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RESUMO 

 

A hipóxia-isquemia (HI) neonatal é um problema de saúde mundial, responsável por 

muitas das mortes e deficiências neuropsicológicas em recém-nascidos. O único 
tratamento existente atualmente é a hipotermia terapêutica (HT), que apesar dos 

resultados positivos, ainda possui limitações quanto ao seu uso. O entendimento de 
efeitos específicos da HT é importante para o aprimoramento do seu uso e para a 
busca de terapias complementares. Neste estudo, foi avaliado o efeito do tratamento 

com HT em parâmetros do desenvolvimento, desfechos comportamentais e 
imunidade periférica em ratos neonatos machos e fêmeas após a HI. No 7º dia pós-

natal (P7), realizou-se a oclusão da carótida comum direita seguida de exposição a 
uma atmosfera hipóxica (8% oxigênio). Nos animais do grupo SHAM, realizou-se uma 
cirurgia fictícia e estes foram mantidos em normóxia. Posteriormente, realizou-se a HT 

pela redução da temperatura corporal para 32°C por 5 h no grupo HT. Animais dos 
grupos HI e SHAM foram mantidos em normotermia (37°C). Realizaram-se os testes 

comportamentais de geotaxia negativa, aversão à borda, reflexo de endireitamento e 
discriminação olfatória de P8 a P14; e o teste do cilindro e escore de severidade 
neurológica modificado (mNSS) em P20. Também foram avaliados marcadores do 

desenvolvimento como o peso corporal, o dia de abertura dos olhos e o índice 
anogenital (IAG). Os animais foram eutanasiados em P9 ou P21, para pesagem dos 

hemisférios cerebrais, fígado, baço, timo e tecido adiposo marrom. Também foi  
coletado sangue para realização de contagem de leucócitos em esfregaços 
sanguíneos. Em machos e fêmeas, observou-se uma redução do peso do hemisfério 

ipsilateral à lesão nos grupos HI e HT, mais pronunciada em P21. Em P9, observou-
se a presença de edema cerebral. Em relação aos marcadores do desenvolvimento, 

observou-se menor ganho de peso nos grupos HI e HT e atraso na abertura do olho 
ipsilateral à lesão. O comportamento foi pouco afetado pela HI e HT, mostrando 
alterações pontuais nas idades de P12 e P14. O teste de discriminação olfatória foi o 

mais afetado, havendo um maior prejuízo quando estímulos olfatórios da caixa-
moradia estavam posicionados ipsilateralmente à lesão, nos machos. Nas fêmeas, 

houve uma diminuição do peso do baço no grupo HI. Nos machos, observou-se uma 
diminuição na quantidade de leucócitos circulantes no grupo HI, sendo parcialmente 
recuperada no grupo HT, enquanto nas fêmeas houve o aumento no grupo HI e 

recuperação no grupo HT. A HT parece ter sido neuroprotetora, apesar de não ter 
prevenido a perda de peso encefálica. A HT não preveniu os prejuízos nos parâmetros 

do desenvolvimento, mas tendeu a normalizar a imunidade periférica e prevenir os 
prejuízos comportamentais. 

 

Palavras-chave: Hipóxia-isquemia neonatal. Hipotermia terapêutica. 
Dimorfismo sexual. Desenvolvimento. Comportamento. Imunidade periférica. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 
Neonatal hypoxia-ischemia (HI) is a worldwide health problem, responsible for many 

of the deaths and neuropsychological deficiencies in newborns. The only treatment 
currently is therapeutic hypothermia (TH), which despite the positive results, still show 

some limitations. Understanding the specific effects of TH is important for the 
improvement of its use and for the search for complementary therapies. In this study, 
the effects of TH treatment on developmental parameters, behavioral outcomes and 

peripheral immunity were evaluated in male and female neonatal rats after HI. In the 
7th post-natal day (P7), the right common carotid was occluded followed by exposure 

of the animals to a hypoxic atmosphere (8% oxygen). In the animals of the SHAM 
group, a fictitious surgery was performed and they were kept in normoxia. Thereafter, 
HT was performed by reducing body temperature to 32°C for 5 h in the HT group. 

Animals from the HI and SHAM groups were kept in normothermia (37°C). The 
behavioral tests of negative geotaxis, cliff aversion, righting reflex and olfactory 

discrimination were performed from P8 to P14; and the cylinder test and modified 
neurological severity score (mNSS) were performed at P20. Developmental markers 
such as body weight, day of eye opening and anogenital index (IAG) were also 

evaluated. The animals were euthanized at P9 or P21, and the cerebral hemispheres, 
the liver, the spleen, the thymus and the brown adipose tissue were weighted. Blood 

was also collected to perform leukocyte counting in blood smears. In males and 
females, there was a reduction of the weight of the brain hemisphere ipsilateral to the 
lesion in the HI and HT groups (more pronounced in P21). In P9, the presence of 

cerebral edema was observed. Regarding the developmental markers, a reduction in 
the weight gain and a delay in the opening of the ipsilateral eye were also observed in 

the HI and HT groups. The behavioral outcomes were just slightly affected by HI and 
HT, showing punctual changes in the ages of P12 and P14. The olfactory 
discrimination test was the most affected, with a greater impairment in the response 

when olfactory stimulus from the home bedding was positioned ipsilateral to the lesion, 
in males. In females, there was a reduction in spleen weight in the HI group. In males, 

there was a reduction in the number of circulating leukocytes in the HI group, being 
partially recovered in the HT group; while in females the number of leukocytes was 
increased in the HI group and recovered in the HT group. HT appears to have been 

neuroprotective, although it did not prevent brain weight loss. HT did not prevent 
developmental impairment, but showed a trend to recover the peripheral immunity and 

prevent behavioral impairment. 
 
 

Keywords: Neonatal hypoxia-ischemia. Therapeutic hypothermia. Sexual dimorphism. 
Development. Behavior. Peripheral immunity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A hipóxia-isquemia (HI) neonatal é uma condição que afeta recém-nascidos 

mundialmente. O termo hipóxia se refere à diminuição da disponibilidade de oxigênio 

nos tecidos, enquanto o termo isquemia se refere à diminuição da perfusão sanguínea 

(a qual também resulta na diminuição da entrega de oxigênio) (QUIRKE et al., 2021). 

Asfixia perinatal é um outro termo comumente utilizado como sinônimo, se referindo 

ao prejuízo nas trocas gasosas e perfusão sanguínea, consequentemente causando 

hipóxia (ASLAM et al., 2014; RAINALDI & PERLMAN, 2016). No caso da asfixia 

perinatal, há também a ocorrência de hipercapnia (aumento de gás carbônico no 

sangue), podendo levar a outros distúrbios metabólicos e à acidose (KURINCZUK et 

al., 2010). 

Vários fatores podem contribuir para a ocorrência da HI neonatal, como pré-

eclâmpsia, descolamento da placenta, toxemia, complicações durante o parto e 

prematuridade, tendo como principal consequência um dano encefálico, denominado 

encefalopatia hipóxico-isquêmica (ASLAM et al., 2014; DOUGLAS-ESCOBAR & 

WEISS, 2012). Entre esses fatores, a prematuridade se destaca (LEE et al., 2008): 

bebês nascidos pré-termo frequentemente apresentam problemas pulmonares, como 

produção insuficiente de surfactante (síndrome do desconforto respiratório), 

problemas cardiovasculares e atraso no desenvolvimento do sistema nervoso, 

destacando-se a presença de pré-oligodendrócitos que são mais sensíveis à hipóxia-

isquemia do que os oligodendrócitos (GOPAGONDANAHALLI et al., 2016).  

Muitos dos recém-nascidos que sofrem um evento hipóxico-isquêmico não 

sobrevivem aos primeiros dias de vida (KAWAKAMI et al., 2021). Os sobreviventes 

muitas vezes apresentam deficiências neuropsicológicas, como problemas cognitivos, 

deficiências visuais e auditivas, epilepsia e paralisia cerebral (DOUGLAS-ESCOBAR 

& WEISS, 2012; YILDIZ et al., 2017). Em um estudo realizado na China, foi verificada 

a presença de deficiências intelectuais e auditivas causadas por asfixia perinatal, com 

uma prevalência de 0,77‰ crianças com deficiência no país (AO et al., 2021). 

A encefalopatia hipóxico-isquêmica é um dos principais problemas na 

neonatologia atualmente, ocorrendo em torno de 1-8‰ nascidos (KURINCZUK et al., 

2010). Porém, estes valores representam melhor a realidade dos países 

desenvolvidos, sendo que países subdesenvolvidos possuem uma prevalência ainda 

maior no número de casos (QUIRKE et al., 2021). Estudos realizados no continente 
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africano mostraram prevalência de 30,1% em uma unidade de saúde da Nigéria (ILAH 

et al., 2015) e de 21,1% em um hospital da Tanzânia (SEPEKU & KOHI, 2011). Um 

estudo de meta-análise realizado na Etiópia mostrou uma prevalência de asfixia 

perinatal em 24,06% dos neonatos (SENDEKU et al., 2020). A associação entre 

asfixia perinatal e condição socioeconômica precária também foi identificada no Nepal 

e na China, uma vez que os casos de asfixia são impactados pelo grau de instrução, 

nutrição, saneamento básico e acesso das mães ao sistema de saúde (AO et al., 2021; 

LEE et al., 2008). 

