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RESUMO

Takada SH.Morte neural e neurogênese no hipocampo de ratos após anóxia 
neonatal. [tese (Doutorado em Ciências Morfofuncionais)]. São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2013.  

A anóxia neonatal, considerada problema clínico mundial, é uma das mais 
importantes causas de lesão encefálica em neonatos que pode apresentar 
consequências graves e permanentes na vida adulta, como déficits cognitivos e 
comportamentais, paralisia cerebral, epilepsia, deficiências auditivas e visuais. O 
presente estudo tem como objetivo analisar longitudinalmente possíveis alterações 
na morte, proliferação e diferenciação neuronais no hipocampo de ratos submetidos 
à anóxia neonatal. Para tanto, utilizamos modelo adaptado e validado em nosso 
laboratório (TAKADA et al., 2011), o qual foi efetivo em ocasionar alterações 
neuronais, gliais e comportamentais em ratos. Para o estudo da morte neuronal, 
foram utilizados anticorpos contra Caspase-3 ativada, TUNEL, Fluoro-Jade B® (FJB) 
e microscopia eletrônica. A metodologia escolhida para o estudo da proliferação e 
neurogênese consistiu na análise do volume das subregiões hipocampais por 
análise estereológica, nas técnicas de imunoreatividade para Ki-67, marcadora de 
proliferação celular e dupla imunofluorescência para BrdU e NeuN, para estudo da 
neurogênese hipocampal adulta. Os seguintes resultados foram observados: 24 
horas após a anóxia (P3), ocorreu maior marcação TUNEL+ em CA1 e CA2-3, 
enquanto houve maior marcação FJB+ em CA3; a análise estereológica da 
densidade da Caspase-3 ativada, porém, não mostrou diferenças entre os grupos 
anóxia e controle em nenhuma das idades estudadas (P3, P14, P21 e P60). 
Também não foram encontradas diferenças na proliferação celular da camada 
subgranular do hipocampo nestas idades. A análise da diferenciação neuronal, 
contudo, mostrou estar diminuída nos animais adultos (P60) submetidos à anóxia 
neonatal.  Em relação ao volume das subregiões hipocampais, houve aumento de 
volume na região CA1 de ratos P14 submetidos à anóxia neonatal. A análise por 
microscopia eletrônica de transmissão evidenciou ainda neurônios com 
características de morte por necrose e continuum em CA1 e GD de animais P3 
submetidos à anóxia, além de indícios que outros tipos de morte, como autofagia, 
necroptose e morte por excitotoxicidade estavam também presentes nestes animais. 
Portanto, estes resultados mostraram que o presente modelo de anóxia neonatal 
causa morte neural em CA1 e CA2-3, além de diferentes tipos de morte neuronal 
nas subregiões do hipocampo de ratos 24 horas após a anóxia, levando ao aumento 
de volume em P14 na região CA1, retornando ao seu volume original em seguida e, 
apesar de não alterar o padrão de proliferação celular na zona subgranular nas 
idades estudadas, a anóxia neonatal promove a diminuição da neurogênese no giro 
denteado de ratos adultos. 

Palavras-chave: Anóxia neonatal. Hipocampo. Morte neuronal. Neurodegeneração. 
Neurogênese. 



ABSTRACT

Takada SH. Cell death and neurogenesis in rat hippocampus following neonatal 
anoxia.[Ph. D. thesis (Morphofunctional Sciences)]. São Paulo: Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2013.  

Neonatal anoxia, considered a worldwide clinical problem, is one of the most 
important causes of brain injury in neonates; it may present serious and permanent 
consequences in adulthood, such as cognitive and behavioral deficits, cerebral palsy, 
epilepsy, hearing and visual impairment. The present study aims to analyze possible 
longitudinal changes in neural death, cell proliferation and neuronal differentiation in 
the hippocampus of rats submitted to neonatal anoxia. We used an adapted model 
that was validated in our laboratory (TAKADA et al., 2011), which is effective to 
cause neuronal, glial and behavioral sequelae in rats. For the study of neural death, 
we used antibodies against cleaved Caspase-3, TUNEL, Fluoro-Jade ® B (FJB) and 
electron microscopy. The methodology chosen for the study of proliferation and 
volume of subregions were stereological analysis and immunoreactivity for Ki-67, a 
marker of cell proliferation; to study hippocampal neurogenesis, immunofluorescence 
for BrdU and NeuN was used. The following results were observed: 24 hours after 
anoxia (P3), there was higher quantity of TUNEL+ cells in CA1 and CA2-3 and a 
higher quantity of FJB+ cells in CA2-3; otherwise, the stereological analysis of 
cleaved caspase-3 density showed no difference between groups anoxia and control 
in any of the studied ages (P3, P14, P21 and P60). Analysis by electron microscopy 
showed neurons with features of death by necrosis and continuum in CA1 and DG of 
P3 animals subjected to anoxia, as well as evidence that other types of death, such 
as autophagy, necroptosis and death by excitotoxicity were also present in these 
animals. We also found no differences in cell proliferation of subgranular layer of the 
hippocampus in these ages. The analysis of neuronal differentiation, however, 
proved to be reduced in adult animals. Therefore, these results showed that this 
model of neonatal anoxia promotes cell death in CA1 and CA2-3, and different types 
of neuronal death in subregions of the hippocampus of rats 24 hours after anoxia, 
leading to the volume increase in P14 in the CA1 region, returning to its original size 
and then, despite do not alter cell proliferation pattern in subgranular zone of studied 
ages, neonatal anoxia promotes decreased neurogenesis in the dentate gyrus of 
adult rats. 

Keywords: Neonatal anoxia. Hippocampus.Neuronal death. Neurodegeneration. 
Neurogenesis. 
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1.1 Anóxia Neonatal 

 O termo “anóxia neonatal” é utilizado, na prática clínica, para definir a 

condição de diminuição da oxigenação fetal ao nascimento. Historicamente, de 

acordo com Courville (1950), outros termos foram utilizados para descrever a 

mesma condição, como “sufocação do recém-nascido”, descrito por Roederer em 

1760, “asfixia neofitorum”, por Erhart em 1785 e “asfixia neonatorum”, em 1789, por 

Regnier. 

Contudo, a definição de asfixia ao nascimento é imprecisa. O processo ocorre 

durante o primeiro e segundo estágios do trabalho de parto, geralmente secundária 

à interrupção de fluxo sanguíneo placentário. Uma descrição bastante consistente é 

aquela de uma condição de troca gasosa prejudicada que leva, se persistente, à 

hipoxemia e hipercapnia (Low et al., 1995). 

A anóxia neonatal, considerada problema clínico mundial (Majeed et al., 

2007), é uma das mais importantes causas de lesão encefálica em neonatos que 

pode apresentar consequências graves e permanentes na vida adulta, como déficits 

cognitivos e comportamentais, paralisia cerebral, epilepsia, deficiências auditivas e 

visuais (Cannon et al., 2002; Caputa et al., 2005; Casolini et al., 2005; Dell’anna et 

al., 1995a; Dell’anna et al., 1997; Hedner, Lundborg, 1980; Rogalska et al., 2006; 

Vannucci et al., 1999; Volpe, 1992; Wainwright et al., 2004).  

Estatísticas sugerem incidência de anóxia neonatal em 1-3/1000 crianças 

nascidas a termo (Graham et al, 2008; Kurinczuk et al., 2010), porém nível de 

incidência bastante alto, aproximadamente 60%, em neonatos prematuros com 

baixo peso, constituindo grande preocupação para a saúde pública (Laviola et al., 

2004; Vannucci, 2000). Atualmente, devido aos avanços tecnológicos e novos 

conhecimentos e estratégias terapêuticas, as taxas de sobrevivência de prematuros 

de 24 a 26 semanas tem aumentado em comparação com períodos anteriores 

(Suguihara et al., 2005), sendo que a taxa de sequelas associadas à prematuridade, 

dentre elas a da anóxia neonatal, também tornou-se crescente. 

O nascimento prematuro é definido pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como partos que ocorrem anteriormente às 37 semanas completas de 

gestação ou menos que 259 dias desde o primeiro dia do último período menstrual 

da mulher (OMS, 1977). Pode ser subdividido de acordo com a idade gestacional 
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em: prematuro extremo (<28 semanas), muito prematuro (28-<32 semanas) e 

prematuro moderado (32-<37 semanas). 

Segundo Lawn e colaboradores (2005), as principais causas de mortalidade 

infantil mundial (em crianças menores de 5 anos) estão relacionadas à 

prematuridade, asfixia perinatal e infecções. Em 1996, as causas perinatais eram 

responsáveis por 49,7% dos óbitos infantis no Brasil, tendo aumentado para 53,6% e 

55,4% nos anos de 2002 e 2003, respectivamente. 

 Entre as causas perinatais de mortalidade infantil, 61,4% estão associadas 

com a prematuridade (Victora, 2001). Mais de 1 em cada 10 bebês nascidos no 

mundo em 2010 eram prematuros, sendo que mais de 1 milhão não sobreviveu em 

decorrência à prematuridade (Blencowe et al., 2012). Atualmente, a prematuridade é 

a segunda causa de morte em crianças abaixo de 5 anos de idade e a principal 

causa de morte no primeiro mês de vida (Liu et al., 2012). Segundo projeto da 

Organização Mundial da Saúde, “Born too soon”, publicado em 2012, o Brasil era, 

em 2010, um dos 10 países que mais apresentavam nascimentos prematuros no 

mundo. 

Brenelli-Vitali e colaboradores, em 2005, atribuíram à asfixia perinatal a causa 

da maioria das mortes nesse período. Especificamente no estado de São Paulo, em 

estudo recente realizado por Daripa e colaboradores (2013), a asfixia perinatal 

contribuiu para a morte de 1,71 recém-nascidos a cada 1000 nascidos vivos e 22% 

dos óbitos neonatais precoces no estado de São Paulo no período de 2001 a 2003.  

Trabalhos da literatura evidenciam que apesar do sistema nervoso central 

imaturo apresentar maior tolerância a eventos hipóxicos (Dell’anna et al., 

1993;Nakajima et al., 1996; Nakajima, 1999; Volpe, 1992), há períodos críticos, onde 

o encéfalo está mais vulnerável e os neurônios em desenvolvimento são 

particularmente mais susceptíveis ao insulto hipóxico ou a outros fatores ambientais 

nocivos, influenciando negativamente sua maturação (Nyakas et al., 1996). 

 Segundo a teoria de Dobbing (1968), o encéfalo está mais vulnerável a 

insultos nas fases de grande e rápida proliferação e maturação celular.   O primeiro 

período crítico ocorre durante a multiplicação e organização iniciais de neuroblastos 

que, nos mamíferos, acontece no período pré-natal (Morgane et al., 1993). O 

segundo período crítico ocorre na fase de aleitamento do rato (Winick , Noble, 1966), 

quando há rápido crescimento do encéfalo, com migração e diferenciação neuronais, 
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sinaptogênese, multiplicação glial e mielinização evidentes (Dobbing, 1970; 

Manhães de Castro et al., 2001; Morgane et al., 1993).  

A vulnerabilidade do encéfalo em desenvolvimento é dependente do agente 

agressor, do tempo de exposição a este agente e da capacidade dos metabólitos 

originados por esta agressão de atingirem o sistema nervoso em desenvolvimento. 

Exposição a agentes agressores no período de ontogenia de qualquer sistema 

orgânico pode levar a efeitos adversos mais graves que ao término deste período, 

quando o órgão ou sistema já estiver completamente desenvolvido. O 

desenvolvimento do sistema nervoso central em mamíferos compreende fases, a 

partir da indução da placa neural, proliferação neural, migração, diferenciação, 

crescimento axonal, sinaptogênese, gliogênese, apoptose e mielinização (Rice, 

Barone Jr., 2000); uma agressão como o insulto anóxico, incidindo em qualquer uma 

destas fases, pode acarretar prejuízos com sequelas permanentes.  

O encéfalo é extremamente sensível a reduções no suprimento de oxigênio; 

esta vulnerabilidade decorre do seu alto consumo energético que, quando 

comprometido, dispara cascata de eventos bioquímicos que simultaneamente 

induzem lesão ou morte das células mais vulneráveis do sistema nervoso central, 

primariamente localizadas no hipocampo, uma das regiões cerebrais mais sensíveis 

à anóxia (Buwalda, 1995; Lutz e Prentice, 002 Vexler, Ferriero, 2001), no córtex 

cerebral e núcleos basais, estes últimos mais susceptíveis a lesões no último 

trimestre de gestação em humanos (Cirulli, 2003; Loidl et al., 2000). 

O hipocampo possui elevada capacidade plástica e alta demanda metabólica. 

A plasticidade da circuitaria hipocampal, essencial para sua função na aprendizagem 

e memória, pode aumentar sua vulnerabilidade a insultos (Shors et al., 1989), em 

especial a privação de oxigênio, como descrito em trabalhos com o modelo de 

hipóxia-isquemia e outros modelos de privação de oxigênio (Daval et al., 2004; 

Johnston, 2001; Liu et al., 2008; Peterson et al., 2012; Yang et al., 2011;).  

O modelo de privação de oxigênioutilizado neste trabalho, denominado 

modelo de anóxia neonatal, foi adaptado e validado em nosso laboratório (Takada et 

al., 2011), evidenciando, além de alterações neuronais (Takada, 2009) e gliais 

(Allemandi, 2012) agudas, déficits na memória espacial e aprendizagem em ratos 

adultos submetidos ao estímulo anóxico neonatal (Ito, 2010). Tais resultados, 

aliados ao fato de que estudos em animais mostraram que a neurogênese 

hipocampal é crítica para alguns aspectos importantes da aprendizagem e memória 
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(Leuner et al., 2006; Shors et al., 2001; Winocur et al., 2006; Zhang et al., 2008), 

constituíram as bases para o desenvolvimento do presente trabalho. 

Assim, as implicações da anóxia neonatal na morte e na proliferação e 

diferenciação neurais e no volume do hipocampo em diferentes períodos pós-natais 

correspondentes ao segundo período crítico citado (3 a 21 dias) e na vida adulta (60 

dias) foram abordados. 

1.2 Hipocampo  

O hipocampo, ou hippocampus, em grego, significa cavalo marinho, 

justamente devido ao seu formato encurvado. Corresponde a estrutura bilateral no 

córtex cerebral, com características morfológicas peculiares, além de apresentar alto 

grau de plasticidades sináptica e fenotípica ede ter a capacidade de gerar novos 

neurônios até na vida adulta (neurogênese). Está envolvido em processos fisio e 

patológicos, como o aprendizado e a memória, doença de Alzheimer e epilepsia 

(Taupin, 2007). 

1.2.1 Características morfológicas do hipocampo   

A formação hipocampal engloba os seguintes componentes: córtex entorrinal, 

subículo, pré-subículo e parassubículo e hipocampo propriamente dito, o qual se 

estende rostralmente entre o corpo caloso e a substância branca profunda do 

neocórtex (Paxinos, 2004).  

 O hipocampo (hipocampo propriamente dito), parte da formação hipocampal,é 

composto de subregiões anatomicamente distintas, com variada morfologia, forma e 

tamanho celular,conectividade, propriedades eletrofisiológicas e susceptibilidade a 

insultos (Amaral, Insausti, 1990; Storm-Mathisen et al., 1990): o giro denteado (GD) 

e o Cornu Ammonis (CA) ou corno de Amon. O GD possui a forma de “V” ou de “U”, 

enquanto o CA é estrutura deformato encurvado que se entrelaça com o GD. A 

porção interna do GD correspondeàregião hilar ou hilo (Taupin, 2007). 

 Ambas as regiões são estruturadas em camadas ou strata. De dentro para 

fora, as camadas do GD são: camada polimórfica, camada granular (stratum 

granulare) e camada molecular (stratum moleculare); as camadas de CA, também 
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de dentro para fora, são: stratum moleculare, stratum lacunosum (or lacunosum-

moleculare), stratum radiatum, stratum lucidum, camada piramidal (stratum 

pyramidale), stratum oriens e alveus. As principais camadas de GD e CA são, 

respectivamente, a camada granular e a camada piramidal, camadas densas que 

contém corpos de células granulares e piramidais. Outras camadas, como a 

polimórfica do GD, osstratum oriens e radiatum do CA contêm vários tipos de 

interneurônios, células musgosas, células em cesto e bipolares (Altman, Bayer, 

1973). 

 Os corpos celulares das células granulares presentes na camada granular do 

giro denteado tem diâmetro aproximado de 7 µm. A camada molecular do GD 

contém os dendritos proximais das células granulares; seus axônios, as fibras 

musgosas, projetam-se para as células piramidais de CA3 (Claiborne et al., 1986). 

No rato, o número aproximado de células granulares é de 1 milhão (Amaral et al., 

1990; Boss et al., 1985).

 A fissura hipocampal separa o giro denteado de CA1, adjacente ao subículo, 

enquanto CA3 está adjacente à fímbria, fórnix e plexo coróide. A região CA2 situa-se 

entre CA1 e CA3 e pode ser diferenciada das demais regiões utilzando-se a técnica 

de Golgi; já CA4 situa-se no hilo do GD (Lorente de No, 19341, apud Taupin, 2007). 

 Os corpos celulares das células piramidais possuem formato triangular e 

diferem em tamanho: em CA2 e CA3 medem 40 a 60 µm enquanto que em CA1 

medem 20 a 40 µm. A camada molecular do corno de Amon contém os dendritos 

apicais das células piramidais, sendo os de CA3 mais espessos e curtos que de 

CA1.  

 No stratum lucidum é onde ocorrem os contatos sinápticos estabelecidos 

pelas fibras musgosas provenientes da camada granular com as células piramidais 

de CA3. Em ratos, estudos quantitativos estimam que CA3 é composto por cerca de 

330.000 células piramidais enquanto CA1 contém 420.000 células piramidais; o 

número de interneurônios é desconhecido. A subregião CA2 correspondeà região 

que não elicia o mesmo padrão do stratum lucidum de CA3 com suas saliências 

espinhosas e, portanto, não recebe as aferências das fibras musgosas. Sua 

                                           
1: Lorente de No, R Studies on the structure of the cerebral cortex. II.Continuation of the 

study of the ammonic system.J PsycholNeurol (Lpz);1934;46:113-77. 
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existência é questionada por vários pesquisadores (Amaral et al., 1990; Boss et al., 

1985). 

1.2.2 Hipocampo e a privação de oxigênio 

 Em modelos de privação de oxigênio, o hipocampo tem sido alvo de muitas 

pesquisas, tanto por sua susceptibilidade à privação de oxigênio como também 

devido à sua alta capacidade regenerativa (Bartley et al., 2005; Daval et al., 2004a). 

 Além disso, alterações no volume de estruturas encefálicas, dentre elas o 

hipocampo, tem sido descritas em literatura como resultantes da prematuridade em 

si ou decorrentes de lesões no encéfalo imaturo. Revisão de literatura realizada em 

2012 por Keunen e colaboradores, mostrou que prematuros humanos apresentam 

alterações regionais e globais no tecido encefálico quando comparados aos 

nascidos a termo e saudáveis, sendo que tais alterações são mais proeminetes 

quanto menor a idade gestacional. Ainda, mostraram que fatores associados à 

prematuridade, como lesão da substância branca, hemorragia intraventricular, 

terapias pós-natais com corticosteróides, atraso do crescimento intra-uterino e 

doenças pulmonares crônicas são fatores frequentemente associados a alterações 

volumétricas destas estruturas encefálicas. 

 Em roedores neonatos, o grau de lesão hipocampal observado em diferentes 

modelos de privação de oxigênio é variável e depende de muitos fatores, dentre eles 

a idade em que o animal é submetido ao estímulo (Bartley et al., 2005; Daval et al., 

2004a; Pourié et al., 2006; Scheepens et al., 2003). 

 Para o presente estudo, o rato foi o animal de escolha, uma vez que, quando 

comparado ao humano, o rato nasce prematuramente, ou seja, o estágio de 

maturação encefálica do rato neonato é comparável ao final do segundo trimestre 

em humanos. Assim, a idade em que é realizado o estímulo anóxico nos animais 

(aproximadamente 30 horas de vida) corresponde aos marcos de desenvolvimento 

de um bebê prematuro humano entre 23 e 32 semanas de gestação (Semple et al., 

2013). 

 O estudo do hipocampo desperta ainda grande interesse em modelos de 

privação de oxigênio devido ao fato da memória e aprendizagem, ambas funções 

relacionadas primordialmente à estrutura hipocampal, frequentemente apresentarem 
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déficits em modelos animais e também em humanos que sofreram asfixia perinatal 

(Semple et al., 2013), com implicações cognitivas. 

 Desta forma, avaliar como a anóxia neonatal altera a dinâmica entre morte e 

proliferação neuronais e se promove alterações morfológicas no hipocampode ratos 

é de suma importância para melhor compreender as causas das sequelas 

comportamentais relacionadas à memória espacial e aprendizagem observadas no 

modelo de anóxia neonatal utilizado. 

1.3 Objetivo Geral 

O objetivo do presente trabalho é analisar longitudinalmente a hipótese de 

que a anóxia neonatal promove alterações na dinâmica do desenvolvimento neural 

por morte, proliferação e diferenciação neuronais (neurogênese) no hipocampo de 

ratos, com consequentes alterações morfológicas. 

1.4 Objetivos Específicos 

I - verificar longitudinalmente a morte neural decorrente da anóxia neonatal no 

hipocampo de ratos Wistar desde 24 horas após o insulto anóxico (P3) até a 

idade adulta (P60) com técnicas de imunoistoquímica para Caspase-3 ativada, 

TUNEL e Fluoro-Jade B ® e análise estereológica; 

II –avaliar, com técnicas de microscopia eletrônica de transmissão, a ocorrência 

dealterações morfológicas indicativas de diferentes tipos de morte neuronal 24 

horas após anóxia neonatal; 

III - estudar longitudinalmente os efeitos da anóxia neonatal na dinâmica de 

proliferação celular da zona subgranular do giro denteado do hipocampo dos 

ratos (P3, P14, P21 e P60) com técnica de imunoistoquímica para Ki-67; 
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IV –analisar, por dupla imunofluorescência, possíveis alterações na quantidade de 

células neuronais marcadas com BrdU na zona subgranular nos animais adultos 

(P60) que sofreram anóxia neonatal; 

V- verificar, por análise estereológica,se a anóxia neonatal causa alterações no 

volume hipocampal dos ratos ao longo das idades estudadas (P3, P14, P21 e 

P60) 

 Para facilitar o desencadeamento de ideias, a presente tese foi dividida em 

capítulos: CAPÍTULO 1: ESTUDO DAS IMPLICAÇÕES DA ANÓXIA NEONATAL À 

MORTE CELULAR NO HIPOCAMPO DE RATOS (Objetivos específicos I e II); 

CAPÍTULO 2: ESTUDO DA DINÂMICA ESTRUTURAL DO HIPOCAMPO QUANTO 

AO VOLUME, PROLIFERAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO NEURAIS NO GIRO 

DENTEADO DE RATOS APÓS ANÓXIA NEONATAL (Objetivos específicos III, IV e 

V). 



2 MATERIAIS E MÉTODOS GERAIS
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2.1 Animais 

Foram utilizados filhotes de 19 casais de ratos albinos (Rattus novergicus, 

linhagem Wistar), criados no biotério do Instituto de Ciências Biomédicas, 

Departamento de Anatomia – USP, com temperatura constante (23 ºC ± 1 °C), ciclo 

claro/escuro de 12:12h, início do claro às 7:00h, e água e comida ad libtum. Os 

procedimentos descritos estão de acordo com os Princípios Éticos de 

Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 

(CEEA) (Protocolo n° 190, fls. 139 do livro 2 para uso de animais em 

experimentação). 

2.2 Condições experimentais

  

 Foram utilizados aproximadamente 90 neonatos machos (Rattus novergicus, 

linhagem Wistar), com no mínimo 30 horas de vida (P1-P2), pesando entre 6 e 8 g; 

uma vez que a idade de P1 a P3 corresponde à maturação de um encéfalo humano 

de 24 a 32 semanas (Semple et al., 2013). Os animais foram divididos em grupos 

conforme a idade: P3, que corresponde a 24 horas após o insulto anóxico, P14, P21 

e P60. Cada grupo foi formado pelos subgrupos anóxia e controle. 

Para a exposição dos animais à anóxia, foi utilizado sistema construído e 

validado em nosso laboratório (Takada, 2009; Takada et al., 2011), constituído por 

câmara semi-hermética de policarbonato (31,0 × 14,0 × 19,5 cm), com entrada e 

saída de gás, acoplada a manômetro, fluxômetro e a cilindro de nitrogênio gasoso. A 

câmara semi-hermética previne o aumento de pressão no interior da câmara, 

fazendo com que seja o mais próximo possível da pressão atmosférica. Com o 

objetivo de evitar hipotermia e potencializar os efeitos da anóxia, a temperatura da 

câmara foi mantida entre 35 e 37 °C pela imersão parcial da mesma em água 

aquecida por resistência elétrica (Figura 1). Esta faixa de temperatura é importante 

uma vez que a temperatura basal dos neonatos é de 33 °C, constituindo por si só 

fator de neuroproteção (Caputa et al., 2005; Rogalska et al., 2006; Spasojevic et al., 

2013). 



