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RESUMO 

                A asfixia perinatal está entre as principais causas diretas de óbito neonatal, 

sendo um grande determinante de morbidade e comprometimento neurológicos. Sua 

origem é associada à inadequada perfusão e oxigenação tecidual. Assim, o tipo de 

dano causado pela asfixia tem relação com o tempo de duração e com a fase do 

desenvolvimento fetal. Respostas fisiológicas adaptativas, tais como o direcionamento 

do fluxo sanguíneo para órgãos vitais e o aumento do metabolismo anaeróbico, nem 

sempre são suficientes para evitar a ocorrência de alterações significativas nas 

reservas energéticas, na atividade da enzima Na+/K+-ATPase e na concentração de 

glutamato extracelular. Fêmeas de ratos Wistar, no 22° dia de prenhes foram 

submetidas à cesariana para a remoção dos dois cornos uterinos. Naquele com menor 

número de fetos foi realizada a incisão imediata para obtenção dos animais controles. 

O outro corno uterino foi isolado e mantido em solução salina a 37°C por 15 min para 

ocasionar a asfixia intra-uterina. Alguns controles foram decapitados imediatamente 

(controle agudo) enquanto outros foram estimulados a respirar e mantidos a 34°C, por 

60 min, em normóxia (controle com recuperação). Ao término da asfixia, alguns 

neonatos foram imediatamente decapitados (asfixiado agudo) e os restantes foram 

mantidos a 34°C, por 60 min, em normóxia (asfixiado com recuperação). No presente 

estudo, foram determinados os níveis de lactato plasmático, de glicemia, a quantidade 

de glicogênio no fígado, no músculo esquelético, no córtex cerebral e no hipocampo. 

Também foram avaliados os níveis de ATP no córtex cerebral e a captação de 

glutamato no córtex cerebral. A avaliação da atividade da Na+/K+-ATPase foi realizada 

somente no córtex cerebral, nos sinaptossomas obtidos deste tecido e no hipocampo 

dos grupos agudo. Os resultados indicam que a asfixia perinatal causou aumento 

significativo na lactacidemia e na glicemia dos animais asfixiados do grupo agudo e do 

grupo asfixiado com recuperação. Houve redução significativa na quantidade de 

glicogênio do fígado e do músculo esquelético dos demais grupos em relação ao grupo 

controle agudo. No córtex cerebral, foi identificada redução significativa de glicogênio 

no grupo asfixiado agudo e no grupo asfixiado com recuperação em relação aos 

respectivos grupos controle. Não foi encontrada redução significativa nos níveis de 

glicogênio do hipocampo nos grupos asfixiado agudo e com recuperação, em relação 
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aos grupos controle. A concentração de ATP diminuiu significativamente no grupo 

asfixiado e no grupo asfixiado com recuperação em relação ao controle agudo. Não 

houve diferença significativa na captação de glutamato, no córtex cerebral dos 

asfixiados agudo e com recuperação. A atividade da enzima Na+/K+-ATPase não foi 

alterada significativamente nos grupos asfixiado agudo. Conclui-se que a asfixia 

perinatal causou alterações no metabolismo dos animais, as quais perduraram após 60 

min de recuperação. Os resultados sugerem que o córtex cerebral possui uma grande 

capacidade adaptativa frente à asfixia, o que poderia explicar a manutenção do 

transporte de glutamato mesmo com uma redução significativa nos níveis de ATP 

neste tecido. Estudos adicionais serão necessários para identificar estes mecanismos 

adaptativos que parecem causar diferentes efeitos após a asfixia no córtex cerebral e 

no hipocampo. 
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ABSTRACT 

Perinatal asphyxia is among the major direct causes of neonatal death, being a 

great determinant of morbidity and neurological impairment. Its origin is associated 

with   inadequate tissue oxygenation and perfusion. Thus, the type of damage caused 

by asphyxia is related to its duration and stage of fetal development. Physiological 

responses promote adaptation across the perinatal asphyxia, such as the blood flow’s 

shunting to vital organs and anaerobic metabolism increasing. However, sometimes 

adaptive responses are not enough to compensate effects of asphyxia, causing 

significant changes in energy reserves, Na+/K+-ATPase enzyme activity and glutamate 

extracellular concentration. Female Wistar rats on day 22° of pregnant were subjected 

to cesarean section and both uterine horns were removed. Control animals fetuses 

were obtained through immediate incision of one uterine horn. The other one was 

isolated and maintained in 0.9 % saline solution at 37°C, for 15 min, to obtain 

asphyxiated neonates. Some controls were immediately decapitated (acute control), 

while others were stimulated to breathe and kept at 34°C, for 60 min, in normoxia 

(control with recovery). At the end of asphyxia, some neonates were immediately 

decapitated (acute asphyxia) and the remaining were kept at 34°C, for 60 min, in 

normoxia (asphyxia with recovery). In this study, the levels of lactate, glucose, the 

amount of glycogen in the liver, skeletal muscle, cerebral cortex and hippocampus 

were determined. ATP levels so as glutamate uptake in the cerebral cortex were also 

evaluated. Then, the Na+/K+-ATPase activity assay from acute groups was performed in 

hippocampal tissue, cerebral cortex and synaptosomes obtained from cerebral cortex. 

These results indicate that perinatal asphyxia caused in acute asphyxia group and 

asphyxia with recovery group significant increases plasmatic lactate and glucose. In 

cerebral cortex, acute asphyxia and asphyxia with recovery group showed significant 

glycogen reduction compared to respective control groups.  Differently, it was not 

observed in hippocampus. ATP concentrations decreased in acute asphyxia and 

asphyxia with recovery group compared to acute control. There was no significant 

difference in glutamate uptake of cerebral cortex in acute asphyxia and asphyxia with 

recovery. Na+/ K+-ATPase enzyme activity was not altered in acute asphyxia related to 

acute control group. In conclusion, perinatal asphyxia caused changes in animal 
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metabolism, which persisted after 60 min of recovery. Moreover, cerebral cortex after 

asphyxia, even with a significant reduction in ATP levels, is more capable to maintain 

glutamate transport compared to hippocampus. More studies are necessary to identify 

mechanisms that cause different effects in cerebral cortex and hippocampus. 
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1 INTRODUÇÃO  

 A asfixia perinatal pode comprometer a integridade do tecido cerebral, bem 

como de outros órgãos como o coração e os rins (ALONSO-SPILSBURY et al., 2005). 

Segundo Parer (1998) e Low (2004) este evento pode ocorrer antes do parto 

(antepartum), durante este processo (intrapartum) ou após o nascimento 

(postpartum). Este episódio pode decorrer de uma inadequada perfusão da placenta, 

de uma interrupção do fluxo sanguíneo umbilical e de contrações uterinas alteradas. A 

asfixia também pode ocorrer imediatamente após o parto devido a falhas na expansão 

ou na circulação pulmonar do recém-nascido (ALONSO-SPILSBURY et al., 2005). Cada 

um destes eventos é capaz de causar danos ao sistema nervoso central (SNC), porém o 

tipo de lesão tecidual e as áreas afetadas estão diretamente relacionados com a 

extensão temporal da asfixia e com a fase do desenvolvimento fetal no qual ela ocorre 

(PARER, 1998).  

A asfixia perinatal está entre as principais causas diretas de óbito neonatal 

constituindo um dos maiores determinantes de morbidade e comprometimento 

neurológicos na população pediátrica (LAW et al., 2005; WEITZDOERFER et al., 2004; 

SARACENO et al., 2010). Evidências clínicas demonstram que neonatos acometidos de 

asfixia perinatal podem sofrer sequelas severas, incluindo paralisia cerebral, 

encefalopatias, epilepsia, alterações motoras e/ou cognitivas com grande amplitude 

de gravidade, tais como déficit de atenção, hiperatividade, retardo mental e/ou 

síndromes neuropsiquiátricas e neurodegenerativas com diagnóstico clínico tardio 

(HILL e VOLPE, 1989; WAKUDA et al., 2008; MORALES et al., 2011).  

Diferentes parâmetros clínicos podem ser utilizados para estabelecer o 

diagnóstico de asfixia perinatal e estimar a extensão dos danos, tais como padrão de 

frequência cardíaca fetal, presença de líquido amniótico tinto de mecônio e índice de 

Apgar. Indicadores bioquímicos, também podem auxiliar na identificação de alterações 

relacionadas à asfixia perinatal, entre estes, medidas de pH, pressões parciais de CO2 e 

de O2, lactacidemia e glicemia (BASU, et al., 2009; HILL e VOLPE, 1989; HERMANSEN, 

2003; HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011; SUIDAN e YOUNG, 1984; VANNUCCI e 

HAGBERG, 2003 ). 



11 
 

Experimentalmente, utiliza-se um modelo de asfixia intrauterina graduada que 

reproduz muitas das características observadas na situação clínica (acidose, 

hipercapnia e hipóxia) da asfixia perinatal (WEITZDOERFER et al., 2004; BJELKE et al., 

1991). Em ratos, esta condição induz hiperatividade, diminuição da memória de 

trabalho e ansiedade (DELL’ANNA et al., 1991; VENEROSI et al., 2004). Trabalhos onde 

foi empregado este paradigma também descrevem a ocorrência tardia de alterações 

comportamentais permanentes em animais adultos tais como déficit de memória não 

espacial e comprometimento da coordenação motora (HOEGER et al., 2000;  BALDUINI 

et al., 2000; VAN DE BERG et al., 2003; SIMOLA et al., 2008; MORALES, P. et al., 2010). 

  Descreve-se uma maior tolerância dos fetos à asfixia em relação a animais 

adultos devido a uma combinação de mecanismos de compensação que visam 

proteger órgãos vitais (PARER, 1998). Entre estes mecanismos, está a possibilidade de 

direcionar o fluxo sanguíneo para o cérebro, o coração e as glândulas adrenais, 

enquanto o fluxo sanguíneo é diminuído para órgãos como os rins, os músculos 

esqueléticos, o trato gastrointestinal e a pele (PARER, 1998). No SNC também é 

descrita uma redistribuição do fluxo sanguíneo para o tronco cerebral em detrimento 

de áreas corticais (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011; LOU et al., 1985). Juntamente 

com esses processos, ocorre uma redução da atividade metabólica antes que as 

reservas de oxigênio sejam completamente extintas, além de um incremento do 

metabolismo anaeróbico e de uma mudança no perfil dos substratos energéticos 

utilizados (BENNET et al., 1998; JENSEN et al., 1999; LUST, et al., 2003; SINGER, 1999). 

Neste último caso, estudos recentes sugerem que após um episódio de asfixia 

intrauterina, algumas estruturas do SNC poderiam ser potencialmente beneficiadas 

pela utilização de substratos energéticos alternativos (SOUZA et al., 2013).  