No Brasil, houve uma redução na mortalidade de bebês nascidos a termo que 

sofreram asfixia perinatal de 0,81‰ em 2005 para 0,61‰ em 2010 (ALMEIDA et al., 

2017). Entretanto, esse número ainda pode ser considerado alto, além de existir a 

possibilidade de estar subestimado, uma vez que neste estudo não foram incluídos os 

bebês prematuros, o grupo mais vulnerável à asfixia perinatal. Além disso, esse 

mesmo estudo evidenciou uma desigualdade na taxa de mortalidade entre as regiões 

do país, sendo as menores taxas encontradas nas regiões sul, sudeste e centro-oeste; 

enquanto taxas 2 vezes maiores foram verificadas nas regiões norte e nordeste. Outro 

estudo, realizado em hospitais de São Paulo, mostrou uma redução de 32% na 

mortalidade entre 2004 e 2013 de 1,38‰ para 0,95‰ nascidos (KAWAKAMI et al., 

2021). Porém, esta redução ocorreu majoritariamente em bebês nascidos a termo, 

destacando novamente a vulnerabilidade dos bebês pré-termo. 

O modelo utilizado em ratos adultos por Levine (1960), adaptado para ratos 

neonatos por Rice, Vannucci e Brierley (1981), é uma ferramenta útil para o estudo da 

HI em animais experimentais, sendo capaz de reproduzir unilateralmente a lesão 

encefálica humana. O modelo consiste na oclusão de uma das artérias carótidas 

comuns e subsequente exposição do animal a uma atmosfera hipóxica (8% de 

oxigênio) (RICE et al., 1981). As principais estruturas cerebrais afetadas por esse 

modelo são o córtex cerebral, a substância branca subcortical e periventricular, o 

corpo estriado e o hipocampo, ipsilaterais à oclusão carotídea (SUTHERLAND et al., 

2004; VANNUCCI et al., 1999). 

Atualmente, existe uma escassez de opções terapêuticas para o tratamento da 

HI, sendo a hipotermia terapêutica (HT) a única terapia clínica bem estabelecida e 

desde 2010 é o tratamento padrão utilizado para a HI em neonatos humanos nascidos 

a termo (DOUGLAS-ESCOBAR & WEISS, 2015; KARNATOVSKAIA et al., 2014). O 

procedimento deve ser iniciado em até 6 horas após o evento hipóxico-isquêmico, e 
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consiste em diminuir a temperatura do bebê para 33,5-34,5°C durante 72 h, seguido 

de reaquecimento de 0,5°C por hora (ROEHR et al., 2011). O procedimento pode ser 

realizado através do resfriamento de todo o corpo ou através do resfriamento seletivo 

da cabeça, ambos com eficácia semelhante (BELETEW et al., 2021; DOUGLAS-

ESCOBAR & WEISS, 2015). A HT é capaz de reduzir a mortalidade e diminuir os 

prejuízos neurológicos após a HI em recém-nascidos (AZZOPARDI et al., 2009; 

SHANKARAN et al., 2005; SIMBRUNER et al., 2010; ZHOU et al., 2010), também 

demostrando melhora no desfecho dos pacientes a longo prazo (GUILLET et al., 2012; 

JACOBS et al., 2013; SHANKARAN et al., 2012). Um estudo de meta-análise mostrou 

que a hipotermia terapêutica reduz a mortalidade em casos de HI neonatal em 26% 

(BELETEW et al., 2021). 

A realização da HT pós-HI também é capaz de reduzir a lesão em modelos 

animais (CHAKKARAPANI et al., 2010; HOBBS et al., 2008). Protocolos que 

diminuam a temperatura corporal para 26°C ou menos não são neuroprotetores, 

podendo inclusive piorar a lesão encefálica, enquanto a redução da temperatura 

corporal para 33,5°C, 32°C ou 30°C confere proteção (WOOD et al., 2016). A indução 

de hipertermia, aumentando-se a temperatura corporal dos animais para 39°C, 

também resulta em aumento da lesão (WOOD et al., 2018). Em relação à duração da 

hipotermia, foi observado que a realização de HT por menos de 2 h não é 

neuroprotetora (ROCHA-FERREIRA et al., 2018), e que um protocolo de 3 h confere 

menor proteção do que um de 5 h; já um aumento do tempo para 10 h não confere 

proteção adicional (SABIR et al., 2012). Vale ressaltar que, nesse último estudo, não 

foi observada hipoglicemia nos filhotes, mesmo que os filhotes não estivessem se 

alimentando durante o período, devido ao afastamento da respectiva mãe. A partir 

desses e outros estudos, concluiu-se que protocolos de HT reduzindo a temperatura 

corporal dos animais para 32°C durante 5 h são mais eficazes em reduzir o volume 

de lesão encefálica no modelo de HI neonatal. 

Apesar dos benefícios, a HT ainda demonstra limitações importantes na sua 

utilização em humanos (QUIRKE et al., 2021). O procedimento parece ter uma baixa 

eficácia em casos de neonatos com lesão severa (GLUCKMAN et al., 2005; SABIR et 

al., 2012; WOOD et al., 2016). Já para casos leves, os estudos ainda são escassos, 

de modo que não se tem certeza da eficácia e segurança da aplicação da HT, não 

sendo recomendada sua utilização nesses pacientes (SAW et al., 2019). Dessa forma, 

a HT acaba tendo sua maior eficácia limitada aos casos de lesão moderada. Pelo 
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desconhecimento sobre a sua segurança, a HT também não é aconselhada para 

bebês nascidos pré-termo, que representam uma parcela significativa dos casos de 

HI (HERRERA et al., 2018; RAO et al., 2017). A HT também parece ser pouco eficaz 

para evitar danos na substância branca, refletindo-se em um grau de deficiência 

cognitiva e motora (SPENCER et al., 2021). A eficácia do procedimento também está 

diretamente relacionada com o momento da intervenção, possuindo uma janela 

terapêutica curta (de cerca de 6 horas para ser iniciada, após o evento de HI), podendo 

aumentar a lesão se executada após esse período (SABIR et al., 2012). Em muitos 

casos, a aplicação do tratamento se torna impossível pela dificuldade de transporte 

dos bebês de regiões periféricas até centros de atendimento especializado, 

ultrapassando o tempo limite para início do tratamento. Na Índia, foi observado um 

pior desfecho quanto maior o tempo de transporte dos bebês  (MONDAL et al., 2021). 

Tendo em vista essas limitações, é importante o melhor entendimento dos 

mecanismos de ação da HT e como esta afeta os processos que ocorrem após a HI, 

para que haja um melhor direcionamento de pesquisas voltadas para terapias 

complementares e um aprimoramento na aplicação da HT em recém-nascidos 

humanos. 

Os processos que levam ao estabelecimento de um dano encefálico observado 

após a HI são diversos e variam temporalmente (DAVIDSON et al., 2015). A HI 

provoca a liberação exacerbada de glutamato, levando a uma estimulação prolongada 

de seus receptores nos neurônios, em especial os receptores do tipo N-metil D-

aspartato (NMDA), gerando um influxo de íons sódio e íons cálcio capaz de ativar os 

mecanismos de morte celular por apoptose, processo conhecido como 

excitotoxicidade glutamatérgica (JOHNSTON, 2001). O processo de estresse 

oxidativo, resultado da alta produção de espécies reativas de oxigênio após a 

reperfusão do tecido, juntamente com a sobrecarga do sistema antioxidante, também 

é um importante ativador dos processos de morte celular por apoptose (FERRIERO, 

2001). O tratamento com  HT se mostrou eficaz, de uma forma geral, por reduzir a 

taxa metabólica cerebral em 6 a 7% a cada 1°C de resfriamento (KARNATOVSKAIA 

et al., 2014). Esse efeito diminui o consumo de oxigênio pelas células do sistema 

nervoso, de forma a diminuir a demanda energética e o estresse oxidativo. A HT 

também reduz a excitotoxicidade ao reduzir a liberação de neurotransmissores 

excitatórios e o influxo de cálcio, por exemplo (LIU & YENARI, 2007). 