Figura 1 - Sistema utilizado para provocar anóxia em

Desenho esquemático mostrando: a 
b – manômetro; c – fluxômetro; d 
e – cuba em vidro transparente com água aquecida; f 
homogenizar a temperatura da água); g 
água.   
Fonte: Takada et al., 2011.
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fluxômetro; d – câmara em policarbonato parcialmente imersa na água

cuba em vidro transparente com água aquecida; f – bomba difusora de água (para 
izar a temperatura da água); g – termômetro; h - resistência para aquecimento da 

Fonte: Takada et al., 2011.
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a mãe até o momento da perfusão transcardíaca ou até o desmame (21 dias). 
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O grupo controle foi exposto às mesmas condições experimentais, sem 

contudo  haver  troca do ar dentro da câmara, ou seja, permaneceu ao ar ambiente. 

2.3 Processamento do material biológico  

 A perfusão transcardíaca foi realizada de acordo com as idades pré-

determinadas; os animais foram profundamente anestesiados com hidrato de cloral 

33% na proporção aproximada de 0,4 ml/100 g (dose letal). Foram perfundidos 

transcardiacamente com solução salina (0,9%, pH 7,4) e em seguida solução 

fixadora de formaldeído (4% em tampão fosfato, pH 7,4, 4 °C). Os encéfalos foram 

dissecados, pós-fixados na mesma solução fixadora overnight e então crioprotegidos 

em solução tampão fosfato de sódio (PBS, 0,1 M, pH 7,4) mais sacarose 20% até o 

momento da criossecção ou microtomia. Os encéfalos dos neonatos de 3 dias de 

vida (P3) foram cortados em criostato (Leica CM 1850) em cortes frontais de 30 ou 

40 µm de espessura, coletados em 6 ou 5 séries, respectivamente, montados em 

lâminas gelatinizadas ou eletrostáticas e armazenados em freezer à -20 ºC em 

recipiente protegidos de umidade. Os encéfalos dos animais dos grupos P14, P21 e 

P60 foram cortados em micrótomo, em cortes frontais de 40 µm de espessura, 

coletados em séries (6 séries em P14 e 12 séries em P21 e P60), armazenadas em 

solução anti-congelante até o momento de sua utilização.  

As técnicas para obtenção dos resultados e métodos de análises serão 

detalhadas no respectivo capítulo. 



3 CAPÍTULO 1: ESTUDO DAS IMPLICAÇÕES DA ANÓXIA NEONATAL À MORTE 
CELULAR NO HIPOCAMPO DE RATOS 
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3.1 Introdução

3.1.1 Morte neuronal após privação de oxigênio 

 A manutenção da função encefálica normal depende de um suprimento 

contínuo de oxigênio; no sistema nervoso central, os neurônios são extremamente 

sensíveis à disponibilidade do mesmo. As respostas celulares à privação de oxigênio 

são bastante complexas e resultam em ativações de mecanismos, a curto e longo 

prazos, visando a conservação de energia e proteção das células (Corcoran,  

O’Connor, 2013). 

 A privação de oxigênio leva naturalmente à privação energética, acometendo 

o metabolismo celular, podendo ou não induzir à morte por apoptose ou algum outro 

processo distinto. 

 Muitos fatores, além da falha energética celular, como a acidose, a liberação 

de glutamato, o acúmulo de cálcio intracelular, a peroxidação lipídica e 

neurotoxicidade do óxido nítrico, podem levar à morte neuronal (Zhao et al., 2013). 

 Pesquisas têm evidenciado maior esclarecimento a respeito dos aspectos 

celulares e moleculares da neurodegeneração no encéfalo imaturo, especialmente 

características que o tornam diferente quando comparado a lesões semelhantes no 

encéfalo adulto. Há hipóteses de que a neurodegeneração se estenda nos dias ou 

semanas seguintes ao insulto e seja muito influenciada por receptores, enzimas 

proteolíticas e mecanismos programados de morte celular que são altamente 

expressos durante o desenvolvimento (Johnston et al., 2002); ainda, estudos clínicos 

sugerem que insultos hipóxicos no encéfalo durante o período perinatal contribuem 

para redução, a longo prazo, do crescimento da substância cinzenta (Barret et al., 

2007).  

 Há evidências crescentes que lesões neurais agudas podem desencadear 

perda celular contínua (Barret et al., 2007; Daval et al., 2004; Liu et al., 2004). Os 

mecanismos básicos que levam à neurodegeneração, porém, ainda são 

desconhecidos (Troy, Salvesen, 2002), sendo que a teoria mais descrita 

ultimamente é aquela relacionada à perda do suporte trófico às células que não 

sobrevivem.  

 Durante o período perinatal, neurônios em desenvolvimento são altamente 

dependentes de suporte trófico para sobrevivência e manutenção das conexões (Li 
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et al., 1998); interrupções no desenvolvimento das conexões e a resultante privação 

de regiões alvo podem causar morte celular no encéfalo imaturo mais rapidamente e 

com maior frequência que no encéfalo maduro (Miller, Kuhn, 1997).Esta 

neurodegeneração induzida pela privação das regiões alvo é um dos mecanismos 

de neurodegeneração que tem sido proposto para a ocorrência de 

neurodegeneração tardia observada em modelos animais de hipóxia-isquemia 

(Geddeset al., 2001). 

 Estudos mostram que a lesão primária após insulto hipóxico-isquêmico em 

fetos e neonatos ocorre devido à necrose celular, enquanto a lesão secundária, após 

horas ou dias, é decorrente de apoptose ou morte celular programada (Beilharz et 

al., 1995; Nakajima et al., 2000; Northington et al., 2001). Ainda, resultados de 

estudos morfológicos, histoquímicos e moleculares confirmam que os principais tipos 

de morte neuronal após hipóxia-isquemia são a apoptose e a necrose (Banasiak, 

Haddad, 1998; Nakajima et al., 2000; Pulera et al., 1998), descritos a seguir. 

3.1.1.1 Apoptose

 O equilíbrio entre vida e morte a nível celular é crítico para o desenvolvimento 

(Ribe et al., 2008). A morte celular por apoptose tem importante papel no 

desenvolvimento encefálico, na lesão neural e em patologias. No sistema nervoso 

em desenvolvimento, a apoptose ocorre naturalmente, sob controle genético, sendo 

necessária para determinar o número apropriado de células e para a eliminação de 

neurônios impropriamente conectados (Liu et al., 2004; Pettman, Henderson, 1998). 

No sistema nervoso adulto, a indução inapropriada de morte celular apoptótica 

contribui para patologias associadas a doenças neurodegenerativas (Portera-Cailliau 

et al., 1995; Smale et al., 1995) e para insultos neurológicos agudos (Nitatori et al., 

1995). 

 A apoptose exerce importante papel em vários estados patológicos, dentre os 

quais a lesão encefálica ocasionada por hipóxia-isquemia (Banasiak et al., 2000).  

 Em mamíferos, a apoptose é regulada pela família de proteínas Bcl-2, pela 

proteína Apaf-1 (apoptotic protease-activatingfactor 1) e pela família de caspases, 

que são proteases específicas de cisteíno-aspartato (Troy, Salvesen, 2002; Yuan, 

Yankner, 2000). Há duas vias distintas que iniciam a ativação da apoptose: a via 

extrínseca ou citoplasmática  e a via intrínseca ou mitocondrial (Figura 2). 
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A via intrínseca tem início com a ativação da mitocôndria, a qual leva à 

liberação do citocromo c, sendo que tal liberação é controlada pela ação da família 

de proteínas Bcl-2, reguladoras da permeabilidade da membrana mitocondrial. Uma 

vez liberado, o citocromo c se liga ao Apaf-1, e, na presença de dATp ou ATP, 

recruta e ativa pró-caspase-9 para formar um complexo chamado de apoptossomo. 

A Caspase-9 ativada, pode ativar assim novas caspases, como a Caspase-3 , que 

finalmente levam ao processo final de apoptose (MacFarlane, Williams, 2004). �

 A via extrínseca é iniciada quando receptores de morte da família do TNF 

(tumor necrosisfactor), localizados na superfície da membrana celular, são ativados. 

Esta ativação resulta em rápida resposta da caspase-8 após seu recrutamento por 

moléculas adaptadoras ligadas formando o complexo receptor-ligante conhecido 

como DISC. FADD (Faz-associated death domain protein) é conhecida como 

adaptador universal utilizado por receptores de morte para recrutar e ativar a 

Caspase-8 .  A Caspase-8 , considerada iniciadora, ativa a Caspase-3 , executora, 

responsável pela clivagem de importantes substratos celulares resultando em 

alterações morfológicas e bioquímicas clássicas associadas ao fenótipo de apoptose 

(MacFarlane, Williams, 2004). 



Figura 2 - Vias de ativação da apoptose.

Esquema ilustra as duas vias de ativação da apoptose: via intrínsec
extrínseca ou celular. As duas vias culminam com a 
caspase executora, respo
resultando em alterações morfológicas e bioquímicas
apoptose. 
Fonte: Adaptado de MacFarlane e Williams, 2004.
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As principais caspases envolvidas na morte neuronal são as caspases 3 e 9, 

sendo que, na cascata da apoptose, a Caspase-9  ativa cliva a Caspase-3  (Yuan,  

Yankner, 2000). Estudos com camundongos caspase-3-null e caspase-9-null (com 

ausência destas caspases) mostraram a importância das mesmasdurante o 

desenvolvimento do sistema nervoso, uma vez que sua ausência levou a graves 

anomalias, como formações de massas ectópicas no córtex cerebral, hipocampo e 

estriado e ainda expansão da zona periventricular, devido à diminuição da apoptose 

(Kuida et al.,1996;  Kuida et al., 1998).  

Para este estudo, foi escolhida a Caspase-3 para detectar e quantificar a 

morte por apoptose no hipocampo de ratos submetidos à anóxia neonatal a partir de 

24 horas após o insulto anóxico, uma vez que estudos com modelos de hipóxia-

isquemia neonatal em roedores indicaram que o pico de expressão da Caspase-3  

ocorre 24 horas após o estímulo hipóxico (Blomgren et al., 2001; Carloni et al., 

2007). 

Com o conhecimento a respeito da via intrínseca ou mitocondrial descrita 

anteriormente, é possível afirmar que a ocorrência da apoptose depende de ATP, a 

qual está ausente num evento anóxico grave devido à depleção de oxigênio. Desta 

forma, a via intrínseca fica prejudicada, pois etapas dependentes de ATP, como a 

produção do apoptossomo, podem não ocorrer, fazendo com que não haja ativação 

da Caspase-9, o que pode induzir as células a um outro destino, tal como a morte 

por necrose, descrita a seguir.  

3.1.1.2 Necrose

Quando a privação de oxigênio é suficientemente grave a ponto de causar 

depleção de reservas energéticas teciduais, as células rapidamente respondem ao 

insulto com acidose, excitotoxicidade por glutamato, geração de espécies reativas 

ao oxigênio e estresse oxidativo, seguido por períodos prolongados de morte celular 

tardia ou apoptose e inflamação (Dirnagl et al., 1999; Vannucci, Hagberg, 2004). 

A necrose corresponde à forma de morte celular que ocorre rapidamente em 

resposta a insultos graves, como é o caso da anóxia. Resulta de vias de transdução 

de sinais específicas (Golstein, Kroemer, 2007) e é caracterizada por falha na 

regulação osmótica, depleção de ATP e rápida permeabilização da membrana 



36 

plasmática. Este fenômeno está associado a alterações na homeostase dos íons 

cálcio e sódio (Banasiak et al., 2000). 

As características morfológicas da necrose são: aumento do volume celular 

(oncose), inchaço das organelas, ruptura da membrana plasmática com 

subsequente perda do conteúdo intracelular (Kroemer et al., 2009). A necrose foi 

considerada, por muito tempo, uma forma de morte celular acidental e 

descontrolada; porém, evidências têm mostrado que essa morte celular pode ser 

controlada por várias vias sinalizadoras e mecanismos catabólicos (Festjens et al., 

2006). Em 2008, Hitomi e colaboradores denominaram esta forma de necrose, em 

especial a mediada pela RIP1, da família de proteínas RIP, sensíveis ao estresse 

celular, de necroptose.

Como já mencionado, estudos mostram que a lesão primária após insulto 

hipóxico-isquêmico em fetos e neonatos decorre de necrose celular, enquanto a 

lesão secundária, após horas ou dias, é ocasionada por apoptose ou morte celular 

programada (Beilharz et al., 1995; Nakajima et al., 2000; Northington et al., 2001). 

Porém, a grande maioria dos estudos supracitados foram realizados em modelos de 

hipóxia-isquemia, causados por cessação permanente do fluxo sanguíneo unilateral 

e privação parcial do oxigênio em animais com 7 dias de vida.   

Clinicamente, o padrão de lesão neural que ocorre devido a insulto hipóxico 

ou anóxico graves, no prematuro, difere dos padrões vistos na lesão do recém-

nascido a termo ou que ocorre logo após o nascimento. A leucomalácia 

periventricular difusa, por exemplo, ocorre mais comumente nos prematuros, assim 

como lesões talâmicas (Barrett et al., 2007).  

Ainda, estudos clínicos sugerem que insultos hipóxicos no encéfalo humano 

no período perinatal contribuem para redução, a longo prazo, do crescimento da 

substância cinzenta (Isaacs et al., 2004), sugerindo possível alteração no 

mecanismo regulatório da neurodegeneração e proliferação neuronais. 
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3.1.2 Objetivos  

I - verificar longitudinalmente a morte celular decorrente da anóxia neonatal no 

hipocampo de ratos Wistar desde 24 horas após o insulto anóxico (P3) até a 

idade adulta (P60) com técnicas de imunoistoquímica para Caspase-3 ativada, 

TUNEL e Fluoro-Jade B ® e análise estereológica; 

II – avaliar, com técnicas de microscopia eletrônica de transmissão, a ocorrência de 

alterações morfológicas indicativas de diferentes tipos de morte neuronal 24 

horas após anóxia neonatal. 
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3.2 Material e método 

A morte e degeneração neuronais foram analisadas a partir de 24 horas após 

a anóxia, utilizando as técnicas de histoquímica para detecção de 

neurodegeneração e fragmentação de DNA (Fluoro-Jade B ® e TUNEL, 

respectivamente), técnica de imunoistoquímica contra a Caspase-3 ativada e técnica 

de microscopia eletrônica de transmissão para o estudo morfológico dos tipos de 

morte neuronal presentes. 

3.2.1 Fluoro-Jade B ® 

Dois diferentes protocolos foram utilizados para detecção dos neurônios 

positivamente marcados para Fluoro-Jade B ® (FJB+), de acordo com a idade do 

animal e características do tecido encefálico. Para determinação dos protocolos, 

diferentes testes foram realizados, onde foram observados os seguintes aspectos: 

aderência do tecido às lâminas, intensidade do background e intensidade da 

marcação FJB+ (Lee, 2012).  

Para animais em P3, secções do tecido (30 µm) cortadas em criostato e 

montadas em lâminas gelatinizadas, foram retiradas do freezer -20°C 48 horas antes 

do processamento, lavadas em PBS 0,1 M e deixadas para secar em temperatura 

ambiente 24 horas e na estufa a 37°C por mais 24 horas. Após este período, foram 

imersas em solução com 1% de NaOH em álcool 80%, seguida por solução de 

álcool 70%, submetidas a duas lavagens em água destilada (10 minutos cada), 

imersas em solução de permanganato de potássio 0,06% por 10 minutos (agitando 

gentilmente) e lavadas três vezes em água destilada (10 minutos cada). Depois, em 

ambiente escuro, elas foram colocadas em solução marcadora de Fluoro-Jade B® 

(Millipore Corporate Headquarters, Billerica, MA, EUA) 0,0004% por 20 minutos, 

lavadas três vezes em água destilada (2 minutos cada) e colocadas para secar em 

estufa a 37°C. Após totalmente secas, elas foram mergulhadas em xilol por pelo 

menos um minuto e cobertas com lamínulas usando DPX.  

 Os encéfalos dos demais animais (P14, P21 e P60), cortados na espessura 

de 40 µm em micrótomo, foram montados em lâminas gelatinizadas e deixados para 

secar em estufa a 37°C por 24 horas. A seguir, foram mergulhados em álcool 100% 

por 3 minutos e álcool 70% por 1 minuto; foram então mergulhados em água 
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destilada por 1 minuto e permaneceram por 15 minutos em solução de 

permanganato de potássio 0,06% em mesa agitadora. Após este procedimento, 

foram lavados duas vezes com água destilada (1 minuto cada lavagem) e 

permaneceram 30 minutos em solução de Fluoro-Jade B ® 0,001% protegidos da 

luz, em mesa agitadora. Finalmente, foram lavados 3 vezes com água destilada (1 

minuto cada lavagem) e deixados para secar em estufa a a 37°C. Após secagem, 

foram mergulhados 3 vezes em xilol (2 minutos cada) e as lâminas foram cobertas 

com DPX. Outra série de lâminas de cada encéfalo foi submetida a uma coloração 

em Nissl, para auxiliar na identificação das regiões dos cortes encefálicos onde 

houve marcação.  

3.2.2 TUNEL 

A técnica histológica de marcação por TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl 

Transferase (TdT)-mediated dUTP Nick End Labeling) consiste na incorporação da 

fluoresceína 12-deoxiuridina trifosfato (12-d-UTP) nas terminações 3’-OH do DNA, 

cujo sinal é amplificado por reação envolvendo a enzima Terminal Deoxynucleotidyl 

Transferase (rTdT). O DNA fragmentado marcado pela fluoresceína 12-dUTP pode 

ser visualizado diretamente em microscópio de fluorescência. 

Para esta técnica histológica, foi utilizado o “Dead EndTM Fluorometric TUNEL 

System” (Promega, Madison, WI, EUA), com pequenas modificações em seu 

protocolo, em cortes coronais de 30�m montados em lâminas eletrostáticas (P3, 

n=4/grupo) e 40�m (P14, P21 e P60, n=3/grupo) de espessura. As lâminas com os 

cortes foram lavadas em PBS 0,1 M (2 x 5 minutos), permeabilizadas em solução de 

Proteinase K (1:500) em PBS 0,1 M por 5 minutos, lavadas novamente em PBS (2 x 

5 minutos) e incubadas com 100�l de Equilibration Buffer a temperatura ambiente, 

por 5 minutos. Em seguida, 100�l de TdT reaction mix foram pipetados em cada 

lâmina, sendo cobertas com lamínulas de plástico e levadas à estufa a 37°C por 1 

hora em câmara úmida protegida da luz. Após este período, as lâminas foram 

imersas em solução 2X SSC por 15 minutos após a remoção das lamínulas, em 

seguida foram lavadas em PBS por 5 minutos e cobertas com DAPI/Antifade 

Solution (Millipore Corporate Headquarters, Billerica, MA, EUA) como meio de 

montagem. 
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3.2.3 Imunoistoquímica – Caspase-3 ativada 

Secções frontais montadas em lâminas eletrostáticas, foram lavadas em PBS 

e mergulhadas em solução fervente de ácido cítrico 0,01 M (pH 6) durante 7 minutos 

para recuperação antigênica e então deixadas na mesma solução resfriando por 20 

minutos. Após novas lavagens em PBS, os cortes foram incubados em solução 

composta por PBS e soro normal de cabra (NGS) (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, EUA) por 40 minutos para bloqueio de sítios inespecíficos; a seguir, foram 

incubadas em mesma solução com anticorpo monoclonal feito em coelho contra 

Caspase-3 ativada (1:100, ABCAM, Cambridge, MA, EUA) por 48 horas a 8°C. Após 

este período, as lâminas foram lavadas em PBS e incubadas por 90 minutos em 

anticorpo secundário biotinilado contra coelho (1:1000). A este procedimento 

seguiram-se novas lavagens e incubação por 90 minutos em complexo avidina-

biotina (1:500, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), novas lavagens em PBS 

e reação com 3,3’-diaminobenzidina (DAB) como cromógeno. As secções foram 

então contrastadas com tionina, desidratadas, diafanizadas e cobertas com DPX. 

3.2.4 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET)  

Para identificação morfológica da morte neuronal decorrente da anóxia 

neonatal, os hipocampos de quatro animais (grupo anóxia, n=2; grupo controle, n=2) 

foram processados para análise por microscopia eletrônica de transmissão (MET), 

24 horas após o estímulo anóxico. 

A MET utiliza um feixe de elétrons para atravessar um espécime no interior de 

uma câmera de vácuo, necessitando que o material biológico a ser analisado tenha 

sido submetido a processamento peculiar para que se torne estável neste ambiente 

(Horta Júnior, Garcia, 2007). 

 Os animais foram anestesiados com solução de hidrato de cloral a 35% 

injetado via intraperitonial, na dose de 0,4ml/100g  e então perfundidos 

transcardiacamente com solução fixadora Karnovsky modificada (Watanabe, 

Yamada, 1983), composta por formaldeído a 2% (preparado previamente a partir da 

dissolução de paraformaldeído em água destilada, aquecida a 60-65oC) e 

glutaraldeído a 2,5%, em tampão cacodilato de sódio a 0,1 M e pH 7,4.  
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Os encéfalos foram então dissecados e os hemisférios cerebrais contendo os 

hipocampos foram emblocados. A seguir, as amostras permaneceram 3 horas, em 

temperatura ambiente, imersas em solução fixadora. Após este período, os tecidos 

foram lavados em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,4 e seccionados no plano 

frontal em espessura de 50 µm, por meio de vibrátomo (Vibratome 3000 sectioning 

system, Vibratome Company Incorporation – USA) equipado com sistema de 

refrigeração a banho VB 900r (Vibratome Company Incorporation – USA). Os cortes 

foram pós-fixados em solução de OsO4 a 1%, tamponada em cacodilato de sódio 0,1 

M, pH 7,4, por 2h, a 4ºC. Os tecidos foram lavados em solução salina a 0,9% e 

imersos em solução aquosa de uranila a 0,5%, por 8h, a temperatura ambiente. 

Em seguida, as amostras foram desidratadas em concentrações crescentes 

de álcoois (70%, 80%, 90%, 95% e 4x 100%) e óxido de propileno (2x), 3 minutos 

em cada solução.  

 Após a desidratação, foi iniciada inclusão em resina, preparada sob a 

proporção de 1:1 entre óxido de propileno e resina Spurr (Electron Microscopy 

Sciences, USA), e disposta em misturador rotatório por 4h. A mistura foi substituída 

por resina pura e disposta no misturador por um período de 16h. Em seguida, foi 

novamente substituída por resina pura, deixando-a em estufa a 37°C, por 1h. Então, 

as amostras foram embebidas em nova resina pura e interpostas a duas superfícies 

plásticas maleáveis e lisas; tal meio as acondicionou entre uma fina película de 

resina, onde permaneceram por 96h em estufa a 60ºC.

 Passado esse período, as amostras infiltradas por resina foram reduzidas à 

região hipocampal e fixadas em blocos de resina. Obtida a região de interesse, 

foram realizados cortes semi-finos em espessura de 2�m, com faca de vidro, em 

ultra-micrótomo (Leica Ultracut UCT, Leica Microscopes - Áustria). Os cortes foram 

montados em lâminas histológicas e corados com solução de azul de toluidina 1%, 

para visualização em microscópio de luz.  

Após confirmado o local de interesse, foi realizada nova trimagem, com maior 

restrição à área de interesse, para obtenção de cortes ultrafinos em espessura de 90 

�m, por meio de faca de diamante. Os cortes foram coletados em telas de cobre, 

com 200 “mesh”, contrastados com as soluções de acetato de uranila e citrato de 

chumbo (Reynolds, 1963; Watanabe, Yamada, 1983; Watson, 1958). As telas foram 

examinadas em microscópio eletrônico de transmissão JEOL 1010, em 80 kV. 
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3.2.5 Técnicas de análise dos resultados 

3.2.5.1 Fluoro-Jade B ® e TUNEL

A morte neuronalidentificada com a Fluoro-Jade B e com o TUNEL foi 

analisada em microscopia de epifluorescência (filtro FITC, comprimentos de onda de 

excitação/emissão = 495 nm/521 nm) por análise quantitativa na região hipocampal, 

utilizando como material de apoio o Atlas of the Developing Rat Nervous System

(Paxinos et al., 1994). Delimitações anatômicas aproximadas entre as subregiões 

hipocampais foram realizadas com auxílio de uma série corada com DAPI (Figura 3), 

em que foi possível visualizar diferenças morfológicas entre as células piramidais de 

CA1 (camada mais fina e densa, células menores) e CA3 (camada mais espessa e 

menos densa). 

Figura 3–Subregiões do hipocampo de rato em P3. 

Fotomicrografia de corte coronal de rato em P3, região hipocampal, em microscopia de 
epifluorescência. Observa-se a divisão anatômica aproximada, com base em características 
morfológicas das células piramidais em CA1 e CA2-3. Legenda: GD: giro denteado; S: 
subículo. Escala: 100�m. 

Para ambas as quantificações, 6 cortes hipocampais foram selecionados, 

sendo dois da porção rostral, dois da porção média e dois da porção caudal; o 
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hipocampo de um dos hemisférios foi analisado e a média da quantificação por 

subregião e por grupo foi submetida à análise estatística. 

3.2.5.2 Caspase-3 ativada e volume hipocampal

A quantificação estereológica das células hipocampais imunorreativas à 

Caspase-3 ativada (IR-Casp3) e a mensuração do volume hipocampal (descrito no 

próximo capítulo) ao longo das idades foram realizadas com o software Stereo 

Investigator versão 10 (MBF Biosciences), sendo o treinamento e análise piloto 

realizados na UNESP – campus Araçatuba, em colaboração com o Professor Doutor 

Roelf Cruz Rizzolo e na NorthShore University Healthsystem (Chicago, EUA), sob 

supervisão do Professor Doutor Sidhartha Tan; a análise quantitativa estereológica 

foi realizada nas dependências do Departamento de Anatomia no ICB-USP em 

colaboração com o Professor Doutor Jackson Cioni Bittencourt. 

