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     RESUMO 

 Na atualidade, uma das causas importantes de lesão encefálica em neonatos é a anóxia neonatal. 
Este é um problema grave nos serviços de perinatologia dos hospitais em todo o mundo sendo ainda 
pior em países subdesenvolvidos, devido à carência de precauções e cuidados requeridos. Modelos 
animais de anóxia vêm sendo empregados para avaliar seus efeitos, tanto em nível neurológico, como 
em nível comportamental. A anóxia neonatal tem sido estudada pelo laboratório de Neurociências do 
Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, com modelos de estudo já 
desenvolvidos, adaptados e validados. Para investigar se a anóxia neonatal afeta o desenvolvimento 
motor somático e sensorial, ratos foram submetidos a um modelo não invasivo de anóxia global 
(Takada et. al., 2011). Ratos Wistar com 30 h de idade (6-8 gramas), machos e fêmeas, foram 
expostos por 25 minutos a gás nitrogênio 100% num fluxo de 3L/min, pressão 101.7 kPa e 
temperatura de 37ºC em câmara semi-hermética de policarbonato. O grupo controle foi submetido às 
mesmas condições porem com o ar ambiente normal. Os animais foram avaliados durante o período 
de aleitamento (P2 a P21) quanto a parâmetros do desenvolvimento somático; desenvolvimento 
ontogenético e quanto a reflexos sensório motores. Os resultados indicaram que o grupo Anoxia 
macho(AM) apresentou aumento no peso corporal 
{AM(42.25±3.62);CM(38.76±5.60);AF(40.64±5.08);CF(41.33±5.45)}e diminuição do eixo  longitudinal do 
corpo {AM(10.15±0.27);CM(10.39±0.50);AF(9.82±0.44);CF(10.82±0.46)} em relação ao grupo Controle 
macho(CM) e Anoxia fêmea(AF), AF foi menor em relacao ao Controle fêmea (CF). AM apresentou 
maior eixo látero-lateral do crânio  em relação CM e AF {AM (3.18 ±0.10); CM (3.17 ±0.13); AF(3.06 
±0.16); CF(3.00 ±0.15)}  No desenvolvimento ontogenético houve retardo na abertura do canal auditivo 
{AM (13.79± 0.58); CM (13.75±0.83); AF(14.21±1.01); CF(13.36±0.50)} e abertura dos olhos {AM (14.00± 
0.88); CM (14.64±1.28); AF(15.14±0.86); CF(13.79±0.42)} no grupo AF em relação a CF e AM, mas no 
grupo AM não houve diferença significante. Na erupção dos incisivos superiores {AM (10.79± 0.43); 
CM(11.71±1.68); AF(11.43±0.65); CF(10.07±0.27)} o grupo AM adiantou enquanto o AF atrasou em 
relação ao grupo controle. A avaliação dos reflexos sensóriais mostrou que a anoxia adiantou a 
colocação pelas vibrissas {AM (8.80± 1.21); CM (9.50±1.56); AF (9.93±1.14); CF(10.14±1.28) no AF e AM. 
Apenas o AM adiantou {AM (10.93± 2.09); CM(13.43±0.94); AF(10.50±0.85); CF(9.57±0.76)} no reflexo de 
aversão ao precipício. Nos relfexos de geotaxia negativa {AM (14.87± 1.30); CM (13.57±2.34); 
AF(14.57±1.40);CF (12.00±2.11)} e  sobressalto ao susto {AM (14.00±0.53); CM (13.21±1.31); AF 
(13.29±0.61); CF (11.93±0.27)} e preensão palmar {AM (6.60±0.83); CM (4.71±0.47); AF(10.14±0.83); 
CF(4.71±0.47)} a anóxia provocou atraso tanto em macho quanto em fêmeas motores. Houve atraso 
na ontogênese da maioria dos testes de reflexos dos filhotes do grupo Anóxia. Os resultados deste 
estudo demonstraram que a anóxia causa danos persistentes na maioria dos parâmetros avaliados 
em relação aos grupos controle, e diminuição no número de neurônios do córtex sensóriomotor {M2: 
AM (46.84±1.72); CM (52±1.66); AF (45.55±1.80); CF (52±1.55)M1: AM (23.70±1.33); CM (41.89±1.49); AF 
(25.69±0.83); CF (43.88±1.46) S1HL: AM (27.93±2.69); CM (30.19±1.31); AF(23.42±2.38); CF (38.88±1.48) 
S1FL: AM (31.85±1.09); CM (33.88±0.48); AF(27.66±1.36); CF(32.28±1.70)}, com diferença de gênero o que 
evidencia a importância de que estratégias e procedimentos para minimizar os efeitos desse 
estímulos sejam consideradas em relação ao gênero. 
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Palavras-chave: anóxia neonatal, diferença de gênero, desenvolvimento corporal, desenvolvimento 
sensório-motor, ontogênese de reflexos neonatais. 

