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Resumo 

 

A encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal, ou simplesmente hipóxia-
isquemia (HI) neonatal, é uma das principais causas de morbidade e 
mortalidade em neonatos humanos. De 20% a 50% dos recém-nascidos com 
HI severa morrem no período perinatal. Quando sobrevivem, 25% apresentam 
deficiências neuropsicológicas, como dificuldade de aprendizado, epilepsia e 
paralisia cerebral. Devido a isso, a eficácia de possíveis agentes 
neuroprotetores tem sido testada em modelos animais. Há razão para se 
pensar que a progesterona tem um forte potencial para o tratamento da HI 
neonatal, já que a sua utilização tem se mostrado benéfica em pesquisas 
relacionadas com lesão cerebral traumática, lesão cerebral isquêmica e outros 
modelos de lesão do sistema nervoso central (SNC) em adultos. Inúmeros 
estudos têm mostrado que o modelo animal de HI de Rice e Vannucci (1981) 
em animais neonatos, utilizado no presente trabalho, pode produzir lesões no 
sistema nervoso central relativamente previsíveis, e que estas lesões 
encefálicas parecem semelhantes às observadas clinicamente em humanos 
(SALMASO et al., 2014). Para a realização do modelo de HI foram utilizados 
ratos Wistar com idade de 7 dias (P7). Após a oclusão da carótida esquerda, os 
animais foram colocados em câmaras para exposição à atmosfera hipóxica 
com 8% O2/92% N2 por 90 minutos. Os animais foram divididos em cinco 
grupos experimentais: SHAM, HI, HI+PROG-PRÉ (PRÉ), HI+PROG-PÓS 
(PÓS), HI+PROG-PRÉ/PÓS (PP). Os termos PRÉ e PÓS referem-se à 
administração de progesterona (na dose de 5 mg/kg) antes ou após o 
procedimento de HI neonatal . Dependendo do grupo experimental, os animais 
foram tratados com progesterona imediatamente antes da isquemia e/ou 6 e 24 
horas após o início da hipóxia. Foram analisados o peso corporal dos animais 
(imediatamente antes da isquemia e 6, 24 e 48 horas após o início da hipóxia), 
o volume de lesão cerebral, além da expressão das proteínas p-Akt e caspase-
3 pela técnica de Western blotting.  
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Abstract 

 
Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy or simply neonatal hypoxia-

ischemia (HI) is a main cause of morbidity and mortality in human neonates. 
Moreover, 25% of survivors show neuropsychological dysfunctions such as 
learning difficulties, epilepsy and cerebral palsy. Because of this, the 
effectiveness of potential neuroprotective agents has been tested in animal 
models. There is a reason to suppose that progesterone has a strong potential 
for the treatment of neonatal HI since its use has been shown to be beneficial in 
researches related to traumatic brain injury, ischemic brain injury and other 
central nervous system injury models (CNS) in adults. Several studies have 
shown that the newborn animal model of HI developed by Rice and Vannucci 
(1981), and used in the present study, can produce lesions in the central 
nervous system which are predictable and similar to those observed clinically in 
humans. In order to perform the HI model we used 7 days old (P7) Wistar rats. 
After occlusion of the left carotid, the animals were placed in hypoxic chambers 
and exposed to the hypoxic atmosphere (8% O2/92% N2 for 90 minutes). The 
animals were divided into five groups: SHAM, HI, HI+PROG-PRÉ (PRÉ), 
HI+PROG-PÓS (PÓS), HI+PROG-PRÉ/PÓS (PP).The PRÉ and PÓS terms 
refer to the administration of progesterone (5 mg/kg) before and/or after the HI 
procedure. Progesterone was administered immediately before ischemia, 6 and 
24 hours after the beginning of hypoxia, depending on the experimental group. 
Body weight was evaluated immediately before ischemia and/or 6 and 24 hours 
after the start of hypoxia. The volume of brain damage, in addition to the 
expression of p-Akt and caspase-3 were also evaluated. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: neonatal hypoxic-ischemic, progesterone, lesion volume, Akt, 

caspase-3
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1 INTRODUÇÃO 

A encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal ou simplesmente hipóxia-

isquemia (HI) neonatal é uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade em neonatos (KNOX et al., 2013). A HI ocorre em cerca de 2% dos 

recém-nascidos, sendo que 60% destes são prematuros. De 20% a 50% dos 

recém-nascidos com HI severa morrem no período perinatal. Quando 

sobrevivem, 25% apresentam deficiências neuropsicológicas, como dificuldade 

de aprendizado, epilepsia e paralisia cerebral (MCQUILLEN; FERRIERO, 

2006). As causas da HI, em sua maioria, ocorrem antes do nascimento, porém 

podem ocorrer também durante e após o nascimento (DOUGLAS-ESCOBAR; 

WEISS, 2013). 

A compreensão da fisiopatologia da HI neonatal é essencial para a 

concepção de intervenções eficazes no feto e no recém-nascido que sofreram 

eventos hipóxico-isquêmicos encefálicos (VANNUCCI; HAGBERG, 2004). 

Existe uma escassez de opções terapêuticas para o tratamento da HI 

(FERRIERO, 2004), embora a busca por estratégias para superar este 

problema venha de longa data (YANG et al., 2012). A única terapia bem 

estabelecida atualmente para a HI em neonatos nascidos a termo é a 

hipotermia moderada. Entretanto, a hipotermia promove proteção apenas se o 

encéfalo for moderadamente afetado pelo evento hipóxico-isquêmico, não tendo 

efeito se o evento for severo. Devido a isso, a eficácia de outros possíveis 

agentes neuroprotetores tem sido testada em modelos animais (REES; 

HARDING; WALKER, 2011). 

 

1.1 Hipóxia-isquemia neonatal 

 

Em um curto período de isquemia não é possível observar mudanças 

histopatológicas encefálicas. Entretanto, a deterioração no estado energético e 

as subsequentes alterações metabólicas ocorrem rapidamente, podendo ser 

observadas nos primeiros cinco minutos pós-isquemia (DUARTE; CAMPOS; 

COLLI, 2003). Os efeitos cerebrais causados pela isquemia podem ser 
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divididos em três fases: despolarização, cascata bioquímica e lesão de 

reperfusão (RIMPILÄINEN et al., 2000). 