 Foram utilizadas de 4 (P21 e P60) a 6 secções (P3 e P14) por animal, 

n=5/grupo/idade, totalizando 40 animais. As secções reagidas para Caspase3 

ativada foram contra-coradas com tionina, permitindo a delimitação das estruturas 

em microscópio óptico acoplado a sistema de estereologia constituído por uma 

platina motorizada (Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY), câmera para captura 

(Nikon Instruments Inc., Melville, NY) e o software Stereo Investigator (MBF 

Biosciences, Williston, VT). Para a delimitação das estruturas foi utilizada a objetiva 

de 4x. A delimitação das regiões CA1, CA2-3 e giro denteado (GD) foi realizada de 

forma a padronizar as regiões nos diferentes níveis ao longo do eixo rostro-caudal. 

Desta forma, a região delimitada como CA3 englobou também CA2, quando 

presente; a região de GD englobou também a porção que alguns autores 

denominam CA4 (figura 4). 

3.2.5.3 Análise estatística

Para a comparação entre os grupos controle e anóxia em relação à 

quantidade de células FJB+ e TUNEL+, foi empregado o teste T de Student; para a 

análise dos resultados da quantificação de células IR-Casp3 ao longo das idades, foi 

utilizado o Two-Way ANOVA. 
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Figura 4 - Delimitação das áreas de interesse para análise estereológica do 
hipocampo de ratos submetidos à anóxia neonatal. 

Fotomicrografia em campo claro de corte coronal de encéfalo de rato em P3 mostrando a 
delimitação da área de interesse e divisão do hipocampo em regiões CA1, CA2-3 e GD em 
corte reagido por técnica de imunoistoquímica contra Caspase-3 ativada e contra-corado 
com tionina. 

 Após definida a área de interesse, foram realizados estudos-piloto para 

determinação do tamanho do “grid size”, quantidade e tamanho do “counting frame” 

de acordo com a idade do animal e tamanho da estrutura e com o valor do 

coeficiente de erro de Gundersen (m=1), menor que 0,10. Os mesmos parâmetros 

foram mantidos em uma determinada idade em todas as regiões e ao longo das 

secções no eixo rostro-caudal (Tabela 1). A contagem e mensuração do volume 

foram realizadas com o recurso “Optical Fractionator” do software. 

100µm
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Tabela 1 - Parâmetros utilizados para análise por estereologia das células IR-Casp3 
e volume no hipocampo de ratos submetidos à anóxia neonatal.

Parâmetros/Idade P3 P14 P21 P60

Counting Frame Area (XY) (µm²) 1,6 1,6 1,6 1,6 

Disector Height (Z) (µm) 10 10 10 10 

Guard Zone Distance (µm) 01 01 01 01 

Counting Frame Width (X) (µm) 40 40 40 40 

Counting Frame Height (Y) (µm) 40 40 40 40 

Sampling Grid (X) (µm) 271 271 353 396 

Sampling Grid (Y) (µm) 114 114 240 233 

Section Evaluation Interval 10 12 24 24 

Parâmetros utilizados para contagem na estereologia com o recurso “Optical Fractionator” 
do software Stereo Investigator, versão 10. Estes parâmetros foram definidos conforme o 
valor do coeficiente de erro de Gundersen (m=1), menor que 0,10. 

  

 Devido à característica da marcação para Caspase-3 em diferentes 

tonalidades, foi padronizada a faixa de intensidade mínima de coloração a ser 

considerada na contagem (Figura 5). 

Figura 5 - Células IR-Casp3 no hipocampo de rato neonato submetido à anóxia 
neonatal. 

Fotomicrografia em campo claro de corte coronal de encéfalo de rato P3 do grupo anóxia na 
região de DG evidenciando as células IR-Casp3 de diferentes intensidades de coloração, 
sendo identificadas exemplos daquelas consideradas na contagem (setas azuis) e aquelas 
não consideradas na contagem devido à fraca intensidade de marcação (setas vermelhas). 
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3.3 Resultados

3.3.1 Fluoro-Jade B ® e TUNEL 

A análise das células marcadas positivamente para Fluoro-Jade B ® (FJB+) 

envolveu o estudo quantitativo da neurodegeneração no hipocampo de ratos (n=12) 

24 horas após a anóxia neonatal (Lee, 2012), sendo que nas demais idades a 

marcação era escassa em ambos os grupos. Os resultados revelaram maior 

quantidade de células FJB+ na região CA2-3 do hipocampo de ratos do grupo 

anóxia (18,6 6 ± 2,21) em comparação ao grupo controle (11 ± 1,5), p=0,013, 

diferença não observada em CA1 (grupo anóxia: 35,69 ± 5,67; grupo controle: 41,9 ± 

5) e giro denteado (grupo anóxia: 7,6 ± 1,6; grupo controle: 7,9 ± 0,7) (Tabela 2, 

Figuras 6 e 7).  

A quantificação das células TUNEL+ 24 horas após o estímulo anóxico (grupo 

controle, n=4; grupo anóxia, n=4) evidenciou maior marcação nas subregiões CA1 

(grupo anóxia: 90,5 ± 0,5; grupo controle: 26,3 ± 3,8, p�0,001) e CA3 (grupo anóxia: 

34,3 ± 3,1; grupo controle: 13,8 ± 2,6, p�0,001) em animais do grupo anóxia 24 

horas após o estímulo anóxico, sendo que no GD (grupo anóxia: 24,5 ± 6,3; grupo 

controle: 14,8 ± 4,2) não foram observadas diferenças entre os grupos (Tabela 3, 

Figuras 8, 9 e 10). Nas demais idades a marcação foi escassa em ambos os grupos. 

Tabela 2 - Quantidade de células FJB+ no hipocampo de ratos submetidos à anóxia 
neonatal. 

Grupo Região P3 (24 horas após o estímulo anóxico)

Controle

CA1 41,9 ± 5,0 

CA2-3 11 ± 1,5 

GD 7,9 ± 0,7 

Anóxia 

CA1 35,7 ± 5,7 

*CA2-3 18,7 ± 2,2 

GD 7,6 ± 1,6 

Resultados expressos em Média ± Erro Padrão. A contagem de neurônios FJB+ revelou 
maior quantidade na subregião CA3 do hipocampo de ratos do grupo anóxia (n=6; 18,7 ± 
2,2) em comparação ao grupo controle (n=6; 11 ± 1,5), *p=0,013, diferença não observada 
nas demais regiões. 



Tabela 3 - Quantidade de células 
anóxia neonatal.

Grupo Região

Controle

CA1

CA2

GD

Anóxia 

*CA1

*CA2

GD

Resultados expressos em Média ± Erro Padrão. A con
revelou maior quantidade na
grupo anóxia (n=4) em comparação ao grupo controle (n=
observada no GD. 

Figura 6 - Degeneração neuronal 
neonatal.  

Neurônios FJB+ em maior quantidade em CA
Nas demais regiões, não houve diferença entre os gr
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Quantidade de células TUNEL+ no hipocampo de ratos 
anóxia neonatal.

Região P3 (24 horas após o estímulo anóxico)

CA1 26,3 ± 3,8 

2-3 13,8 ± 2,6 

GD 14,8 ± 4,2 

CA1 90,5 ± 0,5 

2-3 34,3 ± 3,1 

GD 24,5 ± 6,3 

Resultados expressos em Média ± Erro Padrão. A contagem de células TUNEL
revelou maior quantidade nas subregiões CA1 e CA2-3 do hipocampo de ratos do 

em comparação ao grupo controle (n=4).*p�0,001

Degeneração neuronal no hipocampo de ratos 24 horas

Neurônios FJB+ em maior quantidade em CA2-3 (representado como CA3) 
Nas demais regiões, não houve diferença entre os grupos. *: p=0,013. 

��� 	


FJB ® - 24 horas

��������

������

*
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+ no hipocampo de ratos submetidos à 

P3 (24 horas após o estímulo anóxico)

células TUNEL+ 
3 do hipocampo de ratos do 

�0,001, diferença não 

horas após anóxia 

(representado como CA3) do grupo anóxia. 



Figura 7 - Células FJB+ no

Fotomicrografias de cortes coronais das regiões CA1
CA3) do hipocampo de ratos dos grupos controle e anóxia 
evidenciando células FJB+ (setas) que indicam n
anóxia (F). A, C e E: grupo controle; B, D e F: grupo a

FJB 

FJB 

FJB 

no hipocampo de rato 24 horas após anóxia neonatal. 

Fotomicrografias de cortes coronais das regiões CA1, GD e CA2-3 
do hipocampo de ratos dos grupos controle e anóxia 24 horas após insulto anóxico, 

evidenciando células FJB+ (setas) que indicam neurodegeneração, maior em CA3 no grupo 
rupo controle; B, D e F: grupo anóxia. Escala: 100µm.

FJB 

FJB 

FJB 
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anóxia neonatal. 

3 (representado como 
24 horas após insulto anóxico, 

eurodegeneração, maior em CA3 no grupo 
nóxia. Escala: 100µm.



Figura 8 - Células TUNEL

Fotomicrografias de cortes coronais 
(B) 24 horas após insulto anóxico, evidenciando cél
fragmentação do DNA, indicativo de morte celular. O
em C (TUNEL) e D (DAPI), mos
100�m. 

Controle 

Anóxia 

TUNEL

TUNEL

TUNEL

TUNEL+ no hipocampo de ratos 24 horas após anóxia neonatal.

Fotomicrografias de cortes coronais do hipocampo de ratos dos grupos controle (A) e anó
(B) 24 horas após insulto anóxico, evidenciando células TUNEL+ (setas) que indicam 
fragmentação do DNA, indicativo de morte celular. O retângulo em B indica região ampliada 
em C (TUNEL) e D (DAPI), mostrando padrão de marcação das células TUNEL+. Escal

DAPI

TUNEL

TUNEL
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24 horas após anóxia neonatal.

do hipocampo de ratos dos grupos controle (A) e anóxia 
ulas TUNEL+ (setas) que indicam 

 retângulo em B indica região ampliada 
trando padrão de marcação das células TUNEL+. Escala: 



Figura 9 - Células TUNEL
anóxia neonatal.

Fotomicrografias de cortes coronais do hipocampo de
Controle (A e B) e Anóxia (C e D) 24 horas após insult
TUNEL+ (setas) que indicam morte por apoptose. À es
à direita, DAPI. Escala: 100

Figura 10 - Células TUNEL+ no hipocampo de ratos 24 h

Houve maior quantidade de células TUNEL+ em CA1 e C
(n=4) em relação ao grupo controle (n=4)
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TUNEL

TUNEL

TUNEL+ na região CA1 do hipocampo de ratos
anóxia neonatal.

Fotomicrografias de cortes coronais do hipocampo de ratos, região de CA1, dos grupos 
trole (A e B) e Anóxia (C e D) 24 horas após insulto anóxico, evidenciando células 

TUNEL+ (setas) que indicam morte por apoptose. À esquerda, cortes reagidos para TUNEL; 
à direita, DAPI. Escala: 100�m. 

Células TUNEL+ no hipocampo de ratos 24 horas após anóxia neonatal

Houve maior quantidade de células TUNEL+ em CA1 e CA3 em animais do grupo anóxia 
) em relação ao grupo controle (n=4). (*p�0,05). 
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TUNEL DAPI 

TUNEL DAPI
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3.3.2 Caspase-3 ativada  

A análise estereológica da quantidade absoluta estimada de células IR-Casp3 

nas diferentes idades (P3, P14, P21 e P60) mostrou que, em P14, há maior 

quantidade de células IR-Casp3 na região CA1 do grupo anóxia (n=5) em relação ao 

controle (n=5), diferença esta não observada nas demais idades e regiões 

hipocampais analisadas (Tabela 4). 

O cálculo da densidade por volume, dividindo-se o total de células IR-Casp3 

pelo volume em mm³, não evidenciou diferença entre os grupos anóxia e controle 

(Tabela 5). 

Em ambas as análises, porém, foram observadas diferenças em relação às 

idades estudadas, tanto no grupo anóxia como controle (Tabelas 4 e 5, Figuras 10 a 

14). Assim, a quantidade absoluta de células IR-Casp3 em CA1 aumentou de P3 

para P14 e de P14 para P21 no grupo controle, permanecendo estável em P60. Já 

no grupo anóxia, em CA1, houve aumento de P3 para P14 e nesta idade alcançou a 

estabilidade, não aumentando nas demais. 

A densidade por volume, em CA1, revelou decréscimos de P3 para P14 e de 

P14 para P21, em ambos os grupos. 

Em CA3, a quantidade absoluta de células IR-Casp3 aumentou de P3 para 

P14 e de P14 para P21 nos dois grupos; a densidade por volume mostrou 

diminuição de P3 para P14 e de P14 para P60, indicando que, entre P14 e P21 não 

houve alterações, em ambos os grupos. 

A quantidade absoluta de células IR-Casp3 em GD aumentou 

progressivamente de P3 a P21 nos dois grupos para então decair em P60, enquanto 

a densidade por volume diminuiu em P14, ficou estável em P21 e então diminuiu 

novamente em P60 (Figuras 11 a 13). 
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Tabela 4 - Quantidade de células IR-Casp3 após anóxia neonatal.  

Grupo Região P3 P14 P21 P60

Controle 

(x 103)

CA1 145,2 ± 31,9 264 ± 20,2a 413,3 ± 33,7ab 317,6 ± 40a

CA3 108,3 ± 9,4 196,2 ± 31,8a 290 ± 48,2ab 337,3 ± 34a

GD 73,6 ± 8,3 187,1 ± 19,5a 466,1 ± 86,5ab 301 ± 15,8ac

Anóxia 

(x 103) 

CA1 160,3 ± 14,9 425,5 ± 20,7a 399,4 ± 25,1a 297,3 ± 24,9a

CA3 127,7 ± 7,9 208,2 ± 20,3a 389,1 ± 64,1ab 264 ± 65,1a

GD 101,2 ± 14,3 247,8 ± 18,3a 357 ± 45ab 283,5 ± 31,4ac

Resultados expressos em Média ± Erro Padrão. A quantificação estereológica das células 
neurais IR-Casp3 (Two-Way ANOVA) revelou aumento em P14, região CA1, no grupo 
anóxia (n=5/idade) em relação ao controle (n=5/idade), p�0,05. Legenda: a: �P3; b: �P14; c: 
�P21. 

Tabela 5 -Densidade de células IR-Casp3 por volume (mm³) após anóxia neonatal.  

Grupo Região P3 P14 P21 P60

Controle 

(x 103)

CA1 90,8 ± 14,9 53 ± 2,5a 38,2 ± 3,1ab 30,9 ± 2,8ab

CA3 120± 16,9 54,2± 2,8a 39,5± 6,2a 35,6± 3,4ab

GD 156,3 ± 13,4 77,2 ± 8a 73,5 ± 6,8a 53,9 ± 4,2ab

Anóxia 

(x 103) 

CA1 98,2 ± 13,2 63,6 ± 3,1a 40 ± 5,3ab 29,1 ± 2,4ab

CA3 142 ± 15,9 56 ± 4,1a 49,8 ± 5,5a 32,5 ± 2,9ab

GD 204,5± 35 98± 6,2a 75,3± 14,8a 55,7± 6,2ab

Resultados expressos em Média ± Erro Padrão. A densidade por volume das células neurais 
IR-Casp3(Two-Way ANOVA) não mostrou diferenças entre os grupos anóxia (n=5/idade) e 
controle (n=5/idade). Legenda: a: �P3; b: �P14; c: �P21. 
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Figura 11 -Análise estereológica da quantidade absoluta e relativa (células/mm³)de 
células IR-Casp3 no hipocampo de ratos após anóxia neonatal.  

Os gráficos mostram a quantificação estereológica de células IR-Casp3 nas regiões CA1, 
GD e CA3 do hipocampo de ratos submetidos à anóxia neonatal (n=5 por idade) e não 
submetidos ao insulto anóxico (grupo controle, n=5 por idade). A, C e E representam a 
estimativa do total de células IR-Casp3 e B, D e F representam a densidade por volume 
(Céls./mm³). A maior quantidade absoluta de células IR-Casp3 aparece em CA1 em P14 no 
grupo anóxia. Two-Way ANOVA.  *: p�0,05 (A). 



Figura 12 - Padrão de marcaçã
submetidos à anóxia neonatal.

Fotomicrografias em campo claro evidenciam a variaç
ativada no hipocampo de ratos após anóxia neonatal ao longo da
P21 (C) e P60 (D). A marcação em marrom corresponde à imunoistoquím
3 ativada, contra-corada com tionina em azul. Escala: 200

P3 

P21 

Padrão de marcação de células IR-Casp3 no hipocampo de ratos 
submetidos à anóxia neonatal.

Fotomicrografias em campo claro evidenciam a variação na quantidade de células IR
hipocampo de ratos após anóxia neonatal ao longo das idades: P3 (A

). A marcação em marrom corresponde à imunoistoquím
corada com tionina em azul. Escala: 200�m.

P14 

P60 

A 

C 
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Casp3 no hipocampo de ratos 

ão na quantidade de células IR-Casp3 
hipocampo de ratos após anóxia neonatal ao longo das idades: P3 (A), P14 (B), 

). A marcação em marrom corresponde à imunoistoquímica para Caspase-
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Figura 13 - Padrão de marcação de célul
GD do hipocampo de ratos após anóxia

Fotomicrografias em campo claro evidenciando a vari
Casp3 ativa na ssubregiõe
ao longo das idades: P3 (A, B e C)
maior quantidade absoluta, mas não relativa, de cél
relação ao controle em P14, p
diferença entre os grupos anóxia 
imunoistoquímica para Caspase
100�m. 

CA1

P3 

P14 

P21 

P60 

marcação de células IR-Casp3 nas subregiões 
do hipocampo de ratos após anóxia neonatal, ao longo das idades.

Fotomicrografias em campo claro evidenciando a variação na quantidade de células IR
regiões CA1, CA2-3 e GD do hipocampo de ratos após anóxia neonatal 

A, B e C), P14 (D, E e F), P21 (G, H e I) e P60 (
maior quantidade absoluta, mas não relativa, de células IR-Casp3 no grupo anóxia em 

em P14, p�0,05. Nas demais idades, na regi
diferença entre os grupos anóxia e controle. A marcação em marrom corresponde à 
imunoistoquímica para Caspase-3 ativada, contra-corada com tionina em azul.

CA3 

A B 

D E 

G H 

J K 
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3.3.3 Microscopia eletrônica 

  

 A análise das características morfológicas por microscopia eletrônica foi 

realizada em colaboração com o Professor Doutor Ii-Sei Watanabe, do 

Departamento de Anatomia do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 

São Paulo. 

As imagens da região CA1 e GD do hipocampo foram obtidas de amostras 

com 24 horas após o estímulo anóxico (grupo controle, n=2; grupo anóxia, n=2). 

Estas revelaram que ambos os grupos, controle e anóxia, apresentam grande 

quantidade de células com características apoptóticas, como condensação e 

polarização da cromatina, formação de corpos apoptóticos e encolhimento celular 

(Figuras 14 e 15A).   

Neurônios com características de necrose clássica, como inchaço e 

vacuolização de organelas, perda da integridade da membrana celular e digestão 

aleatória da cromatina (Northington et al., 2011)  foram observados na região CA1 

do hipocampo de animais somente do grupo anóxia (Figura 15B).  

Foi observada ainda, a presença de um tipo misto de morte neuronal no grupo 

anóxia, onde são observadas características de apoptose e necrose simultâneas, 

denominada continuum (Figura 15A). Morfologicamente, o continuum é 

caracterizado por organização crescente da cromatina em agregados regulares, 

dissolução parcial da membrana nuclear e preservação da membrana citoplasmática 

com ou sem inchaço de organelas citoplasmáticas e citoplasma condensado 

(Northington et al., 2011). 

Tipos morfológicos neuronais em acordo com a descrição de necrose 

programada, a necroptose, foram observados nestas preparações. Segundo 

Northington e colaboradores (2011), o neurônio em necroptose apresenta dissolução 

aleatória da cromatina, inchaço e vacuolização de organelas citoplasmáticas 

incluindo retículo endoplasmático e mitocôndria (Figura 16A). 

Ainda nos animais do grupo anóxia, surgiu um tipo morfológico peculiar, em 

que há encolhimento da célula e condensação da cromatina de forma diferenciada, a 

qual pode ser característica de excitoxicidade (Figura 16B). Na literatura, a 

excitotoxicidade é descrita por padrões irregulares de condensação da cromatina 

como se fosse um mostrador de relógio, com membrana nuclear intacta e com ou 
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sem preservação da membrana citoplasmática e suas organelas (Northingtonet al., 

2011). 

Tanto os animais do grupo controle como os animais do grupo anóxia 

apresentaram, ainda, outros tipos de células com características morfológicas em 

comum: presença de vacúolos citoplasmáticos com características prováveis de 

autofagossomos nos aumentos observados, cromatina nuclear parcialmente 

condensada e preservação da integridade celular, indicando possível morte por 

autofagia (Figura 17). 



Figura 14 - Apoptose em micrografias eletrônicas de neurônios d
ratos neonatos submetidos à anóxia neonatal 24 hora

Animais em P3. Neurônios em apoptose, com início de condensação da 
com setas vermelhas. Aumentos: Fig. A = 5.000X; Fig
Fig. F = 4.000X. 

Apoptose em micrografias eletrônicas de neurônios d
ratos neonatos submetidos à anóxia neonatal 24 horas ante

eurônios em apoptose, com início de condensação da cromatina indicadas 
com setas vermelhas. Aumentos: Fig. A = 5.000X; Figs. B, C, D = 4.000X; F

A

C

E
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Apoptose em micrografias eletrônicas de neurônios do hipocampo de 
ratos neonatos submetidos à anóxia neonatal 24 horas antes. 

eurônios em apoptose, com início de condensação da cromatina indicadas 
s. B, C, D = 4.000X; Fig. E = 5.000X; 

B

D

F



Figura 15 - Micrografias eletrônicas d
horas após a anóxia neonatal

Animais em P3. Micrografias de cortes coronais da região CA1 do hi
grupo anóxia. Na figura A observa
intensa, com tamanho celular reduzido (seta amarela
para o final da apoptose; em processo de condensaçã
apoptose (seta vermelha) e com características morf
crescente da cromatina em agregados regulares, diss
preservação da membrana citoplasmática e citoplasma
célula com características de necrose, tais como 
perda da integridade da membrana celular e digestão
A = 6.000X; Fig. B = 10.000X.

Micrografias eletrônicas de neurônios em CA1 do hipocampo de ratos 24 
horas após a anóxia neonatal em diferentes processos de morte.

Micrografias de cortes coronais da região CA1 do hipocampo de rato do 
grupo anóxia. Na figura A observa-se 3 padrões distintos de condensação da cromatina: 
intensa, com tamanho celular reduzido (seta amarela), condizente como padrão descrito 
para o final da apoptose; em processo de condensação, portanto, em outra etapa da 
apoptose (seta vermelha) e com características morfológicas de continuum:
crescente da cromatina em agregados regulares, dissolução parcial da membrana nuclear e 
preservação da membrana citoplasmática e citoplasma condensado 
célula com características de necrose, tais como inchaço e vacuolização de organelas, 
perda da integridade da membrana celular e digestão aleatória da cromatina. Aumentos: Fig. 
A = 6.000X; Fig. B = 10.000X.

A
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Figura 16– Micrografias eletrônicas de neurônios 
após a anóxia

Em A: célula com digestão aleatória quase total da 
condensação citoplasmática (seta vermelha), porém d
mostrada em 15B e apresenta aparente integridade das membranas nu
citoplasmática, indicando possível morte por necroptose
características morfológicas de morte por excitotox
condensação da cromatina co
intacta e com ou sem preservação da membrana citopl
Aumentos: Fig. A = 5.000X; Fig. B = 7.500X.

rafias eletrônicas de neurônios do hipocampo de ratos 24 horas 
a anóxia neonatal possivelmente em necroptose e excitotoxicidade

Em A: célula com digestão aleatória quase total da cromatina, intensa vacuolização e 
condensação citoplasmática (seta vermelha), porém difere da célula em necrose clássica 

B e apresenta aparente integridade das membranas nu
o possível morte por necroptose. Em B: célula neuronal com 

características morfológicas de morte por excitotoxicidade: padrões irregulares de 
condensação da cromatina como se fosse um mostrador de relógio, com membrana n
intacta e com ou sem preservação da membrana citoplasmática e suas organelas. 
Aumentos: Fig. A = 5.000X; Fig. B = 7.500X.

A
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B



Figura 17 - Micrografias eletrônicas de neurônios das
hipocampo de ratos neonatos submetidos à anóxia neo
antes em possível autofagia.

                               

As micrografias mostram cortes coronais das subregi
hipocampo de rato do grupo anóxia, evidenciando neurônios com
morfológicas em comum, tais como
amarelas), cromatina nuclear parcialmente condensad
preservação da integridade celular (
sem rupturas). Caso estes vacúolos, em maior aument
representem autofagossomos, possivelmente a célula 
autofagia.  Aumento: Fig. A = 5.000X; Fig. B = 6.00

Micrografias eletrônicas de neurônios das subregiões CA1 e GD do 
hipocampo de ratos neonatos submetidos à anóxia neo

em possível autofagia.

