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Resumo 

A hipóxia-isquemia neonatal (HI) é um dos principais fatores de risco causadores 
de distúrbios ao sistema nervoso central (SNC). A patogenia da HI se manifesta 
quando há uma insuficiência no fluxo sanguíneo ao SNC, causando lesão 
tecidual, morte celular, neuroinflamação, edema, estresse oxidativo e 
perturbações neurofisiológicas como o desequilíbrio entre excitação e inibição 
neuronal e perda sináptica. O GABA, neurotransmissor inibitório do SNC em 
adultos, é excitatório no início do neurodesenvolvimento e sua ação dependente 
da homeostase de cloreto neuronal, regulada pelos cotransportadores de cloreto 
NKCC1 (importa Cl-) e KCC2 (exporta Cl-). Em condições normais, a razão 
NKCC1/KCC2 reduz com o neurodesenvolvimento, mas a condição de HI pode 
alterar a expressão de NKCC1 e/ou KCC2 e a razão entre eles, resultando em 
distúrbios neurológicos e psiquiátricos. Clinicamente, a hipotermia é a única 
terapia aprovada no tratamento da HI, porém possui várias limitações que 
incidem na eficácia, tornando conveniente a busca de tratamentos alternativos. 
A bumetanida, um inibidor de NKCC1, tem se destacado por seus efeitos 
neuroprotetores em vários distúrbios do SNC. Nesse sentido, este estudo avaliou 
os efeitos da bumetanida sobre os prejuízos da HI em dois períodos do 
neurodesenvolvimento. Ratos neonatos machos de 3 (DPN3) e 11 (DPN11) dias 
de vida, foram submetidos à cirurgia para a indução da HI, visando mimetizar 
neonatos humanos prematuros e nascidos a termo. A HI consiste na oclusão 
permanente da artéria carótida comum direita, seguida pela exposição à 
atmosfera hipóxica (92% de N2 e 8% de O2) por 120 minutos em ratos DPN3 e 
60 minutos em ratos DPN11.  Os animais foram divididos em dois grupos 
considerando a idade de indução do modelo: DPN3 e DPN11, com três 
subgrupos em cada: SHAM, HI-SAL e HI-BUM. A bumetanida (0,5 mg/kg) ou a 
solução salina (NaCl 0,9%) foi administrada via intraperitoneal 1h, 24h, 48h e 
72h após a HI. Analisaram-se as proteínas NKCC1, KCC2, PSD-95 e 
sinaptofisina no hipocampo ipsilateral por Western blot. Executaram-se testes de 
reflexos neurológicos de geotaxia negativa e de endireitamento no período 
lactacional, e testes comportamentais de campo aberto, reconhecimento de 
objetos e labirinto aquático de Morris na fase adulta. Posteriormente, avaliou-se 
a atrofia tecidual e a morte celular por histologia. A HI induziu prejuízos nos 
reflexos neurológicos, na memória declarativa, na memória espacial, além de 
induzir um aumento na atividade locomotora, entretanto esses prejuízos foram 
atenuados pela bumetanida. A bumetanida preveniu a atrofia tecidual nas 
estruturas avaliadas e reduziu a morte de neurônios hipocampais, protegendo o 
tecido encefálico dos danos causados pela HI. A HI provocou uma redução no 
imunoconteúdo de KCC2, mas não alterou o imunoconteúdo de NKCC1, 
gerando uma razão NKCC1/KCC2 favorável à hiperexcitação GABAérgica. 
Houve redução no imunoconteúdo de PSD-95 atribuída à HI, porém não houve 
alteração no imunoconteúdo de sinaptofisina. Não houve diferenças 
significativas no efeito da HI e da bumetanida entre as idades. A bumetanida 
contribuiu na manutenção do tônus GABAérgico e na qualidade das sinapses, 
tornando-as mais próximas das condições fisiológicas basais. Os resultados 
sugerem que a bumetanida protegeu os animais contra os efeitos HI nos 
aspectos comportamentais, morfofisiológicos e bioquímicos. A bumetanida 
parece exercer um papel terapêutico importante sobre o SNC. 

Palavras-chave: hipóxia-isquemia neonatal, bumetanida, NKCC1, KCC2, 
sinaptogênese, neurodesenvolvimento.  
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Abstract 

Neonatal hypoxia-ischemia (HI) is one of the main risk factors causing central 
nervous system (CNS) disorders. The pathogenesis of HI manifests when there 
is an insufficiency in blood flow to the CNS, causing tissue damage, cell death, 
neuroinflammation, edema, oxidative stress and neurophysiological disturbances 
such as the imbalance between neuronal excitation and inhibition and synaptic 
loss. GABA, an inhibitory neurotransmitter of the CNS in adults, is excitatory at 
the onset of neurodevelopment and its action depends on neuronal chloride 
homeostasis, regulated by the chloride cotransporters NKCC1 (imports Cl-) and 
KCC2 (exports Cl-). Under normal conditions, the NKCC1/KCC2 ratio decreases 
with neurodevelopment, but the HI condition can alter the expression of NKCC1 
and/or KCC2 and the ratio between them, resulting in neurological and psychiatric 
disorders. Clinically, hypothermia is the only therapy approved for the treatment 
of HI, but it has several limitations that affect its efficacy, making it convenient to 
search for alternative treatments. Bumetanide, an NKCC1 inhibitor, has been 
highlighted for its neuroprotective effects in several disorders of the CNS. In this 
sense, this study evaluated the effects of bumetanide on HI impairments in two 
neurodevelopmental periods. Male neonate rats, 3 (DPN3) and 11 (DPN11) days 
old, were submitted to surgery for the induction of HI, aiming to mimic premature 
and full-term human neonates. HI consists of permanent occlusion of the right 
common carotid artery, followed by exposure to a hypoxic atmosphere (92% N2 
and 8% O2) for 120 minutes in DPN3 rats and 60 minutes in DPN11 rats. The 
animals were divided into two groups considering the age of induction of the 
model: DPN3 and DPN11, with three subgroups in each: SHAM, HI-SAL and HI-
BUM. Bumetanide (0.5 mg/kg) or saline solution (NaCl 0.9%) was administered 
intraperitoneally 1h, 24h, 48h and 72h after HI. NKCC1, KCC2, PSD-95 and 
synaptophysin proteins from the right hippocampus were analyzed by Western 
blot. Negative geotaxis and righting neurological reflex tests were performed in 
the lactational period, and open field behavioral tests, object recognition and 
Morris water maze in adulthood. Subsequently, atrophy and cell death were 
evaluated by histology. HI induced impairments in neurological reflexes, 
declarative memory, spatial memory, in addition to inducing an increase in 
locomotor activity, however these impairments were attenuated by bumetanide. 
Bumetanide prevented tissue atrophy in the evaluated structures and reduced 
the death of hippocampal neurons, protecting the brain tissue from the damage 
caused by HI. HI caused a reduction in KCC2 immunocontent, but did not alter 
NKCC1 immunocontent, generating an NKCC1/KCC2 ratio favorable to 
GABAergic hyperexcitation. There was a reduction in PSD-95 immunocontent 
attributed to HI, but there was no change in synaptophysin immunocontent. There 
were no significant differences in the effect of HI and bumetanide between ages. 
Bumetanide contributed to the maintenance of GABAergic tone and the quality of 
synapses, making them closer to baseline physiological conditions. The results 
suggest that bumetanide protected the animals against HI effects in behavioral, 
morphophysiological and biochemical aspects. Bumetanide appears to play an 
important therapeutic role in the CNS. 

Keywords: neonatal hypoxia-ischemia, bumetanide, NKCC1, KCC2, 
synaptogenesis, neurodevelopment.  
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1. Introdução 

1.1 Hipóxia-Isquemia Neonatal 

A hipóxia-isquemia neonatal (HI) é um dos principais fatores de risco 

de distúrbios fisiopatológicos do sistema nervoso central (SNC), sendo capaz de 

perturbar profundamente várias funções neurais. A HI acomete entre 1,5 e 3 a 

cada 1.000 recém-nascidos a termo (Kurinczuk et al., 2010; Hagberg et al., 2015) 

e cerca de 7 a cada 1.000 recém-nascidos prematuros (Chalak et al., 2012). 

Cerca de 40% dos recém-nascidos com lesão cerebral hipóxico-isquêmica não 

sobrevivem ao período neonatal e, quando sobrevivem, 30% desenvolvem 

distúrbios neurológicos, como paralisia cerebral, convulsões, epilepsias, 

transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (TDAH), deficiência visual, 

retardo mental e dificuldades de aprendizado e de memória, além de anomalias 

cognitivas e comportamentais (Volpe et al., 2001; Vannucci et al., 2004; Rocha-

Ferreira e Hristova, 2015, 2016). A encefalopatia pode ser causada durante a 

gestação, durante o parto e até mesmo após o nascimento, em virtude de fatores 

como hipóxia materna, insuficiência placentária, descolamento prematuro da 

placenta, compressão do cordão umbilical, restrições do crescimento 

intrauterino, dificuldades na expulsão do feto e sofrimento fetal, conduzindo à 

asfixia fetal e HI neonatal (Ferriero, 2001; Jensen, 2002; Volpe, 2009; Weiss et 

al., 2013; Procianoy et al., 2015). 

A HI neonatal acarreta dificuldade no intercâmbio de gases, levando 

a um déficit no aporte de oxigênio (O2), excesso de dióxido de carbono (CO2) e 

redução do suprimento sanguíneo ao tecido nervoso (Volpe et al., 2009) (Figura 

1). Além disso, a HI também deprime rapidamente a atividade neuronal e a 

transmissão sináptica em roedores (Pena e Ramirez, 2005; Ben-Ari, 2017) 

devido ao alto custo metabólico desses processos, uma vez que a geração e a 

propagação do potencial de ação consomem cerca de 50% do ATP disponível e 

que os potenciais pós-sinápticos consomem 34% desse ATP na substância 

cinzenta (Attwell e Laughlin, 2001; Pena e Ramirez, 2005). Lesões neonatais 

oriundas da HI são fatores que causam alterações na diferenciação morfológica 

de neurônios GABAérgicos e a perda significativa de células que expressam 

receptores de GABA (Robinson et al., 2006). Também podem levar à morte 
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neuronal rápida por necrose, caso a lesão seja grave; ao passo que a lesão 

menos grave ou duradoura causa morte neuronal por apoptose (Nakajima et al., 

2000). O déficit de suprimento sanguíneo para o cérebro causado pela HI gera 

uma cascata de eventos celulares que altera a homeostase iônica neuronal. 

Gallefi e colaboradores (2004), em um modelo de isquemia in vitro, 

demonstraram que a concentração de cloreto intracelular ([Cl-]i) aumenta em 

neurônios hipocampais de ratos em resposta à privação de glicose e oxigênio.  

 

 

Figura 1. Ilustração da lesão encefálica gerada pela HI neonatal. Observa-se a lesão difusa 

oriunda do evento hipóxico-isquêmico, bem com lesão na substância branca. Adaptado de 

Silbereis et al., 2010. 

As injúrias causadas pela encefalopatia hipóxico-isquêmica diferem 

tanto na idade gestacional e pós-natal do neonato, quanto na natureza e duração 

do insulto e nos tipos de intervenção (Roelfsema et al., 2005; Bock et al., 2014). 

Alterações no metabolismo energético cerebral têm maior relevância em razão 

de janelas de vulnerabilidade celular e tecidual, dependendo do período em que 

ocorrem (Ming-Chi e San-Nan, 2011; Bock et al., 2014; Odorcyk et al., 2021). Por 

exemplo, a homeostase do cloreto nos neurônios sofre grande transformação 

entre os períodos fetal e neonatal em roedores, podendo implicar na resposta 

desencadeada pelo GABA em condições normais de nascimentos ou atípicas, 

como a prematuridade e a pós-maturidade (Ben-Ari et al., 1994; Dzhala et al., 

2009). O período neonatal apresenta desenvolvimento de diferentes estruturas 

cerebrais, como o hipocampo e neocórtex em diferentes etapas (Yanger e 
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Ashwal, 2009), ocorrendo intensa sinaptogênese e uma alta taxa de 

diferenciação celular (Bock et al., 2007).  

A redução de oferta de substratos energéticos acarreta falhas na 

atividade da bomba Na+/K+ dependente de ATP, culminando no acúmulo de água 

(edema), seguido de despolarização da membrana e aumento na liberação de 

neurotransmissores excitatórios (Ming-Chi e San-Nan, 2011). A liberação 

excessiva de neurotransmissores excitatórios, como o glutamato, promove 

excitotoxicidade que altera a estabilidade sináptica, a plasticidade neuronal, a 

excitabilidade do hipocampo e do córtex cerebral, estruturas relacionadas ao 

aprendizado e memória (Hagberg et al., 2002). 

A HI também pode promover grandes mudanças estruturais e 

funcionais na comunicação entre neurônios, afetando proteínas que 

protagonizam a formação de sinapses e contribuindo para déficits neurológicos, 

cognitivos e mnemônicos (Mattson, 2004; Xiong et al., 2011). A sinaptofisina e a 

proteína da densidade pós-sináptica 95 (PSD-95) são proteínas sinápticas 

abundantes, implicadas na neuroplasticidade ao regular a exocitose de vesículas 

e a estabilidade na transmissão sináptica entre neurônios pré-sinápticos e pós-

sinápticos, respectivamente (Ujike et al., 2002; Pagnussat et al., 2012). A 

expressão e a função de PSD-95 estão deprimidas logo após a HI, indicando 

uma disfunção sináptica aguda e temporária (Xiong et al., 2018), observada 

mesmo após 2 meses da lesão HI, representando um prejuízo crônico da 

plasticidade sináptica (Xiong et al., 2019). A recuperação funcional após a HI 

parece estar intimamente relacionada com alterações na expressão de PSD-95. 

A reconstrução sináptica após o evento hipóxico-isquêmico aumenta 

significativamente sua expressão, o que promove o surgimento axonal e a nova 

formação de sinapses (Hou et al., 2008). Atualmente, sabe-se que a função 

excitatória do GABA é essencial na formação e estabilização sináptica durante 

o neurodesenvolvimento no início da vida, e qualquer transtorno nessa fase pode 

representar prejuízos na elaboração de circuitos importantes para o 

funcionamento do SNC (Pugh et al., 2011). 

A HI não é apenas um evento pontual, mas um processo marcado por 

uma série de alterações progressivas que se originam a partir do momento em 
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que o fluxo de sangue ao tecido encefálico é interrompido e se prolonga mesmo 

após o restabelecimento do fornecimento de sangue (reperfusão). O grau de 

severidade da lesão causada depende de múltiplos fatores, entre eles o período 

de neurodesenvolvimento em que ocorre, o tempo de duração do insulto e os 

mecanismos adaptativos do feto e/ou neonato (Sherman et al., 1998; Brekke et 

al., 2017). Notavelmente, pode-se destacar três momentos distintos do processo 

hipóxico-isquêmico, caracterizados pelo perfil de lesão apresentado pelo tecido 

afetado (Figura 2): 

Fase Primária: nesta fase ocorrem as lesões primárias no tecido 

nervoso acometido pelo insulto hipóxico-isquêmico, decorrentes da redução no 

fluxo sanguíneo e suprimento de oxigênio, conduzindo o tecido a uma falência 

energética. A falência energética é o fenômeno caracterizado por uma drástica 

depleção dos níveis de ATP intracelular e extracelular em virtude do 

comprometimento da fosforilação oxidativa. A escassez de ATP afeta muitos 

aspectos bioquímicos da célula, entre eles a atividade da bomba de Na+/K+-

ATPase, que está fortemente relacionada com a manutenção do potencial da 

membrana neuronal (Lorek et al., 1994; Dugan et al., 1999; Edwards et al., 2013; 

Artega et al., 2017; Sanches et al., 2017). Distúrbios atrelados ao potencial de 

membrana em neurônios podem representar perigos, como a deflagração 

exacerbada de despolarização neuronal, que favorece a liberação exagerada de 

neurotransmissores excitatórios como os aminoácidos glutamato e glicina que, 

por sua vez, conferem excitotoxicidade aos grupos neuronais atingidos 

(Erecińska et al., 1994; Haberny et al., 2002; Ordieres et al., 2014; Davidson et 

al., 2015). Elevações nos níveis de glutamato e glicina não só contribuem para 

a excitabilidade em excesso, mas também para o influxo desenfreado de Ca2+ 

nos neurônios ao se ligarem aos receptores de glutamato do tipo N-metil D-

aspartato (NMDA), aos receptores α-amino-3-hidroxi-5-metil-4 

isoxazolproprionato (AMPA) e aos receptores cainato (Johnston et al., 2001; 

Perlman et al., 2004; Hossain et al., 2005). O Ca2+ é um elemento central em 

cascatas de sinalização celular que são primordiais para a regularidade da 

atividade celular; entretanto o aumento anormal da concentração de Ca2+ 

intracelular pode levar à neurotoxicidade, edema, disfunção mitocondrial, 

estresse oxidativo, lise celular, apoptose e necroptose, neuroinflamação, 
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ativação da microglia e de astrócitos (Kohlhauser et al., 1999; Cai et al., 2001; 

McLean et al., 2004; Hagberg et al., 2009; Hassell et al., 2015; Zhong et al., 

2022). Apesar dos danos sofridos pelas populações neuronais diante do insulto 

conferido pela HI, muitos neurônios podem se recuperar parcialmente logo após 

a reperfusão e reoxigenação gerados pelo restabelecimento do fluxo sanguíneo 

– evento característico da fase latente (Cho et al., 2020). 