A deterioração no estado energético está associada à redução da 

síntese de ATP, prejudicando o equilíbrio iônico através da membrana celular, 

invertendo as concentrações dos íons e gerando edema cerebral (KORC; 

BIDEGAIN; MARTELL, 1995; PRANDINI et al., 2005). Em função desta 

diminuição da concentração de ATP, há uma dificuldade em manter a atividade 

das bombas, como a bomba Na+/K+-ATPase, levando a uma despolarização da 

célula que causa uma massiva liberação de neurotransmissores, incluindo o 

glutamato (DU PLESSIS; JOHNSTON, 1997; SANCHES et al., 2013a). Os 

eventos hipóxico-isquêmicos têm sido relacionados com a liberação excessiva 

de aminoácidos excitatórios. Durante o evento hipóxico, os neurônios que 

liberam glutamato são ativados pela entrada de cálcio devido à despolarização 

(DELIVORIA-PAPADOPOULOS; MISHRA, 1998). 

A neurotoxicidade do glutamato está intimamente ligada a um aumento 

de Ca2+intracelular causado pela estimulação excessiva de seus receptores 

ionotrópicos, que são canais iônicos que quando ativados se tornam 

permeáveis a cátions como sódio, cálcio e potássio. Os receptores ionotrópicos 

do glutamato são divididos em NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (ácido alfa-

amino-3-hidróxi-5-metil-4-isoxazolepropiônico) e cainato. Também ocorre 

estimulação dos receptores metabotrópicos, que são proteínas ligadas à 

ativação de sistemas de segundos mensageiros acoplados à proteína G, os 

quais modulam a atividade de enzimas como adenilato-ciclase, guanilato-

ciclase e fosfolipase C. Sendo o receptor NMDA altamente permeável ao Ca2+, 

sua hiper-estimulação tem sido considerada como a principal responsável pela 

morte celular associada à excitotoxicidade do glutamato (DELIVORIA-

PAPADOPOULOS; MISHRA, 1998; MELDRUM, 2000; OZAWA; KAMIYA; 

TSUZUKI, 1998). Esta condição de aumento excessivo de Ca2+ intracelular 

gera uma retroalimentação positiva, que leva à despolarização da membrana, 

abertura de mais canais NMDA e mais influxo elevado de Ca2+, o qual será 

bombeado pelas Ca2+-ATPases da membrana plasmática, levando assim ao 

consumo exagerado de ATP (PRANDINI et al., 2005). 

O principal fator da cascata de eventos ativada pela HI é justamente 
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esse acúmulo do cálcio citosólico, que leva à morte celular induzida pela 

hipóxia-isquemia (PROCIANOY; SILVEIRA, 2001). As altas concentrações 

intracelulares de Ca2+ levam a alterações como a ativação das fosfolipases A e 

C, que promovem a hidrólise dos fosfolipídios e geram agressão celular 

(GAGLIARDI, 2000). A concentração aumentada de Ca2+, além de levar à 

ativação das fosfolipases, também pode ativar enzimas celulares envolvidas 

em processos auto-digestivos e estimular uma sequência de reações 

enzimáticas tóxicas que causam danos ao processo de fosforilação oxidativa, 

com redução da função mitocondrial e da produção de energia (GAGLIARDI, 

2000; PRANDINI et al., 2005). 

O insulto hipóxico-isquêmico leva também a uma ativação excessiva da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS), o que eleva a concentração de óxido nítrico 

(NO) e a produção de radicais livres. Quando a produção de radicais livres 

ultrapassa a capacidade das defesas antioxidantes ocorre estresse oxidativo, 

que pode levar a lesões na membrana plasmática das células neurais 

(GAGLIARDI, 2000). 

Outro evento importante durante o processo de HI é a liberação de 

citocromo C pela mitocôndria. O citocromo C é um ativador das caspases e, em 

conjunto com outros ativadores, acaba alterando o transporte de elétrons e 

levando à perda do potencial transmembrana mitocondrial. Isso resulta em 

redução ou mesmo depleção do ATP celular, fato que auxilia no processo de 

morte celular (KOWALTOWSKI, 2000; ROSETO; BRENNER, 1999). Além da 

depleção do ATP, a ativação das caspases pelo NO e pelo citocromo C pode 

dar início ao processo conhecido como apoptose ou morte celular programada 

(ZHU et al., 2004). 

No evento hipóxico-isquêmico, o excesso de radicais livres ultrapassa a 

capacidade das defesas antioxidantes (KOWALTOWSKI, 2000), induzindo 

necrose e apoptose (ROSETO; BRENNER, 1999), sobretudo no recém-nascido 

pré-termo que nasce com uma proteção insuficiente contra os radicais livres de 

O2 (KORC; BIDEGAIN; MARTELL, 1995; TATARANNO; PERRONE; 

BUONOCORE, 2015). A ativação de proteases pelo Ca2+, juntamente com o 

excesso de radicais livres que atuam na membrana fosfolipídica, podem 

lesionar a membrana plasmática e acabar danificando a célula (PRANDINI et 
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al., 2005). Ao mesmo tempo, várias evidências experimentais indicam também 

o envolvimento da cascata inflamatória na patogênese da lesão isquêmica 

cerebral e no processo de excitotoxicidade (PRANDINI et al., 2005). 

A figura 1 resume os eventos que ocorrem durante a encefalopatia 

hipóxico-isquêmica. 

 

Figura 1 – Esquema ilustrativo da fisiopatologia da encefalopatia 
hipóxico-isquêmica (modificado de ARAUJO et al., 2008) 
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1.2 Reperfusão 

 

Além dos mecanismos relacionados à lesão hipóxico-isquêmica, também 

podem ser produzidos danos celulares durante a fase de recuperação do 

fornecimento de oxigênio e restabelecimento da fosforilação oxidativa. Quando a 

cadeia de transporte de elétrons mitocondrial está comprometida e ocorre um 

retorno repentino da disponibilização de oxigênio, pode ocorrer a produção 

excessiva de radicais livres que afetam a recuperação mitocondrial, inibindo 

ainda mais a respiração mitocondrial e tornando impossível a recuperação, ou até 

mesmo agravando a lesão inicial. Esta é a situação conhecida como lesão de 

reperfusão (MUNIZ; FARIA; VASCONCELOS, 2004; NAKANO; COLLI; 

ROSELINO, 2002; PRANDINI et al., 2005). Como esse retorno do fluxo 

sanguíneo oxigenado pode desencadear lesões teciduais intensas, a 

manutenção de um fluxo sanguíneo reduzido na área isquêmica permite a 

ocorrência de disfunção celular sem morte eminente, possibilitando uma 

recuperação celular dependendo do tempo e da intensidade da isquemia 

(CASTRO E SILVA JR. et al., 2002; DUARTE; CAMPOS; COLLI, 2003). 