As micrografias mostram cortes coronais das subregiões CA1 (A e C) e GD (B) do 
de rato do grupo anóxia, evidenciando neurônios com características 

morfológicas em comum, tais como: presença de vacúolos citoplasmáticos (setas 
amarelas), cromatina nuclear parcialmente condensada (setas vermelhas) e 
preservação da integridade celular (observar membranas nucleares e citoplasmáticas 
sem rupturas). Caso estes vacúolos, em maior aumento e melhor resolução, 
representem autofagossomos, possivelmente a célula estaria em processo de 
autofagia.  Aumento: Fig. A = 5.000X; Fig. B = 6.000X; Fig. C = 7.500X.
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3.4 Discussão

  

Em primeira análise, o estudo da neurodegeneração que ocorre após a 

privação de oxigênio em modelo animal desenvolvido em nosso laboratório mostrou, 

24 horas após o estímulo anóxico, marcação positiva para Fluoro-Jade B ® (FJB+) 

em CA3 do hipocampo de ratos. A FJB, fluorocromo descrito pela primeira vez em 

2000 por Schmuede e Hopkins, é utilizado como marcador de degeneração 

neuronal, como demonstrado em estudo com ácido caínico no hipocampo de ratos. 

Segundo o mesmo estudo, a FJB não colocaliza com marcadores gliais como o 

GFAP, sendo portanto específico para marcação neuronal. O tipo de morte que a 

FJB marca, porém, é ainda desconhecido. 

 O hipocampo é reconhecidamente região vulnerável à privação de oxigênio 

(Johnston et al., 1997; Kirino et al., 2000; Pimentel et al., 2011; Zhao et al., 2013) e 

seria esperado que maior quantidade de células em morte neuronal ocorresse na 

região CA1 após a anóxia, por ser descrita, na literatura, como mais susceptível a 

lesões (Daval et al., 2004; Johansen et al., 1992; Zhao et al., 2013). Corroborando 

com estes dados, a análise quantitativa da marcação TUNEL+ revelou maior 

densidade de marcação nesta região nos animais submetidos à anóxia, apesar de 

diferente resultado ter sido encontrado com a FJB, provavelmente por evidenciarem 

tipos distintos de morte neuronal.  

Os resultados do TUNEL mostraram maior presença de células marcadas 24 

horas após a anóxia em CA1 e CA2-3 do hipocampo de ratos do grupo anóxia. 

Curiosamente, a subregião CA2-3 do hipocampo é descrita por alguns autores como 

resistente a eventos isquêmicos, como após infarto do miocárdio em humanos 

(Petitoet al., 1987), ou utilizando modelo de isquemia em outras espécies de 

roedores (Kirino, 1982). Papadakis e colaboradores, em 2013, analisaram a 

proteômica das regiões CA1 e CA3 em ratos adultos submetidos à isquemia, para 

tentar melhor compreender as causas que poderiam levar à maior susceptibilidade 

de uma região em relação à outra. Eles encontraram uma substância chamada 

hamartina, produto do gene do complexo 1 da esclerose tuberosa (TSC1), 

seletivamente induzida pela isquemia em neurônios de CA3, supondo que a 

hamartina pudesse ter ação neuroprotetora endógena. De fato, seu estudo 

comprovou o potecial neuroprotetor da hamartina em CA3. Portanto, isso poderia 
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explicar o porquê da maior susceptibilidade da subregião CA1, em que há ausência 

desta substância neuroprotetora, à privação de oxigênio 

Neste caso, em particular, é importante lembrar que o TUNEL não marca 

obrigatoriamente células em apoptose (Galluzzi et al., 2009), inespecificidade esta 

apresentada também pela FJB. Ambas as histoquímicas podem ter marcado células 

em processo natural de seu desenvolvimento, em que a apoptose tem grande 

participação, como também as células necróticas devido ao insulto anóxico neonatal.  

Nakajima e cols., em 2000, realizaram estudo sobre a variação temporal e 

regional do padrão de morte neuronal por apoptose e necrose utilizando modelo de 

hipóxia-isquemia (H-I) em ratos de 7 dias. Foi encontrado pico de densidade de 

células imunorreativas a Caspase-3 no GD e em CA3, de 24 a 72 horas após a H-I, 

a qual decresce a partir de então. Em CA1, foi encontrado pico de densidade de 

células imunorreativas a Caspase-3, 6 horas após a H-I, permanecendo elevada até 

7 dias após a mesma, decaindo a partir deste período. Um detalhe bastante 

importante é que utilizaram anticorpo contra a Caspase-3 não clivada, o que não 

indica, necessariamente, processo apoptótico. Observaram ainda escassas células 

necróticas eosinófilas no hipocampo, apesar de outros autores terem observado 

morte por necrose em outras regiões, como córtex ipsilateral à isquemia e núcleos 

da base (Northington et al., 2001; Rice et al., 1981; Towfighi et al., 1995). 

Com relação aos resultados da análise estereológica da Caspase-3 ativada, 

apesar de ter sido observado aumento na quantidade absoluta de células IR-Casp3 

em CA1 do grupo anóxia em P14, não foram observadas diferenças na densidade 

(células/mm³) de células IR-Casp3 entre os grupos anóxia e controle nas idades 

estudadas.  

Daval e colaboradores, em 2004, utilizando modelo bastante similar ao do 

presente estudo, encontraram pico de morte neuronal por apoptose 7 dias após 

insulto hipóxico em CA1. Talvez, por conta disso, não observamos maior quantidade 

de células IR-Casp3 nesta região 24 horas após a anóxia. 

A primeira hipótese a levantar, portanto, é a de que seria possível observar 

alguma diferença em CA1 ao analisarmos a idade de P8/9 (7 dias após o insulto 

anóxico), conforme descrito na literatura (Daval et al., 2004; Larsson et al., 2001; 

Nakajima et al., 2000).  

Uma outra hipótese que poderia explicar os resultados da análise 

estereológica de Caspase-3 ativada é em relação à técnica utilizada, a 
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imunoistoquímica, uma vez que, mesmo tendo realizado a análise estereológica, 

método comprovadamente confiável para quantificação de células (Larsson et al., 

2001), pode não ser sensível para mensurar a quantidade de Caspase-3 ativada nas 

células, indicando apenas sua presença ou ausência nas mesmas. Apesar disso, 

alguns estudos (Liu et al., 2004; Papadaki et al., 2013) observaram em modelos de 

H-I ou isquemia, por técnicas de imunofluorescência, aumento das células IR-Casp3 

em ratos submetidos ao insulto, bem como por outras técnicas, como o Western 

Blotting. 

Ao mesmo tempo, o resultado obtido em CA1 e CA3 não foi o mesmo que 

com a FJB e TUNEL, provavelmente porque são técnicas distintas que podem 

indicar diferentes tipos de morte celular, em diferentes estágios.  

Vários estudos mostraram que o modelo de H-I provoca ativação da Caspase-

3 (Blomgren et al., 2001;Delivoria-Papadopoulos et al., 2008; Gill et al., 2002; 

Northington et al., 2011; Pulera et al., 1998; Wang et al., 2001), seja por via 

intrínseca ou mitocondrial, mediada pela Caspase-9, ou extrínseca, mediada pela 

Caspase-8; em nosso modelo de anóxia, seria bastante interessante estudar, 

concomitante à Caspase-3 ativada, as Caspases iniciadoras -8 e -9. 

As variações na densidade de células IR-Casp3 de acordo com a idade já 

eram esperadas, diminuindo nas 3 regiões progressivamente, de acordo com o que 

é descrito em literatura (Hu et al., 2000; Liu et al., 2004; Liu et al., 2008). 

Liu e colaboradores, em 2008, estudaram as diferentes expressões de 

Caspase-3 em subregiões hipocampais de ratos durante o desenvolvimento pós-

natal. As células IR-Casp3 ativadas foram quantificadas através da intensidade de 

fluorescência dividido por 1000 células.  

Como resultados, encontraram que o pico de expressão de Caspase-3 

ativada ocorreu em P7 em CA1, em P2 em CA3 e então decaiu com a idade. 

Particularmente em GD, a expressão de Caspase-3 ativada aumentou discretamente 

após P7, permanecendo em níveis elevados até a vida adulta. Em suma, puderam 

concluir que há padrões específicos espaço-temporais para a expressão de 

Caspase-3 ativada nas subregiões hipocampais durante o desenvolvimento pós-

natal do rato, sugerindo que as células progenitoras neuronais de GD e os neurônios 

pós-mitóticos da CA1 e CA3 podem desempenhar diferentes papéis e mecanismos 

durante o desenvolvimento pós-natal. 
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Diferentemente dos achados de Liu e colaboradores (2008), estes resultados 

indicaram decréscimo na densidade de células IR-Casp3 em GD de P3 para P14, 

mantendo-se estável em P21 e decaindo novamente em P60.Diferenças estas que 

poderiam decorrer: primeiro, pelo tipo de metodologia empregada para a análise 

quantitativa, sendo a intensidade de fluorescência, utilizada pelos referidos autores, 

menos acurada que a análise estereológica; em segundo lugar, não foi descrito no 

artigo como foi realizada a delimitação das subregiões para a quantificação. Talvez 

pelo fato de ter sido incluída a subregião CA4 em nossa análise do GD que a 

densidade de células IR-Casp3 possa ter sido diferente. 

Em relação à quantidade absoluta das células IR-Casp3, que aumentou 

conforme a idade nas 3 regiões estudadas, pode ser sugerido que a caspase-3, 

mesmo ativada, possa exercer outras funções e não, obrigatoriamente, resultar em 

apoptose, como a sobrevivência, proliferação, diferenciação e na inflamação 

celulares (Lamkanfi et al., 2007).  

A caspase-3, em especial, pode exercer funções como a inibição da 

proliferação de células B (Woo et al., 2003), inibição da expressão de MHCII e 

maturação dendrítica celular (Santambrogio et al., 2005), proliferação de células 

prosencefálicas e queratinócitos (Okuyama et al., 2004; Yan et al., 2001), além de 

ter papel na diferenciação de algumas células, como eritroblastos, plaquetas, 

mioblastos, osteoblastos e células tronco neurais (De Botton et al., 2002; Fernando 

et al., 2002; Fernando et al., 2005; Zermatti et al., 2001). 

Vale ressaltar que a apoptose é apenas uma das formas de morte celular 

programada (PCD, em inglês – Programmed Cell Death); há formas independentes 

de caspases, como aquela mediada pela AIF (Apoptosis Inducible Factor), liberada 

pela mitocôndria após permeabilização de sua membrana externa, e pelo 

recrutamento de nucleases como a ciclofilina A, ocasionando a fragmentação do 

DNA. Esta é a chamada Apoptosis-like PCD, caracterizada morfologicamente por 

condensação parcial e periférica da cromatina (Kranticbet al., 2005; Northington et 

al., 2011). 

Além desta forma de PCD, há outro tipo, também independente de caspase, 

denominado Necrosis-like PCD, que pode ocorrer por morte autofágica ou por 

paraptose. Interessante é que, neste tipo, não há condensação primária da 

cromatina (Krantic et al., 2005). 
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Resultados instigantes foram obtidos com a análise por microscopia eletrônica 

de transmissão. Segundo Liu e colaboradores (2004), o estudo morfológico da morte 

neuronal durante o desenvolvimento pode apresentar 3 tipos distintos: apoptótico, 

autofágico e vesiculado não lisossomal, que seriam, portanto, os 3 tipos de PCD 

descritos. 

Características típicas de apoptose foram encontradas em ambos os grupos 

estudados, anóxia e controle, como já era esperado, assim como características 

clássicas de necrose foram encontradas em células de CA1 dos animais do grupo 

anóxia e não foram visualizadas no grupo controle, dado este bastante interessante 

e que pode corroborarcom os achados da FJB e até mesmo do TUNEL. 

A necrose é o principal fenótipo de morte celular neuronal encontrado após 

lesão por H-I em ratos (Carloni et al., 2007; Towfighi et al., 1995). Na análise por 

microscopia eletrônica deste estudo, células com características de necrose foram 

achados frequentes em ratos do grupo anóxia, sugerindo que o modelo utilizado de 

anóxia neonatal tende a apresentar características em comum em relação ao tipo de 

morte provocado nos modelos de H-I. 

Quanto às características de autofagia, foram observados vacúolos 

provavelmente autolisossômicos e autofagossômicos em ambos os grupos, controle 

e anóxia, com aspecto do núcleo que se assemelha à descrição da literatura sobre 

as características da célula autofágica, como a cromatina nuclear parcialmente 

condensada e preservação da integridade celular (Northington et al., 2011).  

A autofagia é um importante mecanismo no controle do crescimento normal e 

durante a falta de nutrientes, além de representar uma estratégia adaptativa para as 

células sobreviverem a estresse bioenergético (Carloni et al., 2008). Autores têm 

descrito a ativação da autofagia em neurônios expostos à hipóxia (Zhu et al., 2005), 

isquemia focal (Rami et al., 2008) e estímulos excitotóxicos (Wang et al., 2008), 

sendo que, em modelos de H-I, alguns sugerem o papel neuroprotetor da autofagia 

na fase aguda (Carloni et al., 2008; Uchiyama et al., 2008). 

A microscopia eletrônica é considerada o método de ouro para detecção da 

autofagia (Mizushima et al, 2004), porém é necessária extrema cautela em afirmar 

se o que está sendo visualizado realmente é caracteristica morfológica da autofagia. 

Além disso, a quantificação por microscopia eletrônica é dificultada uma vez que 

grande aumentos são utilizados.Portanto, no presente estudo, seria interessante 

utilizar marcadores, como o GFP-LC3 (Kroemer et al., 2009) para detecção e 
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quantificação das células em autofagia visando a comparação entre os dois grupos, 

anóxia e controle. 

Um outro tipo de morte neuronal bastante encontrado em modelos de H-I com 

roedores é o continuum (Blomgren et al., 2007; Carloni et al., 2007; Northington et 

al., 2007), que mescla características de apoptose com necrose, descrito 

primeiramente por Portera-Caillau e colaboradores em 1997.  

A análise por microscopia eletrônica de transmissão mostrou células com 

estas características, no hipocampo de animais que sofreram anóxia, sugerindo que, 

da mesma forma que descrito em modelos de H-I em roedores, o modelo de anóxia 

utilizado também pode ocasionar morte neuronal por continuum. 

Há alguns anos, a existência ou não de tipos de morte neuronal 

intermediários exibindo características de necrose e apoptose simultâneas era 

controverso (Roy, Sapolsky, 1999). Porém, com os avanços nas técnicas utilizadas 

para o estudo de morte e a possibilidade da análise detalhada das diferentes 

cascatas que levam a diferentes tipo de morte, não somente a existência deste tipo 

intermediário de morte neuronal, como outros tipos, puderam ser  sugeridos. 

Atualmente, do ponto de vista morfológico, sabe-se da existência da apoptose e da 

necrose clássicas e das formas híbridas, em que se enquadram o continuum, a 

excitotoxicidade, a necroptose e a autofagia (Northington et al., 2011). 

A excitotoxicidade, mediada pela ativação excessiva de canais de receptores 

glutamatérgicas iônicos e canais iônicos voltagem-dependentes, provavelmente é 

induzida pela privação de oxigênio. O cálcio livre no citoplasma em quantidade 

aumentada causa a ativação de cascatas sinalizadoras letais (Northington et al., 

2011; Orrenius et al., 2003). Devido às suas características que facilmente se 

sobrepõem a outros tipos de morte, como necrose e apoptose, dependendo da 

intensidade do estímulo, não pode ser classificada separadamente como um tipo de 

morte (Kroemer et al., 2009). 

Nesta análise por microscopia eletrônica, foram encontrados alguns tipos 

celulares com fenótipo similar ao descrito por Northington e colaboradores (2011) 

como pertencentes ao processo de excitotoxicidade, somente nos animais 

submetidos à anóxia neonatal: inchaço somato-dendrítico, lesão mitocondrial e 

condensação da cromatina em agrupamentos irregulares. 
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 Foram observadas ainda células neuronais com características morfológicas 

não descritas em literatura e que parecem mesclar, assim como no continuum, os 

fenótipos de necrose com apoptose, apenas no grupo anóxia.  

Interessantemente, grande parte dos estudos citados em microscopia 

eletrônica utilizaram o modelo de H-I com ratos de 7 dias, quando ocorre, segundo 

Liu e colaboradores (2008), o pico natural de Caspase-3 ativada,  e foram 

encontradas células apoptóticas em abundância; neste estudo, o insulto anóxico 

ocorreu quando o animal tinha aproximadamente 30 horas de vida, ou seja, em P1-

P2, sendo perfundido e processado para análise 24 horas depois, em P2-P3. Os 

estudos em que nos baseamos para a escolha deste período de 24 horas após a 

privação de oxigênio (Blomgren et al., 2001; Carloni et al., 2007), como sendo o pico 

da apoptose, utilizaram modelos de H-I em ratos de 7 dias de vida. Desta forma, 

poderia ser sugerido que tais estudos pudessem ter tido como resultado uma maior 

expressão de caspase-3 ativada em ratos de 8 dias (24 horas após o estímulo) 

justamente por ser este período o período de máxima perda celular por apoptose. 

Isso poderia explicar porque seria bastante interessante escolher outras idades, em 

nosso modelo de anóxia, para o estudo da morte neuronal, seja por apoptose como 

outros tipos de morte. Mesmo Daval e colaboradores (2004), em modelo de hipóxia, 

encontraram pico de ativação de caspase-3 em CA1 em ratos de 7 dias, 6 após o 

insulto hipóxico. 

Além disso, devido às diferenças de maturação e mesmo das características 

morfológicas celulares de ratos neonatos de diferentes idades, alguns fenótipos 

celulares encontrados em nossos animais do grupo anóxia na microscopia eletrônica 

não puderam ser encontrados na literatura, baseada totalmente em modelos de H-I 

em ratos de 7 dias. 

Enfim, com base nos instigantes resultados obtidos com as diferentes 

técnicas para o estudo de morte neuronal, foi possível encontrar dados que podem 

nortear estratégias de investigação para posterior aplicação terapêutica de agentes 

neuroprotetores, como o estudo de receptores e potenciais inibidores 

glutamatégicos, a investigação da necroptose com posterior utilização da 

necrostatina, dentre outros. 



4 CAPÍTULO 2: ESTUDO DA DINÂMICA ESTRUTURAL DO HIPOCAMPO 
QUANTO AO VOLUME, PROLIFERAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO NEURAIS NO 

GIRO DENTEADO DE RATOS APÓS ANÓXIA NEONATAL 
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4.1 Introdução 

Neste capítulo serão abordados os efeitos da anóxia neonatal na proliferação 

neural na zona subgranular do giro denteado e na neurogênese nesta região, além 

de possíveis alterações na volumetria do hipocampo.

4.1.1 Proliferação  

A neurogênese é determinada pela proliferação celular e o processo central 

da proliferação é o ciclo celular, que é iniciado quando uma nova célula é formada a 

partir de divisão mitótica. Inicialmente, se na fase G1 a célula diplóide (2N) entra na 

fase S de síntese de DNA e torna-se tetraploide (4N), após curta pausa, denominada 

fase G2, essa célula entra em mitose (fase M) produzindo duas novas células 

diplóides (2N) (Nowakovski, Hayes, 2008). 

Os processos de entrada e saída do ciclo celular e a extensão do ciclo celular 

estão correlacionadas e atuam em conjunto para produzir células neurais 

complementares em qualquer região do SNC. Existe grande variação do tempo para 

a célula completar seu ciclo, de acordo com o tecido e a idade do animal; ainda, o 

tempo que a célula permanece em cada fase do ciclo celular também é variável. No 

encéfalo em desenvolvimento, a capacidade de gerar novas células varia também 

de acordo com a região e o tipo celular, sendo que os processos proliferativos de 

humanos e roedores ocorrem paralelamente (Bayer et al., 1993; Nowakovski e 

Hayes, 2008; Semple et al., 2013;). 

Durante o período embrionário, as células neurais se formam a partir de uma 

matriz germinativa proliferativa denominada neuroepitélio, localizada na parede do 

tubo neural (Bayer, 1989, Paxinos, 2004). Em humanos, as células neurais originam-

se da zona periventricular localizada próximo ao lúmen dos ventrículos cerebrais, de 

onde migram para outras regiões (Zecevicet al., 2005). Aproximadamente na sétima 

semana após a concepção, é formada a zona subventricular (ZSV) a partir de 

células em proliferação (Zecevicet al., 2005). Durante o terceiro trimestre, a ZSV, 

frequentemente considerada como matriz germinativa, contém células-tronco 

neurais e células progenitoras; a proliferação a partir da ZSV resulta no 

desenvolvimento do córtex cerebral, que ocorre na segunda metade da gestação em 

primatas (Romanko et al., 2004).  
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As células que deixam o neuroepitélio podem se tornar pós-mitóticas e se 

diferenciarem em neurônios, assim como podem se tornar células gliais ou 

precursoras gliais, ou ainda podem reter sua capacidade proliferativa e formar a 

matriz germinativa secundária. A matriz germinativa forma três fluxos migratórios no 

telencéfalo do embrião: nas direções lateral, rostral e do denteado. No hipocampo 

em desenvolvimento, a corrente migratória para o denteado (Altman, Bayer, 1990) 

contém os progenitores das células granulares do giro denteado. 

Em humanos, a neurogênese cortical ocorre predominantemente durante a 

gestação mas continua após os 2 anos e meio de idade (Herschkowitz et al., 1997; 

Prins, Hovda, 2003). A migração neuronal tem início algumas semanas após a 

concepção e está quase completa ao nascimento. Após o nascimento, a 

sinaptogênese,a mielinização e o refinamento das sinapses aquisições evidentes do 

sistema nervoso (Barret et al., 2007; Semple et al., 2013; Stahl, 2002).  

 No rato, modelo animal escolhido para este estudo, áreas específicas 

começam a se formar com a neurogênese e migração de células no prosencéfalo, 

mesencéfalo e rombencéfalo na segunda semana de gestação, aproximadamente 

no nono dia da gestação. O desenvolvimento regional, no geral, é bastante similar 

ao dos humanos, seguindo a mesma sequência de desenvolvimento e maturação 

(Rice, Barone Jr., 2000). 

4.1.2 Ontogênese e neurogênese hipocampal pós-natal

 Durante o desenvolvimento, a neurogênese é um processo que compreende 

várias etapas: proliferação celular, saída do ciclo celular, sobrevivência ou morte, 

migração celular, diferenciação celular e decisões a respeito do destino celular, ou 

seja, que fenótipo assumirá a nova célula: glia ou qual o tipo de neurônio irá se 

tornar (Nowakowski, Hayes, 2008).  

 As primeiras células neuronais a se formar no hipocampo são as células 

piramidais de CA3, seguida pelas células piramidais de CA1 e então de CA4 (no 

hilo). Já as células granulares do giro denteado se formam tardiamente, sendo que 

aproximadamente 85% destes neurônios são gerados no período pós-natal e estão 

maduros somente no desmame (21 dias). Além disso, a camada subgranular do giro 

denteado é um conhecido nicho neurogênico em ratos jovens e adultos (Paxinos, 

2004). 
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 Podemos dividir a formação da camada granular do GD em dois estágios 

distintos: no primeiro estágio, células progenitoras se proliferam na zona 

periventricular da parte medial do córtex cerebral embrionário e então essas 

progenitoras neurais e neuroblastos migram para a região do GD durante os 

períodos perinatais (Altman, Bayer, 1990b; Nakahira, Yuasa, 2005). Em ratos, as 

células migratórias formam a concha externa da camada de células granulares (CG) 

em P5, assim como a zona proliferativa do hilo. No segundo estágio, as células 

recém geradas no hilo e zona subgranular (ZSG) formam a concha interna da CG 

(Altman, Bayer, 1990a). 

 Namba e colaboradores, em 2005, mostraram que, no período pós-natal de 

ratos, o hilo é temporariamente preenchido com células proliferativas que expressam 

marcadores astrocitários e da glia radial e neurônios imaturos, sugerindo que uma 

população substancial destas células proliferativas geram precursores celulares 

neuronais proliferativos e neurônios imaturos no hilo, que então migram para a 

camada granular e se diferenciam em células granulares. 

O estudo da neurogênese pós-natal, estado de transição entre a neurogênese 

embrionária e a adulta é de grande importância, pois propicia informações 

importantes sobre a continuidade deste evento até o estágio adulto, quando passa a 

ser restrita a algumas regiões encefálicas apenas (Namba et al., 2005).   Há 

pouquíssimos relatos sobre a neurogênese pós-natal, especialmente do giro 

denteado hipocampal, subregião em que células neuronais continuam a ser geradas 

desde a fase embrionária até a vida adulta.  

 Estudar a proliferação celular neural que ocorre no período pós-natal no 

hipocampo, mais especificamente na subregião do giro denteado e compreender 

como esta proliferação é alterada com a idade e sob influência ou não da anóxia 

neonatal constitui objeto relevante para melhor compreender os mecanismos iniciais 

do ciclo celular e a diferenciação neural que ocorrerá na fase adulta, assim como 

obter subsídios que possam orientar ações preventivas ou minimizadoras de danos 

neurais a esta região tão suscetível à privação de oxigênio nos períodos críticos do 

desenvolvimento. 
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4.1.3 Neurogênese hipocampal adulta 

 Assim como na neurogênese pós-natal, durante a neurogênese adulta 

também ocorrem vários processos, emboracom menor intensidade proliferação e 

diferenciação neuronal (Nowarovski, Hayes, 2008). 

