits cognitivos e 

comportamentais exacerbados (HINDMARSH ET AL, 2000; KENT ET AL, 2012; 

KESLER ET AL., 2008; PEACOCK ET AL., 2012).  

Contudo, a influência do sexo sobre lesões ao SNC não é observada somente 

na idade adulta, onde o efeito hormonal seria esperado. A paralisia cerebral e o 

retardo mental, por exemplo, são mais comuns em homens (JOHNSTON E 

HAGBERG, 2007) e estes mostram uma maior incidência de prematuridade, anóxia, 

hemorragia intraventricular e mortalidade por prematuridade (LAUTERBACH ET AL., 

2001; MAYORAL ET AL., 2009; PEACOCK ET AL., 2012; RAZ ET AL., 2004, 2010). 

Um ensaio clínico randomizado de profilaxia com indometacina em prematuros sem 

estratificação demonstra a importância de considerar esta variável nos estudos 

(SCHMIDT ET AL., 2001). Sem estratificação, o estudo não revela diferenças entre 

os sexos, porém, quando o estudo é estratificado, os meninos apresentam escores 



17 

 

 

 

verbais mais elevados e menor taxa de comprometimento sensorial (MENT ET AL., 

2004).  

No entanto, os mecanismos subjacentes às diferenças sexo-específicas 

encontradas nesses estudos ainda não são totalmente conhecidos. Evidências 

demonstram que em seres humanos, o hipocampo é maior em mulheres do que em 

homens, porém os homens têm maior volume de CA1 e maior densidade de 

neurônios no giro denteado em comparação às mulheres o que favoreceria tarefas 

espaciais (MADEIRA E LIEBERMAN, 1995). Além disso, machos e fêmeas 

apresentam níveis diferenciados de neurotransmissores, como a serotonina 

(NISHIZAWA ET AL., 1997), sensibilidade diferenciada de regiões cerebrais aos 

opióides (ZUBIETA ET AL., 1999) e fortes evidências experimentais sugerem 

diferenças entre os sexos em vias de morte celular, o que pode alterar as 

consequências comportamentais causadas por uma lesão (LANG E MCCULLOUGH, 

2008; LIU ET AL, 2009; MANWANI E MCCULLOUGH, 2011; MCCULLOUGH ET AL, 

2005).  

Estudos recentes de nosso laboratório e de outros grupos de pesquisa 

demonstram que há diferenças entre os sexos tanto na extensão da lesão causada 

pela HI neonatal como na resposta a diferentes tratamentos e que este parâmetro 

intrínseco não pode ser desconsiderado (BONA ET AL., 1998; HAGBERG ET AL., 

2004; ZHU ET AL., 2006; TSUJI ET AL., 2010; PEREIRA ET AL., 2008; ARTENI ET 

AL., 2010; HILL ET AL., 2014). 

 Considerando os potenciais efeitos da natação sobre um melhor transcurso 

da gestação e, ainda tendo em vista seu potencial efeito sobre o encéfalo da prole, 

procuramos com este trabalho demonstrar a importância do nado gestacional como 

prevenção aos danos causados pela hipóxia-isquemia  neonatal. Ainda, procuramos 
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identificar se tais efeitos protetores possuem características sexualmente dimórficas 

quando analisados déficits comportamentais e histológicos na idade adulta dos 

animais.  
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           2. OBJETIVOS 

 2.1 Objetivo Geral 

Avaliar os possíveis efeitos neuroprotetores do nado materno gestacional 

sobre a prole de ratos submetidos ao modelo de hipóxia-isquemia cerebral neonatal 

sobre parâmetros histológicos e comportamentais.  

 2.2 Objetivos Específicos 

 

1- Verificar a eficácia de um protocolo de natação durante o período gestacional 

sobre a lesão hipóxico-isquêmica em filhotes de ratos Wistar.  

2- Avaliar a memória espacial através do Labirinto Aquático de Morris e a 

memória aversiva através do teste de Esquiva Inibitória a partir dos 30 dias de 

vida dos animais. 