A reperfusão parece não interferir com a função mitocondrial em tecidos 

cerebrais submetidos a até 30 minutos de isquemia, porém períodos maiores 

fazem com que a retomada da função mitocondrial não seja completa e o 

consumo de O2 mantenha-se abaixo daquele do período pré-isquêmico 

(DUARTE; CAMPOS; COLLI, 2003; NAKANO; COLLI; ROSELINO, 2002). Os 

ácidos graxos livres (AGL) se acumulam no tecido cerebral durante a isquemia, 

enquanto que na fase da reperfusão esses AGL sofrem metabolização 

formando radicais livres que promovem a peroxidação lipídica, que se 

propaga na forma de uma reação em cadeia autocatalítica (TARDINI et al., 

2003). 

 

 

 

 



14 
 

1.3 Fisiopatologia do modelo 

 

Inúmeros estudos têm mostrado que os diferentes modelos 

experimentais de hipóxia e/ou isquemia em animais neonatos podem produzir 

lesões do sistema nervoso central relativamente previsíveis (JOHNSTON et al., 

2001; RICE; VANNUCCI; BRIERLEY, 1981), e que estas lesões encefálicas 

parecem semelhantes às observadas clinicamente em humanos (VANNUCCI, 

1990). 

No modelo animal de HI de Rice e Vannucci (RICE; VANNUCCI; 

BRIERLEY, 1981), durante a exposição à condição de hipóxia, os filhotes 

apresentam hipoxemia combinada com hipocapnia, produzida pela 

hiperventilação. A hipocapnia compensa a acidose metabólica produzida pela 

acidose láctica e o pH sistêmico não é alterado significativamente (VANNUCCI; 

HAGBERG, 2004). A média da pressão arterial sistêmica diminui 25-30% 

durante a hipóxia e o fluxo sanguíneo cerebral no hemisfério ipsilateral à 

ligadura da carótida é reduzido em 40-60%. O fluxo sanguíneo cerebral é 

restaurado a valores controle imediatamente após o regresso às condições de 

normóxia (VANNUCCI; HAGBERG, 2004). 

Danos cerebrais, que podem variar desde uma morte neuronal seletiva 

até um infarto tecidual generalizado, ou uma combinação de ambos, são uma 

constatação quase universal nos animais neonatos submetidos ao modelo de 

HI. A lesão é normalmente restrita ao hemisfério ipsilateral à ligadura e é 

observada principalmente no córtex cerebral, na substância branca 

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

raramente observados no hemisfério contralateral (VANNUCCI; HAGBERG, 

2004). 

As consequências neuropatológicas da lesão ocasionada pela hipóxia-

isquemia dependem do período de gestação em que os animais se encontram 

no momento do parto, assim como da intensidade e da duração do evento 

hipóxico-isquêmico, podendo levar a deficiências motoras e cognitivas 

(MCQUILLEN; FERRIERO, 2006). 
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1.4 Metabolismo energético e transporte de nutrientes no cérebro 

imaturo 

 

A glicose é um combustível obrigatório para o encéfalo adulto, bem 

como para o recém-nascido, mas o metabolismo da glicose cerebral no 

encéfalo imaturo apresenta características que diferem do adulto, em parte 

conferindo resistência e em parte conferindo vulnerabilidade ao processo de 

hipóxia-isquemia (CREMER, 1982; NEHLIG; PEREIRA DE VASCONCELOS, 

1993). A vulnerabilidade está associada à falha energética provocada pela HI e 

implica em uma menor funcionalidade de transportadores iônicos, acúmulo de 

cálcio intracelular, mudanças no padrão de neurotransmissão e, dependendo 

da gravidade e do tempo de redução no conteúdo de ATP, pode levar a danos 

ao DNA (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011). 

A resistência está associada à baixa taxa metabólica basal no cérebro 

imaturo, o que pode ser relacionado principalmente com o nível de maturação 

neuronal e à atividade sináptica na fase de desenvolvimento cerebral. Além 

disso, os roedores recém-nascidos e os seres humanos recém-nascidos 

podem facilmente utilizar outros substratos que não a glicose (o lactato e os 

corpos cetônicos), para satisfazer as necessidades energéticas cerebrais 

(EDMOND et al., 1985; NEHLIG; PEREIRA DE VASCONCELOS, 1993). 

Durante as primeiras duas semanas após o nascimento, os roedores são 

especialmente cetogênicos. Isso ocorre devido às altas concentrações de 

lipídeos presentes no leite materno. Os corpos cetônicos presentes no leite 

materno podem fornecer 60% do combustível energético cerebral durante estas 

duas semanas de vida (NEHLIG; PEREIRA DE VASCONCELOS, 1993). 

O transporte de glicose e de corpos cetônicos da circulação para o 

encéfalo é mediado por duas famílias de proteínas de membrana, as proteínas 

transportadoras de glicose da família dos GLUTs, e as proteínas 

transportadoras de monocarboxilatos (MCT) (VANNUCCI; VANNUCCI, 1997). 