Durante muitos anos, a neurogênese no sistema nervoso de mamíferos foi 

vista como fenômeno restrito ao início do desenvolvimento encefálico (Bear et al., 

2002; Christie, Cameron, 2006). Entretanto, novas evidências mostraram que este 

processo persiste em algumas regiões específicas do encéfalo adulto de aves e 

mamíferos, incluindo o homem (Eriksson et al., 1998; Garcia-Verdugo et al., 2002; 

Gould et al., 1999; Lledo et al., 2006; Spalding et al., 2013; Van Der Kooy, Weiss, 

2000).  

Este processo resulta do balanço entre proliferação, morte e diferenciação de 

precursores comprometidos com o fenótipo neuronal e/ou da morte ou sobrevivência 

de neurônios já estabelecidos na circuitaria cerebral (Ramirez-Amaya et al., 2006). 

Há evidências de que, no encéfalo adulto, a neurogênese continua em duas regiões: 

a zona subventricular, que delineia os ventrículos laterais e forma conexões com 

novos interneurônios que alcançam o bulbo olfatório, e a camada subgranular do 

giro denteado, que origina novas células granulares (Taupin, Gage, 2002).  

 Estudos demonstraram que a neurogênese hipocampal é modulada tanto por 

estímulos fisiológicos (Kempermann et al., 1997; Gould et al., 1999) e condições 

patofisiológicas (Parent, 2002; Kokaia, Lindvall, 2003). 

 No encéfalo maduro normal, vários fatores podem alterar a neurogênese 

hipocampal, tais como exercícios físicos (van Praaget al., 1999), ambiente 

enriquecido (Kempermann et al., 1997), envelhecimento (Kuhn et al., 1996), 

esteroides (Cameron, Gould, 1994) e neurotransmissores (Berg et al., 2013). 

 Animais sob privação de oxigênio por hipóxia-isquemia no período neonatal 

apresentaram alterações no padrão de neurogênese, tanto no período de 

desenvolvimento encefálico quanto no encéfalo maduro (Barret et al., 2007; Blaise et 

al., 2009; Daval et al., 2004; Jin et al., 2001; Kokaia, Lindvall, 2003; Ong et al., 

2005). �

 Fagel e colaboradores (2006), utilizando modelo de hipóxia perinatal crônica, 

observaram aumento da neurogênese cortical em camundongos. Em 2008, Kadam e 
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colaboradores estudaram os efeitos da isquemia neonatal, também em 

camundongos, avaliando proliferação, migração e diferenciação neurais; eles 

encontraram alterações a longo prazo nestes eventos. Aumento na proliferação 

neural em regiões específicas do encéfalo de camundongos após hipóxia-isquemia 

foi encontrado também por Zhu e colaboradores (2009). 

 No entanto, não são conhecidos os mecanismos que causam alterações na 

proliferação após privação de oxigênio e é importante ressaltar que não há relatos 

em literatura dos efeitos da anóxia neonatal na proliferação e neurogênese utilizando 

o presente modelo de insulto anóxico em ratos neonatos.  

 Desta forma, somando-se ao fato de que alterações de memória espacial e 

aprendizagem já foram observados em ratos adultos submetidos à anóxia neonatal 

em trabalhos prévios em nosso laboratório (Ito, 2010), acreditamos que a 

investigação da neurogênese hipocampal deve adicionar dados importantes para 

melhor compreensão dos efeitos da privação de oxigênio neonatal a médio e longo 

prazo. 

4.1.4 Objetivos  

I - Estudar longitudinalmente os efeitos da anóxia neonatal na dinâmica de 

proliferação celular da zona subgranular do giro denteado do hipocampo dos ratos 

(P3, P14, P21 e P60) com técnica de imunoistoquímica para Ki-67;  

II - Analisar, por dupla imunofluorescência, possíveis alterações na quantidade de 

células neuronais marcadas com BrdU na zona subgranular nos animais adultos 

(P60) que sofreram anóxia neonatal; 

III - Verificar, por análise estereológica, se a anóxia neonatal causa alterações no 

volume hipocampal dos ratos ao longo das idades estudadas (P3, P14, P21 e P60) 



4.2 Material e método 

Para análise da proliferação celular neural, foi an

endógena que somente é expressa em células 

análise da diferenciação neuronal e neurogênese, fo

com marcador de células na fase S da mitose, a 5

anticorpo contra NeuN em dupla imunofluorescência. 

única por via intraperitoni

antes da perfusão transcardíaca para estudo do fenó

Aldrich Company, St. Louis, MO) foi dissolvido em s

NaOH) e aplicado um volume

A sequência de experimentos

Figura 18 - Estudo longitudinal dos efeitos da anóxia neonatal 
neurogênese e morte neuronal no hipocampo de ratos.

Desenho esquemático representando os procedimentos 
idades estudadas, sendo P0 correspondente ao dia do nasc
insulto anóxico, P32 idade em que há injeção de Brd
correspondem às idades em que fora

Para análise da proliferação celular neural, foi analisada uma proteína 

endógena que somente é expressa em células mitóticas em atividade (Ki

análise da diferenciação neuronal e neurogênese, foram utilizados a

com marcador de células na fase S da mitose, a 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) e o 

anticorpo contra NeuN em dupla imunofluorescência. Os animais

intraperitonial de BrdU (200 mg/kg, Christie, Cameron, 2006) 28 

antes da perfusão transcardíaca para estudo do fenótipo neural. O BrdU (Sigma

Aldrich Company, St. Louis, MO) foi dissolvido em salina estéril (contendo 0.007 N 

NaOH) e aplicado um volume de 10 ml/kg do peso corporal.  

A sequência de experimentos está esquematizada na Figura 

Estudo longitudinal dos efeitos da anóxia neonatal na proliferação neural, 
neurogênese e morte neuronal no hipocampo de ratos.

Desenho esquemático representando os procedimentos experimentais nas diferentes 
s estudadas, sendo P0 correspondente ao dia do nascimento, P2 ao dia do 

insulto anóxico, P32 idade em que há injeção de BrdU e P3, P14, P21
correspondem às idades em que foram realizadas as análises histológicas.
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Para análise da proliferação celular neural, foi analisada uma proteína 

mitóticas em atividade (Ki-67). Para a 

ram utilizados animais tratados 

deoxiuridina (BrdU) e o 

animais receberam injeção 

Cameron, 2006) 28 dias 

tipo neural. O BrdU (Sigma-

alina estéril (contendo 0.007 N 

esquematizada na Figura 18. 

Estudo longitudinal dos efeitos da anóxia neonatal na proliferação neural, 
neurogênese e morte neuronal no hipocampo de ratos.

Desenho esquemático representando os procedimentos experimentais nas diferentes 
s estudadas, sendo P0 correspondente ao dia do nascimento, P2 ao dia do 

insulto anóxico, P32 idade em que há injeção de BrdU e P3, P14, P21 e P60 
realizadas as análises histológicas.
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4.2.1 Imunoistoquímica para detecção de células imunorreativas a Ki-67 (IR-Ki67) 

 Os animais com 6 a 8g foram submetidos à anóxia neonatal conforme 

descrito na primeira parte deste trabalho (MATERIAS E MÉTODOS GERAIS), 

perfundidos nas idades de 3, 14, 21 e 60 dias e seus encéfalos foram processados 

para estudo histológico.

 Para a detecção de células neurais IR-Ki67, as secções de 30 (em P3) ou 40 

µm (em P14, P21 e P60) montadas em lâminas eletrostáticas foram fervidas em 

ácido cítrico 0,01 M por 7 minutos (pH=6), lavadas em PBS 0,1 M (5 lavagens de 6 

minutos cada) e incubadas com anticorpo monoclonal feito em camundongo contra 

Ki-67, concentração de 1:200 (para P21 e P60) ou 1:300 (para P3 e P14) (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EUA), por 48h a 4ºC. Seguinte à incubação com o 

anticorpo primário, as secções foram lavadas em PBS 0,1 M (5 lavagens de 6 

minutos cada) e incubadas com o biotinilado IgG feito em cavalo contra camundongo 

durante 90 minutos a temperatura ambiente, lavadas novamente em PBS 0,1M (5 

lavagens de 6 minutos cada) e então incubadas no complexo avidina-biotina (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EUA) por mais 90minutos, para então serem reagidas 

com solução contendo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) como cromógeno para 

visualização das células marcadas. Após lavagens em PBS 0,1M (3 lavagens de 10 

minutos cada), as lâminas contendo os cortes foram deixadas para secar overnight. 

No dia seguinte, as secções foram então contrastadas com tionina, desidratadas, 

diafanizadas e cobertas com DPX (distrene, plasticiser e xilene). 

4.2.2 BrdU e NeuN: dupla imunofluorescência para avaliação da co-localização 

 Inicialmente, para a detecção de células imunorreativas a BrdU (IR-BrdU), as 

lâminas contendo os cortesde animais P60 foram fervidas em ácido cítrico 0,01M 

(pH=6) por 7 minutos, esfriaram em temperatura ambiente por 20 minutos e foram 

lavadas em PBS 0,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada), desnaturadas por 30 

minutos com ácido clorídrico 2,4N em estufa a 37°C, lavadas novamente com PBS 

0,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada) e incubadas com anticorpo monoclonal feito 

em camundongo contra BrdU (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), na 

concentração de 1:100, por 48h a 4ºC. Em sequência, as lâminas foram lavadas em 
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PBS 0,1M (5 lavagens de 6 minutos cada) e incubadas em solução contendo o 

anticorpo secundário conjugado ao fluoróforo Cy3 (Jackson Immuno Research 

Laboratories Inc., West Grove, PA, EUA), sendo utilizada a concentração de 1:1000, 

por 3 horas em temperatura ambiente. Após este período, as lâminas foram lavadas 

em PBS 0,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada ) e, para a marcação de neurônios 

maduros, foi usado NeuN feito em camundongo acoplado ao fluoróforo AlexaFluor 

488 (Millipore Corporate Headquarters, Billerica, MA, EUA) na concentração de 

1:100 e tempo de incubação de 24 horas em temperatura ambiente. As lâminas 

foram então lavadas em PBS 0,1 M (5 lavagens de 6 minutos cada) e deixadas para 

secar por duas horas, sendo então cobertas com lamínulas utilizando glicerol 50% 

como meio de montagem. 

4.2.3 Técnicas de análise dos resultados 

4.2.3.1 Proliferação celular na ZSG

A análise histológica da proliferação neural (IR-Ki67) foi realizada em 

microscopia de campo claro (E-1000, Nikon Corporation). As células localizadas até 

o limite de dois corpos celulares a partir da camada granular em direção ao hilo 

foram consideradas pertencentes à zona subgranular; células localizadas mais 

distalmente foram consideradas parte do hilo (Figura 19).  

4.2.3.2 Diferenciação neuronal

As análises do fenótipo neural foram realizadas em microscopia de 

fluorescência (E-1000, Nikon Corporation, Japão), sendo contabilizadas as células 

duplamente marcadas para BrdU e NeuN localizadas na camada granular do giro 

denteado do hipocampo, bilateralmente (Figura 20). A co-localização celular foi 

confirmada com utilização de microscopia confocal de varredura a Laser (LSM 510, 

Zeiss, Alemanha) (Figura 21). 



Figura 19 - Proliferação celular no giro denteado de rato adult

Fotomicrografia do giro denteado do hipocampo em ca
grupo P60 reagido para Ki
agrupamento celular (“cluster”) imunorreativo a Ki
Subgranular; seta azul: célula imunorreativa a Ki
célula imunorreativa a Ki-67 pertencente à camada granular do giro denteado d
Escala: 200µm.  
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Proliferação celular no giro denteado de rato adulto (IR

Fotomicrografia do giro denteado do hipocampo em campo claro, corte coro
grupo P60 reagido para Ki-67, contrastado pela coloração de Nissl. Seta branc
agrupamento celular (“cluster”) imunorreativo a Ki-67 considerado pertencente à Zona 
Subgranular; seta azul: célula imunorreativa a Ki-67 pertencente ao hilo; seta

67 pertencente à camada granular do giro denteado d
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67 considerado pertencente à Zona 
67 pertencente ao hilo; seta amarela: 

67 pertencente à camada granular do giro denteado do hipocampo. 



4.2.3.3 Volume hipocampal

O volume do hipocampo ao longo das idades (P3, P14,

mensurado por estereologia co

conforme descrito no CAPÍTULO 1.

4.2.3.4 Análise estatística

  

A análise estatística empregada para a quantificaçã

o estudo do volume hipocampal foi o Two

diferenciação neuronal, foi utilizado o teste T de 

significante o p � 0,05.

Figura 20 -Dupla marcação BrdU

Fotomicrografias do giro denteado do hipocampo em m
coronal. Rato do grupo P60 reagido para BrdU e NeuN para análise do fenótipo
esquema representa, em A, a célula marcada positiva
camada granular; em B, a área foi ampliada para mos
(seta); em C, mesma célula marcada positivamente pa
sobreposição das imagens, mostrando a célula duplam
(seta) considerada na contagem.

A 

Volume hipocampal

O volume do hipocampo ao longo das idades (P3, P14, P21 e P60) foi 

por estereologia com a técnica de análise do fracionador óptico, 

CAPÍTULO 1.

Análise estatística

A análise estatística empregada para a quantificação decélulas IR

o estudo do volume hipocampal foi o Two-Way ANOVA; para o estudo da

diferenciação neuronal, foi utilizado o teste T de Student, sendo considerado como 

Dupla marcação BrdU-NeuN no hipocampo de ratos de 

Fotomicrografias do giro denteado do hipocampo em microscopia de fluo
0 reagido para BrdU e NeuN para análise do fenótipo

esquema representa, em A, a célula marcada positivamente para BrdU (seta), pertencente à 
camada granular; em B, a área foi ampliada para mostrar a marcação positiva para BrdU 
(seta); em C, mesma célula marcada positivamente para NeuN (seta) e, em D, a 
sobreposição das imagens, mostrando a célula duplamente marcada para BrdU e NeuN 
(seta) considerada na contagem. Escala: 100µm. 

B 

C 

D 
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O volume do hipocampo ao longo das idades (P3, P14, P21 e P60) foi 

m a técnica de análise do fracionador óptico, 

A análise estatística empregada para a quantificação decélulas IR-Ki67 e para 

Way ANOVA; para o estudo da
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NeuN no hipocampo de ratos de 60 dias. 
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Figura 21 -Confirmação da co
camada granular do giro denteado do

Fotomicrografias em microscópio de fluorescência co
sequência de imagens de cor
hipocampo de rato adulto
imunofluorescência para BrdU (vermelho) e NeuN (ver
células duplamente marcadas
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mação da co-localização da dupla marcação BrdU
camada granular do giro denteado do hipocampo de ratos.

Fotomicrografias em microscópio de fluorescência confocal de varredura à laser, mostrando 
sequência de imagens de corte coronal, região da camada granular do giro dente

adulto submetido à anóxia neonatal, reagido por técnicas d
imunofluorescência para BrdU (vermelho) e NeuN (verde). Observa-se 
células duplamente marcadas para BrdU e NeuN (setas). Escala: 20µm.
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4.3 Resultados 

4.3.1 Análise longitudinal da proliferação neural na zona

denteado do hipocampo

Com a técnica de imunoistoquímica para o marcador endóg

proliferação Ki-67, foram quantificadas as células da camada subgranula

denteado em ambos os grupos, controle e anóxia. Não

entre eles em nenhuma das idades estudadas. Porém, 

quantidades de células IR

elevada nas duas primeiras semanas de vida e que

estável em P60 (Figura 2

Figura 22 -Análise longitudinal da influência da anóxia neonat
celular da zona subgran

O gráfico ilustra a variação da quantidade de célul
hipocampo de ratosP3 (controle, n=5; anóxia, n=9), P14 (controle, n=7
(controle, n=5; anóxia, n=5) e P60
padrão. A análise de variância (ANOVA) não mostrou diferenç
os grupos controle e anóxia, porém houve diferença 
P3 e P21, entre P14 e P21 
início da vida até P14, decaindo em P21 e permanece
grupos(p�0,05).  

�

���


��

���

���

����

����

�
��

����

��

Análise longitudinal da proliferação neural na zona subgranular do giro 

denteado do hipocampo

a técnica de imunoistoquímica para o marcador endóg

foram quantificadas as células da camada subgranula

denteado em ambos os grupos, controle e anóxia. Não foram observadas diferenças 

entre eles em nenhuma das idades estudadas. Porém, a comparação das 

quantidades de células IR-Ki-67 nas diversas idades evidenciou que a proliferação é 

duas primeiras semanas de vida e que decai em P21 

22, Tabela 6).  

Análise longitudinal da influência da anóxia neonatal na proliferação 
celular da zona subgranular do giro denteado de ratos. 

O gráfico ilustra a variação da quantidade de células IR-Ki-67 na ZSG do giro denteado do 
P3 (controle, n=5; anóxia, n=9), P14 (controle, n=7; anóxia, n=7), P21 

(controle, n=5; anóxia, n=5) e P60 (controle, n=10; anóxia, n=10)expressa em 
A análise de variância (ANOVA) não mostrou diferenças significantes (p

os grupos controle e anóxia, porém houve diferença entre as idades: entre P3 e P60, entre 
P3 e P21, entre P14 e P21 e entre P14 e P60, mostrando que a proliferação é e
início da vida até P14, decaindo em P21 e permanecendo baixa em P60, em ambos os 
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 subgranular do giro 

a técnica de imunoistoquímica para o marcador endógeno de 

foram quantificadas as células da camada subgranular do giro 

 foram observadas diferenças 

entre eles em nenhuma das idades estudadas. Porém, a comparação das 

dades evidenciou que a proliferação é 

decai em P21 e se mantém 

Análise longitudinal da influência da anóxia neonatal na proliferação 
ular do giro denteado de ratos. 

67 na ZSG do giro denteado do 
P3 (controle, n=5; anóxia, n=9), P14 (controle, n=7; anóxia, n=7), P21 

expressa em Média ± Erro 
A análise de variância (ANOVA) não mostrou diferenças significantes (p�0,05) entre 

entre as idades: entre P3 e P60, entre 
e entre P14 e P60, mostrando que a proliferação é elevada no 

ndo baixa em P60, em ambos os 
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Tabela 6 - Quantificação de células imunorreativas e Ki
giro denteado

Grupo/Idade P3

Controle 923,4 ± 211,47

Anóxia 765,89 ± 147,14

Valores expressos em Média ± Erro padrã
ZSG do hipocampo de ratos em diferentes idades: P3 
(controle, n=7; anóxia, n=7), P21 (controle, n=5; a
n=10). Legenda: a: diferente de 

3.3.2 Diferenciação neuronal 

A quantificação das células neurais marcadas por du

para BrdU e NeuN no giro denteado do hipocampo, ind

neuronal, foi realizada em 

 Houve diminuição da quantidade de célula

anóxia (grupo controle, n=5:

padrão de neurogênese em ambos os grupos e a co

representados nas figuras 2

Figura 23 -Diminuição da neurogênese no giro denteado do hipoc
adultos submetidos à anóxia neonatal. 

Redução na quantidade de células marcadas duplamente por im
e NeuN no giro denteado do hipocampo de ratos em P60 submetidos
p<0,05. 
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Quantificação de células imunorreativas e Ki-67 na zona subgranular do 
do hipocampo de ratos em diferentes idades.

P3 P14 P21

923,4 ± 211,47 785,43 ± 151,1 384,2 ± 40,71

765,89 ± 147,14 1213,14 ±190,24 495,8 ± 40,54

Valores expressos em Média ± Erro padrão. Médias da contagem de células IR
ZSG do hipocampo de ratos em diferentes idades: P3 (controle, n=5; anóxia, n=9), P14 
(controle, n=7; anóxia, n=7), P21 (controle, n=5; anóxia, n=5) e P60 (controle, n=10; anóxia, 

: diferente de P3; b: diferente de P14, p�0,05. 

Diferenciação neuronal - neurogênese  

A quantificação das células neurais marcadas por dupla imunofluorescência 

para BrdU e NeuN no giro denteado do hipocampo, indicativa de diferenciação 

neuronal, foi realizada em ratos adultos (P60). 

diminuição da quantidade de células duplamente marcadas no grupo 

grupo controle, n=5: 84,8 ± 11,9; grupo anóxia, n=5:37,6 ± 5,3

padrão de neurogênese em ambos os grupos e a co-localização BrdU

epresentados nas figuras 23, 24 e 25. 

Diminuição da neurogênese no giro denteado do hipoc
submetidos à anóxia neonatal. 

na quantidade de células marcadas duplamente por imunofluorescência para BrdU 
ro denteado do hipocampo de ratos em P60 submetidos à anóxia neonatal.  *: 
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67 na zona subgranular do 
do hipocampo de ratos em diferentes idades.

P60

40,71ab 346,5 ± 37,13ab

40,54ab 470,8 ± 29,94ab

o. Médias da contagem de células IR-KI-67 na 
(controle, n=5; anóxia, n=9), P14 

nóxia, n=5) e P60 (controle, n=10; anóxia, 

A quantificação das células neurais marcadas por dupla imunofluorescência 

para BrdU e NeuN no giro denteado do hipocampo, indicativa de diferenciação 

s duplamente marcadas no grupo 

37,6 ± 5,3). O gráfico, o 

localização BrdU-NeuN estão 

Diminuição da neurogênese no giro denteado do hipocampo de ratos 

na quantidade de células marcadas duplamente por imunofluorescência para BrdU 
ro denteado do hipocampo de ratos em P60 submetidos à anóxia neonatal.  *: 
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Figura 24 -Padrão de neurogênese no GD do hipocampo de ratos d
após anóxia neonatal.

Fotomicrografias de cortes coronais de encéfalos de
neonatal (B, D e F) e grupo controle (A, C e E), ev
NeuN (A e B), BrdU (C e D) e a dupla marcação
quantidade de células duplamente marcadas no animal
maior neurogênese nestes animais em relaç

BrdU 

NeuN 

Merge 

Padrão de neurogênese no GD do hipocampo de ratos d
após anóxia neonatal.

Fotomicrografias de cortes coronais de encéfalos de ratos de 60 dias submetidos à anóxia 
neonatal (B, D e F) e grupo controle (A, C e E), evidenciando a imunofluorescência para 
NeuN (A e B), BrdU (C e D) e a dupla marcação NeuN + BrdU (E e F). Observa
quantidade de células duplamente marcadas no animal do grupo controle, que evidencia

estes animais em relação ao grupo anóxia. Escala:100

Controle Anóxia 
BrdU 

NeuN 

Merge 

A 

C 

E 
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Padrão de neurogênese no GD do hipocampo de ratos de 60 dias de vida 

60 dias submetidos à anóxia 
idenciando a imunofluorescência para 

NeuN + BrdU (E e F). Observa-se maior 
rupo controle, que evidencia

scala:100µm. 

B 

D 

F 



Figura 25 -Co-localização da dupla marcação BrdU
do giro denteado do

Fotomicrografias em microscópio
corte coronal, região do giro denteado do hipocampo
dupla imunofluorescência para BrdU (vermelho) e Neu
células duplamente marcadas
sendo que somente a presente na camada granular foi
20µm. 

Foram encontradas

principalmente na camada granular do gi

no anóxia. 

localização da dupla marcação BrdU-NeuN na camada granular e hilo 
do giro denteado do hipocampo de ratos adultos. 

Fotomicrografias em microscópio de fluorescência confocal de varredura à laser, mos
corte coronal, região do giro denteado do hipocampo de rato P90, reagido por técnicas de 
dupla imunofluorescência para BrdU (vermelho) e NeuN (verde). Observa
células duplamente marcadas para BrdU e NeuN (setas), na camada granular e no h
sendo que somente a presente na camada granular foi considerada na contagem

Foram encontradas células duplamente marcadas para BrdU e NeuN

na camada granular do giro denteado, tanto no grupo controle como 
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NeuN na camada granular e hilo 

de fluorescência confocal de varredura à laser, mostrando 
 de rato P90, reagido por técnicas de 

N (verde). Observa-se as duas 
para BrdU e NeuN (setas), na camada granular e no hilo, 

 considerada na contagem. Escala: 

células duplamente marcadas para BrdU e NeuN

enteado, tanto no grupo controle como 
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4.3.3 Volume hipocampal 

 A análise por estereologia do volume hipocampal indicou aumento de volume 

na região CA1, em P14, no grupo anóxia (Tabela 7 e Figura 26). 

 Entre as idades, foi observado aumento progressivo nos volumes de CA3 e 

GD a partir de P3 até P21 e não foi encontrada diferença de volume entre P21 e 

P60. 

Tabela 7 - Volume do hipocampo de ratos submetidos à anóxia neonatal, mensurado 
por estereologia (em mm3).  

Grupo Região P3 P14 P21 P60

Controle

CA1 1,57 ± 0,12 5,00 ± 0,38* 10,87 ± 0,46 10,14 ± 0,47 

CA3 0,95 ± 0,10 3,66 ± 0,59a 7,40 ± 0,79ab 9,51 ± 0,51ab

GD 0,47 ± 0,04 2,44 ± 0,16a 6,19 ± 0,63ab 5,63 ± 0,20ab

Anóxia 

CA1 1,67 ± 0,08 6,70 ± 0,09* 10,35 ± 0,79 10,21 ± 0,11 

CA3 0,94 ± 0,11 3,71 ± 0,24a 7,73 ± 0,79ab 8,08 ± 1,68ab

GD 0,51 ± 0,04 2,56 ± 0,22a 5,02 ± 0,49ab 5,09 ± 0,04ab

Resultados expressos em Média ± Erro Padrão. A quantificação estereológica das células 
neurais IR-Casp3 revelou aumento em P14, região CA1, no grupo anóxia (n=5/idade) em 
relação ao controle (n=5/idade) Two-Way ANOVA *: p�0,05. 