3- Verificar se houve neuroproteção histológica induzida pelo nado gestacional 

após a HI através da quantificação do volume dos hemisférios e dos 

hipocampos dos animais. 

4- Analisar se a neurorpoteção induzida nos parâmetros comportamentais e 

histológicas foi influenciada pelo sexo dos animais. 
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 3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 3.1 Animais 

As fêmeas e machos utilizados no trabalho foram fornecidos pelo Biotério do 

Departamento de Bioquímica da UFRGS. Após a confirmação da gestação por 

presença de espermatozóides no esfregaço vaginal observado em microscópio, um 

grupo de 4 ratas foi submetido ao protocolo de natação (descrito abaixo) e 4 

serviram de controle. Os animais permaneceram em caixas-moradia em ambiente 

com ciclo claro/escuro de 12 horas, com ração padronizada e água "ad libitum”. 

Todos os procedimentos foram previamente aprovados pela Comissão de Ética para 

Uso de Animais (CEUA) sob protocolo nº 25532. 

 

 3.2 Modelo Experimental 

 3.2.1 Protocolo de natação: Inicialmente, os animais foram expostos ao 

tanque para reduzir o estresse ao novo ambiente. De acordo com seus grupos, os 

animais foram individualmente colocados no tanque de fibra (mesmo a ser usado no 

labirinto aquático de Morris) (50cm de profundidade e 110cm de diâmetro). A água 

possuia temperatura entre 30-32°C e, durante um período de 10 minutos por dia 

durante todos os dias da gestação (do dia 0 até os dia 20-22) os animais do grupo 

nado foram colocados para nadar (entre 18:00 e 20:00h).  

 

3.2.2 Modelo de hipóxia-isquemia: O procedimento consistiu na associação, 

no dia pós-natal 7, de uma isquemia unilateral pela obstrução permanente da artéria 

carótida comum direita e, após intervalo de 2 horas, uma hipóxia sistêmica produzida 

pela inalação de uma mistura gasosa contendo 8% de oxigênio e 92% de nitrogênio 

por 90 minutos (SANCHES ET AL., 2011). No total, foram utilizados 60 animais, 
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distribuídos nos grupos SHAM sedentário (N= 12), SHAM natação (N= 12), HI 

sedentário (N= 15) e HI natação (N= 21). 

 3.2.3 Desenho experimental 

 A partir do PND 30 foram realizados os testes do labirinto aquático de Morris, 

seguido do teste da Esquiva Inibitória. Após os testes, os animais foram perfundidos 

transcardiacamente e as amostras coletadas para análise histológica. Desta forma, o 

desenho experimental foi delineado conforme a figura abaixo. 

 

 

 Figura 5 - Desenho experimental 

 

 3.3 Análise comportamental 

 A fim de verificar alterações na capacidade cognitiva dos animais, foram 

realizados os seguintes testes: 

 3.3.1 Labirinto Aquático de Morris 

A partir dos 30 dias de vida foi avaliada a memória espacial dos animais 

utilizando-se o Labirinto Aquático de Morris. O labirinto consiste de um tanque 

circular de 110 cm de diâmetro, sendo 50 cm de profundidade cobertos por água 
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(temperatura de ± 23ºC), situada em uma sala contendo pistas visuais nas paredes 

que o cercam. Uma plataforma com 10 cm de diâmetro encontra-se submersa 2 cm 

abaixo da superfície da água. Este tanque é dividido, virtualmente, em 4 quadrantes 

e possui 4 pontos de largada para o teste, designados como N (norte), S (sul), L 

(leste) e O (oeste). Para a avaliação da memória, foram utilizados 2 protocolos 

distintos, descritos abaixo: 

 3.3.1.1 Protocolo de Memória de Referência 

Neste protocolo a posição da plataforma permanece no mesmo local durante 

todo o período de treino. Os animais realizaram 4 “trials” por dia, durante 5 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 e foram analisados: a 

latência para alcançar a região em que estaria plataforma (alvo) e o tempo gasto na 

zona da plataforma (SANCHES ET AL., 2013). 