     Abstract 
 
At present, one of the important causes of brain injury is the neonatal anoxia. This is a 

serious problem in the perinatology services of hospitals around the world being even worse in 
underdeveloped countries because of the lack of precautions and care required. Animal models of 
anoxia have been employed to assess their effects, both at the neurological level and at the 
behavioral level. Neonatal anoxia has been studied by the Neuroscience Laboratory of the 
Biomedical Sciences Institute of the University of São Paulo, with animal models already 
developed, adapted and validated. To investigate whether neonatal anoxia affects somatic and 
sensory motor development, rats were subjected to a non-invasive model of global anoxia (Takada 
et al., 2011). Male and female 30-h old (6-8 grams) Wistar rats were exposed for 25 minutes to 
100% nitrogen gas in a flow of 3 L/min, pressure 101.7 kPa and temperature of 37ºC in a semi-
hermetic chamber of polycarbonate. The control group was subjected to the same conditions but 
with normal ambient air. The animals were evaluated during the lactation period (P2 to P21) for 
parameters of somatic development; Ontogenetic development and for sensorimotor reflexes. The 
results indicated that the male Anoxia (AM) group presented increase in body weight (AM (42.25 ± 
3.62), CM (38.76 ± 5.60), FA (40.64 ± 5.08), CF (41.33 ± 5.45)) and decrease in the longitudinal 
(10.82 ± 0.46), in relation to the male control group (CM) and the female Anoxia (AF), AF was 
lower in relation to the control group (AM) (10.15 ± 0.27), CM (10.39 ± 0.50), AF (9.82 ± 0.44) 
Female control (CF). AM increase in the cranio-lateral axis in relation to CM and AF (AM (3.18 ± 
0.10); CM (3.17 ± 0.13); AF (3.06 ± 0.16); CF (3.00 ± 0.15). Concerning  the ontogenetic 
development there was delay in opening the (13.79 ± 0.58), and the eyes {AM (14.00 ± 0.88); CM 
(14.64 ± 1.28), AF (15.14 ± 0.86), CF (13.79 ± 0.42)} in the AF group in relation to CF and AM, but 
in the AM group there was no significant difference. In the eruption of maxillary incisors (AM (10.79 
± 0.43), CM (11.71 ± 1.68), AF (11.43 ± 0.65), CF (10.07 ± 0.27), the AM group advanced while 
the AF delayed in control ration. The evaluation of the sensory reflexes showed that anoxia 
improved the placement of vibrissae (AM (8.80 ± 1.21), CM (9.50 ± 1.56), AF (9.93 ± 1.14), CF 
(10.14 ± 1.28) in AF and AM. Only AM advanced (AM (10.93 ± 2.09), CM (13.43 ± 0.94), AF 
(10.50 ± 0.85), CF (9.57 ± 0.76) in the reflex of aversion to the precipice. In negative geotaxia 
relays (AM (14.87 ± 1.30); CM (13.57 ± 2.34), AF (14.57 ± 1.40), CF (12.00 ± 2.11)} and startle 
reflex {AM (14.00 ± 0.53); CM (13.21 ± 1.31); AF (13.29 ± 0.61); CF (11.93 ± 0.27) and palmar grip 
(AM (6.60 ± 0.83); CM (4.71 ± 0.47), AF (10.14 ± 0.83), CF (4.71 ± 0.47)), anoxia caused delay in 
both male and female groups. There was a delay in the ontogenesis of most of the reflex tests of 
the puppies of the anoxia group. The results of this study demonstrated that anoxia causes 
persistent damage in most of the parameters evaluated in relation to the control groups, and a 
decrease in the number of sensory motor cortex neurons (M2: AM (46.84 ± 1.72), CM (52 ± 1.66), 
AF 1.80), CF (52 ± 1.55) M1: AM (23.70 ± 1.33), CM (41.89 ± 1.49), AF (25.69 ± 0.83), CF (43.88 
± 1.46) S1HL: AM (27.93 ± 2.69), CM (30.19 (31.88 ± 1.48), FA (27.66 ± 1.36), CF (32.28 ± 1.70), 
, which shows that strategies and procedures to minimize the effects of such stimuli should be 
considered in relation to gender. 

 
 

Keywords: neonatal anoxia, gender difference, body development, sensorimotor 
development, neonatal reflex ontogenesis. 
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 Este estudo objetiva avaliar a influência da anóxia neonatal no 

desenvolvimento somático e sensório-motor de ratos submetidos a anóxia 

neonatal,  também denominada asfixia perinatal, que é considerada problema 

clínico mundial em que recaem 23% das mortes neonatais (Lawn et al. 2005). 

A literatura relata que clinicamente existe relacão entre déficits cognitivos e 

comportamentais com os episódios de anóxia (Buwalda et al., 1992 
 A anóxia neonatal resulta de privação severa de oxigênio durante o 

nascimento o que pode contribuir para a incapacidade neural permanente, pois 

seus efeitos podem ser persistentes (Ferrara et al., 1984). Ela  tem sido 

considerada causa de alterações motoras e cognitivas na vida adulta,  além de 

dificuldades de aprendizado e memória espacial, paralisia cerebral, epilepsia, 

déficit de atenção e hiperatividade, entre outros (Herrera-Marschitz et al., 

2014). 
A asfixia perinatal é, também, causa comum de morbidez e mortalidade 

em neonatos e prematuros. A asfixia antes, durante ou após o nascimento é 

uma causa importante de mortalidade perinatal e morbidade neurológica. Após 

episódio asfíxico, algumas crianças podem se recuperar neurologicamente sem 

seqüelas, enquanto outras, conforme já citado,  desenvolvem déficits 

permanentes (Bennet  et al.,  2000) 

 A hipóxia, também, representa estado de baixo teor de oxigênio nos 

tecidos orgânicos que pode ocorrer por diversos fatores, como obstrução física 

do fluxo sanguíneo em qualquer nível da circulação corpórea ou ainda em 

ambiente com concentrações baixas de oxigênio no ar.  Essa exposição do 

cérebro à condição de baixo oxigênio e reduzido fornecimento de sangue é 

chamada de Hipóxia Isquêmica (HI), cujas consequências incluem paralisia 

cerebral e anormalidades comportamentais (Lynch et al., 2009).  