Figura 26 -Variação dos volumes das subregiões hipocampais apó

Variação dos volumes das sub
controle (azul) e anóxia (ver
submetidos à anóxia neonatal (A). *: p

Variação dos volumes das subregiões hipocampais após anóxia neonatal.

ariação dos volumes das sub-regiões hipocampais ao longo das idades nos grupos 
nóxia (vermelho). Há aumento de volume em CA1 

submetidos à anóxia neonatal (A). *: p�0,05. 

*
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Variação dos volumes das subregiões hipocampais após anóxia neonatal.

regiões hipocampais ao longo das idades nos grupos 
melho). Há aumento de volume em CA1 de P14 nos animais 

A 

B

C
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4.4 Discussão 

 O estudo do volume, da proliferação neural e da neurogênese no hipocampo 

de ratos revelou que a anóxia neonatal acarreta aumentos no volume de CA1 em 

P14, não altera a proliferação neural na camada subgranular do giro denteado em 

P3, P14, P21 e P60, porém provoca diminuição da neurogênese hipocampal em 

ratos adultos (P60). 

 O sistema nervoso em desenvolvimento apresenta particular susceptibilidade 

a variações no suprimento de oxigênio, porém sua capacidade plástica e de 

remodelamento é elevada, sobretudo no hipocampo (Daval et al., 2004). 

 Agentes estressores e lesões encefálicas que ocorrem durante o 

desenvolvimento podem resultar em significativos e persistentes decréscimos nos 

volumes corticais e hipocampais (Semple et al., 2013). Vasileiadis e colaboradores, 

em 2004, constataram reduzidos desenvolvimento e crescimento corticais em 

crianças prematuras em comparação a crianças a termo. Herpfer e colaboradores 

(2012) observaram, após separação materna, diminuição do volume hipocampal até 

a idade de P30 em camundongos, seguida pelo restabelecimento ao volume normal 

na vida adulta. 

 Em 2013, Malik e colaboradores constataram, em coelhos, que o parto 

prematuro suprimia a neurogênese correspondente ao terceiro trimestre da 

gestação, contribuindo para a redução de volume de determinadas estruturas 

encefálicas em prematuros. 

 Em modelos de hipóxia-isquemia neonatal, atrofia das substâncias branca e 

cinzenta são achados frequentes (Semple et al., 2013). 

 Entretanto, neste estudo não foi verificado redução de volume em nenhuma 

das idades estudadas. Pelo contrário, foi encontrado aumento do volume na região 

CA1 do hipocampo de ratos submetidos à anóxia neonatal em P14. Este achado é 

bastante interessante porque pode estar correlacionado com outros resultados 

obtidos: nesta subregião, ocorre marcação TUNEL+ mais evidente em P3 no grupo 

anóxia, portanto, é provável que a lesão observada em P3 tenha ocasionado 

resposta a médio prazo em P14, aumentando o volume de CA1 por possível 

processo inflamatório, por exemplo. Porém, o mesmo não ocorreu na subregião 

CA3, em que também houve maior quantidade de marcação TUNEL+ em P3 nos 

animais do grupo anóxia. 
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Por outro lado, Nakatomi e colaboradores (2002) e Daval e colaboradores 

(2004) sugerem que a privação de oxigênio neonatal pode levar à neurogênese 

aumentada em CA1 como mecanismo auto-reparador da lesão, apesar desta região 

ser reconhecidamente pós-mitótica ao nascimento (Liu et al., 2008). Em seu estudo, 

Daval et al.(2004), encontraram progressiva diminuição na densidade de células da 

camada piramidal de CA1 até 6 dias após o estímulo hipóxico, havendo recuperação 

gradual a partir de então; não mencionaram e não mensuraram o volume de CA1, o 

qual poderia estar alterado independente da quantidade de células. 

No presente estudo, análise concomitante de CA1 em P60 não revelou 

marcação positiva para BrdU e NeuN, indicando que, em ratos adultos, estes 

neurônios são provavelmente pós-mitóticos.  

Durante as primeiras semanas de vida pós-natal, ocorre aproximadamente 50 

vezes mais neurogênese que no sistema nervoso adulto, mas pouco é conhecido a 

respeito do efeito da lesão encefálica neonatal na proliferação durante o 

desenvolvimento (Scheepens et al., 2002). 

No presente estudo, a análise da prolilferação neural na zona subgranular do 

giro denteado não indicou diferença entre os grupos controle e anóxia em nenhuma 

das idades avaliadas. Contudo, houve diferenças significantes na proliferação celular 

do grupo anóxia que permaneceu elevada até P14, decaiu a partir de então e 

permaneceu baixa em P60.  

Scheepens e colaboradores, em 2003, utilizando modelo de asfixia perinatal 

em ratos, observaram resultado similar em animais do grupo controle. Em animais 

asfixiados, porém, observaram expressivo aumento da proliferação hipocampal 

somente em P5, ou seja, 5 dias após a asfixia. Apesar do modelo utilizado também 

causar asfixia global ao nascimento, da mesma forma que o desta pesquisa, 

algumas diferenças observadas em seus resultados podem advir deles terem 

utilizado3H-Timidina como técnica. Entretanto, neste estudo não foi avaliado o efeito 

da anóxia em idades compreendidas entre P3 e P14. Realmente, este estudo 

evidenciou tendência a aumento da proliferação em P14, o que talvez seja reflexo 

deaumento significativo ocorrido anteriormente, após P3. Seria interessante, 

portanto, ampliar esta análise para as demais idades, comopor exemplo P6 ou P7. 

Em outro estudo, realizado por Bartley e colaboradores em 2005, não 

somente a proliferação neural foi estudada, mas também a diferenciação neuronal, 

utilizando modelo de H-I em camundongos. Comparando os hemisférios cerebrais, 
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estes pesquisadores encontraram aumento de regeneração neuronal e de outras 

células no GD do hemisfério ipsilateral à isquemia em relação ao hemisfério que 

sofreu somente a hipóxia. 

Outros diversos estudos têm associado o aumento de neurogênese em 

diferentes modelos que combinam a hipóxia com isquemia em neonatos e adultos, 

de forma isolada e combinada, em várias espécies. 

Zhu e colaboradores, em 2009, estudaram os efeitos da hipóxia-isquemia na 

neurogênese do córtex cerebral e do estriado em camundongos de 9 e 21 dias, onde 

observaram que células recém-geradas no encéfalo imaturo, seja em condições 

normais ou patológicas, sobrevivem por período mais prolongado que as células 

recém-geradas no animal jovem. Entretanto, o estriado do animal jovem não segue a 

esta regra, pois observaram aí aumento de neurogênese induzida pela hipóxia-

isquemia em P9 (analisados 28 dias após o estímulo). 

Em modelos de acidente vascular encefálico em roedores adultos, a lesão 

isquêmica aguda mostrou estimular a neurogênese na zona subventricular (ZSV) 

adjacente a região de infarto (Arvidsson et al., 2002; Parent et al., 2002; Zhang et al., 

2001) e na zona subgranular do giro denteado do hipocampo (Geibig et al., 2012). 

Em contraste, modelos de H-I em neonatos mostraram diferentes resultados, 

dependendo da intensidade do estímulo: Levison e colaboradores, em 2001, 

mostraram que a H-I em ratos de 7 dias causava a depleção de precursores neurais 

na ZSV; Plane e colaboradores, em 2004, utilizando modelo de H-I moderado em 

camundongos, observaram aumento de neurogênese de 1 a 3 semanas após o 

estímulo; ainda, em ratos, o mesmo grupo de pesquisadores (Ong et al., 2005) 

observou que o este tipo de estímulo causava aumento de proliferação e 

neurogênese na ZSV de 1 a 3 semanas após o estímulo; porém, após esse período, 

observaram que os novos neurônios não sobreviviam, tanto em ratos como em 

camundongos. 

Em 2006, Pourié e colaboradores utilizaram modelo de hipóxia neonatal breve 

(100% N2 por 5 minutos) em ratos e observaramaumento de proliferação e da 

densidade de células em CA1 e GD 20 dias após o estímulo, assim como a 

neurogênese aumentada na ZSV e no GD. 

O paradigma de hipóxia intermitente também mostrou aumentar a 

neurogênese hipocampal em ratos adultos (Zhu et al., 2010). 
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Neste estudo da neurogênese hipocampal após anóxia neonatal, apesar de 

não terem sido observadas alterações na proliferação neural na ZSG decorrentes da 

anóxia nas idades estudadas, foi encontrada menor quantidade de células 

BrdU/NeuN+ em ratos adultos do grupo anóxia. Tal resultado é bastante intrigante, 

uma vez que não há, na literatura, modelo animal de anóxia neonatal com 

exatamente as mesmas características que as que utilizamos. 

Diferenças aparentemente mínimas nos modelos utilizados podem acarretar 

resultados completamente distintos. Enquanto Daval e cols. utilizaram ratos 

neonatos com 10 a 24 horas de vida, expostos a 20 minutos de N2 100%, em nosso 

modelo de anóxia utilizamos ratos mais velhos com cerca de 30 horas de vida (e 

provavelmente mais sensíveis a privação de oxigênio – Zhu et al., 2009), expostos 

ao mesmo gás por 25 minutos. A diferença de 5 minutos é bastante importante, uma 

vez que, no modelo descrito por Bjelke e colaboradores (1991), o tempo de 19 

minutos deve ser seguido para evitar grande taxa de mortalidade; em nosso modelo, 

o tempo de 30 minutos, por exemplo, levou a uma porcentagem de morte de 50% 

(Takada, 2009).  

 De acordo com o que foi observado na literatura, o tempo menor de 

exposição à hipóxia gera efeito regenerador aumentando a neurogênese, ao 

contrário do que Bartley e colaboradores (2005) sugeriram em seu trabalho, no qual 

atribuíram a robustez de seus resultados ao estímulo pouco intenso.  

 A temperatura também é um parâmetro fundamental, principalmente quando 

o estímulo hipóxico é aplicado a neonatos, uma vez que a hipotermia fisiológica que 

apresentam constitui fator neuroprotetor e, até mesmo, influenciam positivamente a 

neurogênese (Silasi, Coulbourne, 2011). 

 Dos trabalhos citados, a maioria detectou aumento de neurogênese a curto e 

médio prazo após a privação de oxigênio, sendo sugerido por Plane e colaboradores 

(2004) e Ong e colaboradores (2005) que os novos neurônios não conseguissem 

sobreviver. 

 Seguindo o mesmo raciocínio, é possível sugerir que isto também possa ter 

ocorrido em nosso estudo, sendo interessante a inclusão de grupo intermediário 

para que a neurogênese seja estudada a curto e médio prazos. 

 Um outro fato que merece destaque na comparação entre resultados dos 

diversos modelos de privação de oxigênio é a utilização da hipóxia isolada, 

combinada à isquemia, ou então a isquemia isolada. Zhu e colaboradores (2009), 
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utilizando modelo de hipóxia-isquemia em que a isquemia é feita unilateralmente e a 

hipóxia é global, teve o cuidado de comparar o hemisfério ipsilateral à isquemia (que 

sofreu hipóxia-isquemia combinadas) com o contralateral (que sofreu somente 

hipóxia) e acrescentou um grupo controle que não foi submetido à hipóxia-isquemia. 

Pelo que pôde ser observado em seus resultados, os valores referentes à 

neurogênese no hemisfério hipóxico contralateral à isquemia são praticamente 

iguais aos animais controle, sugerindo portanto que a hipóxia global, neste modelo, 

não causou aumento de neurogênese. 

 Enfim, estes resultados permitem concluir que o presente modelo de anóxia 

neonatal, apesar de provocar aumento de volume de CA1 em P14, não acarreta 

alterações na proliferação celular da ZSG do GD; porém, na idade adulta, causa 

decréscimo na neurogênese hipocampal. 



5 DISCUSSÃO GERAL 
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 A anóxia neonatal é um grave problema de saúde pública que tem estreita 

relação com a prematuridade, sendo ambos problemas comuns em países em 

desenvolvimento, como o Brasil. Propor estratégias para recuperação ou 

neuroproteção das estruturas encefálicas acometidas requer estudos aprofundados 

dos mecanismos de resposta ao insulto anóxico que o encéfalo em desenvolvimento 

possui. Desta forma, faz-se necessário o desenvolvimento de modelos animais que 

se aproximem ao máximo do insulto anóxico que ocorre em humanos em seus 

diversos aspectos e peculiaridades, sendo este um grande desafio. 

 Dentro de diversos modelos descritos em literatura, adaptamos e validamos 

um modelo de anóxia neonatal (Takada et al., 2011) que visa atender ao nosso 

principal objetivo que é estudar o evento primário da asfixia, ou anóxia, ao 

nascimento, etapa comum a diversas condições clínicas que podem acometer o 

prematuro humano. 

 Analisando o histórico dos estudos realizados na temática da anóxia neonatal, 

podemos perceber que a grande maioria dos estudos iniciais focavam na morte 

neuronal aguda sendo que, aos poucos, os pesquisadores observaram que a morte 

neuronal poderia continuar a ocorrer, havendo perda contínua de células neuronais. 

Ao mesmo tempo, notaram também que o encéfalo responde naturalmente à 

neurodegeneração, tentando reestabelecer o equilíbrio entre a ativação de 

componentes neurodestrutivos e os mecanismos protetores endógenos 

(Bossenmeyer-Pourié et al., 2002), como a neurogênese. 

 Assim, o objetivo geral deste trabalho foi analisar como a dinâmica entre 

morte neural e neurogênese no hipocampo de ratos foi alterada, ao longo das 

idades, pela anóxia neonatal.  



6 CONCLUSÕES GERAIS 
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 Os resultados obtidos permitem concluir que: 

 a) a anóxia neonatal promove morte neural nas subregiões CA1 e CA3 do 

hipocampo de ratos 24 horas após o insulto anóxico, sendo que, nas demais idades, 

as técnicas metodológicas empregadas não evidenciaram alterações quanto à morte 

neural; 

 b) diferentes tipos de morte neuronal podem ser observados 24 horas após 

anóxia neonatal, dentre eles apoptose, necrose e caracteristicas morfológicas 

atípicas sugestivas de continuum, necroptose e autofagia; 

 c) a anóxia neonatal não altera a proliferação neural na zona subgranular do 

giro denteado do hipocampo de ratos em P3, P14, P21 e P60; 

 d) animais adultos submetidos à anóxia neonatal têm diminuição da 

neurogênese no giro denteado do hipocampo; 

 e) a dinâmica de desenvolvimento do hipocampo de ratos submetidos à 

anóxia neonatal ao longo das idades estudadas altera o volume da subregião CA1 

em P14, levando a seu aumento. 

Portanto, é possível afirmar que a anóxia neonatal promove alterações 

morfológicas e estruturais agudamente ao estímulo anóxico que podem refletir em 

alterações na dinâmica do desenvolvimento neural a longo prazo, promovendo 

diminuição da neurogênese hipocampal, o que poderia explicar os déficits cognitivo-

comportamentais apresentados por estes animais na vida adulta, conforme visto em 

outros trabalhos utilizando modelo de anóxia semelhante. 

Desta forma, por mais que possa ter havido a tentativa de regeneração, esta 

não ocorreu satisfatoriamente, levando-nos a pensar que, talvez, medidas 

neuroprotetoras no sentido de se adequar o ambiente celular para uma maior 

sobrevivência neuronal, por exemplo, seriam interessantes, tanto em relação aos 

precursores neurais, como em relação aos novos neurônios formados. 
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a b s t r a c t

Neonatal anoxia is a worldwide clinical problem that has serious and lasting consequences. The diversity
of models does not allow complete reproducibility, so a standardized model is needed. In this study, we
developed a rat model of neonatal anoxia that utilizes a semi­hermetic system suitable for oxygen depri­
vation. The validity of this model was confirmed using pulse oximetry, arterial gasometry, observation
of skin color and behavior and analysis of Fos immunoreactivity in brain regions that function in respira­
tory control. For these experiments, 87 male albino neonate rats (Rattus norvegicus, lineage Wistar) aged
approximate 30 postnatal hours were divided into anoxia and control groups. The pups were kept in an
euthanasia polycarbonate chamber at 36 ± 1 ◦C, with continuous 100% nitrogen gas flow at 3 L/min and
101.7 kPa for 25 min. The peripheral arterial oxygen saturation of the anoxia group decreased 75% from
its initial value. Decreased pH and partial pressure of oxygen and increased partial pressure of carbon
dioxide were observed in this group, indicating metabolic acidosis, hypoxia and hypercapnia, respec­
tively. Analysis of neuronal activation showed Fos immunoreactivity in the solitary tract nucleus, the
lateral reticular nucleus and the area postrema, confirming that those conditions activated areas related
to respiratory control in the nervous system. Therefore, the proposed model of neonatal anoxia allows
standardization and precise control of the anoxic condition, which should be of great value in indentifying
both the mechanisms underlying neonatal anoxia and novel therapeutic strategies to combat or prevent
this widespread public health problem.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Neonatal anoxia, which is considered a worldwide clinical prob­
lem, is one of the most important causes of encephalic lesions in
human newborns. Such lesions can have serious and lasting con­
sequences, including mental retardation, cerebral palsy, epilepsy,
hearing and visual deficiencies, as well as motor and behavioral
deficits (Hedner and Lundborg, 1980; Volpe, 1992; Dell’anna et al.,
1993; Dell’anna et al., 1995; Dell’Anna et al., 1997; Faraone and
Biederman, 1998; Vannucci et al., 1999; Cannon et al., 2002;
Wainwright et al., 2004; Caputa et al., 2005; Casolini et al., 2005;
Mikati et al., 2005; Rogalska et al., 2006; Majeed et al., 2007; Chen
et al., 2007). The incidence of neonatal anoxic insults appears to be
2–4/1000 full­term infants, but this rate is much higher (approxi­
mately 60%) in low­weight premature newborns, corresponding to

∗ Corresponding authors at: Institute of Biomedical Sciences, Universidade de São
Paulo, Departamento de Anatomia, Laboratório de Neurociências, Av. Prof. Lineu
Prestes, 2415 Cidade Universitária, São Paulo, SP CEP: 05508­900, Brazil.
Tel.: +55 11 3091 7401.

E­mail address: minog@usp.br (M.I. Nogueira).

a significant public health concern (Vannucci, 1997; Laviola et al.,
2004).

The diversity of models described in the literature does not
allow complete reproducibility due to a large variety of different
parameters, so a standardized model is needed. Controlled experi­
ments could reveal links between particularities of the sequelae and
morpho­functional changes that follow anoxic insult. Therefore,
developing an animal model of anoxia is an important contribution
to this field.

In this study, based on the literature reports regarding neonatal
anoxia we developed a non­invasive model of anoxia in neonate
rats. This method, actually, mostly an optimization of those in use,
consists of some adjustments in the apparatus added to the stan­
dardization of various parameters of anoxic stimulation, which
were tested and evaluated. In this condition, it allows precise and
reproducible control of the duration and extent of anoxia. It may
also simulate the physiological consequences of human neonatal
anoxia. The effectiveness of this method was assessed monitor­
ing arterial peripheric oxygen saturation, arterial gasometry, motor
and respiratory behavior and also by the skin color of neonate
rats during the oxygen deprivation period. In addition, the effects
of anoxia on the central nervous system were analyzed with a

0165­0270/$ – see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

doi:10.1016/j.jneumeth.2011.03.009
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Fig. 1. The system used to induce anoxia in neonate rats. (A) Schematic drawing showing: (a) nitrogen gas cylinder (100%), (b) manometer, (c) flowmeter, (d) semi­hermetic
polycarbonate chamber, (e) glass box with heated water, (f) diffusion water pump (to maintain homogeneous water temperature), (g) thermometer and (h) electrical
resistance water heater; black arrows indicates inflow and outflow of gas. (B) Semi­hermetic chamber connected to the cylinder of nitrogen gas and partially immersed in
heated water.

Fos immunoreactivity (Fos­IR) assay for neuronal activation in the
nuclei of the nervous system that are related to respiratory con­
trol.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Eighty­seven male albino neonate rats (Rattus norvegicus, Wis­
tar), approximately 30 h old and weighing 6–8 g, were used. The
pups were housed with the dam in the home cage at the vivar­
ium of the Institute of Biomedical Sciences, Universidade de São
Paulo, under a 12:12 h light/dark cycle and at a constant tem­
perature (23 ± 1 ◦C), with water and food provided ad libitum.
The procedures were approved by the University Ethics Com­
mittee and conformed to the guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (COBEA Protocol no. 134, fls. 38 of book
2).

2.2. Development of the anoxia system

The exposure of animals to anoxia was performed in a semi­
hermetic polycarbonate chamber (31.0 × 14.0 × 19.5 cm), which is
commonly used for euthanization of mice. The term semi­hermetic
means that the chamber has a sliding polycarbonate door with
no sealant around the door, leading to a minimum increase of
pressure inside the chamber due to a gap of 2 mm. The chamber
was equipped with a gas inlet and outlet as well as connected to
a manometer, flowmeter and a 100% nitrogen gas cylinder. The
chamber was partially immersed in warm water (between 35 and
37 ◦C) to avoid hypothermia and thus potentiate anoxic lesions. The
water was heated by a water resistance heater supported by a water
pump to homogenize the temperature, which was measured by a
mercury thermometer (Fig. 1).

To induce anoxia, the lid was rapidly closed after individually
placing neonates in the chamber, and this chamber was completely
saturated with 100% nitrogen at a flow of 3 L/min at a pressure
of approximately 101.7 kPa (Tang and Nakazawa, 2005; Rogalska
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Fig. 2. Photograph of a neonate rat with a Y sensor attached to the proximal region
of the animal’s tail.

et al., 2006; Coq et al., 2008) for 25 min (Dell’anna et al., 1995b).
After recovery, as monitored by skin color, respiration and locomo­
tor behavior, which occurred in an average of 5 min after removal
from the chamber, the animals were returned to the dams.

The control group was exposed to the same experimental con­
ditions, but the chamber contained air instead of nitrogen.

2.3. Measurement of peripheral oxygen saturation

Ten pups (anoxia, n = 5; control, n = 5) were used for the mea­
surement of peripheral oxygen saturation.

A pulse oximeter (Philips Respironics/Novametrix, model 513,
Murrysville, Pennsylvania) with a pediatric Y sensor was coupled
with colorless tape near the proximal region of the animals’ tail at
the dorsal and ventral faces of the abdomen (Decker et al., 1989)
(Fig. 2). After positioning the sensor, the apparatus was turned
on and a value between 97% and 99% of oxygen saturation was
observed when the sensor was correctly positioned. Pups were
placed into the chamber with the connected oximetry apparatus
and the values of oxygen saturation were collected by an observer
every minute during the anoxia or control procedures.

This pulse oximeter model is appropriate for veterinary uti­
lization and has superior performance under conditions in which
motion artifacts may occur and under conditions of low blood per­
fusion, as found in our experiment. The pediatric Y sensor was used
in our animals because it is indicated for small areas.

2.4. Analyses of respiration, locomotor behavior and skin color

change

Analyses of motor and respiratory behaviors as well as skin color
changes were used as additional parameters to evaluate oxygen
saturation in the pups (Strata et al., 2004). Ten pups, divided into
two groups (control, n = 5; anoxia, n = 5), were individually placed
in the chamber and submitted to control or anoxia procedure. Any
changes in skin color or locomotor behavior were recorded every
minute by an observer. Respiration was observed based on inspira­
tion movements in chest wall and number and frequency of gasping
movements. This experiment was not performed on the same pups
used for oximetry because Y sensor functioned as a restriction
device for active movements and covered part of skin leading to
difficulties to observe color changes.

2.5. Blood sample collection and analysis of pH, partial pressure

of oxygen (pO2) and partial pressure of carbon dioxide (pCO2)

For analysis of arterial blood, another ten pups (anoxia, n = 5;
control, n = 5) were deeply anesthetized and arterial blood was
collected immediately after anoxic or control procedure by heart

puncture. The recovery period of 5 min was not included in this
procedure. For the heart puncture, heparinized syringes (BD Pre­
set, Ca2+ LH 30 I.U. 1ML) that allowed blood collection without air
contact were introduced into the intercostals space between the
third and fourth ribs in the latero­ventral region of the pup. When
the needle entered the left ventricle, blood flow started to raise the
syringe plunger and 100 ml of arterial blood was collected.

The samples were stored in a cold water bath (0 ◦C), and pH,
pO2 and pCO2 were analyzed within 45 min using an ABL5 blood
gas analyzer (Radiometer, Denmark).

2.6. Fos immunohistochemistry

Two hours after the stimulus, which is considered long enough
to reach the maximum level of Fos expression (Hoffman and
Lyo, 2002), the pups were deeply anesthetized with 35% chlo­
ral hydrate and perfused through the left ventricle with 30 ml of
0.9% saline solution at room temperature, followed by 50 ml of 4%
paraformaldehyde solution plus borax, pH 9.5 at 4 ◦C (Nogueira
et al., 1997). The brains were removed from the crania and cryopro­
tected in 0.1 M phosphate buffered saline (PBS), pH 7.5 plus 20%
sucrose overnight; the preserved brain tissue was sectioned into
30­mm thick coronal sections using a cryostate (Leica Microsystems
Nussloch GmbH, CM1850, Germany). All sections were collected
in three series, mounted on slides and stored at 4 ◦C. These series
contained similar caudo­rostral sequences of the brain from each
animal.

The second tissue series from each animal was processed for Fos
immunohistochemistry using an avidin–biotin complex with 3,3′­
diaminobenzidine tetrahydrochloride (the ABC–DAB technique).