 3.3.1.2 Protocolo de Memória de Trabalho 

Neste protocolo, foram realizados 4 trials por dia, com 5 minutos de intervalo 

entre eles, com uma diferente posição da plataforma a cada dia. A memória de 

trabalho foi avaliada pela média da latência de cada animal para encontrar a 

plataforma nos dois primeiros trials (trial 1 - de aquisição) e (trial 2 - de retenção) 

(ARTENI ET AL., 2010; SANCHES ET AL., 2013). 
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 3.3.2 Esquiva inibitória 

 Após o labirinto aquático, os animais foram submetidos à esquiva inibitória. 

Ela consiste de uma caixa onde há uma plataforma acrílica elevada e outra região 

onde há barras de bronze que permitem a aplicação de um leve choque elétrico 

(50x25x25cm). A latência de descida da plataforma é anotada no treino. Ao descer 

da plataforma e encostar as 4 patas na grade, o animal recebeu um choque de 0,5 

mA/2s. Após 90 minutos e 24 horas do treino, a retenção é avaliada e a latência de 

descida da plataforma é tomada como índice de memória O tempo limite das 

sessões-teste foi de 180 segundos (SANCHES ET AL., 2013b).  

 3.4 Análise histológica 

Ao final dos testes comportamentais, os animais foram anestesiados com 

Cetamina e Xilazina (10mg/kg) e submetidos à perfusão transcardíaca com solução 

salina (0,9%) seguido de uma solução de paraformaldeído (4%). Os encéfalos foram 

removidos e mantidos na mesma solução contendo paraformaldeído para pós-

fixação. Para a análise histológica, os encéfalos foram crioprotegidos com uma 

solução de sacarose 30% durante dois dias. Foram feitos cortes histológicos em 

criostato (CM1850, Leica, São Paulo-SP, Brazil) de 20m com um intervalo de 

200m e corados com hematoxilina e eosina. As imagens das áreas foram 

escaneadas e a análise foi realizada usando o software Image-J. A análise 

volumétrica foi realizada pelo método de Cavalieri, que consiste de delinear as áreas 

de interesse em todos os cortes (PAXINOS e WATSON; 1986) e calcular o volume 

das estruturas de interesse através da soma das áreas multiplicado pelo intervalo da 

secção dos cortes (ARTENI ET AL., 2010).  
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 3.5 Análise estatística 

Os dados paramétricos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) 

utilizando tratamento (nado gestacional), hipóxia-isquemia (lesão) e sexo dos 

animais como fatores. A ANOVA foi seguida do teste Duncan para múltiplas 

comparações. Os dados não-paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskall-

Wallis seguido do teste de Wilcoxon e U de Mann-Whitney quando necessário. 

Quando necessário (medidas histológicas) foi realizado Teste-t pareado. Os valores 

foram considerados significativos quando p<0,05. Foi utilizado o programa SPSS 

19.0. 
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 4. RESULTADOS 

   4.1 Peso Corporal 

Ao final dos experimentos, a ANOVA revelou um efeito do sexo sobre o ganho 

de peso dos ratos (F(58,1)=194,48, p<0,05). Os machos apresentaram peso corporal 

superior ao das fêmeas, independente do tratamento (nado gestacional) e da lesão 

(Figura6). 

 

 

Figura 6 - Peso Corpóreo dos animais ao final dos experimentos. Os dados estão expressos 
como média do peso (g) ± EP. #Efeito do sexo. 

 
MSHCT – Grupo Macho SHAM Controle          FSHCT – Grupo Fêmea SHAM Controle 

MHICT – Grupo Macho HI Controle                  FHICT – Grupo Fêmea HI Controle 

MSHND – Grupo Macho SHAM Nado               FSHND – Grupo Fêmea SHAM Nado 

MHIND – Grupo Macho HI Nado                       FHIND – Grupo Fêmea HI Nado 

 

Ao final dos experimentos, verificamos o efeito da HI (F(58,1)=22,21, p<0,05) 

sobre as médias de peso dos encéfalos dos animais: os animais submetidos à lesão 
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hipóxico-isquêmica apresentaram menor peso encefálico quando comparados com 

os seus respectivos controles (Figura 7). Houve efeito do sexo sobre esta medida: as 

fêmeas apresentaram peso encefálico menor quando comparadas aos machos 

(F(58,1)=5,09, p<0,05). 