 Em humanos, alterações na perfusão e oxigenação do cérebro é a 

principal causa de danos perinatais cerebrais (Nyakas et al., 1996). 

Aproximadamente 0.3 - 0.9% dos humanos recém-nascidos são expostos à 

isquemia-anóxia perinatal ou à injúria anóxica prolongadas, período em que 

são particularmente susceptíveis a danos teciduais (Tutor et al., 1996).  Hipóxia 

Isquêmica (HI) nos recém-nascidos humanos durante as semanas gestacionais 

23-32, considerados prematuros, em geral causa danos na substância branca 
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subcortical em desenvolvimento por  morte celular. como colocado por Marcela 

Lucomaltia tem outra cauxa.  

 Injúrias devido à HI ocorrem mais frequentemente num contexto de 

comprometimento clínico inequívoco como, por exemplo, disfunção placentária, 

trabalho de parto prolongado, nascimento prematuro e ressucitação 

cardiorespiratória. Adicionalmente, complicações obstétricas podem estar 

associadas com psicopatologias posteriormente na vida, e.g. esquizofrenia 

(Boksa et al., 2004), especialmente naqueles com baixo peso corporal ao 

nascimento, de acordo com a idade gestacional. 

 Para ampliar nosso conhecimento sobre os mecanismos, o uso de 

animais modelos fornece a natureza e o alcance das anormalidades no 

desenvolvimento neural que devem ser esperadas em crianças afetadas. Estes 

modelos são essenciais para desenvolver intervenções terapêuticas. O 

desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC), que começa na segunda 

semana de desenvolvimento gestacional em ratos e no primeiro mês de 

gestação em humanos, é o mesmo. Períodos críticos são os períodos de 

vulnerabilidade à injúrias ou à fatores que influenciam negativamente a 

maturação (Nyakas et al., 2009).   

   

1.2 Sistema Nervoso Central e Privação de Oxigênio 

 Os efeitos morfológicos da asfixia perinatal sobre a degeneração da 

retina foram observados nas camadas nuclear externa e interna da retina (Kiss 

et al., 2008). O tipo de degeneração retiniana é diferente do encontrado na 

lesão excitotóxica neonatal, onde principalmente as camadas internas da retina 

são afetadas e os fotorreceptores permanecem intactos (Babai et al., 2005; 

Tamas et al., 2004). Várias lesões perinatais têm afetado o sistema nervoso 

central, o que pode levar à degeneração da retina e à disfunção motora e é um 

problema clínico importante em recém-nascidos e prematuros humanos (Vidal-

Sanz et al., 2000, Simola, 2008; Van de Berg, 2002), sendo  os membros 

anteriores os mais afetados na quinta semana pós-natal em ratos (Lubics et al., 

2005). 
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 A privação de oxigênio desencadeia diferentes caminhos bioquímicos 

que poderiam modular a expressão de fatores de transcrição ou fatores de 

crescimento (por exemplo, fator de crescimento epidérmico - EGF, fator de 

crescimento transformador alfa - FGF) com papéis críticos no desenvolvimento 

epitelial e na maturação dos olhos (Calamandrei et al ., 1989, Cirruli et al., 

1994, Vexler & Ferriero, 2001). Presumimos que esses atrasos de 

desenvolvimento físico são devidos à excitotoxicidade, inflamação e produção 

de radicais livres induzida pela privação de oxigênio que pode alterar a 

expressão de fatores de transcrição ou níveis de fatores de crescimento no 

recém-nascido. 

 A formação de cavidades císticas na substância branca 

periventricular ocorre nos estágios tardios e é acompanhada por mielinização 

atrasada ou danificada (Cai et al., 2001). A redução na proteína básica de 

mielina (PBM) após injúria hipóxica tem sido reportada, sugerindo alterações 

no processo de mielinização na substância branca periventricular (Liu et al., 

2002). A injúria na substância branca periventricular (SBP) pode também ser 

acompanhada de hemorragia intraventricular (Okoshi et al., 2001) ou de 

alterações no revestimento ependimal dos ventrículos laterais, como 

vacuolização de células ependimais e ampliação dos espaços intercelulares. A 

alteração estrutural nas células epiteliais do plexo coroide pode resultar numa 

produção desordenada de líquido cefalorraquidiano (LCR) (Sivakumar et al., 

2008). Além disso, a ocorrêcia de edema no PWM é evidenciada pelo 

alargamento dos espaços perivasculares, reportado em diversos estudos (Kaur 

et al., 2006a). Mudanças estruturais nas células ependimais podem levar a 

extravasão do  líquido cefalorraquidiano (LCR) na susbtância branca 

periventricular, aumentando a formação do edema. Durante o desenvolvimento 

do sistema nervoso, o desenvolvimento neural (neurogênese, surgimento das 

sinapses, surgimento da apoptose, surgimento da glia e mielinização) que 

ocorre no período pré-natal,  ao redor  do mês gestacional 6-7, que 

corresponde a 15 dias de gestação em ratos, período em que começa a 

formação do hipocampo pela proliferação celular no CA1, CA2 e CA3 . 
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 Na privação de oxigênio é disparada complexa cascata de eventos 

bioquimicos praticamente simultâneos que promovem interrupção do 

metabolismo energético, desequilibrio ácido-básico, acúmulo de espécies 

oxigênio-reativo e de aminoácidos excitatórios no espaço extracelular, perda do 

equilíbrio de água celular e início da apoptose (Vexleret al., 2001). É 

importante, ressaltar que estes eventos são rápidos e de curta duração, assim, 

o espaço de tempo para intervenções terapêuticas é bastante reduzido. 