Apesar do metabolismo energético no cérebro de animais submetidos à asfixia 

perinatal já ter sido estudado por alguns autores, questões importantes permanecem 

pouco esclarecidas. Uma delas refere-se ao papel do lactato no cérebro neonatal. O 

ácido lático é acumulado em decorrência de um aumento da glicólise anaeróbica no 

organismo; situação presente em diferentes modelos de asfixia perinatal. Existe uma 

relação direta, já descrita na literatura científica, entre o aumento da concentração 

plasmática de lactato e a severidade do dano causado pela asfixia infringida aos 
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neonatos (SUIDAN e YOUNG, 1984; HILL e VOLPE, 1989; BORRUTO et al., 2006; 

HERMANSEN, 2003; LUST et al., 2003; VANNUCCI e HAGBERG, 2004; HERRERA-

MARSCHITZ et al., 2011). Assim, por meio da análise quantitativa da lactacidemia é 

possível confirmar que a metodologia proposta é capaz de reproduzir dados 

condizentes com os encontrados em situações de asfixia perinatal. Entretanto, se por 

um lado suas concentrações são consideradas na clínica como um indicador de acidose 

fetal, inclusive mais confiável que medidas de pH, por outro, este também pode ser 

um importante substrato energético (MAGISTRETTI e PELLERIN, 1999; VAILLANCOURT, 

et al., 1999; BORRUTO et al., 2006). A capacidade de reduzir o uso não essencial de 

oxigênio durante a hipóxia moderada, de aumentar a contribuição anaeróbica para 

produção de ATP durante asfixia severa e de utilizar metabólitos diferentes pode 

constituir o principal mecanismo responsável pela pronunciada tolerância fetal à 

hipóxia. Experimentalmente foi demonstrado o efeito protetor de uma fraca ou 

moderada acidemia láctica para o cérebro, onde bebês asfixiados poderiam se 

beneficiar da vasodilatação cerebral causada pela acidemia, utilizando adicionalmente 

o lactato como nutriente (HERMANSEN, 2003). 

Resultados obtidos com o modelo de asfixia perinatal descrevem um elevado 

consumo de ATP e de fosfocreatina no tecido cerebral, no miocárdio e no tecido renal 

(HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011; SEIDL et al., 2000). Com base em publicações 

anteriores é indicada uma redução na produção de ATP em decorrência de maior 

funcionalidade do metabolismo anaeróbio (VANNUCCI et al., 2004). A diminuição no 

conteúdo de ATP implica em uma menor funcionalidade de transportadores iônicos, 

mudanças no padrão de neurotransmissão, acumulo de cálcio intracelular e, no caso 

de uma diminuição prolongada, a ocorrência de danos ao DNA (HERRERA-MARSCHITZ 

et al., 2011). 

 De forma análoga ao ATP, o glicogênio é descrito com sendo uma importante 

reserva energética. Ele é composto por unidades glicosil unidas por ligações 

glicosídicas α-1,4 e com ramificações α-1,6, que originam um polímero de elevado 

peso molecular. O processo de síntese e de degradação do glicogênio depende da 

dinâmica estabelecida entre a atividade das enzimas glicogênio sintase e glicogênio 

fosforilase, respectivamente (SHULMAN e ROTHMAN, 2000). O fígado e o músculo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Borruto%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Borruto%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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esquelético são descritos como os principais tecidos onde o glicogênio é armazenado 

(RYU et al., 2009). No cérebro, o glicogênio também é descrito como uma importante 

fonte de energia (LUST et al. 2003). Para o glicogênio hepático é atribuida a função de 

manutenção dos níveis glicêmicos nos períodos que não ocorre ingesta alimentar. 

Embora exista grande quantidade de glicogênio no músculo esquelético, sua função é 

voltada, principalmente, à disponibilização de ATP para a contração muscular 

(SHULMAN e ROTHMAN, 2000). Recentemente, foi atribuido ao glicogênio um papel 

de destaque ao ser capaz de sustentar a atividade elétrica de neurônios e por estar 

associado no transporte de glutamato em astrócitos corticais (DINUZZO et al. 2011; 

SCHOUSBOE et al 2010; SUH et al. 2007). 

Outra importante questão, diretamente afetada por alterações do metabolismo 

energético em neonatos asfixiados, refere-se à perda da capacidade do tecido cerebral 

de manter a homeostase do glutamato extracelular. De fato, estudos recentes 

mostraram que o sistema glutamatérgico é afetado pela incidência de episódios de 

asfixia intrauterina (KHASHABA et al., 2006; FRIZZO et al., 2010). A perda desta função 

pode estar diretamente relacionada a uma alteração metabólica que comprometa os 

níveis energéticos necessários para a remoção do glutamato do meio extracelular 

(DANBOLT, 2001). 

O aminoácido glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do SNC de 

mamíferos, atuando sobre diversos tipos de receptores, ionotrópicos e 

metabotrópicos (DANBOLT, 2001; FONNUM, 1984). Apesar da sua ação fisiológica, a 

permanência do glutamato no microambiente sináptico pode estimular 

excessivamente receptores glutamatérgicos e desencadear um tipo de morte neuronal 

conhecida como excitotóxica, condição observada em várias doenças 

neurodegenerativas crônicas e agudas (OLNEY, 1989; CHOI, 1992; MELDRUM, 2000). A 

remoção do glutamato da fenda sináptica é essencial para evitar a excitotoxicidade e 

ocorre através de transportadores de alta afinidade dependentes de sódio, os quais 

mantêm as concentrações extracelulares deste neurotransmissor abaixo de níveis 

neurotóxicos (ANDERSON e SWANSON, 2000; DANBOLT, 2001). Em humanos, foram 

clonados cinco diferentes transportadores de glutamato, chamados transportadores 

de aminoácidos excitatórios (EAAT1-5). Os homólogos em ratos são designados como 
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transportador de glutamato GLAST (EAAT1), transportador de glutamato GLT1 (EAAT2) 

e carreador de aminoácido excitatório 1, EAAC1 (EAAT3). EAAT4 e EAAT5 mantêm a 

mesma nomenclatura. A atividade de captação do glutamato no cérebro não é 

constante, mas sujeita a uma significativa regulação, não somente durante o 

desenvolvimento, mas também no cérebro adulto (DANBOLT, 2001; TIAN et al., 2007).  

 De acordo com Gross et al., (2005) e Wakuda et al., (2008) o sistema 

dopaminérgico tem sido o alvo principal de estudo no modelo animal de asfixia 

perinatal. Poucos trabalhos têm descrito alterações em outros sistemas de 

neurotransmissão tais como o glutamatérgico (FRIZZO et al., 2010; PAPAZISIS et al., 

2008). Entretanto, cabe salientar que estudos com cérebros de ratos submetidos à 

asfixia perinatal descrevem que minutos após o episódio os níveis extracelulares de 

glutamato aumentam significativamente, podendo permanecer elevados mesmo após 

três meses do evento (ENGIDAWORK et al., 1997; KOHLHAUSER et al., 1999). Nestes 

casos, a inexistência de um metabolismo extracelular de glutamato sugere a 

possibilidade de uma ação duradoura deste neurotransmissor excitatório (DANBOLT, 

2001). 

 A Na+/K+-ATPase é conhecida por seu papel chave no transporte ativo de íons 

através da membrana plasmática. Ela é uma proteína integral de membrana, 

altamente conservada, expressa em todas as células animais e pertencente à família 

das ATPases do tipo P. Sua organização estrutural consiste de uma subunidade alfa (α) 

e de uma beta (β). Em humanos, identificou-se 4 isoformas da subunidade α (α1-α4) e 

três isoformas da subunidade β (β1-β3). Frequentemente, encontram-se associadas à 

Na+/K+-ATPase, proteínas de membrana FXYD, também referidas como subunidade 

gama (γ) as quais influenciam na atividade deste complexo enzimático (REINHARD et 

al., 2012). Ainda em humanos, as subunidades α1, α2, α3 e α4 são inibidas de forma 

específica pela ouabaína. As três isoformas da subunidade α (α1, α2 e α3) também 

foram identificadas no cérebro, mesencéfalo, tronco cerebral e cerebelo de ratos 

Wistar. Esses animais foram avaliados no 18° e 21° dias de desenvolvimento fetal, no 

2° dia após o nascimento e em adultos (URAYAMA et al., 1989). Foi descrito um 

aumento na atividade da Na+/K+-ATPase durante o desenvolvimento cerebral, e que 

este seria devido a uma maior expressão e função das três isoenzimas, principalmente 
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da isoforma α2. A subunidade α possui dez domínios transmembrana, os quais 

abrigam os sítios para a ligação dos íons Na+ e K+, hidrólise do ATP e fosforilação. Já a 

subunidade β possui um domínio transmembrana, o qual está relacionado com o íon 

K+. Participa também, da função de transferência do complexo α-β da enzima para a 

membrana plasmática e, também, com a adesão intercelular (ROSE, E.M et al., 2009).  

 O ciclo de transporte da Na+/K+-ATPase é impulsionado pela quebra do ATP 

permitindo que três íons Na+ sejam exportados da célula, contra seu gradiente químico 

e potencial elétrico. Simultaneamente dois íons K+ são lançados para o interior da 

célula. O processo de transporte dos íons pela Na+/K+-ATPase é realizado por múltiplas 

mudanças na conformação da enzima, o chamado ciclo de Post-Albers (HABECH et al., 

2009). O funcionamento adequado da Na+/K+-ATPase está associado com a 

excitabilidade elétrica, captação de nutrientes e de neurotransmissores, regulação do 

volume e pH intracelular (LI e STYS, 2001; REINHARD et al., 2012).  

 A enzima Na+/K+-ATPase é inibida com alta especificidade pelo glicosídeo 

cardíaco ouabaína que se liga ao sítio extracelular do potássio na subunidade catalítica 

fosforilada. Em elevadas concentrações a ouabaína torna-se altamente tóxica aos 

neurônios e as células da glia (BRINES et al., 1995). A maioria das isoformas desta 

bomba possui elevada afinidade para ouabaína (10-9 a 10-8M). Porém, algumas 

isoformas encontradas em ratos, como a α-1, possuem baixa afinidade para este 

glicosídeo (10-4 a 10-3M) resultando em uma maior resistência à inibição (ATTERWILL e 

COLLINS, 1987; BRINES et al., 1995; MATSUDA et al., 1984). Sendo assim, o uso de 

ouabaína como inibidor da enzima Na+/K+-ATPase é amplamente utilizado em estudos 

de patofisiologia e de doenças neurodegenerativas (BRINES et al., 1995).   