Fase Secundária: essa fase é marcada pelo ápice da neuroinflamação 

e do estresse oxidativo iniciados na lesão primária e que representam os 

principais fatores da mortalidade neuronal após a HI, seja por necrose, por 

apoptose ou por necroptose (Huang et al., 2009; Zhang et al., 2014; Rumajogee 

et al., 2016; Zhong et al., 2022). As células gliais ativas, como astrócitos e 

microglias, deflagram reações imunológicas adaptativas e agudas no SNC 

através de citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF-α, IL-1β, IL-6 – fenômeno 

conhecido por gliose reativa (Liu et al., 2013). A neuroinflamação também é 

capaz de comprometer a integridade da barreira hematoencefálica, tornando-a 

mais permeável para facilitar o recrutamento leucocitário ao local lesionado; em 

contrapartida também facilita a passagem de elementos nocivos à homeostase 

neural (Puurunen et al., 2001; Baburamani et al., 2012; Daneman et al., 2012; 

Obermeier et al., 2013;). A injúria mitocondrial gerada pela crise energética 

aumenta o desbalanço entre as enzimas antioxidantes e espécies reativas de 

oxigênio, promovendo estresse oxidativo (Saito et al., 2005; Anastácio et al., 

2014; Odorcyk et al., 2020; Carvalho et al., 2022). 

Fase Terciária: a última fase da hipóxia-isquemia é encenada por 

lesões terciárias que perduram por semanas, meses e até anos. Essa etapa é 

configurada pela remodelação tecidual, com presença de neuroinflamação 

crônica, morte celular e gliose (Sofroniew et al., 2014). O tecido reconstruído é 

composto por células neurais anômalas, cujas funções são comprometidas e, 

portanto, com sinapses aberrantes.  Além disso, o tecido encefálico pode sofrer 

atrofia e apresentar cicatriz glial arquitetada por astrócitos (Arteni et al., 2003; 

Davidson et al., 2015). Essas lesões fisiopatológicas da HI são determinantes no 

desenvolvimento de distúrbios funcionais no SNC. 
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Figura 2. Eventos fisiopatológicos da lesão hipóxico-isquêmica. Adaptado e modificado de 

Weiss, 2014 e Davidson et al., 2015. 

1.2 Modelo Experimental de Hipóxia-Isquemia de Rice-Vannucci 

A HI causa diferentes impactos de acordo com as circunstâncias em 

que ocorre, como diferenças etárias, de sexo e grau de severidade. Com isso, é 

conveniente o constante aperfeiçoamento de modelos animais e técnicas de 

intervenção que se aproximem da realidade fisiológica humana. O modelo 

animal de Rice-Vannucci (Rice et al., 1981) está bem estabelecido como 

ferramenta experimental para o estudo da HI neonatal; mimetizando em 

roedores no DPN7, o dano observado em neonatos humanos a termo, tanto em 

relação às lesões nas estruturas cerebrais, edema cerebral e distúrbios 

celulares, quanto em relação aos déficits cognitivos e sensório-motores (Netto et 

al., 2017). O modelo consiste na oclusão permanente de uma das artérias 

carótidas comuns, combinada com a exposição do animal à atmosfera hipóxica 

(composta de 8% de O2 e 92% de N2) (Figura 3), resultando em lesões no córtex 

cerebral, núcleos da base e no hipocampo do hemisfério ipsilateral à carótida 

ocluída (Pereira et al., 2007). Uma das estruturas mais vulneráveis à lesão por 

esse modelo em animais neonatos é o hipocampo, onde é observada redução 

no número de neurônios piramidais, na arborização dendrítica, atrofia tecidual e 

alterações na barreira hematoencefálica (Vannucci et al., 1999; Sutherland et al., 

2004; Duman et al., 2004; Diaz et al., 2016). Para mimetizar a HI em bebês muito 

prematuros (entre 28 e 32 semanas de gestação), utiliza-se o modelo no dia pós-

natal 3 (DPN3) em roedores (Sanches et al., 2015; Durán et al., 2017; Odorcyk 
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et al., 2020). No entanto, para simular a HI em nascidos a termo (entre 37 e 41 

semanas de gestação) é realizada em ratos no DPN11 (Semple et al., 2013; 

Odorcyk et al., 2020). As diferenças na severidade da lesão hipóxico-isquêmica 

entre as idades podem estar relacionadas com os diferentes tempos de 

maturação dos neurônios GABAérgicos ou diferentes formas de metabolismo 

energético (Ben-Ari, 2007; Manley, 2013; Odorcyk et al., 2020). Ratos no DPN11 

têm maiores chances de apresentarem déficits cognitivos tangíveis à memória e 

aprendizado, além de apresentarem lesões encefálicas mais exacerbadas em 

relação aos ratos que sofreram HI no DPN3 (Alexander et al., 2014; Sanches et 

al., 2015; Odorcyk et al., 2020). 

 

Figura 3. Ilustração do modelo modificado de HI Rice-Vannucci. Primeiramente, os animais 

anestesiados e submetidos à cirurgia para oclusão da artéria carótida comum direita (isquemia 

unilateral). Em seguida, após 2h de recuperação, os animais foram colocados dentro de uma 

câmara hipóxica (hipóxia sistêmica), em uma temperatura corporal controlada a 37°C. 

1.3  Neurotransmissor GABA 

O ácido ϒ-aminobutírico (GABA) é o principal neurotransmissor 

inibitório do SNC de mamíferos adultos. Entretanto, em estágios iniciais do 

desenvolvimento neural, o GABA assume um papel excitatório. Já foi 
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demonstrado que o GABA despolariza neurônios imaturos em várias regiões do 

SNC de diversas espécies animais (Ben-Ari et al., 2002, Owens et al., 2002; Ben-

Ari, 2012). 

O GABA exerce sua atividade, tanto como agente excitatório quanto 

inibitório, por meio de sua ligação aos receptores GABAérgicos (GABARs). 

Sabe-se que há pelo menos três tipos de receptores de GABA distribuídos pelo 

SNC: o GABAA, o GABAB e o GABAC. Ao se ligar aos receptores GABAA e 

GABAC, a molécula de GABA provoca a abertura de um canal iônico de cloreto 

(Cl-), portanto esses receptores são considerados ionotrópicos. Os receptores 

GABAB são receptores heterodiméricos acoplados à proteína G que afetam as 

correntes iônicas neuronais através de segundos mensageiros, portanto são 

considerados metabotrópicos (Watanabe et al., 2002; Jelitai e Madarasz, 2005). 

O fluxo de Cl- ativado pelo GABA é passivo e depende do potencial de equilíbrio 

da célula para este ânion (Ben-Ari et al., 2012). No cérebro imaturo, os 

progenitores neuronais expressam o receptor GABAA desde os estágios iniciais 

do neurodesenvolvimento. Em roedores, estes receptores estão presentes nas 

células-tronco neuronais (LoTurco et al., 1995; Owens et al., 1996) e nos 

neuroblastos migratórios (Manent et al., 2005), antes mesmo do início da 

sinaptogênese GABAérgica (Wisden e Franks, 2017).  

1.4 Homeostase de Cloreto em Neurônios  

A ação excitatória do GABA é encontrada na maioria dos neurônios 

em desenvolvimento em todas as regiões do SNC, incluindo hipotálamo, 

hipocampo, bulbo olfatório, medula espinal, estriado, cerebelo e córtex (Connor 

et al., 1987; Cherubini et al., 1990, 1991; Yuste e Katz, 1991; Ben-Ari et al., 1994; 

LoTurco et al., 1995; Obrietan e van den Pol, 1995; Serafini et al., 1995; Chen et 

al., 2016). A capacidade de troca de função da sinalização GABAérgica de 

excitatória para inibitória, ou vice-versa, depende, em parte, da concentração de 

cloreto intracelular ([Cl-]i), a qual é a determinante chave da resposta neuronal 

ao GABA (Ben-Ari et al., 2012). Como os receptores GABAA são canais de Cl- 

controlados por ligantes, existe uma relação direta entre as concentrações de Cl- 

intracelular e a resposta produzida pela sinalização GABAérgica (Tsukahara et 

al., 2015). O receptor GABAA permite a entrada ou a saída passiva de íons Cl- 



19 

 

de acordo com o potencial de equilíbrio do neurônio para este íon, isto é, o ânion 

fluirá pelo canal em qualquer direção, dependendo do seu gradiente 

eletroquímico. Quando a [Cl-]i é alta, como no caso de neurônios imaturos em 

condições normais, o potencial de equilíbrio do Cl- é positivo em relação ao 

potencial da membrana em repouso e, consequentemente, a ativação do 

receptor GABAA resulta no efluxo líquido de Cl-, o que facilita a despolarização 

neuronal. Quando a [Cl-]i é baixa, como no caso de neurônios maduros em 

condições normais, o potencial de equilíbrio do Cl- é negativo em relação ao 

potencial de membrana em repouso e, consequentemente, a ativação do 

receptor GABAA resulta no influxo líquido de Cl-, facilitando a hiperpolarização 

neuronal (Figura 4). Sabe-se que as chances de ocorrência de um potencial de 

ação aumentam com a despolarização e diminuem com a hiperpolarização da 

membrana neuronal. Dessa forma, uma baixa [Cl-]i facilita a inibição pós-

sináptica mediada pelo GABA, ao passo que a alta [Cl-]i facilita a excitação (Ben-

Ari et al., 2012). 

 

Figura 4. Neurônio imaturo à esquerda e neurônio maduro à direita. Em neurônios imaturos, a 

concentração de [Cl-]i é maior do que [Cl-]e e, portanto, a sinalização GABAérgica gera um efluxo 

de cloreto no neurônio, despolarizando-o e favorecendo a excitação. Entretanto, em neurônios 

maduros, a concentração de [Cl-]i é menor do que [Cl-]e e, portanto, a sinalização GABAérgica 

gera um influxo de cloreto no neurônio, hiperpolarizando-o e favorecendo a inibição. Fonte do 

autor. 

O equilíbrio entre inibição e excitação neuronal é crítico para o 

funcionamento adequado do sistema nervoso (Haider et al., 2006; Buzsaki et al., 

2007), e os neurônios regulam as [Cl-]i para garantir respostas elétricas 

apropriadas (Ben-Ari et al., 2012). A [Cl-]i basal é relativamente baixa – em torno 

de 5 mM – ao passo que a concentração extracelular de Cl- está em torno de 
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110 mM, no SNC maduro. Aumentos relativamente pequenos da [Cl-]i destes 

neurônios podem tornar o GABA excitatório e aumentos exacerbados, podem 

tornar o GABA hiperexcitatório, comumente associado a distúrbios do SNC como 

a própria HI neonatal (Raimondo et al., 2017). 

1.5 Cotransportadores de Cloreto  

A homeostase dos íons cloreto não é regulada exclusivamente pelos 

receptores GABAérgicos, mas também por outras proteínas responsáveis pelo 

transporte de Cl- e que atuam em sinergia. Esse equilíbrio dinâmico é importante 

para uma série de processos neurofisiológicos. O Cl- é primordial em vários 

processos fisiológicos, como a regulação gênica (Succol et al., 2012; Valdivieso 

et al., 2016), a manutenção do pH (Ruffin et al., 2014) e o controle do volume 

celular (Sardini et al., 2003). A regulação precisa da [Cl-]i é atingida, em parte, 

pela atividade de cotransportadores de Cl-. Os cotransportadores Na-K-Cl 

(NKCC1 e NKCC2) transportam íons cloreto para dentro da célula, elevando a 

quantidade desses íons acima do seu equilíbrio eletroquímico (Ben-Ari, 2012). 

Por outro lado, ao acoplar o transporte de Cl- ao gradiente externo de potássio, 

os cotransportadores K-Cl (KCC1, KCC2, KCC3 e KCC4) transportam íons 

cloreto principalmente para fora da célula, reduzindo a quantidade desses íons 

abaixo de seu equilíbrio eletroquímico (Kahle et al., 2008). Nos neurônios, os 

principais cotransportadores de íons cloreto são o NKCC1 e o KCC2 

(Tzanoulinou et al., 2014). 

Em condições fisiológicas basais, os neurônios hipocampais mostram 

forte expressão de NKCC1 e baixa expressão de KCC2 durante a vida 

embrionária e neonatal em roedores (Ben-Ari et al., 2002; Wang et al., 2009). A 

mudança gradual da atividade dominante do NKCC1 em neurônios imaturos 

para uma atividade dominante do KCC2 em neurônios maduros (Plotkin et al., 

1997; Rivera et al., 1999; Yamada et al., 2004) faz com que a ativação dos 

receptores GABAérgicos mude gradualmente de despolarizante para 

hiperpolarizante (típica de neurônios maduros), uma vez que a [Cl-]i diminui 

gradualmente ao longo do desenvolvimento do sistema nervoso (Ben-Ari et al., 

1994) (Figura 5). Dessa forma, o balanço funcional entre os cotransportadores 

de Cl- é um determinante importante na inversão de excitatório para inibitório do 
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neurotransmissor GABA (Ben-Ari et al., 1994), importante para o 

desenvolvimento das funções do SNC. Qualquer retardo ou antecipação na troca 

de função GABAérgica pode originar um desequilíbrio entre neurônios 

excitatórios e inibitórios no SNC, levando a um desbalanço entre estimulação e 

inibição (O’Marín, 2012; Nelson e Valakh, 2015; Furukawa et al., 2017).  

 

 

Figura 5. Expressão de NKCC1 (importador de Cl-) e KCC2 (exportador de Cl-) em neurônio 

imaturo à esquerda e neurônio maduro à direita. Nos neurônios imaturos, a razão 

NKCC1/KCC2 é maior, gerando uma [Cl-]i maior que a [Cl-]e, o que torna o GABA 

excitatório. Nos neurônios maduros, a razão NKCC1/KCC2 é menor, gerando uma [Cl-]i 

menor que a [Cl-]e, o que torna o GABA inibitório. Fonte do autor. 