 Danos neonatais em ratos podem perturbar o sistema neuroendócrino, 

apresentar baixos níveis de glucocorticóides circulantes, alterando o eixo 

hipotalâmico-pituitário-adrenal (HPA) o que  pode causar obesidade abdominal. 

O aumento dos níveis de corticostereona basal aumenta a frequência de pulso, 

e pode resultar em hipertensão. As alterações decorrentes podem também 

afetar o sistema monoaminérgico em regiões como corpo estriado, córtex pré-

frontal e hipocampo e causar depleção de serotonina, norepinefrina e 

dopamina. Condições estas associadas a sintomas depressivos (Flandreu et 

al., 2012; Krishnan et al., 2008). A dopamina diminui em função da diminuição 

da atividade da tirosina hidroxilase no córtex motor e hipocampo e pode ser 

causa da ansiedade reduzida em modelos animais (Perrin et al., 2004; Hoeger 

et al., 2000).  

 A desregulação do eixo hipotalamo-pituitária-adrenal (HPA) tem papel 

central na patofisiologia da ansiedade e da depressão, que se manifesta 

através do fator de liberação de corticosteroide hipotalâmico (Flandreu et al., 

2012). Na asifixia perinatal, o comportamento do tipo ansiedade reduzida é 

visto em modelos animais (Hoeger et al., 2000), e também, quando a dopamina 

é reduzida. 

Hipoglicemia também resulta desse processo e muda a estrutura das 

sinapses, a remodelação de sinapses está associada com a plasticidade. 

Modificações sinápticas relacionadas com a sua eficácia, como as de potencial 

de longo prazo, são comuns (Jourdane et al., 2002). 

 O cérebro, por ser tecido de alto metabolismo requer fornecimento 

adequado de glicose e oxigênio para manter suas funções normais. Este 

requisito crítico fica comprometido durante as alterações bioquímicas geradas 

pela injúria anóxica, que levam à excitotoxicidade e influxo de íons Ca2+, e que 
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resultam na superprodução de óxido nítrico (NO), além de outras espécies 

reativas de oxigênio (ROS) dentro da mitocôndria (Herrerra Marschitz et al., 

2014). 

 A depleção de ATP, por anóxia ou hipóxia tem importantes 

consequências, pois implica em falha no funcionamento das bombas iônicas de 

sódio-potássio, ativação da formação de radicais livres (Dell’Anna et al., 1997), 

mudanças no estado de fosforilação de diferentes enzimas e proteinas 

estruturais. A falha nas bombas iônicas causa passagem de íons pela 

membrana abaixo dos gradientes de concentração e promove consequente 

despolarização com  consequências letais e perda massiva de 

neurotransmissores como glutamato, aspartato e dopamina para o espaço 

extracelular em quantidade tóxica (Lofton., 1989).  

  

 

1.3  Estágios do Desenvolvimento Cerebral em Roedores e Humanos 

 
O principal evento na formação do SNC, em todos os vertebrados, é a 

formação de uma dobra especializada do tecido ectodérmico chamada de tubo 

neural, do qual a coluna espinhal e o cérebro se diferenciam 

subsequentemente. A formação do tubo neural ocorre aproximadamente no 

meio da gestação em roedores, no dia gestacional (GD) 10.5 - 11 e 9.95 em 

ratos. Nos humanos, este evento ocorre mais precocemente durante o 

desenvolvimento pré-natal, entre GD 24 e 28 (3 - 4 semanas), em um período 

gestacional de 266 - 280 dias (40 semanas) (Rice et al., 2000). Figura 1 – 

Desenvolvimento cerebral em ratos : resumo de processos chave do 

desenvolvimento ao longo de idades comparativas em humanos e roedores. 

 



18 

 

 
 

 Figura 2 . Estágios do  Desenvolvimento cerebral em roedores e humanos. Resumo dos processos chave d 
desenvolvimento ao longo de idades comparativas em humanos e ratos. Adaptado de Semple et al., 
2013. 

 
 
 

1.4 Período crítico de injúria e Proliferação celular 
 
 O período crítico, corresponde a aquele em que há maior 

susceptibilidade dos neurônios e da glia a danos, este compreende a fase da 

proliferação e migração celular, a  qual é considerável no último trimestre de 

gestação dos cérebros humanos e em ratos se dá na primeira semana pós-

natal (Bayer et al., 1993). 

Durante o desenvolvimento, no cérebro neonatal de mamíferos a camada 

de neurônios glutamatérgicos e de ácido gama-aminobutírico (GABA), ou 

GABA-érgicos, entre o córtex cerebral imaturo e a região da substância branca, 

abaixo da placa neural, constitui a fonte de novos neurônios (Kostovic et al., 

1989). A neurogênese cortical no rato começa no GD 9.5 e se completa por 

volta do DPN 15 (Rice et al., 2000) enquanto que em humanos, há  
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predominância durante a gestação, que pode continuar até 2.5 anos de idade 

(Hovda et al., 2003).  

 
Figura 3 . Processos do desenvolvimento neural em humanos de 0 a 20 anos.  

 Linha do tempo de processos chave do desenvolvimento neural em humanos,  durante 
 a gestação até 20 anos de idade (esquema fora de escala), com as mudanças 
 associadas no  volume  de substância branca e cinzenta ao longo do tempo. 23-32 
 semanas após a concepção em humanos é igual a 1 semana de dias pós-natal 
 em rhodents. Fonte: Lenroot and Giedd (2006).  