 A relação entre a atividade da Na+/K+-ATPase e os transportadores de 

glutamato pode ser melhor estabelecida após a constatação de que secções da medula 

espinhal de ratos, tratadas com ouabaína, apresentam uma diminuição no transporte 

de glutamato (LI e STYS, 2001). Nos sinaptossomas de córtex cerebral e de cerebelo de 

ratos adultos é descrita uma redução no transporte de glutamato associada com uma 

diminuição na atividade da Na+/K+-ATPase (ROSE et al., 2009). Dessa forma, é possível 

que os elevados níveis de glutamato presentes nas sinapses de fetos submetidos à 
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asfixia perinatal estejam relacionados com alterações na atividade desta enzima. 

Apesar da remoção do glutamato da fenda sináptica ser dependente do gradiente 

eletroquímico de Na+ estabelecido pela atividade da bomba Na+/K+-ATPase, não foram 

realizadas avaliações que descrevam a atividade desta enzima após a ocorrência de 

asfixia intrauterina. Além disso, existem evidências de que a diminuição na atividade 

da Na+/K+-ATPase esteja relacionada com alterações nas sinalizações e com a morte de 

neurônios após eventos hipóxico-isquêmicos (ROSENKRANTZ et al., 1996). 

 

2 OBJETIVO 

 Considerando as evidências de que o sistema glutamatérgico é afetado pela 

asfixia perinatal e que esta condição provoca efeitos diferentes em estruturas 

cerebrais distintas, nosso objetivo é avaliar a atividade da bomba Na+/K+-ATPase e os 

níveis de ATP do córtex cerebral e hipocampo de animais que sofreram asfixia 

perinatal, imediatamente após a asfixia ou depois de 60 min de recuperação em 

normóxia. A determinação dos níveis de glicogênio nestes tecidos cerebrais também 

poderá contribuir para o entendimento do cenário presente neste modelo de asfixia.  

2.1 Objetivos específicos 

- Avaliar a lactacidemia e glicemia na condição aguda ou após a recuperação. 

- Quantificar o glicogênio do córtex cerebral e hipocampo (na condição aguda ou após 

a recuperação). 

- Determinar o ATP total do córtex cerebral e hipocampo (na condição aguda ou após a 

recuperação). 

- Estudar a atividade da bomba Na+/K+-ATPase no córtex cerebral, no hipocampo e nos 

sinaptossomas destes tecidos (na condição aguda ou após a recuperação). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram utilizados ratos Wistar de 90 dias, provenientes do Centro de 

Reprodução Animal do Campus do Vale e alojados no Biotério setorial do 

Departamento de Ciências Morfológicas, do Instituto de Ciências Básicas da Saúde, da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Após trinta dias de ambientação, as 

fêmeas foram submetidas a exames colpocitológicos para detectar a fase do ciclo 

estral, sempre no período da tarde. Identificada a fase de pró-estro, as fêmeas foram 

alojadas em caixas individuais, com um macho, durante uma noite. No dia seguinte, foi 

realizada uma análise para confirmar a presença de espermatozóides e, em caso 

positivo, a fêmea foi mantida em caixa individual até o 22º dia de prenhes. Todos os 

animais foram mantidos em um ambiente com temperatura controlada (20±2°C), ciclo 

claro/escuro de 12 horas, com água e comida ad libitum.  

O estudo foi realizado no Laboratório de Neurobiologia Celular, do 

Departamento de Ciências Morfológicas, em associação com o Laboratório de 

Metabolismo e Endocrinologia Comparada, do Departamento de Fisiologia, ambos do 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

A Comissão De Ética No Uso De Animais da UFRGS aprovou o presente trabalho 

em seus aspectos éticos e metodológicos (nº 23779 – CEUA/UFRGS). 

 3.1 Obtenção de neonatos por cesariana 

O parto cesáreo foi realizado no 22º dia de prenhes e permitiu a obtenção de 

animais controles e asfixiados em um mesmo experimento. Todas as etapas foram 

realizadas com a participação de três pesquisadores treinados. Dois pesquisadores 

ficaram responsáveis pelos procedimentos cirúrgicos e pela manipulação dos animais e 

o terceiro pelo controle das condições experimentais (instrumentação cirúrgica, 

acompanhamento da temperatura do banho de incubação e registro do tempo). 

Imediatamente após a decapitação da fêmea matriz, era realizada a cesariana e a 

histerectomia. O corno uterino que apresentasse o maior número de filhotes tinha as 

extremidades clipadas com pinças hemostáticas, sendo removido e transferido para 
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uma solução salina à temperatura de 37°C por 15 min. Simultaneamente, foi realizada 

a incisão do outro corno uterino para a obtenção dos animais controles. Na cesariana, 

a categoria de severidade para a fêmea matriz foi definida como sem recuperação. 

 3.2 Grupos experimentais 

O efeito da asfixia intrauterina foi estudado sobre diferentes parâmetros, 

avaliados imediatamente após a histerectomia (condição aguda) ou após 60 min de 

normóxia a 34°C (condição de recuperação). Desta forma foram estabelecidos quatro 

grupos experimentais: 

- Controles agudos: animais obtidos imediatamente após a histerectomia. 

-Asfixiados agudos: animais obtidos imediatamente após a histerectomia do corno 

uterino asfixiado. 

-Controles com recuperação: animais mantidos por 60 min em normóxia após a 

histerectomia. 

-Asfixiados com recuperação: animais mantidos por 60 min em normóxia após a 

histerectomia do corno uterino asfixiado. 

3.3 Obtenção dos grupos amostrais e o processo de asfixia  

 A histerectomia dos dois cornos uterinos foi realizada imediatamente após a 

cesariana. Naquele que apresentou menor número de fetos, foi realizada a incisão 

imediata para obtenção dos animais controles. Neste caso, os líquidos e tecidos 

amnióticos foram removidos, assim como o excesso de líquido das vias aéreas 

superiores. Estes neonatos foram imediatamente decapitados para coleta dos tecidos 

(grupo controle agudo) enquanto os demais animais foram mantidos a 34°C por 60 

min, em normóxia (grupo controle com recuperação). Ao término do período de 

recuperação, estes animais foram decapitados para remoção dos tecidos. A condição 

de asfixia intrauterina consistiu na manutenção do útero isolado à temperatura de 

37°C pelo período de 15 min (BJELKE et al.,1991; WEITZDOERFER et al., 2004). Durante 

este procedimento, a temperatura da solução salina foi rigorosamente controlada. O 

grau de severidade do procedimento de asfixia para 15 min foi leve e para esta 
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condição a sobrevivência foi maior que 90% (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011). Após 

o período de asfixia, no grupo agudo os fetos foram retirados do útero para remoção 

dos tecidos amnióticos e foram imediatamente decapitados para a coleta dos tecidos. 

Nos outros animais asfixiados, foi retirado o excesso de líquido amniótico das vias 

aéreas superiores e estes foram estimulados a respirar por meio de uma leve 

compressão no tórax, sendo mantidos a 34°C, por 60 min, em normóxia (grupo 

asfixiado com recuperação). Ao final deste período, os neonatos foram decapitados 

para a coleta dos tecidos. Nessa etapa, a categoria de severidade é definida como sem 

recuperação. Para a determinação da atividade da Na+/K+-ATPase e para a obtenção 

dos sinaptossomas, foi utilizado pool de fetos submetidos ou não a asfixia perinatal, 

nos respectivos tempos experimentais.  

3.4 Coleta do sangue  

Logo após a retirada do útero (agudo) ou após 60 min em normóxia 

(recuperação), os animais foram decapitados e o sangue coletado para dosagem do 

lactato. O sangue foi coletado em minitubos tratados com fluoreto de sódio (0,1 M) e 

imediatamente centrifugados por 10 min (2500 x g) para obtenção da amostra de 

plasma.  

3.5 Determinação da lactacidemia  

O nível de lactato no plasma foi quantificado a partir de uma amostra de 10 µL 

por meio do método enzimático colorimétrico (Kit Katal), com leitura realizada em 540 

nm. 

3.6 Dissecções do córtex cerebral e do hipocampo 

O procedimento de dissecção foi realizado com o auxílio de uma lupa cirúrgica 

e os encéfalos foram manipulados sobre superfície gelada, em meio de isolamento 

(sacarose - 0,32 M / EDTA- 1 mM / Tris-HCl - 10 mM / pH: 7,4/ a 4°C). O córtex cerebral 

e o hipocampo foram isolados, transferidos para tubos e congelados por imersão em 

nitrogênio líquido. Após, foram mantidos a -80°C até o momento da utilização. Para a 

avaliação da atividade enzimática da Na+/K+-ATPase e obtenção dos sinaptossomas , os 
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tecidos removidos eram imediatamente submetidos às etapas de extração das 

membranas. 

3.7 Determinação do glicogênio 

A extração do glicogênio do tecido cerebral (córtex ou hipocampo) foi realizada 

segundo van Handel (1965). As amostras de tecido eram transferidas para tubos 

contendo 250 μL de KOH 30% e, em seguida, submetidas à fervura por 60 min. Logo 

após, adicionava-se 50 μL de Na2SO4 e em seguida 0,5 mL de álcool PA. A mistura era 

centrifugada a 740 x g por 10 min. O sobrenadante era então desprezado, e o pellet 

ressuspendido com 250 μL água destilada aquecida para formar uma mistura 

homogênea, a qual se adicionava 250 μL de HCl (4N).  A mistura era fervida por mais 

60 min. Após essa etapa era adicionado 250 μL de Na2CO3 para neutralizar a mistura, 

na qual se determinou a concentração de glicose. A concentração da glicose foi 

avaliada utilizando-se Kit Glicose-Laborclin (Biolíquid) e as leituras realizadas em 

espectrofotômetro a 505 nm. 

3.8 Quantificação do ATP 

O ATP total foi determinado apenas no córtex cerebral, com o Kit Invitrogen 

(A22066) o qual faz uso da detecção bioluminescente dos níveis de ATP através da 

reação luciferina-luciferase. O tecido era transferido do nitrogênio líquido para uma 

superfície a 4°C, homogeneizado em tampão de lise e centrifugado em rotor de ângulo 

fixo (SM-24) a 10.000 x g, por 3 min, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um 

minitubo estéril e o pH ajustado para 7,8 com Na2CO3 (2M). As trocas térmicas eram 

evitadas, mantendo-se os homogenatos e reagentes sempre sobre gelo. Uma alíquota 

de 10 μL do sobrenadante era retirada e adicionada a 100 μL do tampão de reação do 

Kit. A leitura foi realizada em luminômetro, Expectra-Max M5, a 560 nm, em 28°C, 

utilizando-se placas brancas de 96 poços. 