Por exemplo, o bloqueio da atividade e/ou expressão do NKCC1 

prejudica a maturação morfológica dos neurônios corticais e hipocampais, reduz 

a arborização dendrítica, prejudica a atividade motora, reduz a população de 

neurônios motores e interneurônios, provoca uma redução na elaboração de 

axônios, altera a sinaptogênese e leva à redução volumétrica do encéfalo e da 

medula espinal (Ploktin et al., 1997; Isering et al., 1998). Em neonatos de várias 

espécies, o KCC2 é expresso em níveis muito baixos (Wang et al., 2002). Um 

desvio negativo no potencial de reversão de GABA é acompanhado por um 

aumento na expressão do KCC2 em neurônios do córtex e do hipocampo de 

ratos em torno da segunda semana de vida (Clayton et al., 1998). Em seres 

humanos, a expressão do KCC2 no neocórtex começa a aumentar em torno da 

40ª semana após a concepção (Rivera et al., 1999) e a expressão de NKCC1 

atinge níveis similares aos de adultos em torno da 50ª semana após a concepção 

(Dzhala et al., 2005). Em estágios iniciais de neurodesenvolvimento, o aumento 

na expressão de KCC2 ocorre simultaneamente com a diminuição da expressão 
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de NKCC1, resultando na prevalência do efluxo sobre o influxo de Cl-, o que 

diminui a [Cl-]i. No córtex cerebral de roedores, a expressão de KCC2 é mínima 

ao nascimento, baixa durante a primeira semana de vida e comparável com o 

nível adulto entre DPN14-15. Já a expressão de NKCC1 em neurônios corticais 

é mais alta durante a primeira semana pós-natal, diminuindo no DPN14 para 

níveis mais baixos, similares aos encontrados em adultos (Dzhala et al., 2005).  

O desequilíbrio entre excitação e inibição GABAérgica é característico 

de vários distúrbios neurológicos, podendo causar anormalidades como 

epilepsia, esquizofrenia e depressão (Ramamoorthi et al., 2011). Déficits na 

expressão do KCC2 estão associados a quadros de epilepsia em humanos e em 

modelos animais (Kelley et al., 2018). Quadros clínicos graves de epilepsia na 

infância com convulsões focais migratórias são observados em seres humanos 

com mutações associadas à perda de função do KCC2 (Stödberg et al., 2015; 

Saitsu et al., 2016). Um déficit de 95% no KCC2 resulta em convulsões e 

mortalidade entre a segunda e a terceira semanas de vida pós-natal (Woo et al., 

2002).  

Tsukahara e colaboradores (2017), também demonstraram que o 

estresse materno em roedores retarda a troca de função GABAérgica no 

hipocampo da prole. O estresse repetido induzido também gera alterações nos 

padrões de expressão de KCC2 e NKCC1 no hipocampo de roedores fêmeas, 

contribuindo para a geração de estados hiperexcitatórios; em humanos esta 

condição poderia estar associada à epilepsia e esquizofrenia, em virtude do 

desequilíbrio entre excitação e inibição (Hyde et al., 2011; Tsukahara et al., 

2015). Além disso, em algumas condições fisiopatológicas, como HI neonatal em 

roedores, a expressão de NKCC1 pode aumentar significativamente em 

períodos de 24h a 48h após o insulto (Sung et al., 2000), ao passo que a 

expressão de KCC2 pode diminuir nas primeiras duas semanas de vida 

(Jaenisch et al., 2009; Wang et al., 2014).  

1.6 Hipóxia-Isquemia e maturação GABAérgica 

Durante o evento hipóxico-isquêmico, o aumento da expressão de 

NKCC1, a diminuição da expressão de KCC2 ou ambos, podem ser 



23 

 

responsáveis pelo acúmulo intracelular de íons cloreto e consequente 

hiperexcitabilidade GABAérgica (Lipton, 1999; Ben-Ari, 2017). Yan e 

colaboradores (2001), documentaram o aumento da expressão de NKCC1 no 

córtex cerebral 2h após a oclusão da artéria cerebral média esquerda em um 

modelo de isquemia cerebral em ratos no terceiro mês de vida. Também 

demonstraram o papel do NKCC1 no aumento do edema cerebral e nos danos 

neuronais durante a isquemia cerebral em ratos machos. Além disso, registraram 

que a expressão de NKCC1 aumentou após 2h de isquemia e persistiu durante 

24h após a reperfusão, no córtex cerebral, hipocampo e estriado do cérebro de 

ratos. Liu e colaboradores (2010), demonstraram o papel do NKCC1 na gênese 

de edema em camundongos jovens e idosos no modelo de isquemia cerebral 

focal transitório e também demonstraram que a expressão de NKCC1 aumenta 

mais em camundongos jovens em comparação aos camundongos idosos. O 

aumento dos níveis de NKCC1 ou a diminuição dos níveis de KCC2 faz com que 

a [Cl-]i mude a ação GABAérgica da hiperpolarização para despolarização, 

induzindo convulsões (Brandt et al., 2010). Em modelos animais de isquemia 

cerebral, os níveis de KCC2 são reduzidos significativamente, alterando o tônus 

de ação GABAérgica (Jaenisch et al., 2010; Wu et al., 2016). 

Essas alterações bioquímicas decorrentes da HI neonatal são 

drásticas e podem comprometer o neurodesenvolvimento e o 

neurofuncionamento adequado durante toda a vida do animal. Baseando-se nos 

padrões bioquímicos, fisiológicos e morfológicos seguidos pelo SNC diante 

dessas condições adversas, é conveniente buscar métodos terapêuticos que 

visem frear (ou até impedir) os avanços prejudiciais da HI neonatal no SNC, bem 

como aprimorar outras terapias estabelecidas, como a hipotermia (Laptook et al., 

2017).  

Atualmente, a hipotermia é a única terapia aprovada em neonatos 

humanos que são vítimas da HI (Tagin et al., 2012; Shankaran et al., 2017). 

Nesta terapia, a temperatura encefálica é reduzida para a faixa entre 32°C e 

34°C, durante períodos de 48h a 72h, visando reduzir a taxa metabólica 

neuronal, bem como a demanda energética dos neurônios (Globus et al., 1995; 

Shankaran et al., 2017). O efeito dessa conduta terapêutica tende à redução da 
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mortalidade e à diminuição do grau de morbidade em neonatos acometidos pela 

HI (Jacobs et al., 2013). Entretanto, essa terapia tem consideráveis limitações 

de eficácia, sobretudo se o evento for severo ou se a terapia for aplicada 

tardiamente (após 6h do nascimento) e, além disso, não é recomendada para 

recém-nascidos muito prematuros (Jacobs et al., 2013; Laptook et al., 2017). 

Portanto, faz-se necessária a investigação de terapias alternativas e/ou 

complementares para a HI neonatal e manutenção do equilíbrio entre excitação 

e inibição do SNC. 

1.7 Bumetanida   

A bumetanida (ácido 3-aminossulfonil-5-butilamino-4-fenoxibenzóico) 

é uma molécula que age como inibidor de NKCC1 e tem, portanto, um efeito 

neuroprotetor para convulsões tanto em humanos (Kahle et al., 2009) como em 

modelos animais (Brandt et al., 2010; Liu et al., 2012), bem como em modelos 

de lesão cerebral traumática em ratos (Lu et al., 2006, 2007). Este fármaco é um 

antagonista competitivo reversível altamente seletivo de NKCC1 que, em 

condições patológicas, restaura a [Cl-]i e melhora a ação GABAérgica (Shulga et 

al., 2012; Ben-Ari, 2017). Foi demonstrado que a bumetanida não influencia a 

atividade GABAérgica em neurônios de ratos nocaute para NKCC1 (Ben-Ari, 

2017), sugerindo que antagonistas de NKCC1 podem ter ação protetora diante 

de injúrias do SNC e que o NKCC1 é um potencial alvo terapêutico. Na fase 

aguda da isquemia cerebral em ratos adultos, a bumetanida reduziu o edema 

cerebral (Tao et al., 2019); também reduziu a gravidade dos danos aos neurônios 

e oligodendrócitos em roedores (Yan et al., 2003; Lu et al., 2006; Wang et al., 

2014). 

A HI pode aumentar o nível de expressão de NKCC1 e/ou diminuir o 

nível de expressão de KCC2 (Jaenisch et al., 2010; Wang et al., 2014; Martin-

Aragon Baudel et al., 2017). Recentemente, tem se mostrado que a 

administração deste antagonista de NKCC1 24h, 48h e 72h após a indução de 

isquemia cerebral é capaz de atenuar os efeitos da injúria isquêmica (Cleary et 

al., 2013; Hu et al., 2017). A bumetanida também pode criar um microambiente 

favorável à neurogênese, à regeneração axonal e à restauração sináptica que 

contribuem para a recuperação comportamental e funcional (Tao et al., 2019). 
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Além disso, este fármaco teve efeito positivo sobre a sinaptogênese, 

preservando significativamente a expressão de PSD-95 (Mu et al., 2017). 

No entanto, seus efeitos são desconhecidos em diferentes períodos 

críticos do neurodesenvolvimento encefálico do neonato, tampouco suas 

implicações na maturação GABAérgica, na sinaptogênese, na severidade da 

lesão e na função cognitiva dos animais. Assim, avaliar o papel da bumetanida 

em períodos críticos do neurodesenvolvimento torna-se necessário para a 

investigação de novas alternativas terapêuticas para o tratamento da HI 

neonatal. 

1.8 Justificativa 

De acordo com os achados científicos introduzidos acima, evidencia-

se que a privação energética é um fator importante na fisiopatologia da HI 

neonatal em diversos mecanismos bioquímicos e fisiológicos, tais como a ação 

GABAérgica e a sinaptogênese no período pós-natal. Em vista disso, tendo 

ciência das ações farmacológicas da bumetanida, torna-se importante a 

investigação dos possíveis efeitos neuroprotetores da sua administração no 

modelo animal de HI neonatal em diferentes períodos do neurodesenvolvimento 

(DPN3 e DPN11), uma vez que mimetizam os quadros derivados da HI em 

condições de prematuridade extrema e de nascimento a termo em humanos. 

1.9 Hipótese 

Considerando as ações positivas da bumetanida e os efeitos da HI 

neonatal sobre a maturação GABAérgica e a sinaptogênese no SNC, as 

hipóteses de trabalho do presente estudo foram: (1) a bumetanida reduz os 

efeitos deletérios da HI neonatal quando induzida no terceiro e décimo primeiro 

dia pós-natal (DPN3 e DPN11), tornando a maturação GABAérgica dos 

neurônios hipocampais mais próxima do que ocorre em condições fisiológicas 

basais, (2) a bumetanida é capaz de reduzir alterações induzidas pela HI na 

expressão de proteínas associadas à sinaptogênese, minimizar a severidade da 

lesão e preservar a função cognitiva dos animais e (3) a bumetanida exerce 

melhor efeito sobre os animais no DPN11 em relação aos animais no DPN3.   
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral  

Avaliar os efeitos da bumetanida sobre os prejuízos morfofuncionais, 

moleculares e comportamentais de ratos Wistar machos submetidos à HI 

neonatal no terceiro e décimo primeiro dia de vida pós-natal.  

2.2 Objetivos Específicos 

● Avaliar os efeitos da bumetanida sobre o imunoconteúdo dos 

cotransportadores NKCC1 e KCC2 no hipocampo durante a fase aguda 

da lesão HI, e do tratamento com bumetanida sobre esses parâmetros por 

meio da técnica de Western blot;  

● Verificar o imunoconteúdo de proteínas associadas à sinaptogênese 

hipocampal, sinaptofisina e PSD-95, durante a fase aguda da lesão HI, e 

do tratamento com bumetanida sobre esses parâmetros através da 

técnica de Western blot;  

● Avaliar os efeitos da bumetanida sobre o comprometimento e a 

severidade da lesão HI induzida nos diferentes estágios de 

neurodesenvolvimento através de testes de reflexos neurológicos 

(geotaxia negativa e endireitamento), de tarefas cognitivas (campo aberto, 

reconhecimento de objetos, labirinto aquático de Morris) e de análise 

histológica (volume da lesão encefálica e morte celular). 

  



27 

 

3. Materiais e Métodos 

3.1 Aspectos Éticos 

Todos os procedimentos foram realizados por experimentadores 

treinados no manuseio  dos animais, de acordo com a resolução normativa nº37, 

de 15 de fevereiro de 2018 e a resolução normativa nº30, de 02 de fevereiro de 

2016 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, 2011) do National 

Research Council of the National Academies. Todos os cuidados necessários 

pré- e pós-cirúrgicos e os protocolos experimentais utilizados neste projeto foram 

devidamente aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob o número 39344.  

3.2 Animais 

Foram utilizadas 25 ninhadas de ratos Wistar, contendo um número 

de 10 filhotes machos por mãe. Os animais foram provenientes do Biotério 

Setorial do Departamento de Bioquímica da UFRGS. As ninhadas foram 

retiradas do centro de reprodução do Biotério do Departamento de Bioquímica 

da UFRGS, no DPN1. Os filhotes foram alocados em caixas Plexiglass (42cm x 

34cm x 18cm) fornecidas com maravalha, juntamente com suas respectivas 

mães. Os animais foram mantidos com alimentação padrão e água ad libitum, e 

ciclos de 12h claro/escuro em salas climatizadas (22ºC ± 2ºC). Após o desmame 

(DPN22), os machos permaneceram nas condições descritas acima, em grupos 

de no máximo 4 animais por caixa. As ratas-mães foram anestesiadas 

profundamente com isoflurano inalatório e eutanasiadas após o DPN22. 
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3.3 Delineamento Experimental 

3.3.1 Experimento 1: Dosagem de Bumetanida 

Em razão da escassez e da divergência de informações na literatura 

a respeito de uma dose adequada de bumetanida em animais neonatos, 

realizou-se um primeiro experimento para a padronização da dose. Foram 

testadas três doses diferentes de bumetanida em ordem crescente de 

concentração: 0,01 mg/kg (dose baixa), 0,05 mg/kg (dose média) e 0,5 mg/kg 

(dose alta), todas diluídas em solução salina 0,9% (NaCl 0,9%). As doses de 

bumetanida ou salina foram administradas 1h, 24h, 48h e 72h após a indução da 

HI.  

Para isso, foram utilizados 70 animais: 35 animais no DPN3 e 35 

animais no DPN11. Para cada idade, os grupos continham 7 animais.  

● SHAM (controles tratados com salina) 

● HI-SAL (submetidos à HI e tratados com salina) 

● HI-BUM 0,01 (submetidos à HI e tratados com bumetanida a 0,01 mg/kg) 

● HI-BUM 0,05 (submetidos à HI e tratados com bumetanida a 0,05 mg/kg) 

● HI-BUM 0,5 (submetidos à HI e tratados com bumetanida a 0,5 mg/kg) 

O efeito da dose de bumetanida foi avaliado através da extensão do 

volume de tecido encefálico infartado em ratos neonatos submetidos à HI. Para 

determinar o volume de extensão do tecido infartado nestes animais, foi utilizada 

a técnica de TTC (2,3,5-cloreto de trifeniltetrazólio), descrita posteriormente na 

seção de análise histológica. A análise volumétrica dos encéfalos lesionados 

sugeriu que a dose de 0,5 mg/kg de peso corporal da bumetanida foi mais eficaz 

na preservação do tecido encefálico.  

3.3.2 Experimento 2: Avaliação Comportamental, Histológica e Bioquímica 

 Uma vez estabelecida a dose a ser utilizada ao longo do presente 

estudo, o segundo experimento visou avaliar os efeitos da bumetanida em 

animais submetidos à HI, considerando parâmetros bioquímicos, 

comportamentais e morfológicos. O procedimento cirúrgico foi realizado nos 
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DPN3 e DPN11, conforme descrito posteriormente, a fim de mimetizar o evento 

hipóxico-isquêmico em neonatos humanos na condição de prematuridade 

extrema (HI_DPN3) e de nascimento a termo (HI_DPN11), respectivamente. 

Após a última injeção de bumetanida (72h pós-lesão), um grupo de animais foi 

eutanasiado, tiveram seus encéfalos cuidadosamente dissecados e o hipocampo 

ipsilateral à oclusão carotídea armazenado para posterior análise. A partir de 

análises bioquímicas, os imunoconteúdos de NKCC1 e KCC2 foram avaliados 

como marcadores de maturação GABAérgica. Além disso, os imunoconteúdos 

de PSD-95 e sinaptofisina foram avaliados como marcadores de sinaptogênese. 