 

 

Na segunda semana do desenvolvimento gestacional de ratos e no 

primeiro mês de gestação em humanos, áreas específicas do SNC começam a 

se formar com a neurogênese e a migração de células no encéfalo, então, 

seguem a sequência apresentada de processos do desenvolvimento, que inclui 

proliferação, migração, diferenciação, surgimento das sinapses, apoptose e 

mielinização (figura 2). Durante a última parte da gravidez e o primeiro mês 

pós-natal, oligodendrócitos devem desenvolver sua bainha de mielina ao redor 

dos axônios. A maturação dos axônios e o surgimento das sinapses, em 

humanos, ocorre durante o terceiro trimestre do primeiro ano após o 

nascimento (Mason et al., 1984).   

Estudos prévios em anóxia neonatal, deste laboratório, evidenciou os 

efeitos prejudiciais desse estímulo, tanto em populações gliais quanto neurais  
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do hipocampo,  de forma dependente da região e do seu período de 

desenvolvimento considerado (Allemandi W., 2011).  Em populações neuronais 

do hipocampo (corno de Amom e giro dentado) foi observado efeito longitudinal 

desse estímulo a 2, 14, 21 e 60 dias após o nascimento, com evidência de 

morte celular e alterações em organelas condizentes com processos 

degenerativos. (Takada et al., 2014). Esses resultados foram obtidos por 

diferentes técnicas histológicas (TUNEL, Fluorojade B), imunohistoquimica, 

microscopia eletrônica de transmissão, estereologia e ressonância magnética. 

Foi, também, observada diminuição da neurogênese e alterações de volume do 

hipocampo no animal anoxiado em comparação ao animal controle. Ainda, 

foram encontrados déficits cognitivos, na aquisição e performance de memória 

espacial e de referência pelo labirinto aquático de Morris (Takada et al., 2015), 

além de aumento de ansiedade nos animais anóxia  em relação aos controles, 

com testes de laribinto em cruz elevado em P90 (Takada et al. 2015). 

 

 

 

1.5 Diferenças de gênero no Sistema Nervoso  

  Aas diferenças na organização neuronal existentes entre o cérebro do 

homem e da mulher  decorrem de diversos fatores biológicos, que estão 

sujeitos a importante regulação hormonal, atribuidas ao dimorfismo sexual . 

 Os hormônios sexuais influenciam o modelamento das diferenças 

hemisféricas até a função cognitiva humana (Witelson et al., 1976). Diferenças 

sexuais, em humanos, advindas de lesão cerebral, unilateral relacionadas à 

inteligência, apresentaram associação neurológica ipsilateral no cérebro 

masculino lesado, sendo que no  cérebro feminino o déficit cognitivo é menos 

assimétrico (Inglis et al., 1981).  

 A diferenciação sexual do sistema nervoso masculino depende do gene 

determinante dos testículos localizado no cromossomo Y (gene SRY), que é 

responsável pelo desenvolvimento das gônadas e é regulado pelo hormônio 

gonadal. Esse hormônio tem efeitos regulatórios sobre o tecido nervoso, 

dependendo do estágio do desenvolvimento (Andersson et al., 1986). Esse 
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gene se expressa especificamente nos neurônios que expressam a enzima 

tirosina hidroxilase da substância negra mesencefálica. Em estudo 

experimental com ratos machos, a supressão do gene SRY resulta em déficit 

motor, embora o número de neurônios permaneça o mesmo (Dewing et al., 

2006), o que sugere o envolvimento desse gene com os neurônios 

dopaminérgicos do sistema nigroestrial no sexo masculino. As células cerebrais 

da mulher e do homem apresentam diferenças nos padrões de expressão de 

outros genes que são específicos para o cérebro em desenvolvimento, os quais 

determinam funções e habilidades específicas para cada gênero (McCarthy et 

al., 2009).  

 Diferenças de gênero têm sido relatadas em atividade locomotora (Bucci 

et al., 1995). Ratos machos apresentam melhor desempenho em tarefas que 

exigem habilidades espaciais em relação às fêmeas (Roof et al., 1993). 

Entretanto, curiosamente, o cérebro dos machos é mais vulnerável a agressões 

que o de fêmeas no período crítico do desenvolvimento  (Venderhus et al., 

2010). A testosterona circulante, no macho recém-nascido, ao não se ligar à 

alpha fetoproteína, pode entrar no sistema nervoso pela barreira 

hematoencefálica e ser convertida em estrógeno. A ação organizadora 

estrogênica ocorre precocemente, já entre os dias 16 e 19 pós-concepção, 

imediatamente anterior ao período crítico de desenvolvimento neural, onde  

exerce efeitos irreversíveis constituindo assim substrato para variações de 

gênero. Esse dado aliado à elevada expressão do receptor OBRb na tireóide 

de animais com dieta calórica e proteica restrita, sugere inibição da liberação 

dos hormônios tireoideanos e relação com parâmetros somáticos e de 

desenvolvimento alterados (Valenzuela et al., 2014). 

 Na gênese celular as diferenças de gênero apareceram no volume 

hipocampal e no comportamento conforme revelou estudo com modelo de 

hipóxia-isquemia neonatal em ratos. Nesse trabalho, foi demonstrado aumento 

significante na neurogênese em fêmeas em relação a machos (Waddell et al., 

2015). 
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1.6 Epigenética da diferença do sexo 

 Cuidados materno são experiências do início da vida que têm sido 

consistentemente relacionadas com alterações na expressão gênica por meio 

de mecanismos epigenéticos, entre eles a metilação do DNA (Glase et al., 

2003).  