3.9 Captação de glutamato 

 Para o estudo da captação de glutamato, os córtices cerebrais foram 

imediatamente removidos em solução salina balanceada de Hank (HBSS) a 4ºC. Após, o 

tecido foi pesado e transferido para o meio HBSS a 36,5°C, por 15 min. A captação foi 
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iniciada com a adição de 0,2 µCi.mL-1 L-[2,3-3H] glutamato (PerkinElmer 49.6Ci.mmol-1) 

e com 100 µM de glutamato não marcado. A incubação foi interrompida após 7 min, 

por meio de três lavagens com 1 mL de HBSS gelado sobre placa arrefecida com gelo.  

Em seguida, o tecido foi rompido com 0,5 M de NaOH e o  lisado total foi  utilizado 

para determinar o conteúdo intracelular de L-[3H]  glutamato por meio de contagem 

em líquido de cintilação em contador Rack Beta. Para determinar a captação efetiva de 

glutamato foram realizados experimentos paralelos, em superfície gelada, com a 

substituição equimolar do cloreto de sódio por cloreto de colina no meio de incubação. 

Os valores obtidos nestas condições foram subtraídos da absorção a 36,5 °C na 

presença de sódio. 

3.10 Obtenção dos sinaptossomas  

A dissecção do córtex cerebral e do hipocampo era realizada em meio de 

isolamento (sacarose - 0,32 M / EDTA- 1 mM / Tris-Hcl - 10 mM / pH: 7,4). Após, eram 

homogeneizados com Potter-Elvehjen, em tampão sacarose, na proporção de 1:10 

(w/v). Em seguida, o homogenato era centrifugado em rotor de ângulo fixo (SM -24) a 

1000 x g, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi removido e submetido à centrifugação 

em rotor de ângulo (SM-24) a 10.000 x g, por 10 min, a 4°C. O precipitado formado era 

suspendido em 900 µl do meio de isolamento e mantido sobre gelo. O gradiente de 

centrifugação era composto de 1,8 mL de Ficoll/sacarose a 14%, 1,8 mL de 

Ficoll/sacarose 7,5% e organizado em tubos de 5 mL. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas em rotor SW AH-650, a 100.000 x g, por 40 min, 4°C (BOOTH e CLARK, 

1978). Duas bandas suspensas formaram-se após a ultracentrifugação, a superior 

descrita como rica em mielina e a inferior, rica em sinaptossomas. A banda rica em 

mielina era removida, já a fração rica em sinaptossomas era cuidadosamente pipetada 

e transferida para tubos onde se adicionava 5 mL de meio de isolamento para remover 

o ficoll da amostra (CUPELLO et al., 2001). Após, as amostras ricas em sinaptossomas 

eram centrifugadas em rotor (SM -24) a 5500 x g, por 10 min, 4°C. Por fim, o 

precipitado formado era homogeneizado a um volume final de 1 mL, para a amostra 

proveniente do córtex e em 200 µL para a do hipocampo. Ambas as amostras foram 

homogeneizadas no meio de isolamento. 
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3.11 Avaliação da atividade redutora em sinaptossomas do córtex cerebral e do 

hipocampo 

 Para estimarmos a viabilidade das amostras de sinaptossomas, foi realizada a 

incubação desses em placas de 96 poços, a 37°C, por 4 horas. Nos poços eram 

dispostos 60 µL de sinaptossomas, 70 µL do meio de isolamento e 20 µL de MTT (5 

mg/mL). O branco era composto de 130 µL do meio de isolamento e 20 µL de MTT.  Ao 

término do período de incubação adicionou-se 150 µL de DMSO nos poços. Após, as 

placas eram imediatamente lidas a 570 nm. Os valores de absorbância encontrados 

foram relacionados com a quantidade de proteína encontrada na amostra.    

3.12 Determinação da atividade da Na+/K+-ATPase 

Para o estudos da atividade da Na+/K+-ATPase no córtex cerebral e no 

hipocampo, os tecidos foram homogeneizados com Potter-Elvehjen em meio de 

isolamento na proporção de 1:10 (w/v). Em seguida, o homogenato foi centrifugado 

em rotor de ângulo fixo (SM -24) a 1000 x g, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante 

formado era removido e submetido às sucessivas etapas de centrifugação para a 

obtenção dos sinaptossomas. Já, o precipitado obtido era suspendido no meio de 

isolamento na metade do volume inicial de homogeneização. Após, a obtenção das 

amostras ricas em membranas e dos sinaptossomas, esses eram transferidos para 

tubos de ensaio contendo 100 μL de meio de incubação. Esse era composto por Tris-

HCl 40 mM, NaCl 80 mM, MgCl2 5mM, KCl 20 mM, EDTA 1mM, SDS 3mM pH 7,4 

adaptado de Pontes et al. (1999) e Forbush (1983). Os tubos eram pré-incubados por 2 

min, a 37°C e somente após este período, a reação era iniciada com a adição de 20 μL 

de ATP a uma concentração final de 30 mM. O período de incubação foi de 10 min em 

banho metabólico, 37°C. Os controles foram analisados sob condições semelhantes, 

mas com a adição de 20 μL ouabaína na concentração final de 30 mM para inibir a 

atividade enzimática. O volume final no interior dos tubos de ensaio foi de 200 μL, o 

qual era atingido com a adição de um volume variado de água Milliq (40 μL nos tubos 
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controle com ouabaína e 60 μL nos tubos sem ouabaína). Ao término do período de 

incubação adicionou-se 200 μL de TCA 10% para cessar a reação. A atividade da 

Na+K+/ATPase foi calculada com base na diferença encontrada entre as amostras 

incubadas com ouabaína em relação as amostras incubadas sem ouabaína (PONTES et 

al., 1999). O fosfato inorgânico (Pi) oriundo do consumo do ATP pela enzima, foi 

determinado pelo método descrito por Chan et al., (1986) utilizando-se fosfato de 

potássio monobásico como padrão. Avaliou-se a quantidade de proteína com base no 

método de Bradford (1976) utilizando-se albumina bovina como padrão (1mg/mL). 

Dessa forma, a atividade específica da enzima foi expressa em nmol de Pi  por 

miligrama de proteína por minuto.  

Não foi possível realizar os experimentos de atividade da enzima Na+K+/ATPase 

nos grupos com recuperação devido à morte de algumas matrizes e ocorrência de 

muitos abortos. Esses eventos prejudicaram a realização destes experimentos no 

período proposto.  

3.13 Análise estatística 

A normalidade das amostras foi avaliada com o teste de Shapiro-Wilk e a 

análise estatística foi realizada com o programa SPSS17. Todos os dados foram 

expressos como média ± erro padrão da média. Para a análise dos resultados 

referentes à atividade da enzima Na+/K+-ATPase foi utilizado o teste t. Nos demais 

dados, utilizou-se ANOVA de duas vias para multiplas comparações, com posterior uso 

do teste de Duncan. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos.    
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4 RESULTADOS 

 No presente trabalho, foram analisados os níveis de lactato plasmático e 

glicemia. A concentração de glicogênio foi determinada no córtex cerebral, 

hipocampo, fígado e no músculo gastrocnêmio. Os níveis de ATP total foram 

analisados no córtex cerebral, assim como a captação de glutamato.  Para a avaliação 

da atividade da enzima Na+-K+/ATPase foram utilizados o córtex cerebral, o hipocampo 

e os sinaptossomas dos respectivos tecidos encefálicos. Também, foi realizada 

avaliação sobre a atividade redutora em sinaptossomas do córtex cerebral e do 

hipocampo.  Esses parâmetros foram avaliados em filhotes obtidos imediatamente 

após a histerectomia (agudo) ou após 60 min de recuperação em normóxia 

(recuperação). No grupo controle agudo, obteve-se 100% de sobrevivência, enquanto 

que nos animais submetidos à asfixia perinatal foi obtido uma taxa de sobrevivência de 

95%. Após a recuperação de 60 min, em normóxia, os valores de mortalidade foram de 

2% para os animais controle e de 10% para os animais asfixiados. Imediatamente após 

a remoção dos filhotes asfixiados, do útero, estes apresentavam pele cianótica, 

hipotonia, hipocinesia, frequência ventilatória diminuída e laboriosa. Com 

aproximadamente 30 min de recuperação após a asfixia, os animais demonstraram 

pele com coloração normal, melhora dos movimentos e da capacidade ventilatória. 

Porém, desenvolveram um pronunciado aumento no tônus muscular da região dorsal 

inferior, seguida por extensão dos membros posteriores. Ao término dos 60 min de 

recuperação os animais tratados apresentavam uma reversão no quadro de hipertonia 

e movimentação semelhante à observada nos animais controle. 
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4.1 Lactacidemia 

A asfixia perinatal aumentou a lactacidemia em relação ao grupo controle de 

ambas as condições. Na condição aguda, o nível de lactato plasmático elevou-se 

significativamente de 9,30 ± 0,55 mmol.L-1 para 13.30 ± 0,18 mmol.L-1. Os níveis de 

lactato permaneceram significativamente elevados após o período de recuperação, 

tendo aumentado de 8,87 ± 0,81 para 12,94 ± 0,18 mmol.L-1 (figura 1). 

 

 

Figura 1: Efeito da asfixia perinatal sobre os níveis plasmáticos de lactato. A 

concentração de lactato foi determinada imediatamente após a histerectomia 

(condição aguda) ou após 60 min (condição de recuperação). Controles representados 

por barras pretas e asfixiados representados por barras brancas. * diferença 

significativa (p<0,05) em relação aos grupos controle. Dados representados por média 

e erro padrão da média, n = 7. 
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4.2 Glicose plasmática 

A asfixia perinatal aumentou significativamente a glicemia nas condições aguda 

e de recuperação em relação aos respectivos grupos controle. Na condição aguda, a 

glicemia aumentou de 3,50 ± 0,31 para 5,68 ± 0,23 mmol.L-1, em quanto que na 

condição de recuperação aumentou de 3,56 ± 0,54 para 6,94 ± 0,70 mmol.L-1 (figura 2). 