 

 

Figura 7 - Peso médio dos encéfalos. Os dados estão expressos como média ± EP do peso 
(g). *Efeito da HI. # Efeito do sexo. 

 
 

 4.2 Testes Cognitivos 

 4.2.1 Labirinto Aquático de Morris: Memória de Referência 

 A ANOVA de medidas repetidas evidenciou uma interação entre o tempo e 

lesão nos diferentes grupos experimentais: os animais dos grupos HI apresentaram 

prejuízo cognitivo quando comparados com os controles (F(4,48)=3,44, p<0,01). 

ANOVAs individuais realizadas em cada dia de treino mostraram que, a partir do 
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segundo dia de treino, os animais do grupo MHIND tiveram desempenho igual ao do 

seu respectivo controle (MSHND), ou seja, aprenderam a tarefa;  o que não 

aconteceu no grupo FHIND (dia 2 (F(7,55)=2,24, p<0,05); dia 3 (F(7,55)=2,78, 

p<0,05); dia 4 (F(7,55)=3,40, p<0,05) e dia 5 (F(7,55)=9,24, p<0,05), demonstrando 

um efeito sexo-dependente do nado gestacional sobre o déficit de mémoria espacial 

induzido pela HI (Figura 8).  

 

Figura 8 - Labirinto Aquático de Morris - Memória de Referência. Latência para encontrar a 
plataforma nas sessões de treino.  Os dados são expressos como média ± EP. *Diferença do 
HI para o respectivo controle. # Efeito do sexo. 

 

 

No Probe Trial (teste dos animais) houve efeito da HI (F(1,55)=4,27, p<0,05) e 

ainda, interação entre sexo e tratamento (F(1,55)=4,54, p<0,05): as fêmeas HI 

demoraram mais para alcançar o local onde estaria a plataforma em comparação a 
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seus respectivos grupos controle. Já nos machos, como nos dias de treino, 

verificamos o efeito do tratamento, onde o tempo dos animais do grupo MHIND para 

encontrar a plataforma é similar quando comparado ao controle (MSHND), o que não 

ocorreu nas fêmeas (Figura 9).  

 

 

Figura 9 - Labirinto Aquático de Morris – Memória de Referência.  Latência para encontrar a 
plataforma no dia do Probe. Os dados são expressos como média ± EP. *Diferença do HI para 
o SHAM.  § Efeito da natação. # Efeito do sexo.  

 

 

No tempo gasto pelos animais na zona da plataforma durante o Probe Trial 

(F(1,55)=4,63, p<0,05), verificamos um efeito da HI quando comparados com os 

grupos SHAM: os animais HI permaneceram menos tempo sobre o local da 

plataforma. Porém, o nado gestacional não foi capaz de aumentar o tempo gasto 

nesta região nos animais tratados (Figura 10).  
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Figura 10 - Labririnto Aquático de Morris - Tempo na Zona da Plataforma. Os dados  
são expressos como média ± EP.  * Diferença do HI para o SHAM. 

 

 

 4.2.2 Labirinto Aquático de Morris: Memória de Trabalho 

 

No protocolo da memória de trabalho a ANOVA evidenciou efeito da HI no trial 

1 (trial de aquisição) (F(1,55)=12,52, p<0,05). No trial 2, que mede o índice de 

retenção da memória da localização da plataforma (que é nova a cada dia), todos os 

grupos demonstraram ter aprendido a tarefa, reduzindo o tempo para encontrar a 

plataforma, exceto o grupo FHICT. Contudo, os grupos HI apresentaram latências 

superiores aos grupos controle. Não houve efeito do tratamento sobre a memória de 

trabalho e, analisando o efeito do sexo, há diferença entre os grupos FHICT e 

MHICT, com as fêmeas tendo desempenho pior na tarefa (Figura 11). 
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Figura 11 - Labirinto Aquático de Morris - Memória de Trabalho. Latência para encontrar a plataforma 

na primeira tentativa (trial 1 - coluna à esquerda) e segunda tentativa (trial 2 -  coluna à direita). Os 

dados estão expressos como média ± EP.* Diferença do HI para o SHAM. # Efeito do sexo. (p<0,05). 