 As alterações epigenéticas são processos que induzem mudanças na 

expressão do gene e que são herdadas sem alterar a sequência das bases 

nitrogenadas do DNA (ácido desoxirribonucleico). A epigenética constitui, 

portanto, uma área de conhecimento que investiga questões sobre como 

modificações químicas (por exemplo, metilação, acetilação, fosforilação, entre 

outras) nos nucleotídeos e histonas do DNA ocorrem ao longo do tempo em 

função de experiências ambientais e como são transmitidas para gerações 

seguintes (Forger et al., 2004). 

 O hormônio esteróide determina as diferenças sexuais durante o período 

crítico que altera as respostas hormonais e não hormonais ao longo da vida, as 

quais culminam em diferença de sexo no cérebro adulto e no comportamento. 

Essa ação é considerada como componente crítico em mudanças epigenéticas 

no sistema nervoso que podem ser induzidas por trauma pós-natal (Figura 3  

de McCarthy et al., 2009). A evidência sugere que as diferenças de sexo 

ocorrem em pelo menos quatro parâmetros relacionados: (1) padrões de 

metilação do DNA, (2) metiltransferases, (3) proteínas de ligação a radical metil 

e (4) proteínas de corepressor. 

 A literatura tem indicado a importância de estudar a epigenética das 

diferenças sexuais nos estágios iniciais do desenvolvimento cerebral, uma vez 

que lesões cerebrais, provocam alterações nas ligações metil de proteínas e  

no receptor de esteróides onde foram observadas alterações nas ações de 

compostos endócrinos (Auger et al., 2011). As diferenças cerebrais entre os 

sexos e a organização do comportamento social juvenil coaduna com a 
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epigênese permanente e plástica nos sistemas neuroendócrinos (Auger et al., 

2009;2013). 

 No cérebro do mamífero, a importância da epigenética está nas 

diferenças sexuais que começam cedo no desenvolvimento com processo 

crítico do cromosoma X e inativação em fêmeas. Um dos cromossomos X é 

recessivo devido à combinação de modificação da Histona e metilação do DNA 

(Avner et al., 2001) 

 Estudos recentes reportam um dimorfismo sexual no número de 

microglias e expressão de marcadores ativados em cérebros neonatais sob 

condições normais (Lenz et al., 2013). Diferenças sexuais nos mecanismos de 

morte neuronal têm começado a ilustrar a dinâmica e os processos de 

diferenciação ocorrendo em cérebros neonatos após injúria e enfatizando a 

necessidade de estudos que incluam ambos os sexos. 
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A influência da epigenética nas diferenças de sexo no cérebro.(Fatores 

emergentes podem causar diferenças persistentes no   cérebro e no  comportamento por quatro 

mecanismos). 

 

 

 
 
Figura 3. Mecanismos epigenéticos relacionados a diferenças de sexo na estrutura e 

comportamento. Adaptado (McCarthy et al., 2009). 
 

 

 

(1) padrões de metilação do DNA por 
regulação   hormonal de enzimas que controlam 
acetilação e metilação; 

(2) metiltransferases, as proteínas coregulatórias; 

(3) proteínas de ligação a radical metil que pode atuar 
por padrões de metilação do DNA de forma transitória 
versus forma estável; 

 (4) proteínas de  corepressor que determinam 
diferenças sexuais por ação do epigenoma. 
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  II - Justificativa 
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 Para ampliar o conhecimento dos mecanismos da anóxia neonatal, o 

uso de modelos animais é imprescindível a fim de explorar a natureza e o 

alcance das anormalidades decorrentes desse insulto e para que se possa 

desenvolver intervenções e estratégias terapêuticas.  

 Interessados em explorar essa condição procuramos, adaptamos e 

validamos no laboratório de Neurociências, ICB-USP, um modelo de anóxia 

neonatal. Com este modelo evidenciamos ativação neuronal por FOS em áreas 

respiratórias do sistema nervoso central; alterações na oximetria de pulso e na 

coloração da pele frente a anóxia, dados estes indicativos da privação de 

oxigênio e consequente aumento de gás carbônico nos tecidos. Característica 

importante desse modelo é que promove anóxia global, isto é afeta todo o 

corpo alem disso, não é procedimento invasivo (Takada et al., 2011), o que o 

aproxima  das condições clínicas de anóxia neonatal. Takada et al., (2014), 

com esse modelo foram identificadas alterações celulares e subcelulares no 

hipocampo alem de efeitos negativos na memória de trabalho. Ratos 

submetidos à anóxia neonatal irão exibir perturbações no aprendizado espacial 

e memória no labirinto aquático de Morris (MWM) (Takada et al., 2015), uma 

tarefa comportamental conhecida que pode ser sensitiva à função do 

hipocampo  (Morris et al., 1982; Xavier et al., 1999). 

 Essas alterações foram observadas em ratos machos, em função das 

diferenças de suscetibilidade à lesão entre machos e fêmeas, este estudo 

preve avaliar os parâmetros somáticos e sensório motores de desenvolvimento  

no período de aleitamento após insulto anóxico neonatal a fim de contribuir 

para a elaboração de estratégias para essa condição clínica que deixa efeitos 

negativos persistentes .  
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III - OBJETIVOS 

 
 



28 

 

 
 
 

III-OBJETIVO GERAL  

 

O presente estudo busca avaliar a hipótese de que machos e fêmeas 

respondem de forma diferente aos efeitos da anóxia neonatal pela avaliação de 

parâmetros quanto de desenvolvimento sensório-motor , maturação e o 

aparecimento de reflexos ontogenéticos utilizando modelo não invasivo de 

anóxia global. 