Estudos utilizando modelos animais de HI também têm demonstrado a 
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existência de diferenças entre animais machos e fêmeas no grau de severidade da 

lesão (ARTENI et al., 2010; KUMAR et al., 2019; MIRZA et al., 2015; SANCHES et al., 

2015) e na eficácia de neuroprotetores (HAGBERG et al., 2004; NIJBOER et al., 

2007). As vias de ativação da apoptose parecem ser dependentes de caspase-3 nas 

fêmeas, mas nos machos predomina a ativação por outras vias (DU et al., 2004; 

SIEGEL et al., 2010; ZHU et al., 2006). A efetividade da HT também apresenta esse 

tipo de variação, geralmente sendo mais eficaz nas fêmeas (WOOD et al., 2020). 

Essas observações levam à necessidade de se pensar em estratégias terapêuticas 

diferenciais para o tratamento da HI entre machos e fêmeas para a obtenção de 

melhores resultados clínicos. 

Outro ponto relevante que contribui para a formação e progressão da lesão 

encefálica é a neuroinflamação. A HI neonatal induz uma resposta inflamatória 

cerebral que inclui a expressão e a produção de citocinas pró- e/ou anti-inflamatórias 

(KIM & CHO, 2021; ZIEMKA-NALECZ et al., 2017). Essa resposta inflamatória 

contribui para a morte celular e para o aumento no volume da lesão encefálica nas 

primeiras horas pós-HI (LUCAS et al., 2006). Também há evidências de que esse 

processo inflamatório persiste, contribuindo para as fases tardias da lesão, um dos 

motivos da lesão encefálica estar aumentada diversos dias após o evento hipóxico-

isquêmico (DAVIDSON et al., 2015). 

Um dos sinais que melhor se correlaciona com a lesão encefálica decorrente 

da HI é um aumento nos níveis de interleucina-1 beta (IL-1β), um sinalizador pró-

inflamatório, no tecido nervoso e no líquido cerebrospinal (ZIEMKA-NALECZ et al., 

2017).  Outras moléculas pró-inflamatórias que tendem a aumentar no tecido nervoso 

e no líquido cerebrospinal são o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), a interleucina-

6 (IL-6), a interleucina-8 (IL-8) e a interleucina-18 (IL-18) (ALY et al., 2006; HEDTJÄRN 

et al., 2002; JIN et al., 2010; MEYBOHM et al., 2010). Estudos sobre a atuação da IL-

6 na HI mostram uma ação dúbia, contribuindo para a inflamação na fase inicial e 

agindo de forma neuroprotetora nas fases tardias (SUZUKI et al., 2009). O aumento 

de muitos desses sinais pró-inflamatórios parece ser desencadeado por aumento do 

fator de transcrição nuclear-kappa B (NF-κB), cuja inibição já resultou em diminuição 

da lesão (RIDDER & SCHWANINGER, 2009; VAN DER KOOIJ et al., 2010). Porém, 

alguns sinalizadores anti-inflamatórios, como a interleucina-10 (IL-10), também 

aumentam na fase inicial da lesão (MEYBOHM et al., 2010). Alterações nos níveis de 
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citocinas e nos mecanismos que levam ao aumento da inflamação também mostraram 

variação de acordo com a idade de ocorrência da HI em ratos neonatos (BROCHU et 

al., 2011). Os níveis dessas citocinas no sangue tendem a seguir, na maioria dos 

casos, um padrão semelhante aos observados no sistema nervoso (ROCHA-

FERREIRA et al., 2017), porém a resposta desses sinais se mostra muito dinâmica e 

variável conforme o momento da lesão em ambos os tecidos, de forma que mais 

estudos são necessários. 

A resposta inflamatória depende da ação de células como a microglia e os 

astrócitos e da infiltração de leucócitos circulantes, cujos efeitos podem induzir ou 

aumentar a lesão neuronal secundária à lesão produzida pela HI (JIN et al., 2010; 

PATEL et al., 2013). As células microgliais são macrófagos residentes no sistema 

nervoso, onde ficam em uma forma inativa ramificada desempenhando uma função 

de vigilância (FLEISS et al., 2021). Padrões moleculares associados ao dano 

(DAMPs), a patógenos (PAMPs) e sinais pró e anti-inflamatórios são capazes de ativar 

a microglia (GÜLKE et al., 2018). A ativação microglial envolve uma mudança 

morfológica celular para um formato ameboide e móvel (FILOSA & MORRISON, 

2013), que pode variar dentro de um espectro de possibilidades entre a forma pró-

inflamatória (fenótipo M1) e a anti-inflamatória (fenótipo M2) (ELALI & LEBLANC, 

2016; ESPINOSA-GARCIA et al., 2017). A microglia ativada desempenha diversos 

papéis, como a fagocitose e a liberação de citocinas, e desta forma, pode contribuir 

tanto para o aumento da lesão quanto para a neuroproteção, variando sua ação 

espacial e temporalmente na HI (PATEL et al., 2013). 

Além da microglia, os astrócitos também estão envolvidos no processo de 

neuroinflamação, estimulados por determinados sinais, da mesma forma que a 

microglia (ESCARTIN et al., 2021). Os astrócitos reativos participam da liberação de 

citocinas inflamatórias, como TNF-α, IL-1β e IL-6, podendo modular o processo 

inflamatório e a apoptose neuronal (ALY et al., 2006). A reação astrocitária muitas 

vezes envolve modificações morfológicas, incluindo o aumento dos prolongamentos 

celulares, migração e proliferação celular, que levam à formação das cicatrizes gliais 

no tecido lesionado, as quais, em longo prazo, inibem o crescimento axonal e 

prejudicam a recuperação tecidual (PANICKAR & NOREMBERG, 2005). A HT protege 

os neurônios e reduz a proliferação de astrócitos em modelos experimentais de 

isquemia transitória e parada cardíaca (MEYBOHM et al., 2010; XIONG et al., 2009). 
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Esses processos envolvidos na neuroinflamação apresentam diferenças entre 

machos e fêmeas (BRUCE et al., 2019). Foi mostrado que os animais machos têm 

uma maior ativação microglial e da resposta inflamatória periférica em comparação 

aos animais fêmeas após a HI (MIRZA et al., 2015; VILLAPOL et al., 2019). Também 

foi observada uma resposta anti-inflamatória mais eficaz em fêmeas, bem como 

maiores níveis séricos de IL-10, enquanto nos machos foram observados maiores 

níveis séricos de TNF- α (AL MAMUN et al., 2018). 

Além das células locais, a infiltração de células do sistema imune periférico 

através da barreira hematoencefálica com permeabilidade aumentada ou danificada 

também contribui significativamente para o aumento do processo inflamatório 

(BURDA & SOFRONIEW, 2014). Os neutrófilos têm um papel importante na lesão, 

aumentando em quantidade nas primeiras horas pós-HI e podendo infiltrar no tecido 

nervoso ou atuar no endotélio (MÜLLING et al., 2021; MUNTEANU et al., 2021). Foi 

demonstrado que a depleção de neutrófilos antes da HI é capaz de diminuir a lesão e 

o edema cerebral (MÜLLING et al., 2021; PALMER et al., 2004). Os monócitos 

também desempenham um papel importante, se infiltrando no tecido nervoso e se 

diferenciando em macrófagos (ELALI & LEBLANC, 2016). Essas células, e também 

neutrófilos e microglia, são capazes de secretar a enzima mieloperoxidase (MPO), 

que produz espécies reativas a partir do peróxido de hidrogênio e assim induzem o 

processo de apoptose. Foi demonstrado que há um pico de secreção de MPO no 

tecido nervoso 3 dias após à HI, sendo detectável até 21 dias pós-HI (BRECKWOLDT 

et al., 2008). Também já foi observada uma maior infiltração de leucócitos em animais 

do sexo masculino (AL MAMUN et al., 2018; VILLAPOL et al., 2019). 

O estudo dos tecidos linfoides também demonstra a participação das células 

periféricas na lesão. O baço é um dos principais locais de armazenamento e ativação 

de leucócitos e produção de citocinas sistêmicas (ODORCYK et al., 2018). O encéfalo 

lesionado produz antígenos, substâncias quimiotáxicas e envia sinais via sistema 

nervoso autônomo que estimulam o baço a liberar células imunes na circulação, as 

quais migram para os locais lesionados dentro do sistema nervoso (LIU et al., 2015). 

A remoção cirúrgica do baço (esplenectomia) antes da HI resulta em uma diminuição 

da lesão encefálica em ratos adultos e neonatos (AJMO et al., 2008; FATHALI et al., 

2013; ZHANG et al., 2013). A longo prazo, a HI acaba levando paradoxalmente à 

atrofia do baço e do timo e à consequente diminuição da atividade destes órgãos 

(ODORCYK et al., 2018; OFFNER et al., 2006). De fato, é observada 
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imunossupressão pós-HI, tendo como uma de suas consequências o estabelecimento 

de infecções (CHAMORRO et al., 2012). 