Finalmente, outro grupo de animais foi avaliado no período lactacional e na idade 

de adulto jovem (DPN50-60), a fim determinar a função reflexa neurológica e 

cognitiva, bem como a severidade da lesão (DPN60) (Figura 6). 

 

Figura 6. Delineamento experimental dos procedimentos realizados no presente estudo. BUM: 

bumetanida; SAL: salina; HI: hipóxia-isquemia; DPN: dia pós-natal; CA: campo aberto; RO: 

reconhecimento de objeto; LAM: labirinto aquático de Morris. 

3.4 Modelo de Hipóxia-Isquemia Neonatal 

Foi utilizado o modelo de Levine (1960) para a HI, modificado por Rice 

e colaboradores (1981) e adaptado a roedores de 3 e 11 dias de vida, 

mimetizando respectivamente, um recém-nascido humano prematuro extremo e 

um recém-nascido humano a termo (Sanches et al., 2013a; Durán et al., 2017). 

Para isto, os animais foram anestesiados com isoflurano (4% para indução e 1,5 

- 2% para manutenção com um fluxo de 3 L/min) e submetidos a uma incisão na 

linha média da face anterior da região cervical; a artéria carótida comum direita 
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foi identificada, isolada de estruturas adjacentes e ocluída permanentemente 

(isquemia). A assepsia da região cervical pré- e pós-cirurgia foi feita com álcool 

iodado. Os animais receberam aplicação tópica de lidocaína 10% (Xilocaína®) 

após a oclusão da carótida. Finalizado o procedimento cirúrgico, os animais 

permaneceram em recuperação sob temperatura controlada (37°C) durante 15 

minutos antes de serem devolvidos às caixas moradia, onde permaneceram por 

um intervalo de 2 horas junto às mães. Por fim, em grupos de 6 indivíduos 

submetidos à HI_DPN3 e 4 indivíduos submetidos à HI_DPN11, os animais 

foram gentilmente acondicionados em uma câmara específica de controle de O2 

e expostos à atmosfera hipóxica (8% de O2 e 92% de N2, com fluxo de 5 L/min) 

durante 120 minutos (HI_DPN3) e 60 minutos (HI_DPN11) (hipóxia). A diferença 

no tempo de duração da hipóxia foi adotada a fim de garantir graus de severidade 

da lesão semelhantes entre as idades, visto que animais DPN3 apresentam 

maior tolerância anaeróbica encefálica em relação aos animais DPN11 (Odorcyk 

et al., 2020). A câmara de hipóxia ficou parcialmente submersa em banho-maria 

a 37ºC a fim de manter a temperatura corporal dos ratos lactentes dentro dos 

limites fisiológicos. Nos animais do grupo SHAM (controle cirúrgico) foi realizada 

a anestesia, feita a incisão e tiveram a carótida comum direita exposta, porém 

sem oclusão e não foram submetidos à hipóxia. Além disso, foram aquecidos por 

um tapete térmico à temperatura controlada de 37ºC. Ao final da hipóxia, os 

animais foram retirados da câmara e devolvidos à caixa de origem junto às mães. 

3.5 Administração da Bumetanida 

A bumetanida na dose de 0,5 mg/kg, conforme os resultados do 

experimento 1, foi administrada por via intraperitoneal 1h após a hipóxia e uma 

vez ao dia, durante 3 dias posteriores à cirurgia. Nos animais do grupo SHAM foi 

injetada solução salina 0,9% (NaCl 0,9%) como veículo, por via intraperitoneal, 

durante os mesmos períodos que os animais tratados com bumetanida (Hu et 

al., 2017). 
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3.6 Grupos Experimentais  

Considerando o procedimento cirúrgico e a administração do fármaco, 

os animais foram divididos em 2 idades, cada um com 3 grupos experimentais, 

conforme apresentado na Tabela 1: 

Tabela 1. Idades experimentais e seus respectivos grupos. 

Idades Grupos 

HI_DPN3 

SHAM – controle cirúrgico + administração de salina (veículo) 

HI-SAL – HI + administração de salina (veículo) 

HI-BUM – HI + administração de bumetanida (0,5 mg/kg) 

HI_DPN11 

SHAM – controle cirúrgico + administração de salina (veículo) 

HI-SAL – HI + administração de salina (veículo) 

HI-BUM – HI + administração de bumetanida (0,5 mg/kg) 

 

3.7 Análise Neuromotora durante o Período Lactacional  

A avaliação neuromotora foi realizada por meio da execução dos 

testes de reflexos neurológicos (geotaxia negativa e endireitamento) 72h e 10 

dias após a lesão HI. 

3.7.1 Reflexo de Geotaxia Negativa 

O teste do reflexo de geotaxia negativa avalia a função vestibular e 

proprioceptiva dos animais. Para isso, os animais foram posicionados sobre um 

plano inclinado em ângulo de 30º com a cabeça orientada para a direção do solo 

e foi mensurada a latência do animal ao adotar a posição contrária, isto é, virar-

se 180°. O tempo estipulado para o teste foi de 60 segundos (Sanches et al., 

2017). O teste foi executado três vezes com intervalo de 5 minutos em dois 

momentos do desenvolvimento de cada animal: 72h e 10 dias após a indução da 

lesão hipóxico-isquêmica em ambas as idades (HI_DPN3 e HI_DPN11). Os 

animais que não completaram a tarefa, foram pontuados com o tempo máximo. 

O número de animais utilizados para este teste foi de 15 por grupo. 
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3.7.2 Reflexo de Endireitamento 

O teste do reflexo de endireitamento avalia a função motora e a 

coordenação dos animais. Para isso, os animais foram posicionados em 

decúbito dorsal sobre uma superfície plana e foi mensurada a latência do animal 

ao adotar a posição de decúbito ventral com as quatro patas apoiadas na 

superfície. O tempo estipulado para o teste foi de 15 segundos (Sanches et al., 

2017). O teste foi executado três vezes com intervalo de 5 minutos em dois 

momentos do desenvolvimento de cada animal: 72h e 10 dias após a indução da 

lesão hipóxico-isquêmica em ambas as idades. Os animais que não 

completaram a tarefa foram pontuados com o tempo máximo. O número de 

animais utilizados para este teste foi de 15 por grupo. 

3.8 Análise Comportamental na Fase Adulta 

A avaliação comportamental foi realizada a partir dos 50 dias de vida 

por meio da execução dos seguintes testes comportamentais: campo aberto, 

reconhecimento de objetos e labirinto aquático de Morris.  

3.8.1 Campo Aberto 

A atividade exploratória e locomotora dos animais foi avaliada através 

do teste do campo aberto. Os animais foram acondicionados em uma arena 

quadrada de madeira de 50cm x 50cm x 39cm (comprimento x altura x 

profundidade) dividido em 12 quadrantes iguais. Cada animal foi posicionado no 

quadrante posterior esquerdo e observou-se a permanência na zona periférica, 

a permanência na zona central e o número de cruzamentos entre os quadrantes, 

durante 300 segundos (Durán et al., 2018; Carvalho et al., 2022). O número de 

animais utilizados para este teste foi de 12 para o grupo SHAM e 15 para os 

grupos HI-SAL e HI-BUM. 

3.8.2 Reconhecimento de Objetos 

O teste de reconhecimento de objetos avalia a memória declarativa 

através do comportamento exploratório do animal. Na primeira etapa do teste 

(trial), cada animal foi colocado em uma arena quadrada de madeira de 50cm x 
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50cm x 39cm (comprimento x altura x profundidade) e confrontado com dois 

objetos diferentes para livre exploração, e o tempo de exploração de cada objeto 

foi registrado durante 5 minutos. Na segunda etapa (probe trial), cada animal foi 

exposto a dois objetos colocados na mesma arena: um objeto familiar (usado no 

trial) e um objeto novo (novidade). O tempo gasto explorando o objeto novo e o 

objeto familiar foi medido durante 5 minutos. A partir dos tempos de exploração 

dos objetos registrados, calculou-se o índice de discriminação no probe trial; o 

índice de discriminação é a razão entre o tempo de exploração do objeto novo e 

tempo total gasto explorando os dois objetos (B/B + A, onde B é o objeto novo e 

A é o objeto familiar) (Rojas et al., 2013). O número de animais utilizados para 

este teste foi de 12 para o grupo SHAM e 15 para os grupos HI-SAL e HI-BUM. 

3.8.3 Labirinto Aquático de Morris  

Este teste avaliou a memória espacial dos animais e foi realizado em 

um tanque circular de 200 cm de diâmetro, sendo 40 cm de profundidade 

cobertos por água (temperatura de ± 23ºC) e uma plataforma com 10 cm de 

diâmetro (da mesma cor do tanque) submersa 2 cm abaixo da superfície da água 

em uma sala contendo pistas visuais nas paredes que o cercam. O tanque foi 

dividido virtualmente em 4 quadrantes de onde os animais iniciaram as tentativas 

de localizar a plataforma: N (norte), S (sul), L (leste) e O (oeste). Foi utilizado o 

protocolo de avaliação da memória de referência (Sanches et al., 2013b).  

Protocolo de Memória de Referência: a posição da plataforma 

permaneceu no mesmo local durante todo o período de treino. Os animais 

realizaram quatro “trials” por dia, durante 5 dias consecutivos. Vinte e quatro 

horas após a fase de treino, uma sessão de 60 segundos sem a plataforma foi 

realizada para avaliar a memória de longo prazo. Foram analisados os seguintes 

parâmetros: latência para cruzar pela primeira vez a zona da plataforma e tempo 

gasto no quadrante alvo (Sanches et al., 2013b). Os animais foram filmados e 

os dados registrados pelo software ANY-MAZE. O número de animais utilizados 

para esse teste foi de 12 para o grupo SHAM e 15 para os grupos HI-SAL e HI-

BUM. 
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3.9 Análise Histológica 

3.9.1 Coloração de 2,3,5-Cloreto de Trifeniltetrazólio (TTC) 

Para a avaliação do efeito das diferentes doses de bumetanida 

através da análise morfométrica do encéfalo lesionado, utilizou-se a técnica de 

coloração de TTC (2,3,5-cloreto de trifeniltetrazólio), que é baseada na redução 

do 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazólio por enzimas mitocondriais de células vivas e 

na geração do tom avermelhado que distingue o tecido viável do não viável 

(esbranquiçado). Inicialmente, os ratos foram profundamente anestesiados com 

isoflurano inalatório e, então, submetidos à perfusão transcardíaca com solução 

salina (NaCl 0,9%). Após a perfusão, os encéfalos foram cuidadosamente 

dissecados e cortados manualmente no plano coronal com o auxílio de navalhas 

e de um molde com fendas milimetricamente espaçadas (brain slicer), em 5 

secções de 2 mm de espessura cada. As secções de tecido foram incubadas por 

20 minutos em uma solução de TTC 2% (Cat. No. 298-96-4) à temperatura 

ambiente em placas de poços e, em seguida, fixadas em paraformaldeído 4% 

(PFA 4%). As secções coradas com TTC foram digitalizadas e analisadas 

utilizando o programa ImageJ (NIH, Bethesda, EUA). As áreas calculadas 

correspondentes ao tecido vivo (corado em vermelho) e tecido não vivo 

(esbranquiçado) foram multiplicadas pela espessura das fatias (2mm) e pelo 

número de fatias para a obtenção do volume total (mm3). A partir disso, o cálculo 

da porcentagem do volume de lesão encefálica (VLE) foi realizado de acordo 

com a equação a seguir (Tassinari et al., 2020; Tu et al., 2019): 

 

3.9.2 Coloração de Hematoxilina e Eosina (HE) 

A fim de realizar a análise morfométrica encefálica, os animais foram 

cuidadosamente anestesiados e manipulados para a obtenção dos encéfalos. 

Os ratos foram profundamente anestesiados com isoflurano inalatório (0,5 mL) 

e, então, submetidos à toracotomia para a perfusão transcardíaca com 200 mL 

de solução salina (NaCl 0,9%) para lavagem vascular e, posteriormente, com 
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200 mL de solução de PFA 4% com tampão fosfato 0,2 M e pH na faixa de 7,4 

para a fixação tecidual. Os encéfalos foram coletados e mantidos em solução 

fixadora de PFA 4% por 24h. Após esse tempo, os encéfalos foram destinados 

ao processamento histológico para a inclusão em parafina. Primeiramente, os 

encéfalos foram desidratados em concentrações crescentes de álcool etílico 

(70%, 80%, 90% e 100% I e 100% II). Posteriormente, foram submersos em xilol 

(xilol I e xilol II); finalmente impregnados por parafina líquida (parafina I, II e III) a 

60°C. Os encéfalos ficaram aptos à microtomia após o resfriamento e 

endurecimento da parafina. Através do micrótomo de rotação (Leica RM-2125), 

foram realizadas secções coronais (Bregma 4.7 mm a - 8.5 mm; Paxinos e 

Watson, 1998) de 7 µm com intervalo de 70 µm entre os cortes e colocados sobre 

lâminas histológicas previamente gelatinizadas. O tecido foi corado com 

hematoxilina e eosina (Cat. No. 517-28-2 e Cat. No. 17372-87-1, 

respectivamente; Sigma-Aldrich). A morfometria foi baseada no delineamento 

manual das áreas das estruturas encefálicas de interesse (hemisfério, córtex, 

estriado e hipocampo) e o volume destas estruturas foi calculado através da 

equação: Σ das áreas x intervalo entre secções. As lâminas foram digitalizadas 

em um scanner e analisadas utilizando o software ImageJ (NIH, Bethesda, EUA). 

Para a avaliação do volume de lesão encefálica, utilizou-se 8 animais por grupo 

(Fabres et al., 2018; Odorcyk et al., 2020; Carvalho et al., 2022). 

3.9.3 Contagem de Células 

Para avaliar a taxa de células neuronais em degeneração no 

hipocampo, utilizou-se as mesmas lâminas coradas com hematoxilina e eosina 

do experimento anteriormente descrito, nas quais foi possível capturar imagens 

da área hipocampal de CA1 para quantificar o número de células em 

degeneração e piramidais totais. As imagens foram obtidas através de 

microscopia de luz (Nikon Eclipse E-600) em um aumento de 400x. Foi contado 

o número de neurônios piramidais por imagem capturada e calculado o valor 

médio de cinco secções diferentes (um campo para cada secção totalizando 

cinco imagens por animal) através do software ImageJ (NIH, Bethesda, EUA). 

Os neurônios que apresentavam deformidade do corpo celular ou núcleo 

cariolítico, picnótico ou cariorréxico foram definidos como células em 
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degeneração (Garman, 2011; Fabres et al., 2020). Os resultados foram 

expressos como a porcentagem de células em degeneração, que foi 

determinada através da equação: (x̅ células degeneradas/x̅ total de células) x 

100. Para a avaliação do volume de lesão encefálica, utilizou-se 8 animais por 

grupo (Fabres et al., 2020). 

3.10 Análise Bioquímica 

3.10.1 Western Blot 

A técnica de Western blot foi executada para a quantificação de 

expressão proteica (imunoconteúdo) dos cotransportadores de cloreto (NKCC1 

e KCC2) e de proteínas sinaptogênicas (PSD-95 e sinaptofisina). Após a última 

dose de bumetanida, as amostras de hipocampo direito (ipsilateral à oclusão da 

carótida comum) foram rapidamente coletadas, congeladas em nitrogênio líquido 

e armazenados em ultrafreezer (-80°C) para posterior homogeneização e 

determinação da concentração proteica por amostra.  