O GLUT1 e o GLUT3, e o MCT1 e o MCT2 são as principais isoformas desses 

transportadores presentes no cérebro dos mamíferos (VANNUCCI; HAGBERG, 

2004). 
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O transporte de glicose através da barreira hematoencefálica (BHE) é 

mediado por uma forma glicosilada de GLUT1 (55 kDa); a forma menos 

glicosilada de GLUT1 (45 kDa) é expressa no plexo coróide, epêndima, bem 

como em todos os elementos gliais do cérebro. Já o GLUT3 é o transportador 

neuronal de glicose (VANNUCCI; VANNUCCI, 1997). No rato, a utilização de 

glicose cerebral é apenas 10% do valor do adulto durante as primeiras 

semanas após o nascimento e a expressão dos GLUTs é comparativamente 

baixa, sendo que ocorre um aumento na expressão de GLUT3 neuronal 

coincidente com os períodos de maturação neuronal e sinaptogênese 

(NEHLIG; DE VASCONCELOS; BOYET, 1988). No entanto, os corpos 

cetônicos fornecem uma proporção significativa de combustível metabólico 

cerebral durante as primeiras duas semanas de vida do rato e a alta expressão, 

especialmente de MCT1, na BHE, reflete a utilização preferencial deste 

substrato energético. Assim, o cérebro imaturo caracteriza-se por uma baixa 

capacidade para o transporte de glicose e uma alta capacidade de transporte 

tanto de corpos cetônicos quanto de lactato. Durante situações de hipóxia e 

hipóxia-isquemia, o encéfalo do neonato aumenta sua dependência da glicólise 

anaeróbia, confirmando o aumento da utilização da glicose cerebral 

(BINKOWSKI; WEINMANN, 2015; VANNUCCI; YAGER; VANNUCCI, 1994). 

No entanto, a baixa concentração de transportadores de glicose no cérebro do 

rato P7 torna a utilização de glicose cerebral limitada nesta fase do 

desenvolvimento (VANNUCCI; HAGBERG, 2004). 

As concentrações de glicose no cérebro do animal neonato submetido 

ao modelo de HI caem rapidamente para concentrações quase indetectáveis 

(apesar do plasma manter concentrações próximas do normal). Essa fase 

inicial da falha energética cerebral é normalmente observada após 90 minutos 

de hipóxia-isquemia (YAGER; BRUCKLACHER; VANNUCCI, 1992). A 

capacidade do neonato de sobreviver a um período de HI mais longo do que o 

adulto relaciona-se com os níveis reduzidos de consumo de energia, mas a 

incapacidade para transportar glicose suficiente pela BHE impõe, para o 

neonato, uma limitação significativa na utilização de glicose cerebral durante a 

HI (VANNUCCI; HAGBERG, 2004). Estas duas características opostas do 

neonato, resistência e vulnerabilidade cerebral à HI, não se anulam 
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completamente em um ambiente pobre em oxigênio e o animal neonato ainda 

consegue apresentar uma maior resistência ao modelo de HI em comparação 

ao animal adulto (VANNUCCI; HAGBERG, 2004). 

 

1.5 Via da Akt 

 

A apoptose, ou morte celular programada, é caracterizada como um 

conjunto distinto de alterações morfológicas e bioquímicas (KUAN et al., 2000). 

A via PI3K/Akt é uma importante via de sinalização anti-apoptótica e de 

sobrevivência celular (BRYANT et al., 2006; LI et al., 2015). Em mamíferos, a 

Akt (também conhecida como proteína cinase B) compreende três membros 

homólogos conhecidos como PKB alfa (Akt1), PKB beta (Akt2), e PKB gama 

(Akt3) (FERNANDES et al., 2008). Estas três isoformas compartilham mais de 

80% de homologia e são expressas de maneira específica nos tecidos. Assim, 

as isoformas Akt1 e Akt2 são predominantemente expressas no músculo 

esquelético, cérebro, coração e pulmão, enquanto a isoforma Akt3 predomina 

apenas no cérebro e testículo (COFFER; WOODGETT, 1991; JONES et al., 

1991). Além da apoptose, a Akt também atua como um regulador crucial de 

processos celulares como proliferação, diferenciação e metabolismo. A 

fosforilação e a consequente ativação da Akt podem ser reguladas por vários 

estímulos, tais como hormônios, fatores de crescimento e componentes da 

matriz extracelular, de maneira dependente da fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K) 

(FRANKE et al., 1995). 

A ativação da Akt estimula substratos envolvidos na sobrevivência 

celular e inibe substratos pró-apoptóticos, como Bad e caspase-9, inibindo as 

vias de apoptose e contribuindo para a sobrevivência celular (CARDONE et al., 

1998; KIM et al., 2007; NAIR; OLANOW, 2008). 

A maioria dos estudos sobre o envolvimento da proteína Akt na lesão 

isquêmica observou algum grau de alteração na fosforilação dessa enzima, nos 

mais variados períodos após a lesão. Os processos de 

fosforilação/desfosforilação são mecanismos regulatórios que levam à 

ativação/inativação da Akt (KITAGAWA et al., 2002a). Entretanto, outra forma 
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de inativação da enzima é sua clivagem pela caspase 3, que anula os efeitos 

anti-apoptóticos da Akt (FRANÇOIS; GRIMES, 1999). 

A ativação da Akt promove sobrevivência através de diferentes ações 

celulares. Uma ação que pode mediar os efeitos neuroprotetores da Akt 

durante eventos hipóxicos é o aumento da captação de glicose pelas células 

afetadas (LI et al., 2015). 

 

1.6 Progesterona 

 

A ideia de que os esteroides gonadais controlam apenas as funções 

reprodutivas e de que os esteroides produzidos pelas adrenais regulam apenas 

a homeostase dos fluidos e a resposta adaptativa ao estresse tem mudado 

completamente nos últimos anos (SCHUMACHER et al., 2007). Diversos 

estudos experimentais têm demonstrado múltiplas ações da progesterona, do 

estradiol, dos androgênios, dos glicocorticoides e dos mineralocorticoides no 

sistema nervoso central (SNC) e sua influência no funcionamento de neurônios 

e de células gliais (SCHUMACHER et al., 2007). Atualmente, sabe-se que o 

SNC não é alvo apenas da ação endócrina exercida por esteroides sintetizados 

em tecidos periféricos, mas também por uma ação como neurotransmissor 

exercida por esses esteroides, quando são chamados de neuroesteroides 

(BAULIEU, 1998). 

Vários esteroides exógenos ou sintéticos também podem modificar a 

atividade do sistema nervoso. Por isso, foi criado o termo "esteroides 

neuroativos" (PAUL; PURDY, 1992) referindo-se a todos os esteroides capazes 

de regular as funções neurais, incluindo hormônios esteroides, neuroesteroides 

e esteroides sintéticos (MELCANGI; GARCIA-SEGURA; MENSAH-NYAGAN, 

2008). 