 

Objetivos Específicos 
 
1. Avaliar o eventual impacto da anóxia neonatal no desenvollvimento de  

características físicas tais como: a abertura dos olhos, desdobramento 

do pavilhão auricular, abertura do conduto auditivo e irrupção dos 

incisivos inferiores e superiores; 

 

2.  Avaliar o eventual impacto da anóxia neonatal no desenvolvimento 

somático, pela aferição do peso corporal e dos eixos longitunal e latero-

lateral do crânio, assim como do comprimento naso-anal (rosto-caudal), 

por medições com paquimetro.    
 

3. Avaliar o eventual impacto da anóxia neonatal no aparecimento dos 

reflexos ontogeticos de desenvolvimento, quais sejam: recuperação de 

decúbito,  aceleração e resposta ao susto;  colocação pelas vibrissas, 

aversão ao precipício e geotaxia negativa, por observação diária.  
 

4. Avaliar o eventual impacto da anóxia neonatal na quantidade de células 

dos córtices motor e sensorial primário e secundário dos membros 

anteriores e posteriores por estereologia.  
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   IV - MATERIAL E MÉTODOS 



30 

 

 
 

IV.1 Animais 
 

Neste estudo foram utilizados Ratos (Rattus norvegicus) da linhagem 

Wistar, obtidos do Biotério Central de Ratos do Instituto de Biociências (IB-

USP) e alocados no biotério do Laboratório de Neurociências desse Instituto 

onde a temperatura é mantida a 21°C ± 1°C, em ciclo claro-escuro 12/12 h, 

com início às 6 h e término às 18 h, sendo que ração (Labina) e água foram 

fornecidos ad libitum. Foi observado período de 10 dias de adaptação dos 

animais antes do início dos experimentos. Todos os procedimentos descritos 

neste projeto estão de acordo com os Princípios Éticos de Experimentação 

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), 

os quais foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 

(CEEA) (Protocolo n° 190, fls. 139 do livro 02 para uso de animais em 

experimentação). 

 

IV.2 Condiçôes experimentais de anóxia 
  
 Para a anóxia, primeiramente a câmara foi saturada completamente com 

nitrogênio 100% a um fluxo contínuo (3 L/min)  e pressão próxima a pressão 

atmosférica (aproximadamente 101,7 kPa), determinados de acordo com 

literatura (Coq et al., 2007). Os filhotes  no dia pos-natal Pos natal dia ,(PND)-2, 

com  6 a 8 g de  peso corporal, foram colocados na câmara, permanecendo 

durante 25 minutos nestas condições, considerado o tempo máximo para não 

ocorrer morte massiva dos neonatos – DL50) (Dell’anna et al., 1995b). Testes 

prévios realizados neste laboratório mostraram que períodos legeiramente 

maiores causaram alto índice de mortalidade, nas condições utilizados esse 

índice  foi de 9,43%, semelhante ao observado em literatura com modelos 

parecidos (Takada et al., 2011). Após a recuperação dos filhotes, estes foram 

devolvidos para a mãe até o desmame (21 dias). 

 O modelo é constituído por câmara semi-hermética de policarbonato 

(31,0 x 14,0 x 19,5 cm), com entrada e saída de gás, acoplada a manômetro, 
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fluxômetro e a um cilindro de nitrogênio gasoso. 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 (a temperatura basal do neonato é ao redor 33°C, 

considerada neuroprotetora).  

 

Figura 4. Sistema de anóxia Câmara de anóxia composta de caixa semi-hermética com abertura 
para entrada e saída de nitrogênio; imersa em banho maria aquecido por termostato a 36 ± 
1ºC;  cilindro de Nitrogênio,  local onde o nitrogênio é armazenado e de onde é drenado para a 
câmara;  termostato e resistência para aquecimento (Takada et al.,  2011). 

  

IV.3 Formação dos grupos e delineamento experimental  
   

 Foram utilizados machos e fêmeas Rattus norvegicus da linhagem 

Wistar, obtidos do Biotério Central do Instituto de Biociências da Universidade 

de São Paulo, por acasalamento de diferentes casais para evitar efeitos de 

ninhagem,. Os grupos Anóxia Macho (AM) e Anóxia Fêmea (AF) foram 

submetidos à anóxia neonatal em P2 (peso entre 6 e 8 g), por 25 minutos. Os 

grupos CM e CF passaram pelas mesmas condições, porém sem alteração na 

composição atmosférica.  Após a avaliação do desenvolvimento até o 

desmame no dia pós-em P21, quanto a parâmetros físicos e de instalação de 

reflexos ontogéticos, foi aguardado o dia 41  (P41), após anestesia profunda 

por injeção intraperitoneal de hidrato de cloral (33%), os animais foram  

Entrada de 
Nitrogênio  

Câmara Semi -hermética 

Saida de 
Nitrogênio Cilindro de 

Nitrogênio  

36 ± 1ºC 

Termostato 
Resistência 



32 

 

perfundidos transcardiacamente com salina 0,9% (pH 7,4, a temperatura 

ambiente, seguido desolução de  formaldeído (4% em tampão fosfato, pH 7.4, 

a 4 °C), conforme delineamento experimental (Figura 5).   

 

 
 

 

 

Figura 5- Delineamento experimental do estudo dos efeitos da anoxia neonatal.  