A homogeneização foi realizada em tampão HEPES 10 mM e 

coquetel de inibidor de protease a 1% (Cat. No. 11.697.498.001, Roche, 

Alemanha) em pH de 7,9. Adicionou-se ao tampão, detergente não iônico (NP40 

1%, Cat. No. 9016-45-9; Sigma-Aldrich) para romper a estrutura da membrana 

plasmática (Seddon et al., 2004) e detergente de ácido biliar iônico em baixa 

concentração (desoxicolato de sódio 0,25%, Cat. No. 302-95-4, (D6750); Sigma-

Aldrich) para facilitar a extração de proteínas transmembrana, a solubilização e 

a estabilidade em solução aquosa (Zhou et al., 2006). Homogeneizadas, as 

amostras lisadas foram submetidas à centrifugação refrigerada a 4°C por 10 

minutos a uma força de 1000 g, a fim de obter proteínas celulares presentes no 

sobrenadante. A determinação da concentração proteica por amostra foi 

determinada utilizando o kit PierceTM BCA Protein Assay (Cat. No. 23225; 

Thermo-Fisher Scientific), resultando na utilização de uma concentração de 

proteínas equivalentes entre as amostras (40 μg de proteínas totais). A partir 

disso, as amostras proteicas foram submetidas aos processos de desnaturação, 

redução e preparo para eletroforese em gel de poliacrilamida gradiente de 4% a 

12% (Cat. No. NP0323BOX; Thermo-Fisher Scientific), juntamente com um 
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marcador de peso molecular de 12 a 225 kDa (Cat. No. RPN800E; GE 

Healthcare) a 50V e 400 mA por 1h30. Posteriormente, houve a transferência 

das proteínas para membranas de nitrocelulose. Após a transferência, as 

membranas foram bloqueadas com solução de leite desnatado em pó 5% em 

salina tamponada com Tris contendo tween 20 (T-TBS) por 2 horas e lavadas 

com T-TBS 0,1 M (contendo 0,05% Triton X-100) por 1 hora em temperatura 

ambiente.  

As membranas foram processadas para imunodetecção (incubadas) 

com os anticorpos primários contra as proteínas de interesse (overnight a 4°C): 

anti-NKCC1 (1:1000; 14581S, Cell Signaling), anti-KCC2 (1:1000; 07-432, Merck 

Millipore), anti-PSD-95 (1:1000; 36233S, Cell Signaling), anti-sinaptofisina 

(1:1000; SAB4200544, Sigma Aldrich) e anti-α-tubulina (1:1000; T6074, Sigma 

Aldrich). A α-tubulina foi usada como controle de carregamento. Após a 

incubação com os anticorpos primários, realizou-se as lavagens das membranas 

e a incubação destas com os anticorpos secundários específicos anti-rabbit IgG 

e anti-mouse IgG (ambos 1:1000) por 2 horas em temperatura ambiente (22ºC ± 

2). Finalmente, as membranas foram reveladas em sistema de 

quimiluminescência (ImageQuant GE-LAS 4000 - GE Healthcare Life Sciences) 

utilizando um kit PierceTM ECL western (Cat. No. 32106; Thermo-Fisher) e as 

imagens obtidas foram analisadas por densitometria óptica através do software 

Image Studio Lite 5.2 (LI-COR Biosciences). Os resultados foram normalizados 

pela expressão da α-tubulina. Os resultados estão expressos como porcentagem 

em relação ao grupo controle (SHAM) (Durán et al., 2018). O número de animais 

utilizados para essa técnica foi de 7 animais por grupo. 

3.11 Análise Estatística 

A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-

Wilk. Os dados com distribuição normal foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) considerando como fatores fixos o grupo experimental (SHAM, HI-SAL 

e HI-BUM) de cada idade (HI_DPN3 e HI_DPN11), seguido do teste de 

comparações múltiplas de Tukey quando diferenças significativas foram 

encontradas. Previamente, foi verificado através de ANOVA de duas vias a 

presença de interações entre as idades em que os animais foram submetidos à 
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HI. Os dados com distribuição não normal foram analisados pelo teste de 

Kruskal-Wallis, seguido do teste Dunn para múltiplas comparações. A curva de 

aprendizado no labirinto aquático de Morris foi analisada pelo Modelo Linear 

Generalizado - Estimação de Equações Generalizadas (GEE), considerando os 

fatores grupo e tempo. A relação entre os testes estatísticos e a análise de cada 

experimento executado neste trabalho de pesquisa é demonstrada na Tabela 2. 

A significância aceita foi de p < 0,05. Os dados com distribuição normal estão 

expressos como médias ± erro padrão da média (EPM) e os dados com 

distribuição não normal estão expressos em mediana e percentil interquartil 25 

e 75. Os testes foram realizados utilizando o programa SPSS versão 21.0 (IBM 

SPSS Statistics) e os gráficos foram realizados usando o programa Prism versão 

8.0.2 (GraphPad Software). 

Tabela 2. Descrição detalhada dos testes estatísticos e análises realizadas nos experimentos. 

Experimentos 
Distribuição 
dos Dados 

Teste Estatístico 

Análise Morfológica (TTC) Normal ANOVA de uma via 

Análise Bioquímica (Western blot): Normal ANOVA de uma via 

Análise Neuromotora 

Reflexo de Geotaxia Negativa Não Normal Teste de Kruskal-Wallis 

Reflexo de Endireitamento Normal ANOVA de uma via 

Análise Comportamental 

Campo Aberto Não Normal Teste de Kruskal-Wallis 

Reconhecimento de Objetos Normal ANOVA de uma via 

Labirinto Aquático de Morris 
Trial: não normal GEE 

Probe trial: 
normal 

ANOVA de uma via 

Análise Histológica (HE) 

Volume de Lesão Normal ANOVA de uma via 

Contagem de Neurônios Normal ANOVA de uma via 
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4. Resultados 

4.1 Efeito neuroprotetor da bumetanida após a HI 

A análise da extensão do volume infartado 72 horas após a indução 

da lesão em animais submetidos à HI_DPN3 acusou diferença significativa entre 

o grupo SHAM e os grupos HI-SAL e HI-BUM 0,01 (F(4,30) = 4,742; p = 0,0074), 

sem diferença com HI-BUM 0,05 (p = 0,1612) e HI-BUM 0,5 (p = 0,2960) (Figura 

7A), sugerindo que as doses de 0,05 e 0,5 mg/kg exerceram um efeito 

neuroprotetor sobre o tecido encefálico. Contudo, a análise realizada em animais 

submetidos à HI_DPN11, revelou diferenças significativas entre o grupo SHAM 

e os grupos HI-SAL, HI-BUM 0,01 e HI-BUM 0,05 (F(4,30) = 14,85; p < 0,0001), 

sem diferença com HI-BUM 0,5 (p = 0,1339) (Figura 7B), sugerindo um possível 

efeito neuroprotetor da dose 0,5 mg/kg em relação às demais. Conclui-se, a partir 

disso, que a dose de 0,5 mg/kg de bumetanida apresentou um papel positivo na 

neuroproteção em ambas as idades. A Figura 8 representa a técnica de TTC. 

 

Figura 7. Volume de Lesão Encefálica. O volume de lesão foi expresso pela taxa da extensão 

do tecido infartado em relação ao hemisfério ipsilateral e contralateral à oclusão da artéria 

carótida comum nos animais submetidos à HI_DPN3 (A) e à HI_DPN11 (B).  Os grupos indicados 

com doses (mg/kg) correspondem a animais HI-BUM. Os dados foram analisados através da 

ANOVA de uma via, seguida do post hoc de Tukey, e expressos em média ± EPM (n = 5 - 7 por 

grupo). * Diferença significativa com o grupo SHAM. A diferença estatística foi aceita quando p 

< 0,05. 
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Figura 8. Imagem representativa de secções coronais do cérebro de ratos submetidos à HI: (A) 

HI_DPN3 e (B) HI_DPN11. Encéfalos corados com TTC, 72h após a lesão (2 mm de espessura). 

4.2 Taxa de Mortalidade 

Conforme indicado na Tabela 3, foram utilizados 250 ratos neonatos 

machos durante a execução deste trabalho. Cento e oitenta e dois animais foram 

submetidos ao procedimento de HI, dos quais 3 morreram durante o 

procedimento cirúrgico e 12 após a indução do modelo respectivo. Assim, a taxa 

de mortalidade de ambos os experimentos foi de 8,2%. 
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Tabela 3. Relação entre o número de animais e a mortalidade por experimento realizado. 

Grupo Número de Animais Mortalidade (n) 

Experimento 1   

SHAM  

HI SAL 

HI 0,01 

HI 0,05 

HI 0,5 

14 

14 

14 

14 

14 

0 

2 

1 

2 

1 

Experimento 2 

SHAM 

HI SAL 

HI BUM 

50 

65 

65 

0 

5 

4 

Total: 250 15 

 

4.3 A bumetanida preveniu a perda de peso 48h após a lesão 

A análise do ganho de peso corporal dos animais através do GEE, 

mostrou uma interação entre os fatores tempo e grupo (χ²(8) = 37,041; p < 

0,0001), indicando que todos os animais tiveram um aumento de peso ao longo 

do tempo. Além disso, observou-se menor ganho de peso entre os animais do 

grupo HI-SAL submetidos à HI_DPN3, quando comparado com os animais do 

grupo SHAM e HI-BUM 48h após a lesão (p < 0,0001), sem diferenças 

significativas nos outros pontos de avaliação. Um comportamento semelhante foi 

observado entre os animais submetidos à HI_DPN11. Assim, entre 24h e 48h 

após a lesão, os animais HI-SAL apresentaram menor ganho de peso em relação 

aos grupos SHAM (p < 0,0001). Esse efeito foi observado no período de 24h 

após a lesão nos animais HI-BUM quando comparado ao grupo SHAM (p = 

0,0020). O peso corporal e o ganho de peso são apresentados pela Figura 9. 
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Figura 9. Peso Corporal dos Animais e Ganho de Peso. Todos os grupos tiveram suas medidas 

de peso corporal observadas a partir do primeiro dia de lesão até o dia do desmame (DPN21). A 

avaliação do peso corporal e o ganho de peso dos animais submetidos à HI_DPN3 são 

representadas por (A) e (C), respectivamente. Já a avaliação do peso corporal e o ganho de peso 

dos animais submetidos à HI_DPN11 são representadas por (B) e (D), respectivamente. Os 

dados foram analisados através de GEE e expressos em média ± EPM (n = 15 animais por 

grupo). * Diferença significativa com o grupo SHAM. A diferença estatística foi aceita quando p 

< 0,05. 

4.4 Avaliação Neuromotora durante o Período Lactacional 

4.4.1 A bumetanida preveniu o prejuízo no teste de geotaxia negativa 

Os resultados relacionados ao reflexo de geotaxia negativa estão 

representados na Figura 10. O teste para duas amostras pareadas evidenciou 

que os animais apresentaram uma melhora no desempenho durante a execução 

do teste ao longo do tempo (Z = 4,359; p < 0,0001). O teste de Kruskal-Wallis, 

seguido do post hoc de Dunn, revelou diferenças estatisticamente significativas 

na latência ao adotar a posição da cabeça contrária ao solo tanto em animais 

submetidos à HI_DPN3 como à HI_DPN11. Em animais no DPN3, a avaliação 

de geotaxia negativa executada 72h após a lesão acusou uma diferença 

significativa entre os grupos HI-SAL e SHAM (χ²(2) = 17,444; p < 0,0001). 
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Portanto, o grupo HI-SAL apresentou maior comprometimento na função 

vestibular e proprioceptiva, o qual não foi observado nos animais tratados. A 

avaliação feita no décimo dia após a lesão apontou diferença no grupo HI-SAL 

em relação ao SHAM (χ²(2) = 21,762; p < 0,0001). Esses achados confirmam o 

déficit neuromotor induzido pela HI tanto 72h quanto 10 dias após a lesão, bem 

como o efeito positivo da bumetanida nesse parâmetro funcional. Em animais no 

DPN11, a avaliação realizada 72h após a lesão indicou diferença significativa 

entre o grupo HI-SAL e os demais grupos (χ²(2) = 23,999; p < 0,0001), 

evidenciando um prejuízo neurológico causado pela HI e evitado pela 

bumetanida. Porém, a avaliação feita no décimo dia após a lesão não apontou 

diferença significativa entre os grupos experimentais (χ²(2) = 2,029; p = 0,3226). 

 

Figura 10. Reflexo de Geotaxia Negativa. A avaliação da função vestibular e proprioceptiva em 

animais neonatos submetidos à HI_DPN3 foi realizada 72h após a lesão (A) e no décimo dia 

após a lesão (C). Da mesma forma, a avaliação dos animais neonatos a submetidos à HI_DPN11 

72h após a lesão (B) e no décimo dia após a lesão (D). Os dados foram analisados através do 

teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post hoc de Dunn, e expressos em mediana e percentil 

interquartil 25 e 75 (n = 15 por grupo). * Diferença significativa com o grupo SHAM. # Diferença 

significativa com o grupo HI-SAL. A diferença estatística foi aceita quando p < 0,05.  
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4.4.2 A bumetanida reduziu o prejuízo no teste de endireitamento. 

Os resultados pertinentes ao reflexo de endireitamento estão 

representados na Figura 11. Como esperado, o teste para duas amostras 

pareadas evidenciou que os animais apresentaram melhor desempenho para 

execução do teste ao longo do tempo (t = 14,665; p < 0,0001). Não foram 

observadas diferenças significativas considerando ambas as idades, assim, 

cada idade foi analisada de maneira independente, com o intuito de evidenciar 

diferenças significativas entre os grupos experimentais. A ANOVA de uma via, 

seguida do post hoc de Tukey, revelou diferenças estatisticamente significativas 

na latência ao adotar a posição de decúbito ventral com as 4 patas sobre a 

superfície nas duas idades de estudo. Em animais submetidos à HI_DPN3, a 

avaliação do endireitamento executada 72h após a lesão acusou uma diferença 

significativa entre os grupos HI-SAL e SHAM (F(2,41) = 6,209; p = 0,0040), bem 

como na avaliação feita no décimo dia após a lesão (F(2,40) = 27,936; p < 0,0001). 

Logo, a HI ocasionou maior deficiência da coordenação motora se comparado 

aos demais grupos nos dois períodos avaliados e a bumetanida foi capaz de 

diminuir essa deficiência. Em animais submetidos à HI_DPN11, a avaliação 

realizada 72h após a lesão indicou diferença significativa entre o grupo HI-SAL 

e o SHAM (F(2,45) = 8,551; p = 0,0010), destacando a neuroproteção da 

bumetanida sobre a função motora nesse período. No entanto, a avaliação feita 

no décimo dia após a lesão não apontou diferença significativa entre os grupos 

experimentais (F(2,45) = 0,2018; p = 0,8180).  
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 Figura 11. Reflexo de Endireitamento. A avaliação da função motora e coordenação em animais 

neonatos submetidos à HI_DPN3 foi realizada 72h após a lesão (A) e no décimo dia após a lesão 

(C). Da mesma forma, a avaliação dos animais neonatos submetidos à HI_DPN11 foi realizada 

72h após a lesão (B) e no décimo dia após a lesão (D). Os dados foram analisados através da 

ANOVA de uma via, seguida do post hoc de Tukey, e expressos em média ± EPM (n = 15 por 

grupo). * Diferença significativa com o grupo SHAM. A diferença estatística foi aceita quando p 

< 0,05. 

4.5 Avaliação Comportamental na Fase Adulta 

4.5.1 A bumetanida inibiu a hiperlocomoção no teste de campo aberto em 

animais no DPN3 

No teste de campo aberto não houve diferenças significativas no 

tempo em que os animais submetidos à HI_DPN3 permaneceram na zona 

central (χ²(2) = 1,690; p = 0,4300) nem na zona periférica (χ²(2) = 1,690; p = 

0,4300), ao passo que houve diferença no número de cruzamentos entre os 

quadrantes (χ²(2) = 10,041; p = 0,0070), sugerindo assim, que a HI neonatal 

induziu aumento na atividade locomotora, e que a bumetanida foi capaz de inibir 

esse comportamento nessa idade. A mesma análise foi realizada em animais 
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submetidos à HI_DPN11, entretanto não foi observada qualquer diferença 

significativa no tempo em que os animais permaneceram na zona central (χ²(2) = 

1,358; p = 0,5070) ou periférica (χ²(2) = 1,358; p = 0,5070) nem no número de 

cruzamentos entre os quadrantes (χ²(2) = 5,029; p = 0,0810). As Figuras 12 e 13 

representam os resultados descritos acima.   