 

 

 4.2.3 Esquiva Inibitória 

 

O teste de Kruskal Wallis evidenciou diferenças aumento das latências para 

descer da plataforma entre o treino e os testes de curta (90min) (Z=30,17 p<0,05) e 

longa duração (24h) (Z=36,5 p<0,05) em todos os grupos experimentais (Figura 12). 

O teste de Willcoxon mostrou que todos os grupos apresentaram retenção da tarefa, 

aumentando suas latências entre as sessões treino e testes (seja 90 minutos ou 24 

horas). Os grupos MHICT, MHIND e FHIND quando comparados aos seus 

respectivos controles apresentaram pior desempenho nos testes 90 minutos e 24 

horas. Contudo, os animais do grupo MHIND apresentaram melhor desempenho 

comparados aos animais MHICT. O teste de Mann Whitney revelou que os animais 

do grupo MSHCT foram diferentes dos MHICT nos tempos 90 e 24 horas (U=1,50, 
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p<0,05 e U=2,00, p<0,05 respectivamente.) assim como os grupos MSHND e 

MHIND (U= 6,0, p<0,05 e U= 7,50 respectivamente). De forma inesperada, os 

grupos FSHCT e FHICT não apresentaram diferenças nas sessões teste (U=12,50, 

p<0,05 e U=12,00 p<0,05). Já o grupo FHIND apresentou performance pior ao  

grupo FSHND nos testes (U= 8,00 e U=11,00 p<0,5, respectivamente). Os grupos  

MHICT e MHIND foram diferentes quando testados 24 horas (U= 9,50 p<0,05). As 

FHICT e FHIND não apresentaram diferenças nos testes 90 minutos e 24 horas, 

demonstrando que houve proteção nos machos, porém, não nas fêmeas.   

 

 

Figura 12 - Esquiva inibitória. Latência para descer da plataforma no treino (barra à esquerda), 
teste de memória de curta duração (barra central) e da memória de longa duração (barra à 
direita). Os dados representam a mediana e percentis 25 e 75%. *Diferença do HI para o 
respectivo SHAM. 

#
 MHIND vs. FHIND 

§
Diferença entre treino e sessões de teste (90min ou 

24h). 
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 4.3 Análise Histológica 

    

Como esperado, a análise estatística do hemisfério contralateral à lesão não se 

mostrou alterada entre os grupos. Já o hemisfério ipsilateral à lesão, nos grupos HI, 

possuiu volume inferior aos grupos controle (F(1,26)= 10,50, p<0,05), evidenciando 

o efeito da HI. O grupo FHIND apresentou maior volume hemisférico ipsilateral à 

lesão quando comparado com o grupo FHICT, inferindo uma neuroproteção 

proporcionada pelo tratamento. Ao comparar os hemisférios contra e ispsi laterais à 

lesão, observa-se diferença no volume hemisférico nos grupos MHICT, MHIND, 

FHICT, exceto nas FHIND, demonstrando interação entre sexo e tratamento (Figura 

13). 

  

 

 

 

Figura 13 - Análise histológica do volume dos hemisférios ipsilaterais e contralaterais à oclusão da carótida 
avaliadas na região de Bregma -3,30mm. Os dados expressam o volume (mm3)±EP. *Diferença do HI para 
o SHAM.  £ Teste-t : diferença entre ipsi e contralateral.§ Diferença entre Machos e Fêmeas. 
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Assim como o volume hemisférico, o analisar o volume hipocampal contralateral 

à lesão, não houve diferença entre os grupos. A hipóxia-isquemia reduziu o volume 

do hipocampo ipsilateral à lesão (F(1,26)=24,76, p<0,01). Além disso o nado foi 

capaz de proteger o dano estrutural nas fêmeas, pois o grupo FHICT quando 

comparado ao MHICT demonstrou menor perda tecidual quando comparados a seus 

respectivos controles (Figura 14).  