 

 

 

Figura 2: Efeito da asfixia perinatal sobre os níveis plasmáticos de glicose. A glicemia 

foi determinada imediatamente após a histerectomia (condição aguda) ou após 60 min 

(condição de recuperação). Controles representados por barras pretas e asfixiados 

representados por barras brancas. * diferença significativa (p<0,05) em relação aos 

grupos controle. * diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle. Dados 

representados por média e erro padrão da média, n = 6. 
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4.3 Glicogênio muscular, hepático e cerebral 

O glicogênio muscular do grupo controle agudo (1,96 ± 0,07 g%) foi 

significativamente maior em relação aos demais grupos, asfixiado agudo (1,57 ± 0,24 

g%), controle (1,58 ± 0,07 g%) e asfixiado (1,60 ± 0,12 g%) da condição de recuperação 

(figura 3A). Uma situação semelhante foi observada com o glicogênio hepático, onde 

os valores do grupo controle agudo (19,50 ± 1,94 g%) foram significativamente 

maiores que os valores dos demais grupos, asfixiado agudo (10,17 ± 2,58 g%), controle 

(11,69 ± 2,24 g%) e asfixiado (10,98 ± 1,43 g%) da condição de recuperação (figura 3B). 

No córtex cerebral, o efeito da asfixia apresentou um padrão diferente do observado 

no músculo e no fígado. Após a asfixia perinatal o glicogênio do córtex cerebral sofreu 

redução significativa na condição aguda (0,34 ± 0,04 para 0,23 ± 0,02 g%) assim como 

na condição de recuperação (0,34 ± 0,04 para 0,21 ± 0,01 g%), figura 3C.  

 



28 
 

 

 

Figura 3: Efeito da asfixia perinatal sobre os níveis de glicogênio no tecido muscular, 

hepático e no córtex cerebral. O glicogênio foi determinado imediatamente após a 

histerectomia (condição aguda) ou após 60 min de recuperação (condição de 

recuperação) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). O glicogênio 

foi quantificado no músculo (figura 3A), no fígado (figura 3B) e no córtex cerebral 

(figura 3C). Na figura 3A e 3B, * representa diferença significativa (p<0,05) em relação 

ao grupo controle da condição aguda. Na figura 3C, * representa diferença significativa 

em relação aos grupos controle, n = 6. 

A 

B 

C 
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4.4 Glicogênio hipocampal 

De forma geral, os valores de glicogênio no hipocampo foram mais altos que os 

quantificados no córtex cerebral. Entretanto, ao contrário do observado no córtex, o 

efeito da asfixia foi significativo apenas entre o controle agudo (0,65 ± 0,10 g%) e o 

asfixiado na condição de recuperação (0,43 ± 0,05 g%). O grupo asfixiado agudo 

apresentou um valor de 0,57 ± 0,06 g%, enquanto o grupo controle com recuperação 

um valor de 0,63 ± 0,54 g% (figura 4). 

 

 

Figura 4: Efeito da asfixia perinatal sobre os níveis de glicogênio hipocampal. O 

glicogênio foi determinado imediatamente após a histerectomia (condição aguda) ou 

após 60 min de recuperação (condição de recuperação) em controles (barras pretas) e 

asfixiados (barras brancas). * representa diferença significativa (p<0,05) entre o grupo 

asfixiado com recuperação e grupo controle da condição aguda. Os dados são 

representados por média e erro padrão da média, n = 4. 
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4.5 ATP no córtex cerebral  

Na determinação do ATP total do córtex cerebral, as avaliações foram 

realizadas imediatamente após cada experimento para minimizar a hidrólise do 

mesmo. Na condição aguda, os níveis de ATP obtidos no grupo controle e no grupo 

asfixiado foram de 505,6 ± 70,4 e 149,9 ± 15,8 µM, respectivamente. Transcorrido o 

período de recuperação dos animais, os valores de ATP encontrados não diferiram 

significativamente entre controle (311,2 ± 44,4 µM) e asfixiado (303,7 ± 19,3 µM). 

Entretanto, observamos um aumento significativo na quantidade de ATP do córtex 

cerebral de asfixiados em recuperação em relação ao grupo asfixiado da condição 

aguda (figura 5). 

 

 

Figura 5: Efeito da asfixia perinatal sobre os níveis de ATP. O ATP total foi determinado 

imediatamente após a histerectomia (condição aguda) ou após 60 min de recuperação 

(condição de recuperação) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). * 

representa diferença significativa (p<0,05) em relação a todos os demais grupos, # 

representa diferença significativa (p<0,05) em relação ao grupo controle da condição 

aguda. Os dados são representados por média e erro padrão da média, n = 3. 
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4.6 Captação de glutamato  

Na condição aguda, a captação de glutamato nos grupos controle e asfixiado foi 

de 2,56 ± 0,40 e 2,76 ± 0,06 pmol.mg-1.min-1, respectivamente. Após o período de 

recuperação, a captação de glutamato nos grupos controle e asfixiado foi 

significativamente maior em relação aos grupos da condição aguda. Contudo, não 

houve diferença significativa entre os valores do controle (4,76 ± 0,03 pmol.mg-1.min-1) 

e do asfixiado (4,56 ± 0,09 pmol.mg-1.min-1) após o período de recuperação (figura 6). 

 

 

 

Figura 6: Efeito da asfixia perinatal sobre o transporte de glutamato no córtex cerebral. 

A captação de L-[3H] glutamato foi realizada imediatamente após a histerectomia 

(condição aguda) ou após 60 min de recuperação (condição de recuperação) em 

controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). * representa diferença 

significativa (p<0,05) entre os grupos agudo e com recuperação. Os dados são 

representados por média e erro padrão da média, n = 3. 
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4.7 Atividade da Na+-K+/ATPase no córtex cerebral 

  O estudo da atividade da Na+-K+/ATPase após a ocorrência de asfixia foi 

realizado no córtex cerebral total (figura 7) e nos sinaptossomas obtidos deste tecido. 

Para isso, foram utilizados apenas filhotes obtidos imediatamente após a 

histerectomia, condição aguda. Estes parâmetros não foram avaliados em animais com 

recuperação. Os valores referentes à atividade da enzima no córtex cerebral para o 

grupo controle e asfixiado foram de 3,1 ± 0,66 e 2,3 ± 0,59 nmolPi.mg-1.min-1 

respectivamente, não havendo diferença significativa entre os grupos.  

 

 

 

Figura 7: Efeito da asfixia perinatal sobre a atividade da Na+/K+-ATPase no córtex 

cerebral. A atividade da Na+/K+-ATPase cortical foi determinada  imediatamente após a 

histerectomia (condição aguda) ou após 60 min de recuperação (condição de 

recuperação) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). Não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos. Valores representados por média 

e erro padrão da média, n = 5. 
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4.8 Atividade da Na+-K+/ATPase em sinaptossomas do córtex cerebral 

De forma semelhante, não encontramos diferença significativa na atividade da 

enzima em sinaptossomas do córtex cerebral do grupo controle (0,022 ± 0,005 

nmolPi.mg-1.min-1) e do asfixiado (0,019 ± 0,004 nmolPi.mg-1.min-1), figura 8. 

 

 

 

 

Figura 8: Efeito da asfixia perinatal sobre a atividade da Na+/K+-ATPase em 

sinaptossomas do córtex cerebral. Atividade da Na+/K+-ATPase de sinaptossomas 

corticais foi determinada imediatamente após a histerectomia (condição aguda) ou 

após 60 min de recuperação (condição de recuperação) em controles (barras pretas) e 

asfixiados (barras brancas). Não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos. Valores representados por média e erro padrão da média, n = 5. 
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4.9 Atividade da Na+-K+/ATPase no hipocampo 

Para avaliar o efeito da asfixia sobre a atividade da enzima Na+-K+/ATPase no 

hipocampo, foram utilizados filhotes obtidos imediatamente após a histerectomia. Os 

valores do grupo controle (4,6 ± 0,83 nmolPi.mg-1.min-1) e do asfixiado (4,0 ± 1,1 

nmolPi.mg-1.min-1) não foram diferentes significativamente entre si. Devido a 

dificuldades metodológicas relacionadas com a quantidade de tecido necessário para 

determinar a atividade da enzima Na+-K+/ATPase, não foi possível realizar a avaliação 

da mesma em sinaptossomas de hipocampo (figura 9). 

 

 

Figura 9: Efeito da asfixia perinatal sobre a atividade da Na+/K+-ATPase no hipocampo. 

A atividade da Na+/K+-ATPase hipocampal foi determinada imediatamente após a 

histerectomia (condição aguda) ou após 60 min de recuperação (condição de 

recuperação) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). Não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos. Valores representados por média 

e erro padrão da média, n = 5. 
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4.10 Atividade redutora em sinaptossomas do córtex cerebral  

Com o objetivo de identificar atividade biológica nos sinaptossomas, devido ao 

extenso período necessário para obtê-los, foi realizado um controle de atividade 

redutora dos mesmos com o uso do MTT. Nos sinaptossomas corticais de animais 

obtidos imediatamente após a histerectomia o grupo controle apresentou atividade 

redutora de 0,0049 ± 0,0008 UAbs.µg-1, enquanto no grupo asfixiado foi de 0,0039 ± 

0,00006 UAbs.µg-1. Ao término da condição de recuperação, os valores de atividade 

redutora no grupo controle foram de 0,0046 ± 0,0023 UAbs.µg-1, enquanto no grupo 

asfixiado foi 0,0032 ± 0,0016 UAbs.µg-1. No córtex cerebral não foram observadas 

diferenças significativas entre os grupos (figura 10). 

 

Figura 10: Efeito da asfixia perinatal sobre a atividade redutora em sinaptossomas do 

córtex cerebral. A atividade redutora em sinaptossomas corticais foi determinada 

imediatamente após a histerectomia (condição aguda) ou após 60 min de recuperação 

(condição de recuperação) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos. Valores representados 

por média e erro padrão da média, n = 3. 
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4.11 Atividade redutora em sinaptossomas do hipocampo 

Ao contrário do observado nos sinaptossomas corticais, observamos diferenças 

significativas entre sinaptossomas hipocampais de animais controle (0,0031 ± 0,0003 

UAbs.µg-1) e asfixiado (0,0043 ± 0,0002 UAbs.µg-1), na condição aguda. Após o período 

de recuperação não houve diferença significativa entre o grupo controle (0,0026 ± 

0,0015 UAbs.µg-1) e asfixiado (0,0026 ± 0,0015 UAbs.µg-1), figura 11. Entretanto, o 

reduzido tamanho do hipocampo em animais no 22º de gestação acarretou um baixo 

rendimento na obtenção de sinaptossomas hipocampais e uma insuficiente 

quantidade de proteína, inviabilizando a avaliação da atividade enzimática nesta 

estrutura. 