Briefly, the slides were incubated for 5 min in 0.1% hydrogen
peroxide to inhibit endogenous peroxidase activity. The slides
were immediately incubated for 48 h in primary polyclonal rab­
bit anti­Fos serum (Oncogene Research Products, San Diego, CA) in
blocking solution (1:10,000; 2% normal goat serum and 0.3% Tri­
ton X­100 in PBS) at room temperature. The slides were rinsed in
PBS and incubated for a further 90 min in biotinylated goat anti­
rabbit secondary antiserum (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
in blocking solution (1:200). The slides were then incubated with
an avidin–biotin complex (Vectastain Elite ABC Kit, Vector Labora­
tories, Burlingame, CA) in PBS (1:500) for 90 min. After three rinses
in PBS, the slides were reacted with 3,3′­diaminobenzidine tetrahy­
drochloride (DAB) as a chromogen and nickel ammonium sulfate
was used to intensify the reaction product. When Fos staining was
sufficient, as established by microscopic examination, the reaction
was stopped by rinsing the slides in PBS. The slides were dried
overnight and the labeling was intensified with osmium tetroxide.
Finally, the slides were dehydrated and coverslipped under DPX.

2.7. Fos­IR data analysis

The slides were examined with a Nikon E­1000 microscope
(Nikon Corporation, Tokyo, Japan) using the bright field to quantify
the number of Fos­immunoreactive (Fos­IR) neurons; only those
nuclei that were clearly and intensely stained were counted. The
boundaries of each nucleus were established according to the Atlas
of Developing Rat Nervous System by Paxinos et al. (1994) using an
adjacent Nissl­stained series as a reference.

2.8. Statistical analysis

The data were expressed as means ± SEM.
For the statistical analysis of the Fos­IR data in the solitary tract

nuclei, two­way ANOVA (treatment × region) followed by Tukey’s
test was used. For the statistical analysis of the area postrema and
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Fig. 3. Evaluation of peripheral arterial oxygen saturation by pulse oximetry over
time. Legend: (�) control group, (△) anoxia group; (*) statistically significant values.

lateral reticular nuclei, Student’s t­test was employed. Probability
values <0.05 were considered to be statistically significant.

For the statistical analysis of the gasometry data (pH, pO2 and
pCO2) Student’s t­test was used and the repeated measures ANOVA
was employed for the statistical analysis of the oximetry.

3. Results

3.1. Peripheral arterial oxygen saturation

A comparison of the peripheral arterial oxygen saturation val­
ues of the anoxia (n = 5) and control (n = 5) groups is shown in
Fig. 3. This parameter was evaluated in the neonates of the anoxia
group by pulse oximetry, which showed an average 30% drop in
arterial peripheral oxygen saturation by the fourth minute of nitro­
gen exposure. This value progressively decreased until the tenth
minute and then remained stable until the end of the anoxic period
(25 ± 0.8%). Therefore, between 1st minute and 26th minutes from
the beginning of the procedure, there was a 75% drop in periph­
eral arterial oxygen saturation in the anoxia group. The control
group showed no changes in this parameter over time, exhibiting
a constant value of 97 ± 0.5%.

3.2. Skin color and behavior

Hyperactivity was observed after 1 min of exposure to anoxia
and lasted up to 2 min, followed by a change in the color of the
animal’s skin, from pink to blue. This change was followed by the
loss of movement, onset of sporadic gasping, which became less
frequent, and, finally, total immobility in the last 5–8 min. In con­
trast, the control group animals had normal activity levels during
the procedure, and their skin color remained pink until the end of
the experiment.

3.3. Analysis of pH, pO2 and pCO2

The pH, pO2 and pCO2 levels in the anoxia and control groups
are shown in Fig. 4. The pH in the anoxia group (6.7 ± 0.4) was
lower than that in the control group (7.0 ± 0.08) (p = 0.008). The
pO2 levels were lower in the anoxia group (47.8 ± 4.48) than in
the control group (108.6 ± 10.69), and the pCO2 levels were sig­
nificantly elevated in the anoxia group (117.4 ± 12.66) compared
with the control group (38.2 ± 4.76) (p < 0.001). These results are
characteristic of hypoxia and hypercapnia, respectively (Levitzky,
2009).
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Fig. 4. Parameter levels evaluated by gasometry analysis in anoxia and controls
groups: (A) pH, (B) pCO2 and (C) pO2 . *p = 0.008, **p < 0.001.

3.4. Fos immunoreactivity (Fos­IR)

There was a visible difference in the Fos­IR labeling of neurons
between the anoxia and control groups in areas of the brain related
to respiratory control such as the area postrema, the nuclei of the
solitary tract and the lateral reticular nuclei of the medulla. In the
area postrema, the mean number of Fos­IR neurons was 34 ± 5.7 in
the anoxia group and 3 ± 1.0 in the control group (p < 0.001) (Fig. 5).
There was also a difference between the anoxia and control groups
in the lateral reticular nuclei (32 ± 4.9 vs. 11 ± 3.9; p < 0.05) (Fig. 6).
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Fig. 5. Evaluation of Fos protein immunoreactivity in the area postrema. Control
(3 ± 1.0) and anoxia (34 ± 5.7) groups. ***p < 0.001.
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Fig. 6. Evaluation of Fos protein immunoreactivity in the lateral reticular nucleus
of the medulla. Control (11 ± 3.9) and anoxia (32 ± 4.9) groups. *p < 0.05.

For analytical purposes, the solitary tract nuclei were anatomi­
cally divided into 3 regions: rostral, middle and caudal. The mean
numbers of Fos­IR neurons in the anoxia group were 3 ± 1.3 (ros­
tral); 4 ± 1.6 (middle) and 15 ± 1.7 (caudal). In the control group,
these numbers were 2 ± 2.1 (rostral); 3 ± 2.1 (middle) and 3 ± 1.5
(caudal). In the anoxia group, Fos­IR in the caudal region was sig­
nificantly higher than in any region of the control group (p < 0.05)
and was also higher than in the other regions of the anoxia group
(p < 0.05) (Fig. 7).

Photographs of Fos­immunoreactivity in brain regions corre­
lated to respiratory control are shown in Fig. 8.

3.5. Mortality rates

Preliminary experiments performed in this laboratory showed
that periods of anoxia longer than 25 min caused high mortality
rates (≥50%), whereas the period of 25 min presented mortality rate
of 9.43% (with death having occurred during the anoxia procedure
in the semi­hermetic chamber). For this mortality rate study, we
used six litters (53 pups). Studies using a similar procedure reported
mortality rate of approximately 10% (Dell’anna et al., 1991; Iuvone
et al., 1996).
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Fig. 7. Evaluation of Fos immunoreactivity in the solitary tract nuclei. Control (ros­
tral: 2 ± 2.1; middle: 3 ± 2.1 and caudal: 3 ± 1.5) and anoxia (rostral: 3 ± 1.3; middle:
4 ± 1.6 and caudal: 15 ± 1.7) groups. *p < 0.05.

4. Discussion

In this research a model of neonatal anoxia in rats, was devel­
oped with low cost materials, which is non­invasive and easily
reproducible. In addition, testing and evaluations standardized var­
ious parameters of the anoxic stimulus. It was demonstrated that
the described model elicits the main metabolic and physiological
changes that occur in human neonates, when exposed to oxygen
deprivation, such as arterial gasometry and oximetry alterations.

The rat is the most widely used animal in experimental studies,
which is the reason they were selected for this study. The matu­
rity of a newborn rat brain is comparable to that of a 24­week­old
human fetus and the brain of a ten­day­old rat is comparable to
the brain of a newborn human (Nyakas et al., 1996). Therefore,
taking into account the developmental periods under analysis is
important when establishing research correlations between these
animals and human neonates.

A literature review showed that three different methodolo­
gies and periods of development have been primarily used to
cause oxygen deprivation in neonate rats. The first model is
hypoxia–ischemia (initially proposed by Levine, 1960), in which
seven­day­old rats undergo occlusion of one of the common carotid
arteries and are placed in a chamber containing 8% oxygen and
92% nitrogen for periods ranging from 30 min to 3 h (Rice et al.,
2004; Gunn et al., 1990; Åden et al., 1994; Vannucci et al., 1999;
Oorschot et al., 2000; Ten et al., 2003). The second model is
perinatal asphyxia, in which a female about to give birth is decap­
itated or anesthetized, and its uterus (containing the pups) is
removed and immersed in saline solution for 16–25 min (Dell’anna
et al., 1995a; Flores et al., 2002; El­Khodor and Boksa, 2003;
Cirulli et al., 2003; Juarez et al., 2003; Venerosi et al., 2004). In
the third model of neonatal anoxia, newborns (at approximately
30 h of age) are placed in a hermetic chamber containing 100%
nitrogen for 20–30 min (Dell’anna et al., 1995b; Buwalda et al.,
1995; Iuvone et al., 1996; Nakajima et al., 1996, 1999; Tang and
Nakazawa, 2005; Rogalska et al., 2006; Coq et al., 2008) and
many different parameters of temperature, pressure and flow are
used.

The third model (neonatal anoxia) is the model of choice for
researchers interested in the behavioral sequelae resulting from
oxygen deprivation, which include attention deficit hyperactivity
disorder (ADHD), spatial memory learning deficits, and abnormal
responses to stress. This method has fewer stress­related variables
because it is not invasive and does not require the euthaniza­
tion of the mother or subsequent use of a surrogate mother, as
required in the second model (perinatal asphyxia). The first model
(hypoxia–ischemia) allows visualization of the unilateral effects of
the stimulus and is valuable because it allows histological compar­
ison between brain hemispheres. The major disadvantage of the
hypoxia–ischemia model is that it does not enable behavioral tests.
Therefore, considering our research goals to simulate anoxic insults
in premature humans at about 24 weeks of age, the neonatal anoxia
model was the suitable choice. Interestingly, this model produces
changes in adult behavior, based on studies that are ongoing in our
laboratory (unpublished data).

Contrary to Hicks et al. (1962), who stated that anoxia alone
could not produce any harm in neonate rats, we observed that sim­
ple modifications in this model can produce important alterations
in neonate brain, most of them similar to human alterations due
to neonatal anoxia. For example, the model proposed by Coq et al.
(2008) is very interesting because it tries to mimic the condition
called cerebral palsy, a very common sequel of neonatal anoxia, but
presents some differences from the model we present. The authors
separated the anoxic insult in two episodes of 12 min each, at P0 and
P1, while we used a single episode of 25 min of nitrogen exposure
at P2.



S.H. Takada et al. / Journal of Neuroscience Methods 198 (2011) 62–69 67

Fig. 8. Photomicrographs of brainstem coronal sections, depicting Fos protein immunoreactivity in the solitary tract nuclei (Sol) and area postrema (AP) (A, B) and in the
lateral reticular nucleus (C, D) of a control animal (left) and an anoxic animal (right). CC: central canal. Scale bar: 500 mm.

The other difference between the two models is the use of a
semi­hermetic chamber instead of a hermetic one to minimize the
condition of increased pressure inside the chamber, as already dis­
cussed.

Nakajima et al. (1996, 1999) demonstrated that exposure to
anoxia had significant influence on striatal monoamine metabolism
in immature brain using in vivo microdialysis and subsequent
HPLC. In their study the pups were exposed to warmed and
humidified 100% nitrogen delivered at 0.5 L/min in a hermetic
chamber for 16 non­continuous minutes. During this period nitro­
gen income is briefly cut when the pups presented incontinence
of urine or feces. After confirming their recovery, anoxic expo­
sure is resumed. This process is repeated several times until the
scheduled time is reached. If one of the pups dies, the exposure is
stopped immediately, leaving the residual time. The main differ­
ence between Nakajima’s model (1996, 1999) and the model used
in the present study is the nitrogen flow regimen. The model using
continuous 25 min of anoxia, without recovery time for the pups,
mimics better the conditions of anoxia usually found in newborn
humans.

The other parameters used in this study were adopted from the
literature and are detailed below. The water temperature (between
35 and 37 ◦C) was selected to increase the normally low tempera­
ture of the newborns (around 33 ◦C), which is a temperature that
exerts neuroprotective action against anoxia (Caputa et al., 2005;
Rogalska et al., 2006). The flow rate (3 L/min) was scaled to the
dimensions of the chamber so that it would be completely saturated
with the gas in less than 3 min. The chamber pressure (101.7 kPa)
roughly corresponds to atmospheric pressure, which is generally
adopted to avoid conditions of hypobaric or hyperbaric anoxia,
and the introduction of the semi­hermetic feature in the chamber
assures the maintenance of this pressure.

The pulse oximetry technique employed to measure the degree
of hypoxia or anoxia has become a vital tool in pediatrics and
neonatology (Bakr and Habib, 2005) because it is one of the most
reliable ways to monitor the blood circulation of a patient, and
it has the advantage of being a non­invasive procedure (Shimada
et al., 1984). These characteristics also made pulse oximatry useful
in this study. Hypoxemia is a condition where the concentrations
of peripheral arterial oxygen are at or below 85% of normal (Hay
et al., 2002; Petrova and Mehta, 2006). Studies in human fetuses
have shown that when the peripheral oxygen saturation drops
below 30% of normal and remains there for more than 10 min, fetal
blood pH drops below the critical value of 7.2 (a condition known
as metabolic acidosis), which is characteristic of anoxia (Swedlow,
1997; Bloom et al., 1999; Gorenberg et al., 2003). In this study, the
neonatal anoxia group presented values of peripheral oxygen sat­
uration below 30% of normal by the tenth minute, and this value
remained practically unchanged until the end of the experiment
(15 min later). This result is evidence that the animal suffered an
anoxic insult severe enough to generate metabolic changes and
acidosis. The observed skin color and behavioral changes of the
anoxia group animals further confirmed this condition, as pointed
in previous researches (Nakajima et al., 1999; Strata et al., 2004).

The anoxia group presented lower pH values than the control
group, as shown by gasometry analysis, revealing the presence
of metabolic acidosis similar to that seen in most asphyxiated
human neonates. The pO2 and pCO2 values in the anoxia group indi­
cated that these pups were experiencing hypoxia and hypercapnia.
These conditions occur in human neonates who suffered from
neonatal anoxia or asphyxia, and the resulting hypoxia and hyper­
capnia likely represent attempts to protect the nervous system
from injuries since studies have shown that hypercapnia may have
a neuroprotective effect (Vannucci et al., 1995) and that hypocapnia
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(pCO2 between 25 and 30 mmHg) can lead to an increased inci­
dence of cystic periventricular leucomalacia and cerebral palsy in
preterm infants (Ambalavanan and Carlo, 2001).

Because the brain activity could not be directly measured, we
monitored the level of Fos expression, which is a physiologi­
cal marker of neuronal changes after the anoxic insult, to verify
whether the central respiratory control areas of the brain were
involved under these conditions (Dell’anna et al., 1995a; Gunn
et al., 1990). Research reports have shown that moderate sys­
temic hypoxia in conscious rabbits or rats resulted in high levels
of expression of c­fos in various regions of the lower brain stem,
including the solitary tract nuclei and the lateral reticular nuclei
(Erickson and Millhorn, 1994; Smith et al., 1995; Breen et al., 1997;
Hirooka et al., 1997; Buller et al., 1999; Berquin et al., 2000).

Fos­IR experiments revealed labeled neurons in the solitary tract
nuclei of both the anoxia and control groups but labeled neurons
were more numerous in the anoxia group, especially in its caudal
portion near the obex, where ventilatory responses to hypoxia are
mediated (Finley and Katz, 1992). In addition, there was a higher
density of labeling in the area postrema of the anoxia group relative
to the control group. This circumventricular organ is considered to
be the chemosensitive portion of the dorsal vagal complex (Saper,
1995) and its connections in rats (Shapiro and Miselis, 1985; Larsen
et al., 1991) are evidence of its involvement in the regulation of
cardiovascular functions (Ling and Wong, 1987). Our data are con­
sistent with previous studies that detected increased expression of
c­fos in this region after exposure to hypobaric hypoxia (Kaur et al.,
2001).

The Fos­IR observed in the lateral reticular nucleus of the
neonates in the anoxia group is consistent with its role in motor
activity and its coordination via connections with cerebellar areas
(Rajakumar et al., 1992; Ruigrok et al., 1995). This observation is
also consistent with a neural cardiovascular regulation (Rajakumar
et al., 1992).

The absence of Fos­IR neurons in both of the groups in regions
such as the Bötzinger complex, pre­Bötzinger complex or the
Kölliker­Fuse nucleus may be intriguing. Almost all previous stud­
ies used the hypoxia or hypoxia–ischemia models (Erickson and
Millhorn, 1994; Smith et al., 1995; Breen et al., 1997; Hirooka et al.,
1997; Buller et al., 1999; Berquin et al., 2000), which cause differ­
ent physiological and molecular responses from the model used
here. Hypoxia does not cause total deprivation of oxygen, as occurs
with anoxia, but when combined with ischemia, hypoxia is much
more traumatic because the oxygenation of the capillary network
ceases. Moreover, newborn rats used in models of hypoxia and
hypoxia–ischemia were older (seven days old) than those used in
this study (two days old) and thus possess a different degree of
somatic maturation and different neural and physiological charac­
teristics.

Berquin et al. (2000), demonstrated that the activation of Fos
by hypoxia in respiratory control neurons in the medulla increases
during the first two weeks of life. In the solitary tract nuclei, Ohtake
et al. (2000) showed that the density of neurons doubly labeled for
c­fos and NR­1 increases with age. Thus, neuronal activation in this
region after oxygen deprivation might differ between newborn rats
of two and seven days of age.

In summary, the experimental model of neonatal anoxia, pre­
sented here, which comprises mostly innovations with low cost
materials in the former used apparatus and the standardization of
the anoxia evaluation parameters, is effective for producing tem­
porary oxygen deprivation in the brains of neonate rats, leading
to metabolic and physiological responses consistent with anoxia.
This conclusion was validated by oximetry, gasometry, behavior,
and by Fos immunoreactivity in neural regions related to respira­
tory and cardiovascular control. The possibility to precisely control
the anoxic conditions provided by this model should lead to rele­

vant advances in the field of oxygen deprivation and the sequelae
it causes.
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Near-Term Fetal Hypoxia–Ischemia in Rabbits
MRI Can Predict Muscle Tone Abnormalities and Deep Brain Injury

Alexander Drobyshevsky, PhD; Matthew Derrick, MD; Kehuan Luo, MD; Li-Qun Zhang, PhD;
Yi-Ning Wu, PhD; Silvia Honda Takada; Lei Yu, MD; Sidhartha Tan, MD

Background and Purpose—The pattern of antenatal brain injury varies with gestational age at the time of insult. Deep

brain nuclei are often injured at older gestational ages. Having previously shown postnatal hypertonia after preterm fetal

rabbit hypoxia–ischemia, the objective of this study was to investigate the causal relationship between the dynamic

regional pattern of brain injury on MRI and the evolution of muscle tone in the near-term rabbit fetus.

Methods—Serial MRI was performed on New Zealand white rabbit fetuses to determine equipotency of fetal

hypoxia–ischemia during uterine ischemia comparing 29 days gestation (E29, 92% gestation) with E22 and E25. E29

postnatal kits at 4, 24, and 72 hours after hypoxia–ischemia underwent T2- and diffusion-weighted imaging.

Quantitative assessments of tone were made serially using a torque apparatus in addition to clinical assessments.

Results—Based on the brain apparent diffusion coefficient, 32 minutes of uterine ischemia was selected for E29 fetuses.

At E30, 58% of the survivors manifested hind limb hypotonia. By E32, 71% of the hypotonic kits developed dystonic

hypertonia. Marked and persistent apparent diffusion coefficient reduction in the basal ganglia, thalamus, and brain stem

was predictive of these motor deficits.

Conclusions—MRI observation of deep brain injury 6 to 24 hours after near-term hypoxia–ischemia predicts dystonic

hypertonia postnatally. Torque-displacement measurements indicate that motor deficits in rabbits progressed from

initial hypotonia to hypertonia, similar to human cerebral palsy, but in a compressed timeframe. The presence of

deep brain injury and quantitative shift from hypo- to hypertonia may identify patients at risk for developing

cerebral palsy. (Stroke. 2012;43:2757-2763.)

Key Words: diffusion-weighted imaging n hypertonia n hypoxic–ischemic encephalopathy

Cerebral palsy (CP) is a clinical syndrome commonly

designating a group of conditions characterized by

chronic motor impairment due to early occurrence of a

nonprogressive lesion to the developing brain.1,2 The type and

site of lesions depend on the stage of brain maturation during

which pathogenic events occurred.3–5

Newborns with hypoxic–ischemic encephalopathy are ini-

tially hypotonic and subsequently develop hypertonia after

some months.6 The pathophysiology and evolution of dys-

functional motor control in patients with CP are largely

unknown.

In a clinically relevant animal model after fetal hypoxia–

ischemia (H-I) at 70% to 79% (E22 and E25) gestation in

rabbits, newborn kits at E32 manifest hypertonia, resembling

motor deficits of human CP.7–10 MRI markers on diffusion-

weighting imaging during the insult in utero at E25 are

predictive of hypertonia.11 Compared with humans, rabbit

motor development is compressed in time. Given the 7- to

10-day period in utero after H-I in the rabbit model, it was

possible that the hypotonic period occurred in utero and

evolved into hypertonia before birth.

Muscle tone is typically assessed clinically by ordinal

measures with distinction into spasticity, rigidity, or dystonia

for hypertonia.12 Laboratory measurements objectively quan-

tify the different types of hypertonia by determining contri-

butions of velocity dependent (viscous) and independent

(elastic) components in human13,14 and animal studies.15,16

The hypothesis of this study was that muscle tone in the

rabbit would evolve from hypotonia to hypertonia after an

H-I insult and that apparent diffusion coefficient (ADC)

changes on MRI could be used to predict the eventual motor

phenotype. We could not test this hypothesis previously

because the preterm fetuses could not be observed ex utero.

Sufficient near-term rabbit fetuses survived delivery imme-

diately after H-I to allow immediate neurological examina-

tion. The secondary hypothesis was that the pattern of injury
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in near-term H-I would differ from preterm H-I (E22 and

E25) with greater involvement of deep brain structures. We

used dynamic MRI for evaluation of regional brain injury and

torque apparatus measurement of passive joint resistance to

stretch for longitudinal and quantitative evaluation of muscle

tone changes. The study was designed to investigate short-

term outcomes at E32 for comparison with previous studies

of earlier gestational ages.

Methods
The Institutional Animal Care and Use Committee of NorthShore
University HealthSystem approved all animal experiments.

Prenatal H-I Model and
Neurobehavioral Assessment
New Zealand white pregnant rabbits (Myrtle’s Rabbits, Thompson
Station, TN) at 29 days of gestation (90% term) underwent uterine
ischemia induced by inflation of an intra-aortic balloon catheter,
which caused in vivo global fetal H-I.10 Newborn kits were delivered
4 hours after H-I by hysterotomy.10 Neurobehavioral measurements,
tone assessment by a torque-displacement apparatus, and serial MRI
were performed at 6, 18, 24, and 72 hours after H-I.
Muscle tone assessment was based on a modified Ashworth

scale,10 which takes into account hypotonia and hypertonia as well as
differences in forelimb and hind limb tone. Final assessment of
motor deficits was at 72 hours after H-I. Kits were labeled as with or
without motor deficits. The former category included kits having
abnormal muscle tone (hypertonia or hypotonia), abnormal posture,
or locomotion.

Objective Measurements of Muscle Tone
We built a torque-displacement apparatus that measured passive
resistance and stretch angle during sinusoidal joint stretch (online-
only Data Supplement Methods and Figure I). Joint stiffness (slope
of torque-displacement curve), derived from the laboratory muscle
tone, was assessed and correlated with manual muscle tone assess-
ment (online-only Data Supplement ID).

Fetal MRI
A subset of dams was studied in a clinical 3-T magnet. T2-weighted
and diffusion-weighted imaging of fetal brains (b50, 0.8 ms/mm2)
were acquired as previously described.11 Uterine position of each
fetus was first identified and ADC of fetal brain was measured.11

Whole brain ADC could be obtained reliably but regional changes
could not be consistently quantified because of fetal motion.

Postnatal MRI
Newborn kits after delivery were studied in an animal 4.7-T magnet
and T2-weighted and diffusion tensor images (6 diffusion directions,
b50, 0.8 ms/mm2) were acquired as previously described.8 Injury in
the region of interest was determined by quantifying the volume of
voxels on ADC maps below a predefined threshold value of
0.7 mm2/ms.

Statistical Analysis
Data were analyzed using SPSS 14.0 software and expressed as
means6SEM. Differences between groups were tested using one-
way analysis of variance with Tukey post hoc group comparisons.
Longitudinal data series were tested with repeated-measures analysis
of variance. The cutoff threshold of fetal brain ADC nadir during H-I
was determined by linear discriminant analysis, separating hyperto-
nia from nonhypertonia outcomes.

Results

Perinatal Death Increases With Gestation Age for
the Same Duration of H-I
We first compared the severity of 40-minute fetal H-I in

near-term E29 fetuses with preterm E22 and E25 in terms of

mortality and morbidity (E22/E25 data are partly from

previously published data7). The term (E32) death rate

increased with increasing age, suggesting that fetal vulnera-

bility to H-I increases with age (Figure 1A).

Establishing Equipotent Insult
Previously, we showed that 30 minutes H-I at E22 resulted in

all normal-appearing kits.10 The E29 H-I duration was de-

creased from 40 minutes to 30 or 32 minutes (Figure 1B)

resulting in a similar proportion of live-born kits at 72 hours

(40.0% and 55.2%, respectively) compared with 59% live kits

after 40 minutes H-I at E22.7 Thirty minutes H-I at E29

resulted in a lower incidence of hypertonia than after 40

minutes H-I at E22,7 whereas 32 minutes H-I had a similar

incidence and was chosen for subsequent studies.