A progesterona é um neuroesteroide e pode ser sintetizada a partir do 

colesterol ou a partir de precursores esteroides importados de estruturas 

periféricas que são metabolizados “in situ” (DUBROVSKY, 2006; KUMRAL et 

al., 2003; SHAHROKHI et al., 2010), no sistema nervoso central e periférico, 

nas células gliais e em neurônios (CHEN et al., 2008; STEIN, 2008). A 
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progesterona também é considerada um esteroide neuroativo, sendo capaz de 

modular a atividade neural (DUBROVSKY, 2006) e de regular diversas outras 

funções do organismo, como desenvolvimento, diferenciação, metabolismo e 

reprodução de fêmeas de várias espécies (PLUCHINO et al., 2006). 

A ação da progesterona produz tanto efeitos genômicos como efeitos 

não-genômicos (RUPPRECHT, 2003). Sendo um esteroide, a progesterona 

atravessa a membrana plasmática e atua em receptores intracelulares, 

produzindo seus efeitos genômicos clássicos, de longo-prazo (minutos a 

horas). Os receptores de progesterona atuam como fatores de transcrição, 

regulando a expressão de genes de redes neurais para o início ou para a 

manutenção de respostas fisiológicas (MANI, 2008). Classicamente, esses 

receptores se apresentam sob duas isoformas, os receptores de progesterona 

A (PRA) e os receptores de progesterona B (PRB), que diferem em relação a 

sua estrutura e, consequentemente, a sua resposta à progesterona, com o 

PRA sendo um repressor do PRB (MANI, 2008). 

Por outro lado, a progesterona também pode produzir efeitos não-

genômicos, que podem ser observados de milissegundos até poucos 

segundos, ou seja, são muito mais rápidos do que os efeitos clássicos. Muitos 

desses efeitos são mediados por metabólitos da progesterona, como por 

exemplo, a alopregnanolona. Esses efeitos incluem a modulação da 

excitabilidade neuronal através de ações na superfície celular e efeitos 

moduladores sobre a função e composição de alguns receptores, como por 

exemplo, os receptores serotoninérgicos e o receptor GABAA (ARBO et al., 

2014; RUPPRECHT, 2003). 

Este efeito prejudicial da progesterona pode ser explicado pelos efeitos 

da ativação do receptor GABAA cuja ativação também é dependente da idade, 

como explicado por Tsuji e colaboradores (TSUJI et al., 2012). Em uma fase 

inicial da maturação encefálica, os neurônios têm concentrações intracelulares 

mais elevadas de cloreto (Cl-), que conduzem a um efluxo de Cl- e às ações 

excitatórias do GABA nos neurônios imaturos. A redução progressiva da 

concentração de Cl- intracelular durante o desenvolvimento precoce é a chave 

da alteração da ação do GABA de excitatório (despolarização) para inibitório 

(hiperpolarização), o que se mantém por toda a vida do animal (BEN-ARI et al., 
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2007). O momento desta mudança depende da espécie, sexo, estrutura 

cerebral e tipo neuronal. Em ratos Wistar, este momento ocorre entre P8 e P12 

no hipocampo (BEN-ARI et al., 2007). Especula-se que a lesão produzida pela 

hipóxia-isquemia poderia atrasar o desenvolvimento do receptor GABAA ou 

agravar outros mecanismos, além da ação do GABA, que podem ocorrer em 

animais imaturos (TSUJI et al., 2012). 

Sabe-se que a progesterona ativa algumas vias de sinalização 

envolvidas com estímulos pró-sobrevivência em diferentes áreas encefálicas, 

promovendo a fosforilação da Akt e a fosforilação da Erk (componente da via 

das proteínas cinases ativadas por mitógenos - MAPK) (GUERRA-ARAIZA et 

al., 2009; KAUR et al., 2007). Essas cinases participam das ações da 

progesterona envolvendo o controle da diferenciação e da função neuronal e 

do comportamento reprodutivo, além das ações de neuroproteção (KAUR et al., 

2007). A progesterona pode, ainda, reduzir a expressão e a atividade da 

enzima caspase-3, que é considerada a caspase efetora central e final, sendo 

responsável pela maior parte da apoptose biológica. Seu efeito preventivo ao 

dano cerebral e seu mecanismo de ação têm atraído cada vez mais a atenção 

dos pesquisadores (WANG et al., 2013). 

Há razões para se pensar que o neuroesteroide progesterona tem um 

forte potencial para o tratamento da HI neonatal já que o mesmo apresenta 

efeitos benéficos em pesquisas relacionadas com lesão cerebral traumática, 

lesão cerebral isquêmica e outros modelos de lesão do sistema nervoso central 

(SNC) de adultos (KAORE et al., 2012; LUOMA; STERN; MERMELSTEIN, 

2012; STEIN, 2011). 

Os mecanismos moleculares que ativam a cascata de lesão isquêmica 

no cérebro adulto são semelhantes aos ativados pela HI em animais neonatos 

(PETERSON et al., 2015). Em ambos os modelos de lesão, há edema cerebral, 

infiltração de macrófagos e ativação microglial, levando a uma resposta 

inflamatória, excitotoxicidade e morte celular (SAYEED; STEIN, 2009; 

THORNTON et al., 2012). À medida que a cascata de lesão progride, pode 

ocorrer desmielinização, formação de radicais livres e indução de apoptose, o 

que significa mais dano e, consequentemente, morte celular (PETERSON et al., 

2015). Alguns autores já demonstraram que a progesterona também pode 



21 
 

diminuir o edema cerebral, diminuir a peroxidação lipídica, diminuir a apoptose 

e anormalidades neuronais, promover a estabilidade da BHE, além de melhorar 

a cognição após danos cerebrais (AGGARWAL et al., 2008; SARKAKI et al., 

2013). A progesterona também pode diminuir o edema, a inflamação, a 

excitoxicidade do glutamato, os radicais livres e a apoptose em lesões de 

encéfalos adultos (GUO et al., 2006; ISHRAT et al., 2010; STEIN, 2011). No 

entanto, Tsuji e colaboradores (TSUJI et al., 2012) relataram que a 

progesterona e a alopregnanolona teriam um efeito agravante na lesão cerebral 

hipóxico-isquêmica em ratos imaturos. Essa diferença de resultados na 

literatura pode ser relacionada à variação de doses utilizadas de progesterona, 

diferença de idade dos animais e o momento em que é administrado o 

neuroesteroide nos diferentes trabalhos (PETERSON et al., 2015; TSUJI et al., 

2012; WANG et al., 2010). 