 

 

Figura 11: Efeito da asfixia perinatal sobre a atividade redutora em sinaptossomas do 

hipocampo. A atividade redutora em sinaptossomas hipocampais foi determinada 

imediatamente após a histerectomia (condição aguda) ou após 60 min de recuperação 

(condição de recuperação) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). * 

representa diferença significativa (p<0,05) em relação a todos os demais grupos. Os 

dados são representados por média e erro padrão da média, n = 3. 
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5 DISCUSSÃO 

 No presente estudo foram identificadas alterações significativas na glicemia, na 

lactacidemia e nas reservas energéticas do córtex cerebral, hipocampo, fígado e 

músculo esquelético. Não foram identificadas mudanças na capacidade de transporte 

do glutamato no córtex cerebral, bem como na atividade da enzima Na+/K+-ATPase do 

hipocampo, do córtex cerebral e em sinaptossomas. Todos esses parâmetros foram 

avaliados em um modelo animal de asfixia perinatal que reproduz eventos de interesse 

fisiológico e de relevância patológica relacionados com esta condição. O modelo de 

asfixia intrauterina, em ratos, é utilizado para mimetizar os danos causados pela asfixia 

no cérebro humano imaturo (BOKSA et al., 1995; BJELKE et al., 1991; CHEN et al., 

1997). Esta correlação é estabelecida, pois o padrão de maturação do cérebro de ratos, 

ao nascer, é comparável ao do cérebro de fetos humanos, no último trimestre de 

gestação (DOBBING e SANDS 1979).     

Imediatamente, após os 15 min de asfixia intrauterina, foi observada a 

presença de cianose nos filhotes, fato que está diretamente relacionado com a 

diminuição da oxigenação dos tecidos periféricos e da perfusão sanguínea, indicando a 

existência de  uma alteração na função cardiovascular. Nos trabalhos de Low (2004) e 

de Jensen e Lang (1992) foi descrito que fetos expostos a um processo de asfixia 

desenvolveram inicialmente aumento na pressão arterial devido à crescente 

resistência vascular periférica. Junto a estes eventos, também ocorre uma 

redistribuição do débito cardíaco com diminuição do fluxo sanguíneo para os pulmões, 

os rins, o intestino e o músculo esquelético. Um maior direcionamento do fluxo é 

destinado para o cérebro e o coração com a finalidade de preservar o suprimento de 

oxigênio para esses órgãos vitais. Essas mudanças, na resposta cardiovascular, 

mostram-se importantes  para manter a integridade do SNC durande um período 

inicial da asfixia, mas com a progressão da mesma, esse mecanismo torna-se 

insuficiente para compensar os danos. Outras mudanças foram identificadas nos 

filhotes obtidos após a asfixia, tais como menor vocalização, hipotonia e hipocinesia. 

Um aumento no tônus muscular dos membros posteriores e da região lombar foi 

observado após 30 min de recuperação. Estas alterações também foram descritas por 
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outros pesquisadores que utilizam um modelo semelhante de asfixia (ENGIDAWORK et 

al. 2001; FRIZZO et al. 2010; MORALES et al. 2010). Como descrito por Frizzo et al. 

(2010) observou-se que estas manifestações foram transitórias e que os filhotes 

asfixiados recuperaram-se gradualmente, assemelhando-se aos controles 

aproximadamente 30 min após a asfixia;  exibindo maior atividade, pele rosada e 

melhora do padrão ventilatório.  

Em condições anormais do útero, tais como redução do fluxo saguíneo na 

artéria uterina, é descrita a existência de alterações no desenvolvimento do feto, 

principalmente no SNC. Foram reportadas mudanças no padrão histológico e 

eletrofisiológico do tecido cerebral, dano neuronal no cortex parassagital, estriado, 

áreas do hipocampo e nos núcleos da base. Por esse motivo, muitas doenças 

neurológicas são correlacionadas com o estresse metabólico intra-uterino (de HAAN et 

al., 2006, PARER, 1998). Embora a lesão cerebral resultante da asfixia seja multifatorial 

e dependente da maturidade dos fetos, a resposta do cérebro ao estresse metabólico 

é determinada, em grande parte, pela sua capacidade de utilizar diferentes substratos 

como fontes de energia, a fim de manter a homeostase celular no tecido durante a 

lesão (LUST et al., 2003).  

O cérebro perinatal parece ser menos vulnerável à hipóxia e isquemia em 

relação ao cérebro adulto (PARER, 1998). Um dos motivos pode ser a capacidade do 

tecido cerebral neonatal utilizar substratos energéticos alternativos para o 

metabolismo intermediário, estratégia que parece ser perdida com o desenvolvimento 

ontogenético (LUST et al., 2003). Além disso, é descrita uma baixa atividade 

metabólica no cérebro perinatal em relação ao tecido cerebral adulto (DUFFY et al., 

1975). Logo, o contraste de uma maior atividade metabólica associada com a 

capacidade de utilizar uma menor variedade de substratos pode agravar o dano celular 

no cérebro adulto submetido à asfixia (Lust et al. 2003; Parer, 1998). No entanto, 

durante o desenvolvimento cerebral, muitos processos dependentes de energia estão 

ocorrendo e podem ser comprometidos por um evento que afete o estado energético. 

De fato, perturbações na maturação do cérebro e disfunção neurológica podem 

ocorrer após um episódio de asfixia perinatal (MORALES et al., 2003 ; SCHEEPENS et 

al., 2003; KLAWITTER et al., 2005; MORALES et al., 2005). Em nosso modelo de asfixia 
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perinatal foi estudada a utilização de substratos energéticos no córtex cerebral e no 

hipocampo de filhotes no 22° dia de desenvolvimento intra-uterino. Neste período a 

capacidade para utilizar diferentes fontes de energia é maior em relação ao cérebro 

adulto (Lust et al., 2003). A asfixia perinatal implica em uma diminuição da 

disponibilidade de oxigênio, podendo ser seguida de interrupção do fornecimento do 

oxigênio para as células causando, assim,  alterações metabólicas e ativação de 

processos moleculares que estão diretamente relacionados com danos a longo prazo 

em neonatos (WEITZDOERFER et al., 2004).  

Durante o nascimento, o feto é exposto a uma combinação de eventos como 

contrações uterinas aumentadas e compressão do cordão umbilical, que promovem 

diminuição do fluxo sanguíneo (ALONSO-SPILSBURY et al., 2005). Estes eventos geram 

adaptações no metabolismo fetal, ocasionando maior consumo de glicose e aumento 

na concentração de ácido lático, Hay (1995). Na asfixia perinatal, ocorre redução do 

metabolismo aeróbico com concomitante aumento da via anaeróbica, resultando em 

grande diminuição dos níveis de ATP e acúmulo de ácido lático (CHEN et al., 1997; 

LUBEC et al., 2000; HAY, 1995; SEIDL et al., 2000). O lactato é produzido como 

consequência de eventos hipóxicos ou por inadequada perfusão tecidual, sendo por 

isso um importante parâmetro avaliado na asfixia perinatal. No trabalho realizado por 

da Silva et al. (2000) foi identificado uma maior lactacidemia em neonatos que 

possuiam um maior comprometimento neurológico. Em trabalhos prévios, onde foram 

avaliados os níveis teciduais de lactato foi descrito um aumento significativo deste no 

tecido cerebral, após a asfixia perinatal (ENGIDAWORK et al., 1997; SEIDL et al., 2000). 

Como esperado, os níveis plasmáticos de lactato foram significativamente 

maiores imediatamente após o período de asfixia, tendo permanecido 

significativamente elevados mesmo após o período de recuperação. No presente 

trabalho, os valores de lactato plasmático obtidos no grupo asfixiado, imediatamente 

após a histerectomia, são semelhantes aqueles descritos por outros investigadores que 

utilizaram um modelo semelhante de asfixia perinatal (SEIDL et al., 2000; MARX et al., 

2001; FRIZZO et al., 2010). Os elevados níveis plasmáticos de lactato encontrados no 

grupo asfixiado com recuperação sugerem que o período de recuperação de 60 min 

não foi suficiente para a metabolização deste produto final ou, ainda, que a via 
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glicolítica anaeróbia não foi inibida com a reoxigenação. No futuro, a determinação da 

atividade da enzima piruvato cinase (PK) nos tecidos será esclarecedora. Essa condição 

torna-se mais evidente quando é estabelecida uma comparação com os resultados 

obtidos por Souza (2011) sobre a lactacidemia em filhotes de ratos Wistar, paridos 

naturalmente. Os filhotes possuiam elevados níveis de lactato imediatamente após a 

parturição, semelhante aos controles obtidos por cesariana, porém após 60 min de 

recuperação em normóxia apresentaram redução significativa na lactacidemia. Foi 

descrito por Herrera-Marchitz (2011) que a reoxigenação após a ocorrência de asfixia 

perinatal poderia conduzir a uma recuperação parcial devido ao aumento da expressão 

de vias metabólicas alternativas, as quais  prolongariam o déficit energético e 

favoreceriam o estresse oxidativo. 

 A manutenção dos elevados níveis de lactato após o período de recuperação 

em normóxia requer uma investigação mais detalhada, pois ele é considerado um 

importante substrato energético, podendo ser utilizado pelas células músculares 

esqueléticas e cardíacas, pelos hepatócitos e pelos neurônios (PHILP et al., 2005). O 

lactato é transferido para as células via proteínas transportadoras de 

monocarboxilatos (MCT), as quais possuem isoformas específicas para os diferentes 

tecidos. Evidências in vitro, sengundo Magistretti e Pellerin (1999) reforçam a hipótese 

do uso de lactato como fonte energética pelos neurônios tais como, a presença 

transportadores MCT-1 em astrócitos, MCT-2 em neurônios e de isoformas da enzima 

lactato desidrogenase em populações de astrócitos. Além disso, o lactato é 

considerado um importante precursor gliconeogênico e um importante coordenador 

do fluxo sanguíneo cerebral através de uma ação vasodilatadora (BERGERSEN e 

GJEDDE, 2012; GORDON et al., 2008; PHILP et al., 2005).  

A glicose é uma fonte energética importante para a maioria dos tecidos, assim 

como para o encéfalo em desenvolvimento, o qual direciona a maior parte da glicose 

captada para o metabolismo oxidativo (BASU et al. 2009; HAY, 1995; PALMER et al. 

1990). Em um estudo recente sobre os níveis plasmáticos de glicose após a asfixia 

perinatal em humanos, foi identificada uma forte correlação entre o aumento de 

danos encefálicos e o nível de hipoglicemia. A combinação de hipóxia e de isquemia, 

decorrentes do processo de asfixia, juntamente com o desenvolvimento de 
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hipoglicemia favorece a falência de todos os mecanismos compensatórios do cérebro 

neonatal (BASU et al. 2009). Segundo Basu et al. (2009), o fornecimento de oxigênio e 

de glicose são necessários para reverter os danos iniciais desencadeados pela asfixia.  