ADC Decline Occurs Faster and Is More
Pronounced During H-I at E29 Fetuses
Another parameter to compare brain vulnerability with H-I

insult between preterm and near-term fetuses was ADC time

course during H-I, because ADC decrease below a threshold

level of in E25 fetal brains was predictive of postnatal

hypertonia.11 The pattern of the ADC response to H-I with

increasing fetal age for E22 and E29 fetuses was compared

with our previous study of E25 fetuses.11 The fall in ADC at

E29 started earlier, was deeper, and recovered more slowly

(Figures 2A, 2C,and 2D). The ADC took a median of 28.4

minutes (interquartile range, 25.4–31.3) to fall below the

threshold of 0.83 mm2/ms for E25 fetuses, which distin-

guished postnatal hypertonia from nonhypertonia. The time

of ADC to reach the corresponding mean value at end of 40

minutes H-I in E25 (0.78 mm2/ms) was 29.6 minutes (median,

28.4; interquartile range, 27.5–32.9) in E29 fetuses.

For 32 minutes H-I in E29 fetuses, the predictive threshold

of whole brain ADC for distinguishing hypertonia from

nonhypertonia was 0.75 mm2/ms determined by discriminant

analysis. Also, as shown previously, if ADC did not recover

in the late reperfusion–reoxygenation period, those fetuses

were more likely to die (Figure 2B).

Muscle Tone of After Near-Term Fetal H-I
Evolves From Hypotonia to Hypertonia
The incidence and pattern of motor deficits after 32 minutes

H-I at E29 were compared with previously published data at
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Figure 1. A, Perinatal death increased with age after 40 minutes
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E22 and E25. The incidence of hypertonia after H-I at E22

was 75% using a clinical score based on modification of the

Ashworth scale.7 In E29 animals, 24 hours after the H-I, 14 of

24 surviving kits (58%) had hypotonia of the hind limbs. Of

these hypotonic kits, 10 (71%) subsequently developed hy-

pertonia at 72 hours, 7 in hind limbs (Figure 3A) and 3 in all

limbs. The other 4 kits continued to have hind limb hypotonia

at 72 hours. In addition to manual evaluation,7 the qualitative

assessment of tone was validated and subsequently quantified

by measures of muscle resistance to passive stretch using the

torque-displacement apparatus. Kits that developed hyperto-

nia by 72 hour after H-I had initial resistance to stretch that

was lower than corresponding age-matched control kits at 24

hour after H-I (Figure 3B). Limb resistance to passive stretch

ADC at 20 min
reperfusion

E29 H-I 32 min

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

time of H-I, min

No motor deficits

Motor deficits

Stillbirth

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

time of H-I, min

E22 40' H-I

E25 40' H-I

E29 32' H-I

ADC nadir

E22 E25 E29

*
Time to rapid ADC decline

0

5

10

15

20

25

30

35

E22 E25 E29

ti
m

e
,

m
in

* **

B

D

A

C

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

1.1

1.2
**

A
D

C
,

m
/m

s
µ

2

A
D

C
,

m
/ m

s
µ

2

A
D

C
,

m
/m

s
µ

2

Figure 2. A, Dynamic ADC changes during H-I and reperfusion–reoxygenation in E22, E25, and E29 fetuses that were born alive with
motor deficits. Duration of H-I was 40 minutes for E22 and E25 fetuses (gray bar) and 32 minutes for E29 fetuses (black bar). With
increasing age there is an earlier and deeper fall in ADC during H-I. B, Fetuses that developed motor deficits later showed a pattern of
ADC different from sham controls (not shown), nonhypertonic, and stillbirths with 32 minutes H-I at E29. C, The onset of rapid phase of
ADC decline during H-I occurred significantly earlier at E29 than at E22. *P,0.05 in E29 group compared with E22. D, The lowest value
of ADC during time course (nadir) was lower in E29 compared with E22 (*P,0.05). The ADC value at 20 minutes reperfusion progres-
sively decreased with increasing gestational age. **P,0.05 in E25 group compared with E22 and E29 groups. Analysis of variance with
Tukey post hoc group comparisons. ADC indicates apparent diffusion coefficient; H-I, hypoxia–ischemia.

A B Ankle

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

6 24 48 72

Hours after H-I

No hypertonia

Hypertonia

*

*

J
o

in
t 
s
ti
ff
n

e
s
s
, 
N

*m
/d

e
g

*1
0

-4

Figure 3. A, Illustrative case of hind limb hyperto-
nia at 72 hours after E29 fetal H-I. Increased tone
in knee and ankle extensors (arrow). B, Biphasic
change of muscle tone in surviving kits after E29
fetal H-I. The tone measure, joint stiffness, was
calculated as a slope between joint resistance to
passive stretch and joint displacement angle,
obtained with a torque-displacement apparatus
(online-only Data Supplement Figure I). The hyper-
tonic group (at 72 hours) had initially lower hind
limb tone at 24 hours, replaced by elevated tone
by 72 hours after H-I. *P,0.05 in tone difference
between groups, repeated-measures analysis of
variance. H-I indicates hypoxia–ischemia.

Drobyshevsky et al Motor Deficits in Near-Term Rabbit Hypoxia 2759

 at FMRP SKANFO INC on August 1, 2013http://stroke.ahajournals.org/Downloaded from 



did not change with stretch velocity, indicative of dystonic

hypertonia and not spastic hypertonia as assessed by human

criteria.12 The dystonic hypertonia after H-I at E29 kits was

similar to that found after H-I at E22.10 The quantitative data

confirm that hypertonia is preceded by a period of hypotonia

in rabbit kits. The short duration of hypotonia also confirms

the rapid development of rabbit motor function, similar to

other nonhuman mammals and distinct from the slower

human development.

Deep Brain Nuclei Pattern of Injury After E29 H-I
Regional injury could be demarcated by abnormally low

ADC at 24 hours after H-I (Figure 4A–B). We also found a

spectrum of abnormalities on T2-weighted MRI 72 hours

after H-I (Figure 4C), including hyperintensive areas (white

arrows), indicative of high water content, and also hypoin-

tensive lesions (yellow arrows) in some severely affected kits,

suggestive of hemorrhages. The prevalence and locations of

brain injury are depicted in Figure 4D. Thalamic injury was

most common (65%) and often seen in combination with

other regions. In addition, there was frequent injury to the

other deep brain structures such as the basal ganglia and brain

stem, including the midbrain, pons, and medulla. Cortical

injury, predominantly parasagittal, was observed less fre-

quently and mostly in severe cases with pronounced hyper-

tonia of all limbs. There were also cases with predominantly

basal ganglia injury without thalamic involvement (31% of

cases with any injury on MRI and 24% of all studied E29 kits

after H-I).

Persistent Regional Reduction of ADC Within 24

Hours After H-I Is Indicative of Injury
The regions with abnormally low ADC (Figure 4) corre-

sponded to areas with abundant terminal deoxynucleotidyl

transferase-mediated dUTP nick-end labeling, indicative of

cell injury (Figure 5A–C). The number of terminal deoxynu-

cleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling-

positive cells was significantly higher in regions with ADC

,0.7 mm2/ms (Figure 5D).

The kits that developed hypertonia had a marked and

persistent reduction of ADC during acute H-I in the basal

ganglia, thalamus, and midbrain compared with nonhyper-

tonic kits (online-only Data Supplement Figure II) and the

decrease persisted for 24 hours. At 72 hours after H-I,

abnormally high ADC, tissue loss, or hyperintensities on

T2-weighted images were observed in the areas of initially

decreased ADC (online-only Data Supplement Figure II),

similar to the evolution of perinatal brain H-I injury in other

animal models and humans.17

Deep Brain Nuclear Injury, Diagnosed by ADC
Decrease, Is a Biomarker of Motor Deficits
In kits that developed motor deficits, ADC in the thalamus

declined at the end of H-I and remained low at 6, 18, and 24

hours (Figure 6A) and this decline was greater than in those

kits without motor deficits. A similar pattern of ADC change

was observed in the other deep gray matter regions and

parietal cortex. ADC changes in the frontal and motor cortex

were not significantly different from sham controls. The

decrease of ADC values after H-I at 6 and 18 hours was

significantly lower than corresponding values in control kits

(P,0.05, repeated-measures analysis of variance), even on

the background of significant maturational changes of ADC

in the perinatal period.18

The severity of H-I injury was delineated by the volume of

voxels with an ADC value ,0.7 mm2/ms. We chose this

empirical threshold because gray and white matter ADC in

control animals between E29 and E32 were always above this

value and because increased cell injury was observed in

regions below this threshold (Figure 5). The volume of voxels

with ADC below the cutoff value in injured animals de-

creased from 6 to 24 hours after H-I (Figure 6B) but was still

significantly higher at the latter time point in all examined

regions (except the cerebral cortex). The ADC normalized to

control values beyond 24 hours after H-I in deep gray matter

A
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53 (42)% basal ganglia

53 (42)% brain stem

38 (30)% midbrain

31 (24)% cortex

Figure 4. Diffusion weighted images 24 hours after
H-I in E29 brain on showing no injury in A and
severe injury in B, in areas of cortex, basal gan-
glia, thalamus, midbrain, brain stem (arrows indi-
cates areas with abnormally low ADC less
0.7 mm2/ms). Color map bar units are mm2/ms. C,
T2-weighted images 72 hours after H-I in E29
brain (n519 kits) show ischemic regions (arrow-
heads, bright image) and hemorrhagic lesions
(long arrows, black image) in thalamus and cortex.
D, The frequency of injury is depicted as a propor-
tion of all kits with any injury on MRI and a propor-
tion of all studied kits after H-I in parenthesis.
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and the cortex (Figure 6A). Therefore, a persistent ADC

decrease between 6 and 24 hours in deep gray matter regions

can be used as an early marker of acute hypoxic injury in deep

gray matter and is predictive of subsequent motor deficits.

Interestingly, T2-weighted images at 72 hours, but not at 24

hours, showed changes that suggest possible hemorrhages in

thalamus/midbrains of 2 kits (6%) in areas that had abnor-

mally low ADC at 24 hours after H-I. However, these T2

changes did not possess an independent predictive value of

hypertonia and seems to be secondary to the severe injury

observed with ADC. To test the association between pattern

of injury observed in kits 24 hours and the presence of

neurological abnormalities at 72 hours after H-I, a regression

analysis was applied. The best combination of predictors for

any motor deficits was injury in basal ganglia and in brain

stem and for hypertonia in the thalamus and brain stem

(online-only Data Supplement Table III).

Discussion

Biphasic Muscle Tone Changes After
Antenatal H-I
For the first time in a perinatal H-I model, evolution of motor

abnormalities was quantitatively assessed by measuring re-

sistance to passive joint stretch (online-only Data Supplement

Figure I). The present study shows the rapid evolution (a few

days) from hypotonia to hypertonia in the developing rabbit.

Previously only hypertonia was observed after delivery at

E32 or P1 after H-I at E22 and E25.7,9,11 This evolution of

hypotonia to hypertonia after E29 H-I is similar to that of

humans with H-I injury. Patients with neonatal encephalop-

athy have mostly hypotonia as an initial finding and hyper-

tonia may develop months or years later with the diagnosis of

spasticity or dystonia.19 This timespan makes causal etiologic

linkages difficult in human clinical studies. The rapid transi-
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tion in perinatal rabbits makes the model a convenient

platform to study the etiology of motor deficits of CP after

H-I. Furthermore, we show structural lesions on MRI are

predictive of motor deficits postnatally and there is a regional

predilection to brain injury.

Sensitivity of Deep Brain Nuclei to H-I Injury and
Importance of the Injury in the Pathogenesis
of CP
Human term newborns often have cerebral cortical–deep nu-

clear or deep nuclear–brain stem types of brain injury.4–6,19 The

basal ganglia/thalamus pattern in term and premature infants5

is associated with the most impaired motor and cognitive

outcome at 30 months.4–5,20 Thalamic motor nuclei are

especially injured.21 Similarly, the near-term rabbit studies at

E29 confirm the predictive value of basal ganglia–thalamus–

brain stem injury to postnatal motor deficits (online-only

Data Supplement Table IV).

The injury also involved cortex and periventricular white

matter, albeit to a lesser extent. In human infants after

perinatal asphyxia, decreased brain MRI ADC values of the

brain stem and basal ganglia correlated with abnormal or

adverse outcome.22 The implication of neuronal loss and

gliosis being more common in the thalamus in human

periventricular leukomalacia21,23 is either due to a primary

injury or a secondary anterograde or retrograde injury. The

secondary consequences of a primary neuronal injury could

involve white matter axons with subsequent hypomyelination

and impaired development of the cerebral cortex and thala-

mus/basal ganglia.24 This study, however, was designed only

to study short-term outcome at 72 hours because we wanted

to compare with E32 findings of previous studies of earlier

gestational ages. Longer-term white matter and cortical/

subcortical abnormalities and involvement in motor and

cognitive impairment in rabbits require further investigation.

MRI as a Biomarker
A decrease of whole brain ADC ,0.83 mm2/ms in E2511 and

,0.75 mm2/ms in E29 rabbits during and immediately after H-I

(Figure 2) was predictive of motor deficits. We have extended

the time window to 6 to 24 hours postnatally after H-I and

demonstrated a threshold of ADC decrease ,0.7 mm2/ms to be

a reliable diagnostic tool for injury to the deep brain nuclei

and was predictive of hypertonia and other motor deficits.

The implication is also that MRI indicates a level of regional

injury that is significant clinically to cause a motor pheno-

type. The absence of the specific ADC fall also may be useful

prognostically.

Comparison of Timing
Our study underlines the importance of timing in diagnosing

perinatal brain injury by diffusion-weighting imaging. In

contrast to rodent25 and piglet26 neonatal stroke models, we

did not observe a secondary decline of ADC 24 hours after

H-I. In rabbits, whole brain ADC only partially recovered

after 20 minutes of reperfusion–reoxygenation and was con-

sistently low at 6 to 24 hours in deep brain nuclei and cortex.

This discrepancy can be attributed to species differences and

global nature of H-I and is more analogous to the human

situation. In a prospective human longitudinal study with

known time of insult, ADC declined and reached a nadir in

injured regions of 35% of the control values between 2 and 3

days.17 ADC returned to normal levels by 7 days. In the

present study, the corresponding nadir of ADC occurred

around 6 hours and returned to normal levels at approxi-

mately 3 days, suggesting the evolution of H-I injury follows

the human patterns but occurs 4 to 6 times faster. This may

correspond to the relatively short timeframe of neurobehav-

ioral evolution from hypotonia to hypertonia in rabbits.

Summary
The near-term rabbit model may be a useful platform to test

mechanisms for evolution of muscle tone changes. We have

shown that quantification of lesions is important both for

prediction and studying evolution of muscle tone. Abnor-

mally low ADC values suggestive of deep brain injury 6 to 24

hours after near-term H-I predicts dystonic hypertonia post-

natally. The first torque-displacement studies to be done in

perinatal models indicate that motor deficits in rabbits pro-

gressed from initial hypotonia to hypertonia, similar to human

CP but in a compressed timeframe. The presence of deep

brain injury and quantitative shift from hypo- to hypertonia

may identify patients at risk for developing CP.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

NEAR-TERM FETAL HYPOXIA-ISCHEMIA IN RABBITS: MRI CAN 

PREDICT MUSCLE TONE ABNORMALITIES AND DEEP BRAIN INJURY  

SUPPLEMENTARY METHODS 

Prenatal hypoxia-ischemia model.

In vivo global hypoxia�ischemia of fetuses was induced by sustained uterine 

ischemia at 29 days gestation (90% term) in timed pregnant New Zealand white rabbits 

(Myrtle�s Rabbits, Thompson Station, Tennessee) as described previously
1
. This scenario 

models acute placental insufficiency at near term gestation. Briefly, dams were 

anesthetized and a balloon catheter was introduced into the left femoral artery and 

advanced into the descending aorta to above the uterine and below the renal arteries. The 

balloon was inflated for 30, 32, or 40 minutes causing uterine ischemia and subsequent 

global fetal H-I. Sham animals underwent the same procedure but without balloon 

inflation. At the end of H-I, the balloon was deflated, resulting in uterine reperfusion. The 

catheter was then removed, femoral artery repaired, and the dams were allowed to 

recover. A subset of dam was imaged during H-I and reperfusion in a GE 3T clinical 

magnet as described earlier
2
. Four hours after H-I fetuses were delivered by laparatomy. 

Fetal positions in uterus were recorded to identify the position corresponding fetuses on 

MRI scan during H-I. Surviving kits were kept in a temperature controlled incubator and 

gavage fed up to E32=P1 (72 hours after H-I) with rabbit milk. At 6, 18, 24 and 72 hours 

after H-I newborn kits underwent neurological assessment, clinical measurement of tone 

and muscle tone measurements using a custom built torque-displacement apparatus and a 

serial MRI scan. 

Neurological assessment. 

At E32 kits underwent a battery of neurobehavioral tests for the presence of 

sensory and motor deficits as described previously
1
. The assessments include tests for 

posture, muscle tone, activity, locomotion, orofacial reflexes, and sense of touch and 

smell. The test was video recorded and results were evaluated by 2 observers masked to 

the treatment group assignment. Muscle tone assessment was based on a modified 

Ashworth scale
1

, that takes into account both hypotonia and hypertonia, as well as 

difference in forelimb and hind limb tone in control newborns. Presence of motor deficits 

was finally assessed at 72 h after H-I and kits were labeled as �with no motor deficits� or 

�with motor deficits�. The latter category included kits having abnormal either/or muscle 

tone (hypertonia or hypotonia), posture or locomotion. 

Setup of a portable muscle tone measurement system for small animals.

Muscle tone is a subjective assessment of resistance to a passive stretch. Muscle 

tone was assessed in wrist, elbow, shoulder, hip, knee and ankle joints on the left and 

right sides by both a clinical method of subjective assessment and by quantitative 

measures of passive resistance to stretch. To quantify muscle tone in small neonatal 
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animals a portable system was developed to measure passive resistance and stretch angle 

during sinusoidal joint stretch. The design of the system and principle of measurements 

was similar to other laboratory muscle tone measurement devices, used to assess muscle 

tone components in humans
3-4

and animal studies
5-6

and adapted for small animal size 

and small force measurements. The arrangement of this hand-held device and its 

recording system can be seen in supplementary figure S1. 

An animal was positioned on a platform so that the rotational axis of a measured 

joint was aligned with the rotational axis of a jig and was held in place manually by 

experimenter. The distal joint part was placed in a U-shaped plastic restrainer connected 

to the rotating jig and underwent repetitive flexion and extension cycles. The joint was 

stretched at 4 velocities, 0.5, 1, 1.5 and 2 cycles/sec for 30 sec each, paced with the aid of 

computer generated cycles. The maximal allowed joint rotation range was ± 40 degrees.  

Stretching at each velocity was repeated twice in random order. Angle of the joint 

rotation and applied force (torque) was measured by sensors and recorded using data 

acquisition card (National Instruments, TX) connected to laptop running custom build 

program on LabView (National Instruments, TX). The force transducer was calibrated 

with a set of known weights. The rabbit kits were first subjected to 15-20 cycles so that 

the kit got used to the apparatus. Recording was started after the kits stopped their 

voluntary contractions. Care was taken to measure only passive resistance. 

Joint stiffness, as a measure of muscle tone, was derived from a linear regression 

of the displacement�torque curves and was mostly determined by elastic component of 

muscle resistance. Joint resistance was also decomposed to viscous and elastic 

components and a complex modulus of resistance was calculated as a measure of total 

joint resistance
4
.

MR imaging.

Survival in utero MR imaging was performed in 3T GE clinical magnet as 

described previously
2
. The anesthetized dam instrumented with an aortic catheter (as 

described above) was positioned in a quadrature extremity coil. An extended catheter 

connection allowed initiating and ceasing uterine ischemia by inflating and deflating the 

balloon remotely without moving the animal. Single shot fast spin echo (SSFSE) T2-

weighted images were taken for anatomical reference in axial, coronal and sagittal planes, 

with 25-32 axial slices covering all the fetuses inside dam, slice thickness 4 mm, matrix 

256x192, and field of view 16 cm. Anatomical scans were followed by continuous series 

of diffusion weighted echo-planar images (DWI) with b=0, and 0.8 ms/µm
2
, TR/TE = 

7400/70 ms, NEX = 1, and the same slice geometry as in the reference anatomical images 

during the 5 min before H-I, during H-I and 20 min of reperfusion. Apparent diffusion 

coefficient (ADC) maps were calculated from DWI series using in-house software, 

written on Matlab (Natick, MA) and mean ADC values was obtained for each fetal brain 

for each time point by placing a region of interest on whole fetal brain. ADC nadir was 

defined as the lowest ADC value during H-I and 20 min of reperfusion. Time to rapid 

ADC decline was calculated as an intersection of baseline ADC and a regression line 

with the fastest slope of ADC decline, determined form ADC curve between 15 and 40 
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min of H-I phase using sliding 5 min time window. 

Uterine position of each fetus was identified, to serially follow ADC time course 

of fetal brains during H-I in utero and postnatally after delivery by hysterotomy. For 

comparison of H-I between different gestation ages, 4 E29 dams (27 fetuses) were 

imaged during 32 min H-I, 2 E22 dams (12 fetuses) during 40 min H-I and compared to 

published data
2

from 8 E25 dams (56 fetuses) during 40 min H-I.

Postnatal MR imaging and data analysis. MR imaging was performed using 4.7T Bruker 

magnet and 30 mm circular surface coil and multi-slice T2-wheighted RARE sequence 

(TE/TR 80/4000 ms) to determine presence of gross anatomical abnormalities. Diffusion 

tensor images were acquired with parameters: field of view 2 cm, matrix 128x64, 12 axial 

slices 1 mm thick, 6 diffusion directions, 6 averages, TR/TE 2000/21 ms, b= 0, 0.8 

ms/µm
2
. ADC and FA maps were calculated

7
. Spatial distribution of ADC changes was 

assessed by the region of interest analysis. The studied regions included cerebral cortex, 

basal ganglia, thalamus, midbrain and pons, based on anatomical landmarks. Severity of 

injury was quantified by counting volume of voxels on ADC maps with the value below 

predefine threshold lower than 0.7 µm
2
/ms in all slices where the studied regions were 

present. Volume of injury was quantified as a product of number of voxels below 

threshold by voxel size. The empirical threshold 0.7 µm
2
/ms was chosen since the voxels 

with ADC, lower than this cut-off ADC value, are not normally present in control animal 

gray and white  matter at the studied perinatal period. 
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SUPPLEMENTARY FIGURES AND FIGURE LEGENDS 

Figure S1. Laboratory testing of muscle tone in P1 rabbit kit.  

A. General view of the torque-displacement apparatus.  

B. The limb was placed in a U-shaped restrainer (a) connected to a pivoting rig. The joint 

was rotated at several predefined velocities manually by investigator using handle (b) 

attached to the rotation axes.  Applied force (torque) was measured with a force sensor 

(c). Joint angular position and applied force (torque) was recorded on computer and 

analyzed by software written on LabView and Matlab. Care was taken to measure only 

passive resistance.   

C. Typical torque - angular displacement curve on P1 rabbit kit. Joint stiffness was 

estimated from the slope of torque-displacement curve. Hysteresis due to phase shift can 

between reactive resistance and angular displacement be observed on the plot, which 

shows the viscous property of the targeted muscle. 

D-E. Joint stiffness correlated with manual muscle tone assessment according to 

modified Ashworth scale 
1
in forelimbs (R=0.58 for wrist and R=0.48 for elbow) and hind 

limbs (R=0.36 for knee and R=0.63 for ankle).
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Figure S2. ADC time course was obtained in serial imaging on E29 fetuses, starting from 

in utero imaging at 32 min of H-I (first column) and postnatal imaging in kits after C-

section delivery 4 hours after H-I. Representative images are shown for kits with and 

without muscle hypertonia, assessed at 72 hours after H-I (at E32, corresponding to P1 in 

naïve controls). After E29 H-I, ADC was lower (deep blue) in basal ganglia and midbrain 

in hypertonic kit at 6 and 24 hours (white arrows). At 72 hours after H-I, ADC in 

thalamus/midbrain/basal ganglia increased relative to non-hypertonic kits (black arrow). 

Cortex was relatively spared in both hypertonic and non-hypertonic kits. Color map bar 

units are µm
2
/ms. 
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SUPPLEMENTARY TABLES 

Predicted 

negative

Predicted 

positive

Fisher�s exact test, 

p-value

Sensitivity Specificity

Any motor deficits at 72 hour after H-I

Logit P = -1.550 + (0.976 * Basal ganglia) + (1.10* Brain stem) 

Actual negative 12 2

Actual positive 2 17 <0.001 0.86 0.89

Hypertonia at 72 hour after H-I

Logit P = -2.728 + (0.682 * Thalamus) + (0.61 * Brain stem)

Actual negative 20 2

Actual positive 4 7 0.002 0.83 0.78

Table S3. Logistic regression model and results of classification to predict presence of 

any motor deficits and hypertonia at 72h after H-I by presence of abnormally low ADC 

regions at 24 hours after H-I. Threshold probability for positive classification: 0.5. The 

power of the Fisher�s exact test with alpha =0.05 was 0.82 for all motor deficits and 0.78 

for hypertonia at 72 hours. 
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