 

Figura 12. Campo Aberto. A avaliação da atividade locomotora na idade adulta foi realizada no 

DPN50. Dados obtidos para os animais submetidos à HI_DPN3: (A) número de cruzamentos 

entre os quadrantes, (C) permanência na periferia e (F) permanência na zona central da área. 

Dados obtidos para animais submetidos à HI_DPN11: (B) número de cruzamentos entre os 
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quadrantes, (D) permanência na periferia e (E) permanência na zona central da área. Os dados 

foram analisados através do teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post hoc de Dunn, e expressos 

em mediana e percentil interquartil 25 e 75 (n = 12-15 por grupo). * Diferença significativa com o 

grupo SHAM. A diferença estatística foi aceita quando p < 0,05. 

 

Figura 13. Campo Aberto. Mapas representativos do trajeto percorrido pelos animais na arena 

ao longo do tempo de teste.  

4.5.2 A bumetanida reduziu os prejuízos no teste de reconhecimento de 

objetos em animais DPN11 

A ANOVA de uma via não revelou diferença significativa nos índices 

de discriminação entre os grupos dos animais submetidos à HI_DPN3 (F(2,40) = 

1,670; p = 0,2010) (Figura 14A). Entretanto, houve diferença significativa entre 

os índices de discriminação dos grupos dos animais submetidos à HI_DPN11 

(F(2 41) = 4,356; p = 0,0190) (Figura 14B), tendo o grupo HI-SAL o menor índice 

de discriminação em relação ao SHAM e, portanto, maior déficit de memória ao 

discernir entre um objeto familiar e um objeto novo, enquanto o grupo tratado 

com bumetanida teve a memória declarativa conservada. Esse fato sugere que 

a administração de bumetanida foi capaz de reduzir o prejuízo na memória 

declarativa de neonatos no DPN11. A Tabela 4 apresenta os valores de tempo 
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que os animais utilizaram para explorar um objeto durante o treinamento e o 

teste. 

Tabela 4. Reconhecimento de Objetos. A avaliação de reconhecimento de objetos foi realizada 

nos animais em DPN50. Os valores representam o tempo (em segundos) utilizado pelos animais 

para explorar um objeto. Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via, seguido 

pelo post hoc de Tukey, e expressos em média ± EPM (n = 12 - 15 por grupo). * Diferença 

significativa com o grupo SHAM. A diferença estatística foi aceita quando p < 0,05. 

Grupos Treinamento Teste 

HI_DPN3 Objeto 1 Objeto 2 Objeto 1 Objeto Novo 

SHAM 30,53 ± 3,50 35,68 ± 3,79 36,42 ± 2,65 43,15 ± 2,98 

HI-SAL 25,86 ± 2,90 31,41 ± 3,76 37,80 ± 2,32 37,34 ± 2,93 

HI-BUM 29,65 ± 2,39 31,00 ± 2,49 33,03 ± 1,92 36,54 ± 2,32 

HI_DPN11     

SHAM 33,25 ± 2,52 40,12 ± 4,18 35,84 ± 3,51 42,80 ± 3,52 

HI-SAL 25,61 ± 2,56 29,12 ± 2,27 33,64 ± 3,35 32,11 ± 2,73* 

HI-BUM 32,38 ± 3,31 36,34 ± 3,59 35,61 ± 2,78 41,99 ± 2,60 

 

 

Figura 14. Reconhecimento de Objetos. A avaliação de reconhecimento de objetos foi realizada 

nos animais em DPN50. Foi analisado o índice de discriminação em animais submetidos à 

HI_DPN3 (A) e em animais submetidos à HI_DPN11 (B). Os dados foram analisados através da 

ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, e expressos em média ± EPM (n = 12 - 15 

por grupo). * Diferença com o grupo SHAM. A diferença estatística foi aceita quando p < 0,05. 
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4.5.3 A bumetanida protegeu a capacidade de aprendizado e de memória 

espacial dos animais de ambos os períodos do desenvolvimento 

O teste do labirinto aquático de Morris foi realizado para avaliar a 

capacidade de aprendizado e a memória espacial dos animais (Figura 15). A 

análise do período de treino através de GEE revelou os efeitos significativos dos 

grupos (χ²(2) = 614,659; p < 0,0001) e do tempo de treinamento (χ²(4) = 989,391; 

p < 0,0001) em ambas as idades. Uma análise mais detalhada sobre os cinco 

dias de treino em cada modelo experimental evidenciou que, de forma geral, os 

animais do grupo HI-SAL de ambas as idades demonstraram o desempenho 

cognitivo significativamente prejudicado quando comparados aos grupos SHAM 

e HI-BUM (HI_DPN3: χ²(14) = 3379,629; p < 0,0001; HI_DPN11: χ²(14) = 1519,588; 

p < 0,0001) (Figura 15A e 15B). A partir do segundo dia de treino já foi possível 

notar o déficit cognitivo dos animais do grupo HI-SAL por apresentarem o 

aprendizado mais lento, ao passo que os animais dos demais grupos 

demonstraram um aprendizado mais rápido e contínuo ao encontrar a plataforma 

nas duas idades. No terceiro dia, houve uma ligeira diferença entre os grupos 

HI-BUM e SHAM dos animais DPN3 (p = 0,0031). No último dia do período de 

treino, o grupo HI-SAL encerrou com prejuízo no aprendizado em relação aos 

grupos SHAM e HI-BUM de ambas as idades, reforçando a ação positiva da 

bumetanida na capacidade cognitiva de aprendizado (p < 0,0001).  

No probe trial, avaliou-se a latência para cruzar pela primeira vez a 

área da plataforma e também a razão entre o tempo gasto no quadrante alvo e 

demais quadrantes em ambas as idades avaliadas. O grupo HI-SAL nas das 

idades apresentou maior latência ao chegar na zona da plataforma (HI_DPN3: 

F(2,43) = 5,384; p = 0,0093; HI_DPN11: F(2,44) = 5,166; p = 0,0101) (Figura 15C e 

15D) e menor tempo de permanência no quadrante alvo (HI_DPN3: F(2,43) = 

23,250; p < 0,0001; HI_DPN11: F(2,44) = 9,842; p < 0,0001) (Figura 15E e 15F) 

em relação aos demais grupos experimentais, demonstrando maior déficit de 

memória espacial em relação aos demais grupos. A Figura 16 representa o 

percurso realizado pelos animais durante o tempo de execução do probe trial.  
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Figura 15. Labirinto Aquático de Morris. A avaliação do aprendizado e da memória espacial foi 

realizada nos animais em DPN60. Foi avaliada a curva de aprendizagem durante cinco dias de 

treinamento em animais submetidos à HI_DPN3 (A) e à HI_DPN11 (B). No probe trial, foi avaliada 

a latência para cruzar pela primeira vez a área da plataforma em animais submetidos à HI_DPN3 

(C) e à HI_DPN11 (D). A razão entre o tempo gasto no quadrante alvo e demais quadrantes 

também foi avaliada em animais submetidos à HI_DPN3 (E) e à HI_DPN11 (F). Os dados da 

curva de aprendizado foram analisados pelo GEE e expressos em média ± EPM (n = 12 - 15 por 

grupo). Os dados obtidos no probe trial foram analisados através da ANOVA de uma via, seguido 

pelo post hoc de Tukey, e expressos em média ± EPM (n = 12-15 por grupo). * Diferença 

significativa com o grupo SHAM. # Diferença significativa com o grupo HI-SAL. A diferença 

estatística foi aceita quando p < 0,05.  
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Figura 16. Labirinto Aquático de Morris. Mapas representativos do trajeto percorrido pelos 

animais no tanque durante o probe trial. 

4.6 Análise Histológica 

4.6.1 A bumetanida preveniu a atrofia nas estruturas encefálicas pós-HI. 

Na análise do volume de lesão foi observada a razão volumétrica 

entre as estruturas ipsilaterais e contralaterais à oclusão da artéria carótida 

comum. Na ANOVA de uma via entre os indivíduos submetidos à HI_DPN3, os 

animais do grupo HI-SAL apresentaram atrofia do hipocampo (F(2,24) = 19,383; p 

< 0,0001), do estriado (F(2,24) = 21,760; p < 0,0001) e do hemisfério (F(2,24) = 

11,312; p < 0,0001) e córtex cerebrais (F(2,24) = 10,271; p < 0,001) ipsilaterais 

quando comparados ao grupo SHAM. Entretanto, não apresentaram diferenças 

volumétricas significativas no córtex (p = 0,065) e hemisfério (p = 0,051) 

cerebrais ipsilaterais em relação ao grupo HI-BUM. Mas sim, no volume do 

hipocampo (p = 0,001) e estriado (p = 0,003) dos animais do grupo HI-SAL 

quando comparado com o grupo HI-BUM. Houve uma diferença significativa no 

volume do estriado (p = 0,026) entre os três grupos. Já nos animais submetidos 

à HI_DPN11, os animais do grupo HI-SAL apresentaram atrofia do hipocampo 

(F(2,24) = 64,871; p < 0,0001), do estriado (F(2,24) = 37,376; p < 0,0001) e do 
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hemisfério (F(2,24) = 23,769; p < 0,0001) e córtex cerebrais (F(2,24) = 17,232; p < 

0,0001) ipsilaterais quando comparados aos grupos SHAM e HI-BUM. A partir 

dos dados obtidos e analisados, concluiu-se que a bumetanida exerceu um efeito 

neuroprotetor ao prevenir ou atenuar a atrofia tecidual das estruturas encefálicas 

nos animais de ambas as idades. Os resultados são demonstrados na Figura 17 

e as imagens representativas são apresentadas na Figura 18. 
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Figura 17. Volume de Lesão Encefálica. A análise volumétrica foi realizada nos animais após 

DPN60. Dados obtidos para os animais submetidos à HI_DPN3: (A) razão volumétrica entre 

hemisfério cerebral ipsilateral e contralateral, (C) razão volumétrica entre córtex cerebral 

ipsilateral e contralateral, (E) razão volumétrica entre hipocampo ipsilateral e contralateral e (G) 

razão volumétrica entre estriado ipsilateral e contralateral. Dados obtidos para animais 
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submetidos à HI_DPN11: (B) razão volumétrica entre hemisfério cerebral ipsilateral e 

contralateral, (D) razão volumétrica entre córtex cerebral ipsilateral e contralateral, (F) razão 

volumétrica entre hipocampo ipsilateral e contralateral e (H) razão volumétrica entre estriado 

ipsilateral e contralateral. Os dados foram analisados através do ANOVA de uma via, seguido 

pelo post hoc de Tukey, e expressos em média ± EPM (n = 8 por grupo). * Diferença significativa 

com o grupo SHAM. # Diferença significativa com o grupo HI-SAL. A diferença estatística foi 

aceita quando p < 0,05. 

 

Figura 18. Imagem representativa de secções coronais ao nível de hipocampo coradas em 

hematoxilina-eosina de animais adultos (DPN60). Barra de calibração = 0,5 cm.  

4.6.2 A bumetanida preveniu a degeneração de neurônios na camada CA1 

do hipocampo  

Na análise do número de células neuronais foi avaliada a taxa de 

neurônios em degeneração em relação ao número total de neurônios piramidais. 

A análise estatística indicou padrões similares para ambas as idades avaliadas, 

de modo que os animais do grupo HI-SAL apresentaram maior taxa de células 

em degeneração em relação aos demais grupos (Figura 19). Nos animais 

submetidos à HI_DPN3, a ANOVA de uma via acusou diferença significativa 

entre o grupo HI-SAL e os grupos SHAM e HI-BUM (F(2,24) = 16,904; p < 0,0001). 

Enquanto nos animais submetidos à HI_DPN11, o mesmo teste acusou 

diferença significativa entre grupo HI-SAL e os grupos SHAM e HI-BUM, tendo o 

grupo HI-SAL a maior taxa de células em degeneração (F(2,24) = 53,963; p < 

0,0001). Esses resultados sugerem um efeito positivo da bumetanida na 

proteção neuronal diante do insulto hipóxico-isquêmico em ambas as idades. A 
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Figura 20 demonstra imagens representativas da CA1 hipocampal dos diferentes 

grupos de ambas as idades. 

 

Figura 19. Células em processo de degeneração na camada CA1 do hipocampo. A análise de 

contagem de células foi realizada nos animais após DPN60. Dados obtidos para os animais 

submetidos à HI_DPN3 (A) e dados obtidos para animais submetidos à HI_DPN11 (B). Os dados 

foram analisados através do ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, e expressos 

em média ± EPM (n = 8 por grupo). * Diferença significativa com o grupo SHAM. # Diferença 

significativa com o grupo HI-SAL. A diferença estatística foi aceita quando p < 0,05. 
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Figura 20. Imagem representativa de secções coronais ao nível da camada CA1 do hipocampo 

direito coradas em hematoxilina-eosina de animais adultos. A) Neurônios da camada CA1 do 

hipocampo; setas curtas vermelhas: neurônios normais; setas longas azuis: neurônios em 

degeneração. Barras de calibração: externa = 200 µm e interna = 50 µm. B) seções 

representativas dos grupos de cada idade. Barra de calibração: 10 µm. 
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4.7 Análises Bioquímicas 

4.7.1 Expressão de Cotransportadores de Cloreto 

A análise quantitativa do imunoconteúdo dos cotransportadores de Cl- 

do hipocampo ipsilateral à oclusão carotídea dos animais de ambas as idades 

foi realizada. Nos animais submetidos à HI_DPN3, a ANOVA de uma via acusou 

diferenças significativas nos níveis de KCC2 dos grupos HI-SAL em relação ao 

grupo SHAM (F(2,18) = 4,426; p = 0,027), sem diferença entre HI-SAL e HI-BUM 

(p = 0,139) ou entre HI-BUM e SHAM (p = 0,561), de modo que o grupo lesado 

sem tratamento apresentou nível reduzido desse cotransportador de Cl- e a 

bumetanida atenuou a redução do mesmo. A mesma avaliação foi realizada para 

os níveis de NKCC1, porém não foi evidenciada qualquer diferença significativa 

entre os grupos (F(2,18) = 0,975; p = 0,396) (Figura 21A e 21B). Nos animais 

submetidos à HI_DPN11, a ANOVA também revelou diferenças significativas 

nos níveis de KCC2 do grupo HI-SAL em relação ao grupo SHAM (F(2,18) = 3,898; 

p = 0,039), sem diferença entre HI-SAL e HI-BUM (p = 0,748) ou entre HI-BUM 

e SHAM (p = 0,149), na qual apenas o grupo HI-SAL apresentou uma redução 

considerável e a bumetanida atenuou essa redução. Da mesma forma que nos 

animais no DNP3, a análise dos níveis de NKCC1 não apontou qualquer 

diferença significativa entre os grupos (F(2,18) = 0,389; p = 0,684) (Figura 21C e 

21D). Portanto, a bumetanida exerceu um efeito positivo sobre os níveis de 

KCC2, mas não interferiu nos níveis de NKCC1, atenuando os efeitos induzidos 

pela HI sobre KCC2 nas duas idades avaliadas.  
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Figura 21. Imunoconteúdos de KCC2 e NKCC1 no hipocampo. A) Níveis de KCC2 e B) Níveis 

de NKCC1 em animais no DPN3. C) Níveis de KCC2 e D) Níveis de NKCC1 em no DPN11. Os 

dados foram analisados através do ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, e 

expressos em média ± EPM (n = 7 por grupo). * Diferença significativa com o grupo SHAM. A 

diferença estatística foi aceita quando p < 0,05. 

A fim de inferir um possível desvio tônico do GABA para uma forma 

hiperexcitável, a razão entre os cotransportadores de cloreto (NKCC1/KCC2) foi 

avaliada. A ANOVA de uma via não revelou diferenças significativas entre as 

razões nos animais submetidos à HI_DPN3 (F(2,18) = 0,327; p = 0,725). 