O possível mecanismo neuroprotetor da progesterona ainda não está 

completamente esclarecido. Estudos sobre o efeito neuroprotetor da 

progesterona têm focado principalmente nos danos encefálicos em ratos 

adultos, enquanto aqueles em ratos recém-nascidos são raramente relatados 

(WANG et al., 2013). As concentrações séricas da progesterona e da 

alopregnanolona, principal metabólito da progesterona, em uma gestante, 

tendem a aumentar durante a gravidez, mostrando uma elevação em torno de 

10 a 100 vezes no momento do parto (LUISI et al., 2000). Já foi demonstrado 

que a concentração de alopregnanolona encontrada no cordão umbilical é 

praticamente a mesma daquela encontrada no sangue materno (HILL et al., 

2000). Além disso, esses esteroides têm a característica de cruzar facilmente a 

BHE (LI et al., 2013). O encéfalo do rato recém-nascido também está exposto a 

altas concentrações de progesterona e alopregnanolona (GROBIN et al., 2003). 

Estes dois neuroesteroides são fornecidos pela circulação materna, além de 

serem produzidos pelo encéfalo do feto. Por outro lado, as concentrações de 

progesterona e de alopregnanolona diminuem muito no encéfalo do neonato 

após o nascimento, devido à perda do fornecimento de sangue materno (WANG 

et al., 2010). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A hipóxia neonatal ainda desperta grande interesse científico e político-

social, uma vez que continua situando-se entre as causas mais frequentes de 

óbito neonatal no mundo, além de deixar sequelas graves nos sobreviventes, 

requerendo ações preventivas(VANNUCCI; HAGBERG, 2004). 

Muito do conhecimento atual sobre os mecanismos de lesão hipóxico-

isquêmica encefálica, bem como potenciais intervenções terapêuticas, deriva 

de uma extensa literatura sobre modelos experimentais de isquemia em ratos 

adultos (AGGARWAL et al., 2008; GIBSON; COOMBER; RATHBONE, 2009). 

No entanto, a aplicação direta dos resultados obtidos no encéfalo adulto para o 

animal neonatal tem sido dificultada por um paradoxo, no qual o cérebro 

imaturo tem sido considerado mais “resistente” aos efeitos prejudiciais da 

hipóxia e da HI. Além disso, um insulto hipóxico-isquêmico ou hipóxia no 

encéfalo em desenvolvimento terá um impacto sobre a maturação 

subsequente, com consequências duradouras para o sistema nervoso adulto 

(VANNUCCI; HAGBERG, 2004). Estudos avaliando as ações da progesterona 

durante eventos de hipóxia-isquemia neonatal são escassos, mas seriam de 

relevância essencial para o planejamento de intervenções eficazes para o feto 

e o recém-nascido que sofreram eventos hipóxico-isquêmicos encefálicos. 

Portanto, este estudo aborda possíveis efeitos neuroprotetores da 

progesterona no encéfalo de ratos Wistar submetidos ao modelo de HI 

neonatal e busca esclarecer o envolvimento da via da Akt e da ativação da 

caspase-3 nesses efeitos. 
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3. HIPÓTESE 

 

Baseado no acima exposto e nos dados da literatura, a hipótese do 

presente projeto foi de que a progesterona administrada em ratos neonatos 

submetidos ao modelo de HI tem efeitos neuroprotetores, reduzindo o volume 

da lesão encefálica causada pela HI. Para isso, entre os efeitos múltiplos da 

progesterona, se propõe que a mesma seja capaz de ativar vias de 

sobrevivência celular, como a via da Akt, e de inibir vias de apoptose, como a 

via das caspases. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

O objetivo do presente estudo foi investigar o possível efeito 

neuroprotetor da progesterona no encéfalo de ratos neonatos submetidos ao 

modelo de HI, procurando identificar os mecanismos de ação do hormônio 

sobre vias de sobrevivência ou morte celular. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

-Determinar o grau de dano encefálico provocado pela HI neonatal e 

verificar se a progesterona reduz este dano. Para isso, foi avaliado o volume da 

lesão no hemisfério ipsilateral à mesma; 

-Determinar o efeito da HI neonatal e a ação da progesterona sobre 

processos associados à sobrevivência ou morte celular no hipocampo dos 

animais dos diferentes grupos experimentais. Para isso, foram avaliadas a 

expressão da proteína Akt (proteína com efeitos anti-apoptóticos) e da proteína 

caspase 3 (proteína pró-apoptótica). 

-Investigar se o momento de administração da progesterona, antes e/ou 

depois da HI, pode alterar os efeitos desse neuroesteroide neste modelo 

experimental. 

-Verificar se a lesão HI pode provocar efeito sistêmico, como alteração 

do peso corporal dos animais neonatos. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Animais 

 

Foram utilizados 120 ratos Wistar machos neonatos com 7 dias de idade 

(P7) e 15 mães. Os animais foram provenientes do Centro de Reprodução e 

Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) da UFRGS. Foi realizada 

a implantação dos filhotes machos nas caixas, para que cada caixa contivesse 

sempre uma rata mãe e oito filhotes machos. Após o recebimento dos animais 

do CREAL, os mesmos foram mantidos nos biotérios setoriais da Unidade de 

Experimentação Animal (UEA) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). 

Os filhotes foram mantidos em caixas plásticas de 270 x 260 x 310 mm, 

juntamente com suas respectivas mães (8 filhotes machos por caixa, 

juntamente com as respectivas mães). O assoalho das caixas foi recoberto 

com maravalha. As mães receberam alimentação e água ad libitum e os 

animais foram mantidos sob períodos de 12h luz/12h escuro, sob temperatura 

média de 22°C. 