Outro órgão importante para a imunidade é o timo, um dos locais de produção 

e ativação de linfócitos T, especialmente em neonatos (TRUBIANI et al., 2002), e que 

pode levar ao aumento dessas células na circulação nas primeiras horas após a HI 

(DINA & MURASKAS, 2018). Os linfócitos T podem ser encontrados no tecido nervoso 

tardiamente (3 dias após a HI), sendo que os diferentes subtipos de linfócitos T podem 

atuar aumentando a lesão ou tendo efeitos neuroprotetores, neste último caso se 

destacando os linfócitos T regulatórios (Treg) (JIN et al., 2010). Porém, a função dos 

linfócitos e do timo são pouco estudadas em modelos de HI, especialmente em 

neonatos.  

A HI e as alterações no sistema imune periférico também afetam negativamente 

outros órgãos, como o fígado (KARLSSON et al., 2009; SHAH et al., 2004). Em 

modelo de parada cardíaca em ratos adultos, observou-se aumento de mastócitos e 

estresse oxidativo no fígado, sendo que esta resposta foi prevenida pela utilização de 

hipotermia terapêutica (PARK et al., 2020). Em modelo de HI, foi observada uma 

diminuição de moléculas pró-inflamatórias no fígado 3 h após a HI (BONESTROO et 

al., 2013). Por outro lado, o fígado também pode ser considerado um órgão linfoide, 

contribuindo com a produção sistêmica de citocinas e com a ativação de linfócitos T 

(CRISPE, 2009). Em humanos e roedores neonatos, o fígado parece ser mais 

importante inicialmente como um órgão relacionado à imunidade do que como um 

órgão metabólico (NAKAGAKI et al., 2018). 

O tecido adiposo marrom (TAM) é um depósito de gordura destinado à 

produção de calor (termogênese sem tremor), podendo ser encontrado em humanos 

adultos (depósitos supraclaviculares e paravertebrais) e em roedores, sendo o TAM 

interescapular um importante depósito em neonatos, regredindo na idade adulta 

(CARPENTIER et al., 2018). Estímulos como o frio e o estado alimentar são 

detectados pelo hipotálamo, que estimula a produção de calor pelo TAM via sistema 

nervoso simpático (CANNON & NEDERGAARD, 2004). Já foi demonstrada uma 

menor quantidade de gordura no TAM de crianças tratadas com HT após a HI, 

provavelmente pela utilização dessa gordura para a produção de calor (HU et al., 

2014). Já foram observadas também diferenças sexuais na ativação do tecido adiposo 

marrom em ratos (QUEVEDO et al., 1998). 
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Visto que a HI afeta diversos órgãos e sistemas do animal, a avaliação de 

aspectos comportamentais é importante para uma observação da condição geral do 

animal, sendo também um marcador da integridade do sistema nervoso (SCHAAR et 

al., 2010). Porém, em animais neonatos essa avaliação é limitada principalmente a 

testes sensório-motores e de reflexos (FEATHER-SCHUSSLER & FERGUSON, 

2016). A HI causa uma pior performance em testes comportamentais sensório-

motores nas idades iniciais (LUBICS et al., 2005) e diversas modalidades de 

comportamentos na vida adulta. Diferenças sexuais podem ser observadas em outros 

tipos de testes realizados em animais adultos previamente submetidos ao modelo de 

HI neonatal (ARTENI et al., 2010; KUMAR et al., 2019; SMITH et al., 2015). 

Os comportamentos de geotaxia negativa, de aversão à borda (do inglês, “cliff 

aversion”) e o reflexo de endireitamento são amplamente utilizados para avaliação de 

animais neonatos submetidos ao modelo de HI. Esses comportamentos avaliam a 

integridade motora e sensorial (proprioceptiva e vestibular) do animal (FEATHER-

SCHUSSLER & FERGUSON, 2016). Foi mostrado que a indução de HI leva ao 

aumento da latência para a realização destes testes comportamentais em ratos 

neonatos e jovens (AHN et al., 2018; BORNAVARD et al., 2020; FAN et al., 2005; 

HOBBS et al., 2008; TASSINARI et al., 2020). Já foi demonstrado aumento da latência 

no teste de aversão à borda e no reflexo de endireitamento, em modelo de hidrocefalia 

em camundongos neonatos (MOROMOKE et al., 2020; ROBINSON et al., 2018). Em 

relação à geotaxia negativa e ao reflexo de endireitamento, também já foi observado 

um prejuízo maior nos machos (HUANG, H.-Z. et al., 2016; WADDELL et al., 2016). 

 Um teste interessante de ser utilizado em neonatos é o teste de discriminação 

olfatória, pois além da avaliação sensório-motora, o comportamento depende de um 

processo de aprendizagem para reconhecer e buscar o cheiro da maravalha da caixa-

moradia (ALBERTS, 2007; GREGORY & PFAFF, 1971; SULLIVAN et al., 1990). 

Alguns trabalhos utilizando esse teste após a HI em ratos neonatos observaram uma 

maior latência para encontrar a maravalha proveniente da caixa moradia (SANCHES 

et al., 2012, 2017). 

O teste do cilindro é amplamente utilizado em animais adultos para avaliar a 

assimetria no uso das patas durante o comportamento exploratório (SCHAAR et al., 

2010; SCHALLERT et al., 2000). Esse teste também vem sendo utilizado em animais 

jovens após a HI (DURÁN-CARABALI et al., 2017; OGAWA et al., 2021; TASSINARI 

et al., 2020). Já o escore de severidade neurológica modificado (mNSS, do inglês 
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“modified neurological severity score”) é um conjunto de testes que avaliam a função 

motora e sensorial, o equilíbrio e alguns reflexos com o objetivo de avaliar a 

integridade do sistema nervoso em roedores (CHEN, J. et al., 2001). É amplamente 

utilizado em adultos, mas também vem sendo utilizado em estudos de HI para avaliar 

animais jovens  (ROUMES et al., 2021). 

Diversos marcadores do neurodesenvolvimento podem ser afetados pela HI. O 

ganho de peso tende a ser lento em animais submetidos à HI, o que está associado 

aos prejuízos motores que dificultam a obtenção do leite materno (FABRES et al., 

2018; TASSINARI et al., 2020). Foi observada uma melhora no ganho de peso apenas 

nas fêmeas tratadas com HT após a HI (DIAZ et al., 2017). A abertura dos olhos em 

ratos neonatos acontece por volta do 14º dia de vida (FAVERO et al., 2006; HEYSER, 

2003), e já foi demonstrado que a HI é capaz de atrasar o dia de abertura (FAN et al., 

2005; LUBICS et al., 2005). O índice anogenital (IAG) é uma medida obtida a partir da 

distância anogenital (DAG), sendo um indicador do desenvolvimento sexual. Um IAG 

baixo em animais machos é sinal de prejuízo no desenvolvimento (KAIMAL et al., 

2021). O desenvolvimento sexual é controlado principalmente por mediadores 

endócrinos, e alterações em diversos hormônios são observadas em humanos e ratos 

após a HI, incluindo um pico de testosterona aumentado nas primeiras horas pós-HI 

em ratos neonatos machos (BOKSA & ZHANG, 2008). Já foram observados efeitos 

prejudiciais da HI no desenvolvimento sexual, levando à diminuição na expressão de 

receptores de estrógeno, progesterona e µ-opioides no hipotálamo em ratos neonatos 

do sexo feminino (EZQUER et al., 2008), e também no nível de estradiol circulante 

(AL MAMUN et al., 2018). A avaliação de marcadores do desenvolvimento, assim 

como dos desfechos comportamentais, é um importante preditor da condição geral do 

animal. 

 

 

1.1. Justificativa 

 

Apesar da mortalidade de recém-nascidos por conta da HI estar diminuindo, 

em grande parte graças à implementação da HT na clínica, ainda existe uma 

mortalidade bastante alta. Isso se deve à falta de locais que ofereçam a HT e às 

consequentes limitações do atraso no atendimento. Além disso, a HT possui eficácia 

limitada, muitas vezes prevenindo a mortalidade, mas não as sequelas pós-HI. Por 
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isso, ainda são necessários estudos utilizando modelos animais para avaliar os 

mecanismos pelos quais a HT exerce seus efeitos, com intuito de refinar a abordagem 

clínica. O processo inflamatório associado à HI tem sido bem estudado, mas com o 

foco principal nas respostas que ocorrem dentro do sistema nervoso, como a ativação 

microglial, reatividade astrocitária e a infiltração de leucócitos. Por outro lado, apesar 

da hipóxia produzir efeitos sistêmicos, os processos inflamatórios periféricos são bem 

menos estudados, mas esse conhecimento seria relevante para um melhor 

entendimento da HI e da eficácia de possíveis tratamentos, como a própria HT. A 

avaliação comportamental também está presente em muitos estudos, porém seus 

resultados ainda possuem muita discrepância e normalmente são realizados de forma 

isolada e, quase que exclusivamente, em animais do sexo masculino. O estudo dos 

mecanismos de ação da HT pode auxiliar no direcionamento de pesquisas para 

terapias complementares. Além disso, ainda são poucos os estudos que avaliam a 

influência do dimorfismo sexual no desenvolvimento e na imunidade periférica 

utilizando a HT como tratamento em um modelo de HI neonatal. A compreensão 

destes mecanismos é crucial para o planejamento de intervenções clínicas adequadas 

associadas à HT para cada um dos sexos em recém-nascidos que sofreram um 

evento hipóxico-isquêmico.  