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a glicemia, 

imediatamente após a asfixia aumentou 62% e permaneceu nestes níveis elevados, 

mesmo após 60 min de recuperação. No trabalho realizado por Marx et al. (2001), 

também é descrito um aumento significativo na glicemia de ratos imediatamente após 

a asfixia perinatal. Alguns fatores podem contribuir para o aumento da glicemia nos 

animais asfixiados, tais como maior mobilização de glicogênio hepático e a reduzida 

capacidade de transporte da glicose do sangue para o córtex cerebral neonatal. No 

entanto, em modelos que utilizam ratos para estudar os eventos hipóxicos-isquêmicos 

a função de elevados níveis de glicose plasmática não são conclusivos. Foi descrito por 

Hattari e Wasterlain (1990) que o aumento da glicemia, após a oclusão bilateral das 

carótidas, estaria associado com uma redução do dano cerebral. Porém, no trabalho 

de Sheldon et al. (1992) foi descrito um aumento da glicemia e do dano cerebral após 

oclusão das carótidas.  

O cérebro de ratos recém-nascidos, ao contrário de neonatos humanos, possui 

menor capacidade para o transporte da glicose e maior facilidade para transportar β-

hidroxibutirato, acetoacetato e lactato. Fato reforçado pela elevada concentração de 

transportadores para monocarboxilatos na barreira hematoencefálica (PARK et al., 

2001; VANNUCCI e HAGBERG, 2004). O transporte da glicose, através da barreira 

hematoencenfálica, é realizado por transportador específico (GLUT-1), o qual também 

é expresso em todas as células da glia e nas células ependimárias. Já nos neurônios, o 

transportador de glicose expresso é o GLUT-3 (VANNUCCI et al., 1997). No período 

fetal existe menor quantidade de GLUTs no tecido encefálico de ratos, ocorrendo 

aumento da expressão e concentração desses trasportadores com a maturação 

tecidual (VANNUCCI e HAGBERG, 2004).  

O número reduzido de transportadores de glicose na barreira hematoencefálica 

neonatal impõe uma limitação significativa na utilização de glicose pelo cérebro 

durante a injúria porém, os níveis de glicose no cérebro aumentam significativamente 
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após um dano hipóxico-isquêmico (VANNUCCI e HAGBERG, 2004). Logo, a manutenção 

de elevados níveis de glicose plasmática pode contribuir para a recuperação do estado 

energético dos animais que sofreram asfixia perinatal. Porém, utilizar os elevados 

níveis glicêmicos de animais asfixiados para estabelecer uma correlação com danos 

neurológicos, como realizado por Basu et al. (2009) em neonatos humanos, tornar-se 

pouco plausível. 

Imediatamente após o nascimento, o recém-nascido depende das reservas de 

glicogênio tecidual para fornecer glicose, apesar do lactato também poder ser 

metabolizado durante este período (HELLMANN et al. 1982; MEDINA, 1985). Assim, o 

aumento dos níveis de glicose plasmática justifica a redução do glicogênio hepático do 

do grupo controle com 60 min de recuperação em normóxia. A diminuição de 48% no 

glicogênio hepático, imediatamente após a asfixia, poderia explicar a elevada glicemia 

após a asfixia perinatal, assim como a manutenção da elevada glicemia após o período 

de recuperação de 60 min. A redução de 20% no glicogênio muscular, imediatamente 

após a asfixia, pode ser atribuída ao consumo deste substrato em decorrência do 

mecanismo de adaptação do sistema cardiovascular que eleva a resistência periférica e 

diminuiu o fluxo sanguíneo para os músculos, obrigando o tecido a consumir suas 

reservas de glicogênio mesmo sem existir elevada atividade motora.  A diminuição do 

nível de glicogênio no grupo controle com recuperação, em relação ao grupo controle 

agudo, provavelmente possa ser atribuída a maior atividade motora dos filhotes 

durante os 60 min. O aumento da glicemia, após a asfixia perinatal, provavelmente, 

tenha colaborado para estabilizar o nível de glicogênio muscular do grupo asfixiado 

com recuperação, em relação ao grupo controle com recuperação. É importante 

ressaltar que, durante o período de recuperação, o grupo controle exibiu maior 

atividade motora em relação ao grupo asfixiado e somente após 30 min de 

recuperação, os filhotes asfixiados apresentaram uma maior atividade. A diferença 

temporal no padrão motor pode explicar os baixos níveis glicêmicos do controle após 

recuperação, apesar da redução nas reservas de glicogênio hepático. 

Ao contrário do obsevado no fígado e no músculo, no córtex cerebral não 

houve diminuição do nível de glicogênio no grupo controle com recuperação. O 

glicogênio esta associado à atividade de transportadores iônicos como a Na+/K+-
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ATPase e na captação de glutamato (SWANSON, 1992; SCHOUSBOE et al., 2010). Em 

situações de grande atividade elétrica na célula ou de redução dos níveis de ATP, o 

glicogênio é convertido à glicose 1-fosfato e desviado para a via glicolítica, onde o ATP 

é gerado e, sendo ele formado pela degradação do glicogênio, contribui diretamente 

para manter a captação e o transporte de glutamato nos astrócitos do córtex cerebral 

(SCHOUSBOE et al. 2010). Logo, a manutenção dessas atividades no tecido cerebal em 

desenvolvimento torna-se importante para garantir uma adequada excitabilidade 

tecidual, assim como para evitar danos neurais relacionados à toxicidade do glutamato 

(SCHOUSBOE et al., 2010). Sendo assim, a redução do glicogênio cortical nos grupos 

asfixiados pode ter contribuido para a manutenção do transporte de glutamato no 

córtex cerebral desses grupos, mesmo após redução significativa nos níveis de ATP 

total do córtex cerebral de animais obtidos imediatamente após a asfixia e de 

asfixiados após o período de recuperação.       

Foi descrito por Shu et al. (2007) que ratos Sprague-Dawley machos, tratados 

com o inibidor da glicogênio fosforilase (CP-316,819) apresentaram aumento de 88% 

no glicogênio do córtex cerebral, em condições normoglicemicas. Porém, quando 

induzida a hipoglicemia nesses animais, a atividade elétrica do cérebro foi mantida por 

aproximadamente 90 min a mais em relação aos ratos com níveis normais de 

glicogênio. Além disso, foi identificada uma redução significativa na morte dos 

neurônios corticais. O papel do glicogênio no córtex cerebral, especialmente sob 

condições de asfixia, requer um estudo mais detalhado, uma vez que o conceito do 

glicogênio ser apenas um substrato de reserva, mostra-se contrário aos dados 

publicados por SUH et al. (2007) e por DiNuzzo et al. (2011). 

Evidências experimentais confirmam a vulnerabilidade do hipocampo à asfixia 

perinatal tais como, morte neural tardia nas áreas CA1, CA3 e no girodentado 

(MORALES et al., 2008). Foi descrito por Saraceno et al. (2012) que a asfixia perinatal 

estaria relacionada com modificações nas espinhas dendriticas pós-sinápticas da área 

CA1 em ratos, após quatro meses. Dados referentes à captação de glutamato no 

hipocampo, em animais submetidos à asfixia perinatal, indicam haver redução 

significativa desta atividade (FRIZZO et al., 2010). Porém, não foi encontrada diferença 

significativa nos níveis de glicogênio do hipocampo em animais obtidos imediatamente 



44 
 

após a histerectomia ou após 60 min de recuperação. Um dado que despertou 

atenção, foi a elevada quantidade de glicogênio encontrada no hipocampo em relação 

ao córtex cerebral dos animais. No hipocampo é descrita uma grande quantidade de 

sinapses glutamatérgicas (MORALES et al., 2011) e, segundo DiNuzzo et al. (2011), 

haveria uma relação com os elevados níveis de glicogênio encontrados nas células. 

Embora tenha sido encontrada uma grande quantidade de glicogênio nas células do 

hipocampo, não foi identificada diferença significativa na quantidade de glicogênio 

após a asfixia perinatal. Assim, é provável que a atribuição descrita para o glicogênio 

de astrócitos do córtex, de fornecer ATP para manter o transporte elétrico e a 

captação de glutamato, seja distinta das existentes nas  células hipocampais. 

Em um estudo anterior foi relatada uma diminuição significativa (60%) nos 

níveis de ATP após 20 min de asfixia perinatal, com retorno aos valores normais após 

30 min de reperfusão (KUNIEVSKY et al., 1994). No trabalho de Brand et al. (1998) o 

metabolismo energético do cérebro foi estudado após 15 min de asfixia. Porém, os 

níveis de ATP foram reduzidos em 90%, imediatamente após a asfixia, com 

recuperação de 80% do valor, em relação ao controle, após  45 min de reperfusão.  

No presente trabalho, ao ser avaliada a quantidade de ATP total no córtex 

cerebral de filhotes obtidos, imediatamente após  a histerectomia, foi identificada 

redução significativa nos níveis de ATP (70%). O rápido consumo desse substrato 

energético no tecido cerebral, após 15 min de asfixia, também foi observado por 

outros investigadores (SEIDL et al., 2000). A redução dos níveis de ATP no cérebro, 

após a asfixia, foi relacionada com o fornecimento de energia para manter a atividade 

elétrica do tecido e pela menor contribuição do metabolismo aeróbico para geração do 

ATP (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011). Porém, os resultados obtidos por Kunievsky et 

al. (1994) e Brand et al. (1998), bem como os deste trabalho, indicam que os níveis de 

ATP no córtex cerebral de animais do grupo asfixiado com recuperação foram 

semelhantes aos obtidos no grupo controle com recuperação. No córtex cerebral de 

filhotes imaturos, o período de recuperação após hipóxia e isquemia é caracterizado 

por um restabelecimento parcial dos valores de ATP e de fosfocreatina (GILLAND et al., 

1998). Por isso, um aumento significativo dos níveis de ATP foi identificado no tecido 

cortical, obtido de animais asfixiados com recuperação, em relação ao grupo asfixiado 
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da condição aguda. Nos grupos controle, imediatamente após histerectomia ou ao 

término de 60 min de recuperação, observou-se uma redução significativa no nível de 

ATP (38%). Esse decréscimo pode ser atribuído à intensa atividade dos neonatos 

controles durante o período de recuperação.  

Recentemente, em um modelo de hipóxico-isquêmico, foi demonstrado que a 

concentração de ATP aumenta significativamente após a reperfusão cerebral e que 

este evento seria uma estratégia protetora (Almeida et al. 2012). A identificação do 

substrato utilizado como fonte para reestabelecer os níveis de ATP torna-se  

importante, uma vez que o lactato plasmático, a glicose  e o glicogênio do córtex 

parecem não ter sido utilizados neste processo. Uma possível fonte de energia poderia 

ser o metabolismo oxidativo do aminoácido glutamato, o qual possui elevados níveis 

extracelulares após a asfixia perinatal (KHASHABA et al., 2006; PAPAZISIS et al., 2008). 