 

5.2 Considerações Éticas 

 

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a resolução 

normativa n° 12, de 20 de setembro de 2013 e a resolução normativa n°13, de 

20 de setembro de 2013 do CONCEA e de acordo com a Lei 11.794 de 08 de 

outubro de 2008, que estabelece os procedimentos para o uso científico de 

animais, além dos princípios internacionais para a prática envolvendo animais, 

constantes do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (8th edition) 

do National Research Council. O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS (projeto número 26669) e pela 

CEUA/HCPA (projeto número 140578). 
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5.3 Anestesia 

 

Para a anestesia, os animais receberam isoflurano, liberado por cone 

nasal, conforme descrito por Smith e colaboradores (SMITH et al., 2004), com 

pequenas modificações: 5% para a indução e 3% para a manutenção, com o 

oxigênio (5L/min) como gás de transporte. A concentração de isoflurano 

administrada foi controlada com a utilização de um vaporizador calibrado 

específico para isoflurano (marca HB). Após a anestesia, os animais neonatos 

foram submetidos ao procedimento de HI neonatal. 

 

5.4 Hipóxia-isquemia neonatal 

 

O procedimento de HI neonatal foi baseado no modelo de Rice-Vannuci 

(Rice, Vannucci et al. 1981). No P7, sob anestesia, os animais foram 

submetidos à cirurgia para a oclusão da artéria carótida comum esquerda. Foi 

realizada incisão longitudinal dois milímetros à esquerda da traqueia, seguida 

por divulsão dos músculos presentes na área para localização da carótida 

comum esquerda. A carótida comum esquerda foi isolada e ocluída 

permanentemente por meio de nó com fio cirúrgico (seda 4.0). Após a oclusão 

da carótida, foram realizados dois nós internos (seda 4.0) na pele do animal, 

para que o ferimento realizado pelo corte não ficasse exposto, diminuindo assim 

as chances de infecção e melhorando a cicatrização. Após a cirurgia, os filhotes 

foram deixados com as mães durante 1h-2h para recuperação e então foram 

alocados em uma câmara para hipóxia (n=6 animais por câmara) e expostos à 

atmosfera hipóxica utilizando uma mistura certificada de 8% O2/92% N2 por 90 

minutos a 33°C (Figura 2). A umidade dentro da câmara foi mantida em torno 

de 70%. A câmara foi colocada dentro de uma incubadora (marca Fanem, 

modelo C186TS) para manter a temperatura adequada. A temperatura e a 

umidade foram verificadas com a utilização de um termo-higrômetro. O fluxo de 

gás que foi infundido para a câmara de hipóxia foi de 5L/min. Terminada a 

exposição, os filhotes foram retirados da câmara hipóxica e colocados em 
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recuperação, novamente em uma caixa sob aquecimento, por 

aproximadamente 30 minutos e então retornaram às suas mães. 

 

 

Figura 2 - Procedimento de hipóxia-isquemia de Levine (LEVINE, 1960), 
modificado, que se utiliza da combinação de hipóxia e isquemia. 

 

 

5.5 Grupos experimentais e administração de progesterona 

 

A administração de progesterona foi realizada de acordo com o modelo 

proposto por Tsuji e colaboradores (TSUJI et al., 2012). A progesterona 

(Sigma) foi dissolvida em ciclodextrina 22,5% (2-hidroxipropil- -ciclodextrina) e 

foi administrada na dose de 10 mg/kg de peso corporal (na concentração de 5 

mg/mL). 

Os animais foram divididos em cinco grupos: SHAM, HI, HI+PROG-PRÉ 

(PRÉ), HI+PROG-PÓS (PÓS), HI+PROG-PRÉ/PÓS (PP). Com exceção do 

grupo SHAM, os animais de todos os demais grupos foram submetidos ao 

modelo de HI. 

GRUPO PP: a progesterona foi administrada em três momentos nos 

animais do grupo PP: a primeira administração do hormônio foi realizada 
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imediatamente antes do início da HI, para reproduzir, nos ratos P7, os níveis 

fisiológicos pré-natais do hormônio. Essa primeira administração, pré-HI, foi 

realizada intraperitonealmente (com os animais previamente anestesiados), 

para permitir a rápida absorção do hormônio. As duas administrações 

seguintes foram realizadas 6h e 24h após o início da hipóxia, para simular, nos 

ratos P7, o tratamento clínico de crianças recém-nascidas. Essas duas 

injeções, pós-HI, foram realizadas por via subcutânea, para permitir uma 

absorção mais gradual do hormônio. 

GRUPO PRÉ: nos animais do grupo PRÉ a administração de PROG foi 

realizada uma única vez, intraperitonealmente, antes do início da isquemia. Os 

animais do grupo PRÉ receberam injeções de veículo (ciclodextrina) por via 

subcutânea 6h e 24h após o início da hipóxia (para manter o mesmo número 

de injeções do grupo PP). 

GRUPO PÓS: os animais do grupo PÓS receberam a injeção de 

progesterona apenas após o procedimento de HI. Nesses animais foi realizada 

apenas a injeção do veículo (ciclodextrina) antes do procedimento de HI. A 

administração de progesterona ocorreu após o evento hipóxico-isquêmico: 6h e 

24h após o início da hipóxia, por via subcutânea. 

GRUPO HI: os animais do grupo HI foram submetidos ao modelo de HI, 

mas receberam apenas o veículo (ciclodextrina), ao invés da administração de 

progesterona. O veículo foi administrado em três momentos: antes da HI, 6h 

após o início da HI e 24 após o início da HI (para simular o padrão de três 

injeções dos demais grupos). Para mimetizar os demais grupos, a via de 

administração do veículo foi a intraperitoneal para a administração feita antes 

do procedimento de HI e subcutânea para as administrações realizadas após o 

evento isquêmico. 

GRUPO SHAM: os animais do grupo SHAM foram submetidos à 

cirurgia fictícia (mas não sofreram o processo de isquemia, ou seja, não 

tiveram a artéria carótida comum esquerda ocluída) e receberam a injeção do 

veículo (ciclodextrina), em três momentos: antes da HI, 6h após o início da HI e 

24 após o início da HI (para simular o padrão de três injeções dos demais 

grupos). Para mimetizar os demais grupos, a via de administração do veículo 
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foi a intraperitoneal para a administração feita antes do procedimento de HI e 

subcutânea para as administrações realizadas após o evento isquêmico. 

Os animais de todos os cinco grupos experimentais foram sacrificados 

24h após a administração da terceira injeção (de progesterona ou de veículo). 

A Figura 3 resume o desenho experimental, utilizando o grupo HI como 

exemplo. 

 

 

Figura 3 – Ilustração dos procedimentos realizados para os animais do 
grupo HI. 