Entretanto, a razão entre os cotransportadores nos animais submetidos à 

HI_DPN11 revelou diferenças significativas entre o grupo HI-SAL e os grupos 

SHAM (p = 0,004) e HI-BUM (p = 0,005), sem diferença entre HI-BUM e SHAM 

(p = 0,999), de tal forma que a razão do grupo HI-SAL foi maior em relação aos 

demais grupos, sugerindo um direcionamento do tônus GABAérgico para uma 
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forma hiperexcitável e que a bumetanida conteve esse fenômeno (F(2,18) = 4,449; 

p = 0,027) (Figura 22). 

 

Figura 22. Razão entre imunoconteúdos de KCC2 e NKCC1 no hipocampo. A) Razão entre 

NKCC1 e KCC2 em animais no DPN3 e B) Razão entre NKCC1 e KCC2 em animais no DPN11. 

Os dados foram analisados através do ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, e 

expressos em média ± EPM (n = 7 por grupo). * Diferença significativa com o grupo SHAM. # 

Diferença significativa com o grupo HI-SAL. A diferença estatística foi aceita quando p < 0,05. 

4.7.2 Expressão de Proteínas Sinaptogênicas 

As proteínas envolvidas na sinaptogênese também foram avaliadas 

através de seu imunoconteúdo em ambas as idades neste estudo. Nos animais 

DNP3, a análise de variância dos níveis da proteína PSD-95 registrou diferenças 

significativas, em que o grupo HI-SAL apresentou um nível reduzido em relação 

ao grupo SHAM (F(2,18) = 3,999; p = 0,037), sem diferença entre HI-SAL e HI-

BUM (p = 0,199) ou entre HI-BUM e SHAM (p = 0,589), de modo que a 

bumetanida protegeu parcialmente contra essa redução. A análise dos níveis de 

sinaptofisina não evidenciou diferenças significativas entre os grupos 

experimentais (F(2,18) = 0,641; p = 0,538) (Figura 23A e 23B). Já nos animais 

DPN11, houve diferenças significativas nos níveis de PSD-95, tendo o grupo HI-

SAL o menor nível dessa proteína se comparado ao grupo SHAM (F(2,18) = 3,657; 

p = 0,046), sem diferença entre HI-SAL e HI-BUM (p = 0182) ou entre HI-BUM e 

SHAM (p = 0,717), e a bumetanida protegendo em parte contra essa redução, 

enquanto não houve diferenças significativas níveis de sinaptofisina (F(2,18) = 
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1,051; p = 0,370) (Figura 23C e 23D). De modo geral, sugere-se que a 

bumetanida manteve os níveis de proteínas pós-sinápticas próximos às do grupo 

controle, atenuando o prejuízo causado pela HI. 

 

Figura 23. Imunoconteúdos de PSD-95 e Sinaptofisina no hipocampo. A) Níveis de PSD-95 e B) 

Níveis de Sinaptofisina em animais submetidos à HI_DPN3. C) Níveis de PSD-95 e D) Níveis de 

Sinaptofisina em animais submetidos à HI_DPN11. Os dados foram analisados através do 

ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, e expressos em média ± EPM (n = 7 por 

grupo). * Diferença significativa com o grupo SHAM. A diferença estatística foi aceita quando p 

< 0,05. 
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5. Discussão 

O presente estudo teve por objetivo avaliar os possíveis efeitos 

neuroprotetores da bumetanida, quando administrada em diferentes períodos do 

neurodesenvolvimento, em roedores submetidos ao modelo experimental de HI 

neonatal nas idades de 3 e 11 dias de vida pós-natal. Para tal, avaliou-se 

possíveis alterações a partir de parâmetros comportamentais, morfológicos e 

bioquímicos.  

Foram observados efeitos deletérios da HI na função reflexa dos 

animais de ambas as idades no referente à função motora, vestibular e 

proprioceptiva, ao passo que na fase adulta os prejuízos foram observados sobre 

a atividade locomotora, a memória declarativa, a memória espacial e a 

capacidade cognitiva de aprendizado. A bumetanida apresentou efeitos 

benéficos sobre aspectos neurofisiológicos e comportamentais afetados pela HI, 

que foram evidenciados pela melhora na capacidade neurológica e cognitiva dos 

animais. Na escala morfológica, a bumetanida também mostrou um notável 

papel neuroprotetor sobre estruturas encefálicas ipsilaterais à oclusão carotídea 

como o hemisfério cerebral, o córtex cerebral, o hipocampo e o estriado, 

atenuando a magnitude dos danos oriundos da HI. Ademais, em nível celular, a 

administração de bumetanida contribuiu para a redução da mortalidade de 

células neuronais na região CA1 do hipocampo provocada pela lesão hipóxico-

isquêmica, destacando ainda mais seu efeito neuroprotetor. Na investigação em 

nível molecular, a HI foi capaz reduzir os níveis do cotransportador de Cl- KCC2, 

mas não teve efeito expressivo sobre os níveis de NKCC1, ao passo que a 

bumetanida demonstrou um efeito preventivo sobre os níveis KCC2, auxiliando 

na manutenção favorável do equilíbrio NKCC1/KCC2, sugerindo uma ação 

GABAérgica dentro dos limites neurofisiológicos. Além disso, a HI também 

exerceu ação prejudicial sobre proteínas sinápticas, reduzindo os níveis de PSD-

95, porém não alterou os níveis da sinaptofisina, enquanto a bumetanida 

protegeu os níveis de PSD-95. 

Atualmente, há uma infinidade de estudos que visam buscar 

compostos com potencial terapêutico para o tratamento de distúrbios que afetam 

o SNC. A bumetanida, um antagonista competitivo reversível altamente seletivo 
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de NKCC1, é um fármaco amplamente utilizado na clínica médica para o 

tratamento de doenças como hipertensão, insuficiência cardíaca e renal, cirrose 

hepática e quadros de edema (Wittner et al., 1991; Brater, 2000). Além desses 

benefícios, a bumetanida tem despertado muito interesse devido a suas ações 

positivas sobre distúrbios do SNC (Ben-Ari et al., 2017). No presente estudo, foi 

observada uma eficácia da administração de bumetanida via intraperitoneal 

sobre o volume de infarto encefálico induzido pela HI diretamente proporcional 

com a concentração de dose do fármaco em ambas as idades avaliadas, de 

modo que a dose de 0,5 mg/kg apresentou um efeito neuroprotetor superior em 

relação às demais doses (0,01 mg/kg e 0,05 mg/kg), quando administradas uma 

vez ao dia por 3 dias seguidos após a HI. A partir disso, a dose mais eficaz de 

bumetanida foi adotada como método terapêutico para o tratamento de prejuízos 

gerados pela HI sobre os parâmetros comportamentais, morfofisiológicos e 

bioquímicos, apresentando um papel neuroprotetor nos dois períodos do 

neurodesenvolvimento avaliados. 

O desenvolvimento neonatal é marcado por eventos críticos e 

determinantes para a vida, e o sistema nervoso é um dos nichos que mais se 

transforma, elaborando e amadurecendo mecanismos biológicos de adaptação 

à vida como os reflexos neuromotores posturais (Lubics et al., 2005). A função 

vestibular e proprioceptiva dos animais, elementos evolutivamente importantes 

na percepção da posição e orientação cefálica no espaço, foi avaliada através 

do reflexo de geotaxia negativa. Distúrbios que podem acometer o SNC, entre 

eles a HI, são capazes de gerar prejuízos vestíbulo-proprioceptivos e motores 

em animais neonatos (Sanches et al., 2013; Huang et al., 2015; Durán et al., 

2017; Tassinari et al., 2020). Neste estudo, observou-se que a função vestíbulo-

proprioceptiva foi prejudicada pela HI 72h após sua indução em ambas as idades 

estudadas, fato demonstrado pelo aumento da latência média ao reposicionar a 

cabeça em relação aos demais grupos avaliados. Esse prejuízo se manteve 

mesmo 10 dias após a lesão HI induzida nos animais que sofreram HI no DPN3, 

porém não foi constatado nos animais submetidos à HI no DPN11. 

Curiosamente, a bumetanida exerceu um efeito positivo na preservação desse 

parâmetro funcional ao reduzir a latência média nos dois pontos de avaliação de 

ambas as idades, exceto no décimo dia após a lesão nos animais no DPN11. 
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Em determinado grau, a HI pode afetar a interação funcional entre neurônios do 

cerebelo e do labirinto, e essa perturbação pode incidir em déficits como os 

registrados neste trabalho (Hermans et al., 1992).   

O reflexo de endireitamento é um outro recurso neuromotor de 

adaptação à vida e sobrevivência que está relacionado com a orientação do 

corpo no espaço. Assim como no aspecto vestíbulo-proprioceptivo, no contexto 

da coordenação motora a HI também foi capaz de proporcionar prejuízos 

(Reglodi et al., 2005; Sanches et al., 2013; Nie et al., 2016). Notou-se que a 

função motora foi prejudicada pela lesão hipóxico-isquêmica 72h após sua 

indução nas duas idades avaliadas, e que esse déficit se estendeu por 10 dias 

nos animais submetidos à HI no DPN3; em contrapartida não foi observado nos 

animais submetidos à HI no DPN11, período em que os animais apresentavam 

a mesma habilidade entre si. De forma concordante à geotaxia negativa, a 

bumetanida também foi capaz de preservar a funcionalidade motora em ambos 

períodos do neurodesenvolvimento 72h após a lesão e 10 dias pós-lesão nos 

animais submetidos à HI no DPN3. A existência dos reflexos de endireitamento 

é atribuída à maturação inicial de estruturas encefálicas subcorticais, mas que 

sofrem com os efeitos prejudiciais da HI e promove déficits motossensoriais (Ten 

et al., 2003), possivelmente explicando os resultados observados neste estudo.  

Fan e colaboradores (2005) sugerem que os prejuízos gerados pela 

HI tanto na função vestíbulo-proprioceptiva quanto na função motora podem 

estar associados à leucomalácia periventricular originada da lesão HI, que afeta 

principalmente estruturas subcorticais em neonatos. Essa condição é mais 

severa em estágios mais precoces do neurodesenvolvimento, afetando a 

mielinogênese em populações neuronais, ao passo que se torna menos severa 

quando essas populações já estão mielinizadas, de forma que prejudica mais o 

SNC em neonatos prematuros do que a termo (Rezaie e Dean, 2002), 

possivelmente explicando a diferença dos prejuízos neurológicos observados 

entre as idades 10 dias após a indução da lesão HI.  

Na fase adulta dos ratos, na qual o SNC já passou por picos 

importantes da maturação neural e as estruturas encefálicas principais já 

apresentam consideráveis níveis de maturidade, consolidam-se padrões de 
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comportamento comuns em roedores e outros mamíferos, como a locomoção e 

exploração, além da ampliação da capacidade cognitiva e de memória dos 

animais. Nesse sentido, avaliou-se a atividade locomotora e exploratória dos 

animais através do teste de campo aberto. Nos animais submetidos à HI no 

DPN3, notou-se uma atividade locomotora mais acentuada no grupo de animais 

HI-SAL em relação aos tratados com bumetanida, enaltecendo seu papel 

neuroprotetor sobre esse parâmetro comportamental. Entretanto, não houve 

alterações expressivas entre os grupos no tempo em que os animais 

permaneceram na zona periférica nem na zona central (Arteni et al., 2010; Durán 

et al., 2019). Enquanto nos animais submetidos à HI no DPN11 não foi 

observada qualquer mudança considerável em nenhum dos três parâmetros 

comportamentais analisados. O comprometimento conectivo entre o córtex pré-

frontal e o núcleo estriado por encefalopatias como a HI podem estar associados 

a comportamentos hiperativos como os observados nos animais no DPN3 

(Gratton et al., 2002).  

Em roedores, o comportamento exploratório é muito aguçado e, por 

instinto, investem mais tempo explorando novidades ambientais, como um novo 

ambiente, um novo animal ou um novo objeto. Numa conjuntura mnemônica, a 

memória declarativa foi avaliada utilizando o teste de reconhecimento de objetos. 

Nos animais cuja HI foi induzida no DPN3 não houve diferença expressiva na 

capacidade discriminatória entre o objeto novo e o velho nos grupos 

experimentais. Contudo, quando a HI foi induzida no DPN11, os animais do 

grupo HI-SAL apresentaram um índice de discriminação inferior ao dos animais 

tratados com a bumetanida, conferindo-a um papel protetor sobre a memória 

declarativa. Rojas e colaboradores (2012) demonstraram que o efeito danoso da 

HI sobre a memória declarativa, assim como outros tipos de memória, pode estar 

relacionado à perda de densidade de espinhos dendríticos em neurônios 

piramidais na camada CA1 do hipocampo. 

Em uma situação adversa como o ambiente aquático, os ratos tendem 

a explorar o meio através do nado em busca de algum ponto de refúgio, mas 

para isso dependem da capacidade cognitiva e do armazenamento de 

informações espaço-ambientais. Tratando-se de avaliar a memória de referência 
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espacial e a função cognitiva, o teste do labirinto aquático de Morris foi utilizado. 

Tanto nos animais submetidos à HI no DPN3 quanto nos submetidos à HI no 

DPN11, os padrões de comportamento observados na execução das tarefas 

foram similares. Em ambas as idades, os animais não tratados apresentaram 

déficit cognitivo traduzido pelo baixo desempenho no aprendizado ao encontrar 

a plataforma submersa durante o período de treino e na execução do probe trial. 

Ao passo que os animais tratados com bumetanida demonstraram desempenho 

superior tanto no período de treino quanto no probe trial. O tempo investido na 

zona alvo também foi ponderado nas duas idades avaliadas, e de forma 

consonante com as latências médias, os animais não tratados manifestaram 

uma razão de tempo inferior à razão observada nos animais tratados com 

bumetanida, reforçando o poder de proteção deste fármaco sobre a cognição e 

a formação de memórias.  

As lesões hipóxico-isquêmicas são capazes de se disseminar em 

magnitudes distintas e atingir variadas estruturas encefálicas, mas o hipocampo 

é uma região extremamente vulnerável, com populações neuronais sensíveis e 

seletivas à HI (Pulsinelli et al., 1982; Vannucci et al., 2004). O fato de o 

hipocampo ser um centro primordial e crucial na formação de memórias e, 

portanto, da aprendizagem, torna a lesão HI um fator determinante na 

performance cognitiva (Pereira et al., 2007). Os déficits na cognição e no 

aprendizado atribuídos à HI são bem documentados pelo nosso grupo de 

pesquisa (Netto et al., 1993; Sanches et al., 2013, 2015; Odorcyk et al., 2017; 

Durán et al., 2017, 2019, 2020; Carvalho et al., 2022). 

Em uma perspectiva morfofisiológica, a HI pode causar danos 

teciduais em estruturas encefálicas importantes para vários aspectos funcionais 

do corpo, causando lesões que podem ir de formas mais brandas até formas 

mais severas (Sanches et al., 2013; Brekke et al., 2017; Odorcyk et al., 2020). 

Além do hipocampo, estrutura muito comprometida pela HI, o córtex cerebral, o 

núcleo estriado e de forma mais ampla, o hemisfério cerebral ipsilateral também 

podem absorver e refletir os efeitos da lesão hipóxico-isquêmica (Durán et al., 

2019; Odorcyk et al., 2020; Carvalho et al., 2022). De modo global, o padrão de 

atrofia tecidual evidenciado pela análise volumétrica demonstrou similaridades 
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entre as duas idades experimentais deste estudo. Os animais no DPN3 

apresentaram atrofia unilateral em todas as estruturas avaliadas no grupo HI-

SAL em relação ao grupo SHAM, enquanto que no grupo HI-BUM houve 

atenuação da atrofia no estriado, córtex e hemisfério cerebral e proteção contra 

os efeitos da HI no hipocampo. Quanto aos animais no DPN11, houve atrofia 

unilateral em todas as estruturas avaliadas no grupo lesado e sem tratamento, 

no entanto a bumetanida foi capaz de proteger essas estruturas da severidade 

da lesão induzida.  