 
 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Análise histológica do volume dos hipocampos ipsilaterias (coluna à direita) e 

contralaterais (coluna à esquerda) à oclusão da carótida avaliadas na região do Bregma 

3,80mm. Os dados expressam o volume (mm3) ± EP. *Diferença do HI para o  SHAM.  £ Test t: 

diferença entre ipsi e contralateral. # Diferença entre FHIND e MHIND. 
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É possível observar as diferenças teciduais ao analisando a Figura 15.  

 

 
 

Figura 15- Imagens representativas de cortes histológicos corados com hematoxilina- eosina 

dos diferentes grupos experimentais. 
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 5. DISCUSSÃO 

 

No presente trabalho de conclusão de curso estudamos o efeito de um 

protocolo de nado gestacional sobre os déficits comportamentais e danos 

histológicos causados pela lesão hipóxica-isquêmica (HI). Verificamos que o 

exercício materno durante a gestação influenciou de forma sexo-dependente o 

desempenho das tarefas de memória espacial e aversiva na idade adulta. O efeito 

neuroprotetor da natação gestacional possivelmente deve-se a um aumento da 

plasticidade induzida pelo exercício sobre as estruturas responsáveis pela formação 

da memória, uma vez que o nado não foi capaz de reverter o dano histológico 

causado pela HI nos machos (que apresentaram melhor desempenho cognitivo) e 

reverteu nas fêmeas (com pior desempenho nas tarefas realizadas). 

Uma forma de avaliarmos o desenvolvimento dos animais é a partir da análise 

do ganho de peso corpóreo, uma vez que a HI neonatal causa uma diminuição 

visível nesta medida (FATHALI ET AL., 2013; LI ET AL., 2011; TAI ET AL., 2009). 

Contudo, a literatura não é unânime sobre o efeito do exercício sobre esta medida. 

MATSUNO e colaboradores (1999) apontam que o exercício durante a gravidez 

poderia criar uma competição entre a glicose para os músculos da mãe e os 

músculos placentários, o que influenciaria no desenvolvimento do feto (MATSUNO 

ET AL., 1999). Outros estudos sugerem que o exercício regular durante a gravidez 

pode melhorar o crescimento placentário, aumentar o crescimento fetal e aumentar o 

peso ao nascer (LEE ET AL., 2006) e que o nado gestacional pode aumentar ainda 

mais esse ganho de peso (AKHAVAN ET AL., 2008). Em nosso estudo, não 

observamos efeito do exercício materno sobre essa medida. Demonstramos, como 

esperado, que os machos apresentam maior peso que as fêmeas, porém a medida 

não foi influenciada nem pelo tratamento nem pela HI. Uma possível explicação para 
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este fato pode ser de que o exercício realizado pelas mães (dez minutos, 

diariamente durante toda a gestação) seja considerado de intensidade de leve a 

moderada (LEE ET AL., 2006) e que não tenha tido a capacidade de alterar a 

interação metabólica entre os filhotes e a rata-mãe a ponto de alterar o peso corporal 

dos animais.   

Há vários relatos de efeitos benéficos da atividade física sobre a função 

cerebral, tais como a melhora na aprendizagem e memória (FORDYCE E WEHNER, 

1993; KRAMER ET AL., 1999), sobre a função cognitiva (LAURIN ET AL., 2001) e 

auxiliando na recuperação de lesões cerebrais traumáticas em humanos (GREALY 

ET AL., 1999). Experimentalmente, o exercício físico aeróbico tem demonstrado ser 

capaz de melhorar o desempenho dos animais em testes de aprendizagem como o 

labrinto aquático de Morris (VAYNMAN ET AL., 2004; VAN PRAAG ET AL., 1999). 