 

 

5.6 Pesagem dos animais 

 

Ao longo dos procedimentos experimentais, os animais foram pesados 

em uma balança em quatro momentos distintos: 

-Peso 1: peso verificado antes do início do procedimento de HI, ou seja, 

antes do animal ser anestesiado para a realização da cirurgia de oclusão da 

carótida comum esquerda; 
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-Peso 2: peso verificado 6 horas após o início da hipóxia (ou seja, 6h 

após a colocação do animal na câmara de hipóxia), antes de ser administrada 

a segunda injeção (progesterona ou veículo, de acordo com o grupo 

experimental); 

-Peso 3: peso verificado 24 horas após o início da hipóxia (ou seja, 24h 

após a colocação do animal na câmara de hipóxia); 

-Peso 4: peso verificado 48 horas após o início da hipóxia (ou seja, 48h 

após a colocação do animal na câmara de hipóxia), antes do sacrifício do 

animal para a coleta dos tecidos. 

 

5.7 Cálculo do volume de lesão 

 

O volume da lesão foi calculado conforme Taniguchi e Andreasson 

(TANIGUCHI; ANDREASSON, 2008) e Sun e colaboradores (SUN et al., 2015). 

Para a verificação do volume da lesão, os animais foram anestesiados 

profundamente com isoflurano e perfundidos. Para o procedimento de perfusão 

os animais anestesiados foram submetidos à toracotomia para a exposição do 

coração. A seguir, um cateter foi introduzido através do ventrículo esquerdo até 

atingir a luz da aorta. Foi feito um pequeno corte no átrio direito para permitir a 

abertura de um orifício que permitia a saída da solução de perfusão. A solução 

de perfusão foi infundida com o auxílio de uma bomba peristáltica. Os animais 

foram perfundidos com solução salina (NaCl 0,9%) resfriada. Após a perfusão, 

os encéfalos foram dissecados e cortados coronalmente, de modo manual, 

com o auxílio de navalhas, em 4 secções de 3 mm de espessura cada. A 

seguir, as secções de tecido obtidas foram incubadas por 20 minutos em uma 

solução de 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazólio (TTC) 1% a temperatura ambiente 

e, em seguida, fixadas em paraformaldeído 4%. As secções coradas com TTC 

foram digitalizadas e analisadas utilizando o programa ImageJ (NIH, Bethesda, 

EUA). Cada imagem digitalizada foi capturada juntamente com uma régua para 

permitir a criação de uma barra de calibração. Assim, foi possível determinar o 

tamanho real das áreas de interesse. Cada área de interesse (detalhadas 

abaixo) foi circundada com o auxílio do mouse do computador. Para cada 
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imagem foram delimitadas três áreas: a área da lesão (área não corada pelo 

TTC no hemisfério ipsilateral), a área total do hemisfério ipsilateral e a área 

total do hemisfério contralateral (Figura 4). 

Para determinar o volume total do infarto a área infartada de cada fatia 

foi multiplicada pela espessura de corte (3 mm). A porcentagem do volume 

de infarto relativo ao hemisfério ipsilateral foi calculada pela soma do 

volume de infarto de todas as fatias, com o resultado sendo dividido pelo 

volume total do hemisfério ipsilateral à isquemia e então multiplicado por 100 

(TANIGUCHI; ANDREASSON, 2008). O chamado volume de área não 

infartada (correspondente ao volume da área não-lesionada) foi determinado 

pela subtração do volume total do hemisfério ipsilateral pelo volume do infarto. 

Sun e colaboradores (SUN et al., 2015) descrevem que é necessário 

corrigir o volume do infarto ocasionado no hemisfério ipsilateral à isquemia pelo 

volume do hemisfério contralateral em função de um possível aparecimento de 

edema no hemisfério ipsilateral. Assim, esses autores sugerem a utilização do 

volume do infarto corrigido (%), o qual é calculado pela seguinte equação: 

 

[(volume total do hemisfério contralateral - volume de células vivas 
no hemisfério ipsilateral) / volume total do hemisfério contralateral ] x 100 

 

 

Figura 4 – Imagem representativa de corte do encéfalo no qual o 
material corado em vermelho representa as células vivas, enquanto a área em 
branco representa a lesão produzida pelo modelo. Barra de calibração: 0,5 cm. 
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5.8 Western blotting 

 

Para os experimentos de Western blotting, os hipocampos foram 

rapidamente retirados após a decapitação dos animais, congelados em 

nitrogênio líquido e armazenados a -80°C para posterior homogeneização. As 

áreas ipsilateral e contralateral à lesão hipóxico-isquêmica foram processadas 

separadamente. Quarenta µg de proteína das amostras foram separadas por 

SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio) 

e transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram 

processadas para imunodetecção com os anticorpos primários contra as 

proteínas de interesse: anti-fosfo-Akt (1:1000, Santa Cruz) e anti-caspase-3 

(1:2000, Santa Cruz). Os resultados foram normalizados pela expressão da 

gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (caspase3/GAPDH) ou Akt basal (fosfo-

Akt/Akt basal). As concentrações utilizadas dos anticorpos anti-GAPDH 

(Milipore) e anti-Akt basal (Santa Cruz) foram de 1:1000. Foram utilizados os 

seguintes anticorpos secundários acoplados à peroxidase: IgG anti-

camundongo (1:10000, Milipore) para a GAPDH e IgG anti-coelho (1:10000, 

Milipore) para a fosfo-Akt, a Akt basal e a caspase-3. Após a incubação com os 

anticorpos secundários específicos descritos acima as membranas foram 

reveladas em sistema de quimiluminescência e as autorradiografias obtidas 

foram analisadas densitometricamente. 

 

5.9 Análise estatística 

 

Para as comparações entre os cinco grupos experimentais foi utilizado o 

teste de ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey. Para a comparação 

dos hemisférios ipsilateral e contralateral dentro de um mesmo grupo utilizou-

se o teste T de Student para amostras pareadas (foi realizado o pareamento 

dos hemisférios ipsilateral e contralateral do mesmo animal). Para a 

comparação da expressão das proteínas p-Akt e caspase-3 entre os 
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hemisférios ipsilateral e contralateral (agrupando os hemisférios de todos os 

animais submetidos à HI), utilizou-se o teste de Mann-Whitney para amostras 

não pareadas. O nível de significância foi de 0,05. 
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