É evidente a ação neuroprotetora da bumetanida sobre as estruturas 

avaliadas neste trabalho, contudo esse fármaco parece apresentar uma eficácia 

mais pronunciada nos animais submetidos à HI no DPN11 do que no DPN3, 

possivelmente em virtude da diferença de tempo sob condição hipóxica. Apesar 

disso, estes achados convergem com outros que trazem à luz os efeitos positivos 

da bumetanida sobre lesões encefálicas originadas por trauma cerebral, asfixia 

cerebral e acidente vascular cerebral (O’Donnel et al., 2004; Lu et al., 2006; Hu 

et al., 2017). O’Donnel e colaboradores (2004), em um modelo de isquemia focal 

cerebral em ratos adultos, demonstraram que a bumetanida reduziu a formação 

de edema e, consequentemente, a lesão no tecido encefálico.  

A interrupção do fluxo sanguíneo ao tecido encefálico causa uma 

rápida depleção do aporte de glicose e de oxigênio, além do aumento de 

metabólitos secundários, conduzindo as populações de células neurais a uma 

dramática falência energética e reduzindo os níveis de ATP celular. O declínio 

da concentração de ATP nos neurônios colapsa o funcionamento de enzimas 

importantes na homeostase celular, como a Na+/K+-ATPase, perturbando o 

potencial de membrana, gerando ondas de despolarização em massa e 

resultando na excitotoxicidade. A toxicidade oriunda da excitação neuronal 

desenfreada induz ao aumento de [Ca2+]i, favorecendo a ativação de vias da 

apoptose e necroptose (Brekke et al., 2017; Zhong et al., 2022). A ativação de 

vias de morte celular, associadas com a necrose, a inflamação, o edema e o 

aumento de espécies reativas de oxigênio, culmina com o aumento de morte 

celular (Davidson et al., 2015; Fabres et al., 2020). Partindo-se dessa premissa, 

avaliou-se o número de células neuronais em degeneração na camada CA1 do 
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hipocampo ipsilateral à oclusão carotídea. Os dados obtidos deste estudo 

também se mostraram similares entre as idades. Em ambas as idades, os grupos 

lesados e não tratados apresentaram uma taxa de neurodegeneração celular 

mais alta se comparado com os animais tratados com bumetanida, de modo que 

a bumetanida parece expressar um efeito benéfico sobre a capacidade de 

sobrevivência celular. Katnik e colaboradores (2021), em um modelo de 

isquemia in vitro, demonstraram que a bumetanida foi capaz de inibir o aumento 

[Ca2+]i e, consequentemente, reduzir o efeito da excitotoxicidade glutamatérgica 

sobre a mortalidade neuronal, uma vez que houve redução de ativação das vias 

de morte celular. A bumetanida também diminuiu a taxa de mortalidade em 

neurônios lesionados por um modelo de axoniotomia in vitro e in vivo, reforçando 

o papel neuroprotetor da bumetanida na sobrevivência neuronal (Shulga et al., 

2012).  

O funcionamento adequado do SNC depende da ocorrência de uma 

série de processos biológicos complexos no tempo certo. Alguns eventos são de 

suma importância e marcam o neurodesenvolvimento, como a maturação do 

sistema GABAérgico. A maturação do sistema GABAérgico não só depende da 

expressão e atividade controlada das isoformas de receptores GABA em 

diferentes pontos do SNC, como também da homeostase dos íons cloreto que 

coordena o comportamento neuronal diante da sinalização do GABA. É bem 

documentado que a homeostase dos íons cloreto nos neurônios depende de 

seus cotransportadores NKCC1 e KCC2, e que a razão em que se apresentam 

é preponderante sobre a excitação e inibição neuronal pelo GABA (Ben-Ari et 

al., 1994). Distúrbios do SNC como a HI, são capazes de romper o equilíbrio 

dinâmico entre NKCC1 e KCC2, e gerar um desbalanço entre excitação e 

inibição que pode alterar o tônus e até sentido da sinalização do GABA num 

momento crítico do desenvolvimento, geralmente favorecendo uma 

hiperexcitabilidade (Kahle et al., 2008. Ben-Ari et al., 2017). Tanto o aumento da 

expressão de NKCC1 quanto a diminuição da expressão de KCC2, ou vice-

versa, são capazes de tornar o GABA hiperexcitatório ou hiperinibitório, 

respectivamente (Ben-Ari et al., 2017; Shulte et al., 2018).  
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O presente estudo avaliou o imunoconteúdo de NKCC1 e KCC2, bem 

como a razão entre ambos a fim de inferir sobre o favorecimento de um possível 

desvio do tônus GABAérgico. Nos dois períodos do neurodesenvolvimento 

avaliados, a HI exerceu um efeito negativo sobre os níveis de KCC2, mostrando-

se reduzidos nos grupos de animais HI-SAL, ao passo que os níveis desse 

cotransportador nos grupos de animais HI-BUM foram parcialmente 

preservados, sugerindo um efeito prejudicial da HI sobre o efluxo de Cl- em 

neurônios hipocampais e uma função protetora da bumetanida sobre esse 

fenômeno funcional. Curiosamente, o insulto hipóxico-isquêmico não aumentou 

nem reduziu os níveis de NKCC1. Esses resultados sugerem um favorecimento 

para o acúmulo de cloreto no interior celular em razão da redução dos níveis de 

KCC2 e, portanto, uma dificuldade em lançar Cl- para fora da célula em animais 

não tratados. Esse cenário muda em animais tratados com bumetanida, uma vez 

que mantiveram parcialmente os níveis de KCC2, favorecendo a saída de Cl- da 

célula, mantendo a [Cl-]i mais próximas da normalidade neurofisiológica; as 

consequências disso estão firmemente ligadas com a resposta GABAérgica. 

Apesar da ausência de alterações nos níveis de NKCC1 diante da HI neste 

estudo, há registros de que a bumetanida mantém a expressão desse 

cotransportador em condições fisiológicas basais após a indução de hipóxia 

neonatal (Mu et al., 2017; Luo et al., 2018). Caravagna e colaboradores (2022) 

registraram a redução do cotransportador KCC2 em neurônios do tronco 

encefálico em um modelo de hipóxia neonatal em animais de um e três dias de 

vida. 

A relação proporcional entre NKCC1 e KCC2 é dinâmica e 

determinante no desenvolvimento do SNC, variando à medida que a maturação 

neuronal progride, de maneira que a razão NKCC1/KCC2 diminui com o tempo 

e o GABA muda de excitatório para inibitório (Ben-Ari et al., 1994; Kahle et al., 

2009). De fato, em condições normais, neurônios imaturos sofrem 

despolarização pelo GABA, uma vez que a [Cl–]i é alta em virtude da atividade 

dominante de NKCC1 em relação ao KCC2, enquanto neurônios maduros 

sofrem hiperpolarização pelo GABA, uma vez que a [Cl–]i é baixa em virtude da 

atividade dominante de KCC2 em relação ao NKCC1 (Ben-Ari et al., 2012; 2014). 

De modo geral, durante as primeiras duas semanas pós-natais ocorre a troca 
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funcional excitatória-inibitória do GABA em neurônios hipocampais (Han et al., 

2015).  

Aqui, avaliou-se a razão entre os cotransportadores de Cl- a fim de 

inferir sobre o direcionamento da função GABAérgica e possíveis alterações 

dessa função frente à HI. Apesar da alteração observada nos níveis de KCC2 e 

nenhuma alteração dos níveis de NKCC1 no grupo HI-SAL nas duas idades, não 

houve divergências expressivas na razão NKCC1/KCC2 entre os animais  

submetidos à HI no DPN3, sugerindo que a ação do GABA não apresentou um 

desvio tônico nas condições da HI; entretanto, nos animais  submetidos à HI no 

DPN11, houve aumento expressivo na razão NKCC1/KCC2 do grupo HI-SAL, 

sugerindo um desvio para uma forma hiperexcitável do GABA nas condições da 

HI e que a bumetanida foi capaz de manter essa razão dentro dos limites 

fisiológicos basais neste ponto do neurodesenvolvimento. Ou seja, nos animais 

no DPN11, sugere-se que a HI favorece um aumento patogênico na [Cl-]i em 

razão da disparidade entre níveis de NKCC1 e KCC2 a ponto de favorecer a 

hiperexcitação GABAérgica, o que poderia representar outro fator responsável 

pelo maior dano após HI, como reportado em animais lesado no DPN11; 

entretanto a bumetanida reduziu essa disparidade, evitando a possível 

hiperexcitação neuronal. Desvios anômalos da razão NKCC1/KCC2 são 

documentados na literatura em vários distúrbios do SNC, como doença de 

Huntington, doença de Parkinson, epilepsias, esquizofrenia, transtorno do 

espectro autista, glioblastoma, dor neuropática crônica e trauma cerebral, e a 

bumetanida tem tido papel promissor ao reduzir ou inibir os prejuízos decorrentes 

da alteração dessa razão (Ben-Ari et al., 2017). Este trabalho demonstra que a 

bumetanida também pode ser benéfica em reduzir danos ao SNC induzidos pela 

HI neonatal. 

A HI pode comprometer vários mecanismos neurofisiológicos 

essenciais para a vida do animal acometido, que também se traduzem em 

anormalidades no desempenho cognitivo e comportamental. Um fenômeno 

neural que sofre perturbações promovidas pela HI é a sinaptogênese, que está 

intimamente atrelada à aptidão em aprendizagem, consolidação de memórias e 

outras capacidades funcionais. Avaliou-se o efeito da HI sobre proteínas chave 
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na formação de sinapses: PSD-95 e sinaptofisina. Embora os resultados não 

mostrem uma ruptura na expressão de sinaptofisina entre os grupos de ambas 

as idades, a HI foi capaz de reduzir consideravelmente os níveis de PSD-95 nos 

animais não tratados (HI-SAL), ao passo que a bumetanida evitou em parte a 

redução dessa proteína sináptica. Esses achados, sugerem que a lesão induzida 

pela HI pode comprometer a qualidade e até a formação das sinapses, visto que 

as proteínas PSD-95 são cruciais na estabilização e na plasticidade sináptica, e 

que a bumetanida protegeu parcialmente contra a redução dessa proteína, 

zelando pela qualidade sináptica. Esse efeito da bumetanida no hipocampo pode 

estar associado à performance satisfatória dos animais nos testes de avaliação 

mnemônica e cognitiva realizados, principalmente no labirinto aquático de 

Morris.  

Liu e colaboradores (2019) observaram redução na expressão de 

PSD-95 em neurônios do tálamo em um modelo de HI neonatal. A própria ação 

excitatória do GABA é essencial na sinaptogênese e refinamento da circuitaria 

neuronal do SNC imaturo, entretanto a hiperexcitabilidade GABAérgica gerada 

pela HI pode comprometer a formação de sinapses funcionais (Wang et al., 

2009). Atualmente, sabe-se que a ação excitatória do GABA em períodos iniciais 

do neurodesenvolvimento tem efeito indutivo na expressão do cotransportador 

de cloreto KCC2 (Cellot e Cherubuni, 2013) e que o KCC2 está diretamente 

associado na formação estrutural e funcional de espinhos dendríticos em 

neurônios hipocampais (Blaesse e Schmidt, 2015), portanto, o efeito negativo 

promovido pela HI sobre KCC2 como observado neste estudo, pode estar 

atrelado a prejuízos na plasticidade sináptica.  

O presente trabalho visou avaliar diferenças considerando a idade em 

que o insulto encefálico foi induzido e, curiosamente, os dados obtidos deste 

estudo se mostraram similares entre as duas idades experimentais. Isso pode 

estar relacionado com a conduta metodológica tomada em submeter os animais 

DPN3 a uma condição hipóxica por 120 minutos, o dobro do tempo da condição 

hipóxica pela qual os animais DPN11 foram submetidos, visando obter um grau 

de severidade semelhante entre ambas as idades, uma vez que ratos em DPN3 

apresentam maior tolerância anaeróbica encefálica em relação a ratos em 
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DPN11 (Odorcyk et al., 2020) e, com isso, observar com maior clareza a ação 

da bumetanida nos parâmetros morfofuncionais e celulares.  

Em suma, observa-se a partir dos achados aqui discutidos, os 

prejuízos gerados pela HI em diferentes perspectivas, partindo inicialmente da 

crise energética originada pela interrupção do fluxo sanguíneo e a rápida 

depleção de glicose e gás oxigênio, por conseguinte. As consequências disso 

foram examinadas nas alterações bioquímicas que sugerem hiperexcitabilidade 

GABAérgica somada à excitotoxicidade glutamatérgica da HI nos períodos 

específicos do neurodesenvolvimento e declínio da qualidade sinaptogênica; nas 

alterações morfológicas frisadas pela morte neuronal e atrofia tecidual encefálica 

e, consequentemente, no detrimento dos reflexos neurológicos, cognitivos e 

mnemônicos. Sobre todas essas mazelas, a bumetanida se mostrou benéfica ao 

proteger o SNC, reduzindo e prevenindo os efeitos danosos dependentes da HI 

e melhorando o status neurofisiológico dos animais. O presente estudo avaliou 

os efeitos da bumetanida sobre os prejuízos da HI em animais machos, 

entretanto, sabe-se que a maturação GABAérgica é sexo-específica (Nuñez e 

McCarthy, 2007; Castillo et al., 2013), tornando interessante um futuro estudo 

que explore as diferenças entre machos e fêmeas neste contexto. Além disso, 

estudos eletrofisiológicos também são interessantes para avaliar em termos 

funcionais os resultados descritos neste trabalho.  
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6. Conclusão 

Acerca dos resultados obtidos e discutidos aqui, conclui-se que: 

• A HI não apresentou um efeito expressivo sobre a maturação GABAérgica 

nos animais no terceiro dia de vida, ao passo que apresentou um efeito 

prejudicial nos animais no décimo primeiro dia de vida, favorecendo uma 

hiperexcitabilidade GABAérgica neuronal nessa idade. Essa condição foi 

inibida pela ação da bumetanida, que manteve a maturação GABAérgica 

próxima das condições normais durante a fase aguda da HI neste período 

do neurodesenvolvimento; 

• A HI prejudicou de maneira similar a formação de sinapses no hipocampo 

durante o evento agudo da lesão nos dois períodos de 

neurodesenvolvimento avaliados. Contudo, o tratamento com bumetanida 

atenuou esse prejuízo em ambas as idades; 

• A HI apresentou efeitos negativos subagudos e crônicos sobre os 

aspectos reflexos neurológicos, cognitivo comportamentais (memória e 

motor) e teciduais encefálicos avaliados, ao passo que a bumetanida 

exerceu efeitos positivos sobre esses prejuízos. A bumetanida atenuou os 

déficits sobre reflexos neurológicos induzidos pela HI no período 

lactacional, principalmente nos animais DPN3 quando comparados aos 

DPN11, reduziu o comportamento hiperlocomotor nos animais DPN3, 

atenuou o déficit sobre a memória declarativa nos DPN11 e protegeu a 

memória espacial de referência de ambas as idades. Além disso, a 

bumetanida reduziu a atrofia tecidual encefálica, bem como a taxa de 

degeneração de neurônios hipocampais induzidas pela HI nas duas 

idades; 

• Concluindo, os animais submetidos à HI no DPN3 e à HI no DPN11 não 

apresentaram diferenças significativas entre si no que se refere aos 

prejuízos induzidos pela lesão HI, bem como apresentaram similaridades 

quanto à ação neuroprotetora da bumetanida sobre tais efeitos. 
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7. Perspectivas 

Compreender os mecanismos de ação da bumetanida no tratamento 

da HI sobre os aspectos da maturação GABAérgica e sinaptogênicos através de 

estudos eletrofisiológicos, como patch clamp e calcium imaging, além de avaliar 

as distintas vias de morte celular. 
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