 

 

1.2. Hipótese 

 

O tratamento com HT em animais neonatos submetidos à HI reduzirá os danos 

encefálicos, os prejuízos no desenvolvimento e nos desfechos comportamentais e a 

ativação da imunidade periférica causados pela HI. Os benefícios do tratamento com 

HT após a HI serão mais eficazes em animais do sexo feminino. 

 

 

1.3. Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos do tratamento com HT sobre parâmetros do desenvolvimento, 

comportamento e imunidade periférica em ratos submetidos à HI cerebral neonatal e 

comparar esses efeitos entre animais machos e fêmeas. 
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1.3.1. Objetivos Específicos 

 

 - Padronizar o protocolo de hipotermia terapêutica para o tratamento de animais 

neonatos previamente submetidos à HI; 

- Avaliar os parâmetros do desenvolvimento em animais neonatos submetidos 

à HI e tratados com HT 48 h (P9) e 14 dias (P21) após a indução da lesão encefálica; 

- Avaliar o peso dos hemisférios cerebrais, do baço, do timo, do fígado e do 

tecido adiposo marrom em animais submetidos à HI e tratados com HT 48 h (P9) e 14 

dias (P21) após a indução da lesão encefálica; 

- Realizar a contagem de leucócitos no sangue dos animais neonatos 

submetidos à HI e tratados com HT 14 dias (P21) após à HI; 

 - Avaliar o desempenho dos animais neonatos submetidos à HI e tratados com 

HT em testes comportamentais entre 24 h (P8) e 13 dias (P20) após a HI; 

 - Avaliar os efeitos do dimorfismo sexual sobre os parâmetros analisados. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1. Animais 

 

Foram utilizados 168 ratos Wistar de ambos os sexos (84 machos e 84 fêmeas) 

com 7 dias de idade (P7) e 21 ratas mães, provenientes do Centro de Reprodução e 

Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS). As ninhadas foram padronizadas após o nascimento, sendo 

compostas de 8 filhotes (4 machos e 4 fêmeas), com realização de enxertos quando 

necessário (nenhuma das ninhadas teve mais de um animal enxertado e a ocorrência 

do procedimento sempre foi registrada). Os animais foram transportados com 2 dias 

de vida (P2), em veículo climatizado, para a Unidade de Experimentação Animal 

(UEA) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), onde foram mantidos em 

período de aclimatação por 5 dias, em caixas de polipropileno de 49 x 34 x 16 cm, 

juntamente com suas respectivas mães. O assoalho das caixas foi recoberto com 

maravalha e as mães receberam alimentação e água ad libitum. Os animais foram 

mantidos sob períodos de 12 h claro/12 h escuro com temperatura média de 22°C e 

umidade relativa do ar controlada (40-60%). De acordo com a resolução normativa 

nº 33 do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), de 

18 de novembro de 2016, é incentivado o enriquecimento ambiental das caixas dos 

ratos, e este é também o protocolo padrão utilizado na UEA/HCPA. Porém, como o 

enriquecimento ambiental é capaz de alterar a lesão produzida pelo modelo de HI 

neonatal (DURÁN-CARABALI et al., 2019; PEREIRA et al., 2008), a caixa foi 

enriquecida de forma restrita, havendo apenas fornecimento de materiais como papel 

toalha e rolo de papelão que permitiam aos animais construir ninhos e se abrigarem 

da luz e de outros estímulos estressantes. Também foi mantida uma relação 

pesquisador-animal positiva, com a manipulação mínima dos animais durante os 

procedimentos e a cada 2 dias para a pesagem dos filhotes.  
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2.2. Aspectos Éticos 

 

 Esse estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

do HCPA (nº 2019-0420) e registrado no Sistema Pesquisa da UFRGS (nº 38998). Os 

experimentos foram realizados conforme o disposto na resolução normativa nº 30 do 

CONCEA, de 2 de fevereiro de 2016 (Diretrizes para o Cuidado e Utilização de 

Animais), na resolução nº 33 do CONCEA, de 18 de novembro de 2016 

(Procedimentos em Roedores e Lagomorfos), na resolução normativa nº 37 do 

CONCEA, de 15 de fevereiro de 2018 (Diretrizes da Prática de Eutanásia) e na Lei 

11.794, de 8 de outubro de 2008, que dispõem a respeito da utilização científica de 

animais. 

 As fêmeas adultas (21 ratas mães), que não foram utilizadas nos 

procedimentos experimentais, foram eutanasiadas após os períodos experimentais 

pelo método de sobredose anestésica em câmara contendo isoflurano. Durante os 

procedimentos experimentais nos filhotes, foram utilizados pontos finais humanitários  

nos casos de condições gerais prejudicadas e sofrimento não previsto dos animais. 

Os parâmetros observados foram: baixo peso, extremidades azuladas e cianose, 

ausência de leite no estômago e condição geral do animal. Se necessário, foi realizada 

a eutanásia do filhote pelo método de sobredose anestésica em câmara com 

isoflurano. 

 

 

2.3. Desenho Experimental 

 

Para avaliar os possíveis efeitos neuroprotetores da HT, ratos Wistar com 

7 dias de vida foram submetidos ao modelo de HI neonatal (oclusão carotídea 

unilateral + hipóxia ambiental), e posteriormente tratados com HT (redução da 

temperatura corporal para 32°C) com duração de 5 h. Para isso, foram definidos 

3 grupos experimentais: 

- Grupo Hipotermia Terapêutica (HT): os animais foram submetidos ao 

procedimento de HI neonatal e posteriormente submetidos à HT; 

- Grupo Hipóxia-Isquemia (HI): os animais foram submetidos ao procedimento de HI 

neonatal e posteriormente mantidos em normotermia; 
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- Grupo SHAM: os animais foram submetidos a uma cirurgia fictícia e mantidos em 

condições normóxicas e normotérmicas; 

 Considerando que cada ninhada era composta por 8 animais (4 machos e 

4 fêmeas), a distribuição destes nos grupos foi realizada de forma a resultar em pelo 

menos um animal de cada sexo atribuído a cada um dos 3 grupos experimentais 

(totalizando 6 animais), evitando assim o efeito-ninhada; os 2 animais restantes de 

cada ninhada foram atribuídos a um dos grupos de forma variada, alternando-se essa 

atribuição de uma ninhada para outra. A definição dos grupos foi realizada no dia de 

realização da HI. Os filhotes foram primeiramente pesados e identificados quanto ao 

sexo e receberam um número de identificação, sendo atribuídos os números de 1 a 4 

para os machos e de 5 a 8 para as fêmeas (marcados com caneta permanente atóxica 

Texta® Fine Line 700 no dorso e na cauda). Após, um animal qualquer foi retirado da 

caixa-moradia pelo experimentador para a realização do procedimento cirúrgico, 

sendo o animal então atribuído a um dos grupos experimentais. Ao fim da cirurgia, 

outro animal foi retirado da caixa-moradia e atribuído a um grupo da mesma forma 

descrita, mas conforme o necessário para obter a distribuição descrita no início do 

parágrafo. 

 Para avaliar os efeitos da lesão provocada pela HI e se houve proteção devido 

ao procedimento de HT, os animais foram submetidos a testes comportamentais nas 

idades de P8, P10, P12, P14 e P20 e eutanasiados em P21 para a coleta de sangue 

e de diferentes órgãos (todos os órgãos foram rapidamente pesados logo após a 

coleta). Realizou-se também um esfregaço sanguíneo logo após a eutanásia para a 

contagem de leucócitos. Um outro grupo de animais foi eutanasiado em P9 para a 

coleta e pesagem dos mesmos órgãos descritos para avaliação dos possíveis efeitos 

da HI e/ou HT em um momento mais próximo da indução da lesão. O desenho 

experimental descrito está representado na Figura 1.
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Figura 1. Desenho experimental. (A) No 7º dia pós-natal (P7), ratos Wistar de ambos os sexos foram submetidos ao modelo de hipóxia-isquemia (HI) neonatal,  
que consistiu em uma cirurgia para a oclusão da carótida comum direita e posterior exposição a uma atmosfera hipóxica (8% de oxigênio) por 75 min. Os 
animais do grupo SHAM foram submetidos a uma cirurgia fictícia e mantidos em normóxia. Após a indução da HI, os animais foram submetidos à hipotermia 

terapêutica (HT) (32°C) ou mantidos em normotermia (37°C) por 5 h. Um conjunto de testes comportamentais foi realizado em P8, P10, P12 e P14 e outro 
conjunto em P20. Em P21, os animais foram eutanasiados para a coleta e pesagem dos órgãos e realização do esfregaço sanguíneo. (B) Mesmo procedimento 
descrito em A, com exceção da realização da eutanásia em P9.
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2.4. Hipóxia-Isquemia (HI) Neonatal 