Esses estudos atribuem a melhora cognitiva induzida pelo exercício físico ao fato de 

provocar alterações em vias de sinalização e em regiões específicas do hipocampo, 

aumentando a proliferação celular e a neurogênese no giro denteado da prole de 

ratas grávidas submetidas à natação durante a gestação.  

Já é bem descrito por nosso grupo (ARTENI ET AL., 2010, PEREIRA ET AL., 

2007) que a lesão hipóxico-isquêmica  provoca déficits cognitivos em diferentes tipos 

de memória: espacial, de trabalho e aversiva. Para analisar se a exposição ao 

exercício durante a gravidez possui efeitos protetores sobre a memória de animais 

que sofreram HI, testamos dois diferentes tipos de memória (espacial e aversiva) 

uma vez que o exercício feito na mãe parece induzir melhora no desempenho dos 

filhotes ao menos em tarefas espaciais (LEE ET AL. 2006, KIM ET AL., 2008). No 

water maze, a  partir do segundo dia de treino observou-se menor latência do grupo 

MHIND para encontrar a plataforma (indicando maior capacidade de aprender a 
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tarefa) que o grupo MHICT, o que se manteve ao longo dos dias de treino (Figura 8). 

De maneira interessante, quando analisamos as fêmeas, esse efeito não se 

mantém, o que demonstra um efeito neuroprotetor sexo-dependente induzido pelo 

nado gestacional.  

Ao avaliarmos a Memória de Trabalho (Figura 9), todos os grupos demostraram 

ter aprendido a tarefa, exceto as FHICT que não diminuíram suas latências para 

encontrar a plataforma no segundo trial. O grupo MHIND foi capaz de encontrar a 

plataforma no segundo trial em um tempo menor comparado ao grupo MHICT, o que 

não se observou nas fêmeas. Sabe-se que o teste da memória de trabalho é 

dependente do córtex pré-frontal, estrutura que é relativamente preservada após a 

HIP7 devido à vascularização (ARTENI ET AL., 2010).  

Estudos experimentais envolvendo a HI neonatal já vêm demonstrando que as 

estratégias terapêuticas (sejam farmacológicas ou não) possuem efeito diferenciado 

em machos e fêmeas. PEREIRA e colaboradores (2008) utilizando um protocolo de 

tratamento com enriquecimento ambiental demonstrou um efeito neuroprotetor sobre 

as fêmeas e não nos machos, mesmo sem prevenção do dano tecidual nestes 

animais. TSUJI e colegas (2010) evidenciaram melhor desempenho comportamental 

e preservação tecidual nas fêmeas (e não nos machos) após utilizar um protocolo de 

treinamento cognitivo para o tratamento da HI neonatal. Contudo, os mecanismos 

que medeiam essa recuperação não foram estudados em ambos os estudos e 

merecem cada vez mais atenção dos pesquisadores.    

São vários os prováveis mecanismos que podem levar ao aumento da 

capacidade cognitiva induzida pelo exercício físico. Alterações no funcionamento 

dos sistemas noradrenérgico e serotononinérgico (GARCIA ET AL., 2003;. IVY ET 

AL., 2003), aumento do número e expressão de receptores de fatores neurotróficos 
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como o BDNF (VAYNMAN ET AL., 2003), o fator de crescimento semelhante à 

insulina-I (IGF-I) e ativação do receptor para o fator de crescimento vascular 

endotelial (VEGF) (FABEL ET AL., 2003), assim como aumento do número de 

receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), no número de mitocôndrias e segundo 

Marcelino e colaboradores (2013), melhora do sistema antioxidante enzimático no 

córtex parietal, hipocampo, estriado e cerebelo têm sido ditos como responsáveis 

pela melhora cognitiva induzida pelo exercício físico aeróbico. 