Uma vez captado pelos astrócitos, o glutamato pode ser convertido à glutamina e 

posteriormente ser transferido aos neurônios, ou direcionado para o ciclo do ácido 

tricarboxílico (TCA) contribuindo para a formação de α-cetoglutarato,  tornando-se um 

substrato alternativo para o metabolismo energético dos astrócitos (YU et al., 1982; 

DANBOLT, 2001; SCHOUSBOE et al., 2011; SWANSON et al., 1990). Dessa forma, foi 

sugerido que um maior direcionamento de glutamato para ciclo do TCA poderia 

proporcionar um aumento dos níveis de ATP (LOWRY e PASSONNEAU, 1966).  

Devido às consequências deletérias atribuídas ao excesso de glutamato 

extracelular, após um evento hipoxico-isquêmico, foi avaliado o efeito da asfixia 

perinatal sobre a captação de glutamato no córtex cerebral. O processo de captação 

do glutamato é dependente do gradiente eletroquímico de sódio e de potássio, o qual 

é utilizado como força eletromotriz, gerado principalmente pela atividade da enzima 

Na+/K+-ATPase (DANBOLT, 2001). Sendo assim, a atividade de captação do glutamato é 

indiretamente dependente do  ATP disponível na célula. Porém, apesar da diminuição 

significativa no nível de ATP, a captação de glutamato não foi afetada no tecido cortical 

após a asfixia perinatal. Este resultado mostra-se oposto ao encontrado no hipocampo 

de animais asfixiados, onde o transporte de glutamato foi significativamente afetado 

pela asfixia intrauterina (FRIZZO et al., 2010). Os resultados obtidos no córtex cerebral 

sugerem que, mesmo após uma grande redução dos níveis de ATP, o processo de 



46 
 

transporte sódio-dependente do glutamato foi mantido. Apesar de o resultado sugerir 

que há  ATP suficiente no córtex cerebral para manter este processo de transporte, a 

origem do substrato energético utilizado para manter estes níveis permanece obscura. 

  Além disso, é possivel que a oxidação de corpos cetônicos, os quais poderiam 

ser utilizados para produzir ATP em filhotes asfixiados durante o período de 

recuperação, esteja envolvida na manutenção do transporte de glutamato. Foi descrito 

que em animais submetidos a 15 min de asfixia perinatal, houve um aumento 

significativo nos níveis de β-hidroxibutirato após 10 min de recuperação (Marx et al. 

2001). Para reforçar essa hipótese, em ratos com isquemia global, a infusão 

intravenosa de β-hidroxibutirato reduziu o edema e promoveu aumento dos níveis de 

ATP no tecido cerebral (Suzuki et al. 2002).  

Danos ao tecido cerebral, após a ocorrência de eventos como a asfixia 

perinatal, estão relacionados com alterações na homeostase iônica (HERRERA-

MARSCHITS et al., 2011). Em estudos sobre hipóxia e isquemia, no tecido cerebral, são 

descritos que muitos mecanismos de transporte celular podem ser alterados, bem 

como a atividade da enzima Na+/K+-ATPase (BALESTRINO et al., 1998; BARI et al., 

2002). Essa enzima é responsável por consumir aproximadamente 40% do ATP gerado 

no tecido cerebral e sua atividade mantém a excitabilidade neural e o volume celular 

(BARI et al., 2002). Muitos estudos indicam que a Na+/K+-ATPase está relacionada com 

transporte de glutamato no córtex cerebral, porém esta ligação foi confirmada no 

trabalho realizado por Rose et al. (2009), ao utilizar técnicas como a 

coimunoprecipitação, captação de [3H] L-glutamato, [3H] D-aspartato e rubídio-86 em 

sinaptossomas do córtex cerebral e do cerebelo de ratos adultos. Nesses 

sinaptossomas a ouabaína reduziu de forma dose-dependente a captação de 

glutamato e a atividade da Na+/K+-ATPase. Em cultura primária de astrócitos do córtex 

cerebral, obtidos de ratos com dois dias de vida, é descrito que a ouabaína reduziu a 

captação de glutamato e de D-aspartato, quando utilizadas na concentração de 

milimolar (ROSE et al., 2009). Uma diferença significativa na atividade da Na+/K+-

ATPase, foi encontrada em sinaptossomas obtidos do córtex cerebral de ratos com 

sete dias de vida, submetidos à hipóxia e à isquemia  (PIMENTEL et al., 2013). Porém, 

não foi identificada diferença significativa na atividade da Na+/K+-ATPase no córtex 
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cerebral, nos sinaptossomas do córtex cerebral e no hipocampo de filhotes, 

imediatamente após asfixia perinatal.  

No trabalho realizado por Matsuda et al. (1989) tanto a expressão quanto a 

concentração das diferentes isoformas da Na+/K+-ATPase no córtex cérebral de ratos, 

aumentaram com a idade. Durante o período fetal, predominou a isoforma α-1 no 

cérebro em relação as isoformas α-2 e α-3, porém, com o desenvolvimento do feto, 

aumentou a concentração da isoforma α-2. Esses dados estão de acordo com os 

resultados descritos sobre a inibição da ouabaína durante o desenvolvimento cerebral 

de ratos, os quais indicam que a enzima Na+/K+-ATPase foi pouco sensível no 14º dia 

fetal, moderadamente sensível no 18º e muito sensível após o nascimento (MATSUDA 

et al., 1984). Mas, foi descrito que a inibição da atividade da Na+/K+-ATPase no córtex 

cerebral imaturo pode ser obtida, após o uso de ouabaína na concentração milimolar 

(ATTERWILL et al., 1987; MATSUDA et al., 1984). O fato de não haver diferença na 

atividade da enzima Na+/K+-ATPase no córtex cerebral e nos sinaptossomas obtidos 

deste tecido, imediatamente após a asfixia perinatal, provavelmente esteja 

relacionado com a manutenção do transporte de glutamato no córtex cerebral no 

mesmo período.  

Matsuda et al. (1989) relata que a expressão e a concentração das diferentes 

isoformas da Na+/K+-ATPase também varia de acordo com a região do encéfalo. 

Entretanto, a relação entre a atividade da Na+/K+-ATPase e o transporte de glutamato 

foi estabelecida apenas para o córtex cerebral. São necessários estudos adicionais para 

compreender se esta relação também estaria presente no hipocampo. Desta forma, o 

comprometimento do transporte de glutamato após um episódio de asfixia descrito 

por Frizzo et al. (2010) não pode ser relacionado a atividade da enzima Na+/K+-ATPase, 

já que nossos resultados demonstram que os mesmos permanecem inalterados no 

córtex cerebral imediatamente após a asfixia. 

Com o intuito de obter amostras de sinaptossomas para realizar estudos sobre 

a atividade da enzima Na+/K+-ATPase, o MTT  foi utilizado como um marcador de 

viabilidade dos sinaptossomas obtidos. A conversão  do MTT à formazan está 

associada com processos de redução existentes na membrana das mitocôndrias. 
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Porém, é descrito haver também atividade redutora em outros componentes 

celulares, tais como nas membranas  de endossomos,  lisossomos e  na membrana 

plasmática (BERRIDGE et al. 2005). Os resultados obtidos sobre a redução do MTT em 

sinaptossomas do córtex cerebral e do hipocampo  indicam que, mesmo após o longo 

tempo necessário para obtê-los, as membranas ainda possuem capacidade redutora. 

Logo, é possivel afirmar que determinadas caracteristicas biológicas das membranas 

estão preservadas. Dessa forma, o uso dos sinaptossomas para estudar a atividade 

enzimática Na+/K+-ATPase não se torna inadequadodo, devido a limitações no método 

para a obtenção dos mesmos. O processo utilizado para a obtenção de frações 

específicas de membrana é capaz de gerar sinaptossomas metabólicamente ativos, nos 

quais foram identificadas respiração celular e atividade da enzima lactato 

desidrogenase (BOOTH e CLARK, 1978). 

A asfixia perinata, imediatamente após a histerectomia ou após 60 min de 

recuperação, não alterou a atividade redutora em sinaptossomas do córtex cerebral. 

Porém, houve um aumento significativo na atividade redutora de sinaptossomas 

hipocampais de animais obtidos imediatamente após a histerectomia. 

Esse resultado pode estar associado com alterações nas reações de 

oxirredução, sendo necessários estudos complementares para identificar as prováveis 

enzimas e coenzimas que estariam alteradas. Esta diferença na atividade redutora de 

sinaptossomas hipocampais e corticais reforçaria o comportamento distinto destas 

estruturas cerebrais frente ao dano isquêmico.  

6 CONCLUSÃO 

Com base nos resultados experimentais é possível afirmar que o córtex cerebral 

possui habilidade em utilizar diferentes recursos energéticos, tais como o glicogênio e 

o ATP. Esta característica pode fornecer estratégias metabólicas para manter a 

homeostase cerebral sob condições de asfixia. Logo, afirmar que o córtex cerebral de 

neonatos utiliza diferentes recursos como uma estratégia para resistir ao processo 

asfixia, parece ser adequado.  

Porém, não foi possível identificar uma relação entre a atividade da Na+/K+-

ATPase com os danos gerados pela asfixia perinatal no córtex cerebral e no 
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hipocampo, imediatamente após a histerectomia. Por esta razão, estudos adicionais 

são essenciais para compreender os mecanismos envolvidos na resposta do córtex 

cerebral e do hipocampo, em neonatos, durante o período de recuperação após a 

asfixia.  

O presente trabalho sugere que o córtex cerebral possui uma grande 

capacidade para utilizar diferentes recursos energéticos. Esta situação parece não 

ocorrer no hipocampo, pois não houve redução significativa na concentração de 

glicogênio após a asfixia. Esse dado reforça as diferenças existentes entre o córtex 

cerebral e o hipocampo, principalmente nas respostas a asfixia perinatal.  

Os resultados não permitem estabelecer uma relação conclusiva entre a 

atividade da Na+/K+-ATPase e as alterações metabólicas decorrentes da asfixia 

perinatal. Desta forma, deverão ser realizados estudos futuros que permitam a 

determinação dos valores de ATP, da atividade da enzima Na+/K+-ATPase, além da 

utilização de corpos cetônicos nestas diferentes estruturas cerebrais. Adicionalmente, 

a avaliação da atividade da enzima piruvato cinase, no córtex cerebral e no hipocampo, 

também poderia contribuir para o entendimento das adaptações metabólicos 

decorrentes da asfixia perinatal.     
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