 

O procedimento de HI neonatal foi realizado, de acordo com o modelo de Rice-

Vannucci (RICE et al., 1981). O procedimento já está bem estabelecido e padronizado 

pelo grupo de pesquisa que já desenvolveu estudos prévios na UEA do HCPA 

utilizando o mesmo modelo (FABRES et al., 2018; TASSINARI et al., 2020). Aos 7 dias 

de vida (P7), os filhotes foram anestesiados com isoflurano (5% para a indução e 3% 

para a manutenção), com o oxigênio (300 mL/min) como gás de transporte (a 

anestesia foi controlada através de vaporizador específico para isoflurano acoplado a 

um carrinho anestésico). O anestésico foi administrado pela via inalatória, com o uso 

de um cone nasal acoplado ao focinho do filhote. O tempo máximo de cirurgia (descrita 

a seguir) foi de 5 min, observando-se sempre a ausência de cianose. Testou-se o 

reflexo nociceptivo da pata posterior, apertando-a com uma pinça, e, na ausência do 

reflexo, iniciou-se o procedimento cirúrgico para a oclusão da artéria carótida comum 

direita (isquemia).  

Todo o procedimento cirúrgico foi realizado com material esterilizado e em 

bancada coberta com papel TNT limpo. A cirurgia consistiu em, com o animal 

posicionado em decúbito dorsal, realizar uma incisão longitudinal com bisturi (lâmina 

nº 15) na porção ventral do pescoço, levemente à direita da linha média e caudal em 

relação às orelhas, seguido do afastamento dos músculos do pescoço com duas 

pinças de ponta fina. Após a identificação da carótida comum direita, a artéria foi 

isolada dos tecidos circundantes e do nervo vago com o auxílio das pinças. Uma vez 

isolada, uma das pinças foi inserida por baixo da carótida, para que esta pudesse ser 

levemente elevada e a pinça foi levemente aberta para receber a ponta de um fio 

cirúrgico de seda 4.0. Com a pinça, o fio foi puxado cuidadosamente por baixo da 

carótida, foram realizados dois nós e as pontas excedentes foram cortadas. A incisão 

foi fechada com uma sutura simples realizada com agulha e fio cirúrgico de seda 4.0. 

Os animais do grupo SHAM (controle cirúrgico) foram submetidos a todas as etapas 

do procedimento cirúrgico mencionadas, não havendo, entretanto, a oclusão 

carotídea. Como a anestesia favorece a diminuição da temperatura corpórea, os 

animais foram mantidos sobre uma mesa cirúrgica aquecida durante todo o 

procedimento cirúrgico.  

Após a cirurgia, os filhotes foram devolvidos às caixas-moradia juntamente com 

as respectivas mães e após 75 min de recuperação foram expostos a uma atmosfera 
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hipóxica (8% de oxigênio e 92% de nitrogênio) durante 75 minutos. Esse 

procedimento foi realizado colocando-se os animais dentro de um frasco Kitasato de 

vidro de 2 L. A abertura superior do frasco foi vedada com uma rolha de espuma 

perfurada para permitir apenas a colocação da tubulação para a entrada da mistura 

gasosa para a hipóxia (fluxo de 5 L/min) juntamente com a passagem do sensor de 

um termo-higrômetro (Incoterm® 7664.01.0.00) para controle da temperatura e 

umidade dentro da câmara (mantidos em torno de 33°C e 70% respectivamente). 

Antes de entrar na câmara de hipóxia, o gás passava por um umidificador com água, 

garantindo o aquecimento e umidificação do gás. Durante todo o procedimento, o 

Kitasato foi mantido no interior de uma incubadora para neonatos (Fanem®, 

CT186TS) ajustada para 33°C a fim de manter a temperatura corporal dos filhotes 

dentro dos limites fisiológicos (36-37 °C). Esse ajuste de temperatura na incubadora 

já foi padronizado e confirmado como adequado para a manutenção da temperatura 

corporal dos animais (FABRES et al., 2018; TASSINARI et al., 2020). Para fins de 

confirmação, a temperatura corporal dos ratos foi medida individualmente com 

termômetro infravermelho (Incoterm® TCI1000) logo após a hipóxia. Os animais do 

grupo SHAM não passaram pelo procedimento de hipóxia, sendo colocados durante 

os 75 min em outra incubadora mantida a 33°C em condições de normóxia. Ao final 

do procedimento de hipóxia, os animais retornaram às caixas-moradia com as 

respectivas mães por um período de 90 min.  

 

 

2.5. Hipotermia Terapêutica (HT) 

 

Um dos objetivos deste estudo foi padronizar o procedimento de HT em uma 

incubadora para neonatos (Fanem®, CT186TS). Para os experimentos preliminares 

de padronização, foram utilizados um total de 72 filhotes (9 ninhadas), divididos nos 

mesmos 3 grupos (SHAM, HI e HT), acondicionados da mesma forma descrita no 

item 2.1 e submetidos ao modelo de HI como descrito no item 2.4, com as únicas 

exceções de o tempo de recuperação entre a cirurgia e a hipóxia ter sido de 60 min 

(ao invés de 75 min) e o tempo de hipóxia ter sido de 90 min (ao invés de 75 min). Os 

resultados desses experimentos (apresentados no item 3.2) determinaram a 

padronização do procedimento de HT, conforme descrito a seguir. 
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Para o procedimento de HT, os filhotes foram resfriados sendo colocados sobre 

uma bolsa térmica de gel congelada, enrolada com uma compressa, até atingirem 

uma temperatura corporal de 32°C (levando entre 10-15 min). Esses animais foram 

então colocados em incubadoras para neonatos (Fanem®, CT186TS) durante 5 h, 

sendo que a incubadora foi mantida em uma temperatura entre 20-21°C, de modo que 

a temperatura corporal dos animais se mantivesse em 32°C (a temperatura foi medida 

na cabeça dos animais, a cada 15 min com o uso de um termômetro infravermelho 

Incoterm® TCI1000). Conforme a necessidade, foram colocadas bolsas térmicas de 

gel congeladas para resfriar a incubadora ou a mesma foi aquecida alterando-se o 

ajuste de temperatura do equipamento. Os ajustes e controle de temperatura foram 

realizados por um experimentador que acompanhou todo o período de HT. Durante 

todo o procedimento, os animais foram mantidos em uma estrutura de acrílico, 

colocada dentro da incubadora, que permitia a individualização dos animais e impedia 

o comportamento de agregação dos filhotes, o qual afetaria a temperatura corporal 

dos animais. Os animais dos grupos SHAM e HI foram mantidos em outra incubadora, 

mantida em 33°C, de modo que a temperatura corpórea dos animais fosse mantida 

em torno de 37°C (normotermia). Após o período de 5 h de hipotermia, os filhotes 

foram reaquecidos por 20-30 min (até atingirem uma temperatura de 35-36°C) em 

uma mesa aquecida coberta por uma compressa. Após esse período, os animais de 

todos os grupos experimentais retornaram às caixa-moradia com suas respectivas 

mães. 

 

 

2.6. Parâmetros do Desensenvolvimento 

 

Foram avaliados 3 parâmetros do desenvolvimento, descritos a seguir. 

 

 

2.6.1. Peso Corporal 

  

 Os animais foram pesados em P7, P8 e a cada 2 dias até o dia da eutanásia 

em P21, dia em que também foram pesados. Para isso, os animais foram colocados 

em um recipiente transparente e pesados em uma balança de precisão (Marte® 

Ad1000). 
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2.6.2. Dia de Abertura dos Olhos 

 

 Nos dias das pesagens, também foi observada a abertura dos olhos, 

registrando-se o dia em que o animal abriu pela primeira vez cada um dos olhos. O 

critério utilizado foi a separação total das pálpebras (FAVERO et al., 2006). 

 

 

2.6.3. Índice Anogenital (IAG) 

 

 Antes da eutanásia em P21, foi medida com paquímetro manual a distância 

anogenital (DAG) em milímetros, a qual consiste na distância entre a porção mais 

posterior do ânus e a porção mais anterior da papila genital. A medição foi  realizada 

com o animal anestesiado e segurado em decúbito dorsal, aplicando-se uma leve 

tensão na região a ser medida para mantê-la esticada. A partir dessa medida, 

calculou-se o índice anogenital (IAG) dividindo-se a DAG pela raiz cúbica do peso 

corporal, pela fórmula: DAG/peso corporal1/3 (GALLAVAN et al., 1999). 

 

 

2.7. Testes Comportamentais 

 

Foram empregados quatro testes para a avaliação comportamental realizados 

em P8, P10, P12 e P14 e outros dois testes realizados em P20 (descritos a seguir). 