Outro teste cognitivo realizado foi o da esquiva inibitória, a fim de analisar a 

memória aversiva de curta e longa duração dos animais. Observamos um pior 

desempenho nos animais HI confirmando dados prévios do grupo (SANCHES ET 

AL., 2013, ARTENI ET AL., 2010). De maneira geral, os animais (HI ou não) 

apresentaram latências aumentadas quando testados 90 minutos e 24 horas após o 

treino, mostrando terem retido a informação da tarefa. Assim como no teste da 

memória de referência, a esquiva evidenciou um maior prejuízo à memória das 

fêmeas (tratadas ou não). Além disso, no grupo MHIND as latências para descer da 

plataforma foram aumentadas comparando-se ao grupo MSHCT (Figura 12), o que 

demonstra um caráter neuroprotetor sexo-dependente do nado sobre o déficit 

cognitivo causado pela HI.  

Poucos estudos utilizam a tarefa de esquiva na avaliação dos efeitos benéficos 

do exercício físico gestacional. Nossos resultados corroboram com os de 

MOKHTARI-ZAER e colaboradores (2013), em que após induzir déficit cognitivo com 

morfina e tratar os animais com natação (mas não no período gestacional), observou 

por meio do teste a reversão dos déficits cognitivos ocasionados pela morfina. Isso 

demonstra que o exercício (pelo menos nos machos, em nosso estudo) pode ter 
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agido sobre estruturas (tais como a amígdala) que são responsáveis pela formação 

e manutenção de memórias aversivas.  

A lesão HI afeta diversas estruturas encefálicas, dentre as quais se destaca o 

hipocampo (ARTENI ET AL., 2010). Contudo, dados prévios do nosso grupo de 

estudo relatam que o efeito da lesão hipóxico-isquêmica é diferente sobre esta 

estrutura em machos e fêmeas (SANCHES ET AL., 2013; ARTENI ET AL., 2010). 

Observamos proteção tecidual do nado no grupo FHIND (que teve menor diminuição 

do volume hemisférico).  Quando analisado o volume hipocampal - estrutura 

responsável pela preservação da memória espacial - os machos mantiveram o 

mesmo padrão encontrado no volume do hemisfério, em que houve uma redução do 

volume do hipocampo ipsilateral à lesão tanto no grupo controle como no grupo 

nado. Isso mostra que a melhora cognitiva apresentada pelo grupo MHIND nas 

tarefas espaciais se deveu a outros fatores, que não a preservação tecidual. Na 

análise dessa estrutura nas fêmeas, o grupo FHIND teve maior volume do 

hipocampo quando comparado com o grupo FHICT, evidenciando o efeito protetor 

do tratamento somente nas fêmeas. Porém, esta proteção tecidual observada nas 

fêmeas, não se refletiu nas avaliações comportamentais.  

Uma possível explicação para estes resultados é que o tecido preservado nas 

fêmeas pode não ter função cognitiva, sendo formado por uma cicatriz astrocítica ou 

tecido conjuntivo (JONES e BOUVIER, 2014), enquanto nos machos o pouco tecido 

preservado pode ainda ser funcional, sendo composto de neurônios que contribuem 

para o melhor desempenho deles nos testes cognitivos. Tais resultados ressaltam a 

importância de considerarmos o sexo dos animais no estudo da HI, uma vez que 

têm-se fortes evidências experimentais de que há diferenças entre os sexos quanto 

as vias de morte celular (LANG e MCCULLOUGH, 2008; LIU ET AL., 2009; 
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RENOLLEAU, 2007) o que ajudaria a explicar os resultados encontrados neste 

trabalho.  

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, concluímos que o protocolo de 

natação foi eficaz em reduzir alguns dos déficits cognitivos causados pela HI e que 

essa neuroproteção possui caráter sexo-dependente.  
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

 

 Os resultados obtidos permitem concluir que a natação durante a gestação: 

1- Conferiu neuroproteção após a HI realizada nos filhotes de ratos Wistar;  

2- Reverteu, de maneira sexo-dependente, os déficits de memória espacial e 

aversiva induzidos pela HI neonatal; 

3- Promoveu preservação histológica, principalmente nas fêmeas, mas que não 

se traduziu em melhor desempenho nas tarefas cognitivas. 
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