Todos os testes foram realizados no período da tarde, sendo filmados e analisados 

posteriormente. Os testes realizados de P8 à P14 foram conduzidos entre 15:00 p.m. 

e 19:00 p.m., na seguinte ordem: geotaxia negativa, aversão à borda, reflexo de 

endireitamento e teste de discriminação olfatória (foi realizado um teste por vez, sendo 

testados todos os animais antes de iniciar o próximo teste). Os testes realizados em 

P20 foram conduzidos entre 13:00 p.m. e 15:00 p.m., sendo realizados para cada rato 

o escore de severidade neurológica modificado seguido pelo teste do cilindro. Não foi 

possível a realização de todas as etapas por pesquisadores cegos aos grupos 

experimentais devido às restrições de acesso à UEA durante o período da pandemia 

de COVID-19, que restringiu o acesso dos pesquisadores às dependências do HCPA 

e exigiu que os experimentos fossem realizados por apenas 2 pesquisadores atuando 

simultaneamente. 
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Cada um dos testes comportamentais utilizados está descrito detalhadamente 

a seguir. 

 

 

2.7.1. Geotaxia Negativa (P8, P10, P12 e P14) 

 

O teste avalia a integridade proprioceptiva, vestibular e motora dos ratos. Os 

animais foram posicionados sobre um plano inclinado em um ângulo de 35°, com a 

cabeça voltada para a direção negativa (base do plano). A superfície do plano possuía 

uma rede, para que o animal conseguisse manter-se agarrado à superfície. Foi 

avaliado o tempo necessário para o animal realizar uma volta de 180° (tomando como 

referência a posição da cabeça), com tempo máximo de 60 s (FEATHER-

SCHUSSLER & FERGUSON, 2016). Os animais foram testados apenas 1 vez, exceto 

nos casos em que o animal caiu do plano, nos quais foi realizada uma segunda 

tentativa após a realização dos testes dos outros animais. 

 

 

2.7.2. Aversão à Borda (“Cliff Aversion”) (P8, P10, P12 e P14) 

 

O teste avalia a integridade proprioceptiva e a capacidade motora de se afastar 

de uma borda elevada. Foi colocada sobre a bancada uma caixa com o fundo virado 

para cima, resultando em uma superfície com 20 cm de elevação, sobre a qual se 

posicionou o animal com o focinho e os dígitos das patas dianteiras sobre a borda. A 

superfície da caixa continha uma rede para que o animal conseguisse se agarrar. Foi 

medida a latência para o animal se afastar da borda e girar a cabeça em 90°, com 

tempo máximo de 30 s (FEATHER-SCHUSSLER & FERGUSON, 2016). 

 

 

2.7.3. Reflexo de Endireitamento (P8, P10, P12 e P14) 

 

 O reflexo consiste em uma resposta motora que permite ao animal reorientar 

sua postura. O animal foi posicionado em decúbito dorsal sobre uma compressa de 

gaze em uma superfície plana e foi medida a latência do animal para voltar à postura 

original, apoiado sobre as quatro patas, com um tempo máximo de 15 s (FEATHER-
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SCHUSSLER & FERGUSON, 2016). Cada animal foi testado um total de três vezes 

de forma não-sequencial (as repetições eram realizadas após todos os animais terem 

realizado a tentativa) e foi calculada a média entre as três latências registradas. 

 

 

2.7.4. Testes de Discriminação Olfatória (P8, P10, P12 e P14) 

 

O teste avalia a capacidade do animal de detectar, reconhecer e se locomover 

até um local contendo maravalha proveniente da caixa-moradia. Em uma caixa de 

acrílico (40 x 20 x 20 cm), em um dos lados foi colocada maravalha proveniente da 

caixa de origem do filhote (“maravalha-moradia”), contendo o cheiro da mãe e do 

respectivo ambiente, e no outro lado da caixa foi colocada maravalha esterilizada  

(“maravalha limpa”). As maravalhas foram colocadas em áreas retangulares, partindo 

da extremidade da caixa até 12 cm para o centro da caixa, em comprimento, e de uma 

extremidade da caixa até a outra em largura (resultando em uma dimensão de 12 x 

20 cm). O animal foi posicionado no centro da caixa e foi medida a latência para entrar 

com as quatro patas em uma das áreas de maravalha, com o tempo máximo de 120 

segundos (SANCHES et al., 2012). Também foi registrada qual maravalha o animal 

escolheu. Entre a tentativa de cada animal (e também antes da tentativa do primeiro 

animal), a caixa foi limpa com uma compressa de gaze umedecida com álcool 70%. 

Após a realização do teste de todos os animais, realizou-se uma segunda testagem 

na qual a posição direita/esquerda das maravalhas (relativa ao posicionamento do 

animal) foi invertida, girando-se a caixa. 

 

 

2.7.5. Teste do Cilindro (P20) 

 

 O objetivo do teste do cilindro é verificar se existe uma preferência pelo uso de 

uma das patas dianteiras no comportamento do rato ao explorar um cilindro. O animal 

foi colocado dentro de um cilindro de vidro (13 cm de diâmetro e 19 cm de altura), 

posicionado sobre uma superfície transparente para possibilitar a filmagem por baixo 

do cilindro. Foi contado, quando o animal se apoiava apenas sobre as patas 

posteriores, o número de toques executados por cada uma das patas anteriores nas 

paredes do cilindro durante 5 min, a partir dos quais foi calculada a porcentagem de 
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uso da pata contralateral pela fórmula: (toques com a pata contralateral/total de 

toques)*100 (SCHAAR et al., 2010; SCHALLERT et al., 2000). O início de um toque 

foi considerado como o momento em que o animal posicionou a pata na parede do 

cilindro e o fim do toque quando a pata foi posicionada novamente na base do cilindro. 

 

 

2.7.6. Escore de Severidade Neurológica Modificado (mNSS) (P20) 

 

 O escore de severidade neurológica modificado (do inglês “modified 

neurological severity score” – mNSS) consiste em uma série de testes 

comportamentais motores, sensoriais, reflexos e de equilíbrio, utilizados para avaliar 

a integridade do sistema nervoso. De acordo com o desempenho do animal, atribui -

se uma pontuação para cada teste, de forma que quanto maior a pontuação, mais 

severo é o prejuízo do animal, podendo variar de 0 (animal sem prejuízo) até 18 

(máximo prejuízo) (CHEN, J. et al., 2001). As pontuações atribuídas para cada teste 

podem ser observadas na Tabela 1. Sempre que possível, observou-se e pontuou-se 

independentemente a resposta do lado direito e do lado esquerdo do animal, de modo 

que cada animal recebeu 2 pontuações finais. 

 O primeiro teste consistiu em levantar o animal pela cauda durante 30 s, e 

observar se ocorria a flexão dos membros anteriores ou posteriores ou a inclinação 

da cabeça em um ângulo maior do que 10° no eixo vertical do animal, sendo que a 

ocorrência de cada um desses comportamentos correspondia a 1 ponto. O segundo 

teste foi colocar o animal sobre uma superfície plana e observar o seu padrão de 

locomoção, podendo corresponder a uma pontuação de 0 a 3. 

 O teste seguinte, “placing test”, consistiu em segurar o animal pelo tronco, 

deixando os membros anteriores livres, e aproximar o animal lateralmente à borda de 

uma mesa, tocando-a com as vibrissas. A resposta esperada é que o animal coloque 

a pata anterior sobre a borda da mesa, a partir da estimulação tátil e visual. Após, 

realizou-se um teste proprioceptivo, no qual a pata posterior do animal foi pressionada 

contra a superfície da mesa, aplicada com a unha do pesquisador, sendo a resposta 

esperada a retirada da pata. Tanto o “placing test” quanto o teste proprioceptivo foram 

realizados 2 vezes, uma no lado direito e outra no lado esquerdo, atribuindo-se 1 ponto 

na ausência da resposta esperada. 
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 A seguir, foi realizado um teste de equilíbrio (“beam walk”) em que o animal foi 

colocado sobre uma prancha de 1,4 cm de largura, 23,5 cm de comprimento e 

colocada a 17 cm de altura da superfície da mesa, por 60 s. Conforme o desempenho 

do animal, foi atribuída uma pontuação de 0 a 6. 

 Após, foi testado o “pinna reflex”, que consistiu na estimulação do meato 

acústico externo com um pequeno pincel, fazendo com que o animal sacudisse a 

cabeça. A seguir, foi testado o reflexo córneo, pela estimulação da córnea do animal, 

tocando-a gentilmente com um cotonete, estimulando o animal a piscar. Por fim, 

observou-se o reflexo de susto, através do som produzido após soltar a presilha de 

uma prancheta a 20 cm de distância do animal, que realizava uma resposta motora. 

Para todos esses reflexos, atribui-se 1 ponto caso não ocorresse a resposta esperada. 

 A última característica observada foi a presença de convulsão, mioclonia ou 

miodistonia durante todo o procedimento, atribuindo-se 1 ponto nesse caso. 
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Tabela 1. Escore de Severidade Neurológica modificado (mNSS) (adaptado de (CHEN, J. et al., 2001)).  

Estão mostrados os testes que o compõem o escore e a pontuação atribuída para cada um deles.  

 

 

2.8. Eutanásia e Pesagem dos Órgãos 

 

Um conjunto de animais foi eutanasiado 48 h após a HI (em P9) e outro 

conjunto foi eutanasiado 14 dias após a HI (em P21). Após a pesagem e medida da 

distância anogenital (DAG), os animais foram decapitados sem anestesia com uma 

tesoura (procedimento permitido para animais neonatos de acordo com o anexo da 

resolução normativa nº37 do CONCEA, de 15 de fevereiro de 2018) e o sangue 

troncular foi coletado em tubos contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 

para evitar a coagulação. Deste sangue, uma pequena porção foi retirada para a 

realização de esfregaço sanguíneo. Logo após a eutanásia, o encéfalo foi dissecado, 

 Pontos 

Testes Motores  

Levantar o animal pela cauda por 30 s  

 Flexão do membro anterior 1 

 Flexão do membro posterior 1 

 Movimento da cabeça >10° no eixo vertical 1 

Colocar animal numa superfície plana  

 Caminha normalmente 0 

 Incapaz de caminhar em linha reta 1 

 Movimento circular em direção ao lado paralisado 2 

 Cai em direção ao lado paralisado 3 

Teste Sensoriais  

 Ausência de resposta no “placing test” 1 

 Ausência de resposta no teste proprioceptivo 1 

Teste de Equilíbrio  

 Se equilibra com postura normal 0 

 Se equilibra agarrando as laterais da prancha 1 

 Abraça a prancha e um membro cai da prancha 2 

 Abraça a prancha e dois membros caem da prancha ou roda na prancha 3 

 Tenta se equilibrar, mas cai da prancha (depois de 40 s) 4 

 Tenta se equilibrar, mas cai da prancha (entre 40 e 20 s) 5 

 Cai sem tentar se equilibrar ou se agarra na prancha (antes de 20 s) 6 

Reflexos  

 Ausência do “pinna reflex” 1 

 Ausência do reflexo córneo 1 

 Ausência do reflexo de susto 1 

 Presença de convulsões, mioclonia ou miodistonia 1 
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o cerebelo foi removido e os hemisférios cerebrais foram separados em direito e 

esquerdo e pesados. Também foram dissecados e pesados o lobo lateral esquerdo 

do fígado, o baço, o timo e o tecido adiposo marrom interescapular. 

 

 

2.9. Esfregaço Sanguíneo e Contagem de Leucócitos 

 

 Após a realização de todas as eutanásias, agitou-se suavemente o tubo 

contendo o sangue troncular previamente coletado e foi retirada uma pequena 

quantidade de sangue com o auxílio de uma pipeta Pasteur. Pingou-se uma pequena 

gota deste sangue sobre uma lâmina histológica limpa (2 lâminas para cada animal). 

Foi utilizada outra lâmina como espalhador, aproximando sua extremidade pelo lado 

em que seria realizado o esfregaço, com inclinação de 30°, até que o sangue fosse 

espalhado por efeito capilar por toda a extensão do espalhador. Nesse momento, 

realizou-se o esfregaço sanguíneo deslocando-se o espalhador em velocidade 

constante em direção ao final da lâmina. Logo após a secagem, o sangue foi fixado 

mergulhando-se a lâmina por 30 s em metanol 100% (AJMO et al., 2008). 

Posteriormente, as lâminas foram coradas com a utilização do corante hematológico 

Panótico Rápido (Laborclin®), segundo as orientações do fabricante (5 s em cada 

uma das 3 soluções). Após secarem, as lâminas foram montadas com meio de 

montagem (Permount®) e cobertas com lamínulas. 

 Os esfregaços foram analisados manualmente, por um pesquisador não-

cego aos grupos experimentais, em microscópio óptico para a contagem de leucócitos 

(foram contadas todas as células nucleadas visíveis no campo). A contagem foi 

realizada na porção da cauda do esfregaço, onde os leucócitos estavam presentes 

em maior quantidade e em uma monocamada, na objetiva de 20x, definindo-se 10 

campos para cada lâmina (sendo um campo toda a porção visível observada pelas 

lentes oculares) (CHUNG et al., 2015; DURBIN et al., 2009). A definição dos campos 

iniciou-se aleatoriamente na parte de cima ou de baixo da lâmina, com a procura de 

um campo no qual houvessem leucócitos. Após a contagem desse campo, o charriot 

foi movimentado 2 mm no sentido vertical (para cima ou para baixo, dependendo de 

onde foi iniciada a contagem), resultando no próximo campo. Caso não houvessem 

leucócitos nesse campo, o charriot foi movimentado horizontalmente 1 mm em direção 

à cauda do esfregaço, até que fosse encontrado um campo com leucócitos. O 
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procedimento foi repetido até que fossem contados 10 campos. Dessa forma, como 

foram preparadas 2 lâminas por animal, foram contados um total de 20 campos por 

animal. Nos casos em que uma das lâminas não atendia aos critérios para a 

contagem, foram avaliados 20 campos na lâmina restante, da mesma forma descrita 

anteriormente com exceção de que o charriot era movimentado 1 mm no sentido 

vertical. Para a análise estatística desses dados, cada campo foi considerado como 

uma observação independente. 

 

 

2.10. Análise Estatística 

 

Para a análise do peso corporal e dos comportamentos de geotaxia negativa, 

aversão à borda, reflexo de endireitamento e teste olfatório ao longo do tempo, foram 

construídas curvas para cada animal, das quais foram calculadas as respectivas áreas 

sob a curva, com o intuito de verificar a existência de diferenças entre os grupos ao 

longo de todo o período de análise. Para o peso corporal, foi definida como base da 

área o peso do animal em P7, e as porções da área que estivessem abaixo dessa 

base foram subtraídas do total. Para os comportamentos, a base foi definida como o 

valor zero, e foram incluídos somente animais que possuíam as medidas em P8, em 

P14 e pelo menos em uma das outras medidas. 

Todos as análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do programa 

Prism® GraphPad 8.0.2, com exceção do teste exato de Fisher que foi realizado com 

o auxílio do programa SPSS® PASW Statistics 18. Os dados foram primeiramente 

analisados para a identificação e remoção de “outliers” pelo método de ROUT, com 

Q=1%. Os dados resultantes foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilk para 

determinar sua normalidade e pelo teste de Brown-Forsythe para determinar sua 

homocedasticidade (ambas definidas por p>0,05). Caso os dados fossem normais e 

homocedásticos, conduziram-se os testes comparativos paramétricos. Caso os dados 

não cumprissem esses critérios, os “outliers” previamente identificados foram 

reinseridos e os dados foram transformados pela fórmula Y=Log(Y) ou Y=Y1/2, e os 

valores resultantes foram novamente analisados para identificação de “outliers” e em 

seguida testados quanto a sua normalidade e homocedasticidade. Caso os dados 

cumprissem os critérios, conduziram-se os testes comparativos paramétricos. De 

qualquer forma, os dados foram apresentados em seus valores originais (decimais). 
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Se mesmo após a transformação os dados não cumprissem os critérios para a 

realização de testes paramétricos, optou-se pela utilização de testes não-

paramétricos, sem análise prévia para “outliers”. Os dados normais foram 

apresentados como média±erro padrão da média, enquanto os dados não-

paramétricos foram apresentados como mediana e intervalos interquartis (25º e 75º 

percentil). 

Utilizaram-se os seguintes testes paramétricos: ANOVA de uma via seguida de 

Tukey para a análise dos dados de peso percentual total do encéfalo, geotaxia 

negativa, aversão à borda, reflexo de endireitamento, teste do cilindro, peso 

percentual e absoluto do baço, peso absoluto do timo e peso percentual do fígado; e 

ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni para os resultados do teste de 

discriminação olfatória (fatores grupo experimental e lado) e do índice anogenital 

(fatores grupo experimental e sexo). Utilizaram-se os seguintes testes não-

paramétricos: teste U de Mann-Whitney para os resultados do dia de abertura dos 

olhos (comparação do olho direito e esquerdo); teste de Kruskal-Wallis seguido de 

Dunn para os resultados de diferença de peso dos hemisférios cerebrais, peso 

corporal, dia de abertura dos olhos (comparações entre grupos), mNSS, contagem de 

leucócitos, peso percentual do timo, peso absoluto do fígado e peso percentual e 

absoluto do TAM; e teste exato de Fisher para análise dos percentuais de resposta no 

teste de discriminação olfatória. Foram considerados significantes valores de p<0,05. 
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