O diagrama descreve os procedimentos e os métodos que utilizados, desde o 
acasalamento à adolescência; os vários parâmetros, os reflexos e os testes 
comportamentais realizados. Ratos Wistar machos e fêmeas obtidos de diferentes mães 
e no máximo 8 por gaiola. Os filhotes foram submetidos à anoxia no PND 2, cada grupo 
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com 14 filhotes. Os parâmetros de desenvolvimento e reflexos foram acompanhados 
durante o período de amamentação, do P2-P21.   
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IV.4 Processamento do material biológico 
 

 Após a perfusão os encéfalos foram dissecados, pós-fixados na 

mesma solução fixadora por 24 h e crioprotegidos em solução tampão (PBS 

0,1 M, pH 7,4) mais sacarose 30%, por 8 a 12 h. Os cérebros foram então 

imersos em solução de glicóis solúveis em água e resina (Tissue-Tek® 

O.C.T.™ Compound, Sakura, Chuo-Ku, Tokyo, Japão). Depois os encéfalos 

foram cortados em secções de 40 µm de espessura em micrótomo (Leica 

SM2000R), dividindo-se os cortes em 12 séries, preservados em solução 

antifreeze. 
 

As secções histológicas foram montadas em lâminas gelatinizadas e 

deixadas secando por 24 horas em estufa a 40ºC, após o que foram coradas 

pelo método Nissl, com Violeta de Cresil, para facilitar a visualização dos 

corpúsculos de Nissl dos corpos de neurônios e assim possibilitar a contagem 

das células na região hipocampal. O processo de coloração consistiu em 

imergir as secções primeiramente em soluções de alcool com concentrações 

crescentes para desisdratar e depois diafanizar em duas soluções de Xilol. Em 

seguida, foram submersas em sequência decrescente de soluções alcoólicas 

(100%, 100%, 95%, 70%, 50%), água destilada, por 2 minutos em cada 

solução, para reidratação, imersas no corante Violeta de Cresil por 30 s e logo 

depois em água destilada e novamente submetidas à série crescente de 

alcoois e xilol para desidratação por 1 minuto em cada solução, após o que 

foram montadas com DPX e cobertos com lamínulas.  

 

IV.5  Quantificação estereológica de células  
 

A quantificação estereológica das células do córtex sensóriomotor  foi 

realizada com o software Stereo Investigator1 versão 10, a análise quantitativa 

em laboratório multi-usuário do Departamento de Anatomia no ICB-USP, 

colaboração com o Professor Doutor Jackson Cioni Bittencourt. 
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 Foram utilizadas 4 secções por animal, n=4/grupo, foi  analisada uma secção 

a cada 320 µm, unilateralmente no córtex motor das regiões: M2 (secundário), 

M1 (Córtex motor primário), S1HL (Patas traseiras), S1FL (Patas dianteiras). 

Correspondentes estas às coordenadas bregma: -1.60mm bregma; -1.88mm 

bregma; -2.30 mm bregma respectively (PAXINOS & WATSON, 2004). As 

secções coradas com violeta de cresil, permitiram a delimitação das estruturas 

em microscópio óptico acoplado a sistema de estereologia constituído por uma 

platina motorizada (LudlElectronicProducts, Hawthorne, NY), câmera para 

captura (Nikon Instruments Inc., Melville, NY) e o software StereoInvestigator 

(MBF Biosciences, Williston, VT). Para a delimitação das estruturas  corticais foi 

utilizada a objetiva de 4x. A delimitação das regiões M2 (Córtex Motor 

Secundário), M1(Córtex motor Primário), S1HL (Patas traseiras), S1FL (Patas 

dianteiras)  foi realizada de forma a padronizar as regiões nos diferentes níveis ao 

longo do eixo rostro-caudal conforme figuras 6 e 7.  

 

 

  

 

  
 
Figura 6.  Esquema dos níveis das secções utilizadas para as reações de Nissl e a contagem por 

estereologia. O nível da secção está indicado no canto inferior direito de cada imagem. 
Córtex motor secundário (M2); Córtex motor Primário (M1); Patas traseiras (S1HL); 
Patas dianteiras (S1FL). Fonte: adaptado de Paxinos e Watson (1997). 
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Figura 7. Fotomicroscopia de campo claro de corte coronal do encéfalo de rato (41 dias) com      
representação das delimitações no còrtex motor para realização da análise estereológica das 
regiões M2 (Córtex Motor Secundário), M1 (Córtex motor primário), S1HL (Patas traseiras), 
S1FL (Patas dianteiras) utilizadas. Coordenadas bregma; -1.60 mm bregma; -1.88 mm  
bregma; -2.30 mm a respectivamente (PAXINOS & WATSON, 2004). Secção processada por 
técnica de coloração de Nissl. Aumento de 4x. Barra 500 µm.  

 

IV.6 Medidas de crescimento somático 
 

 

O acompanhamento do crescimento somático foi realizado de P2 a P21, entre 9h e 
11h. Os parâmetros avaliados foram: 

 

a) eixo látero-lateral do crânio (ELLC): Para obtenção desta medida, o 
pesquisador segurou o filhote na mão e mediu a distância entre as suas duas 
orelhas com um paquímetro (Fig. 4); 

 

Figura 4 – Medição do eixo látero-lateral da cabeça (ELLC). 

EL 

Camada piramidal 

Camada granular interna 

Camada piramidal 
 

Camada plexiforme 

Camada granular externa 

Camada multiform 
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Fonte: Vasconcelos (2013). 

 

b) eixo ântero-posterior do crânio (EAPC): Para obtenção desta medida, o 
pesquisador segurou o filhote na mão e mediu a distância entre o focinho e a 
articulação atlantoccipital com um paquímetro (Fig. 5); 

 

Figura 5 – Medição do eixo ântero-posterior da cabeça (EAPC). 

 

. Fonte: Vasconcelos (2013). 

 

c) eixo longitudinal do corpo (EL): Para obtenção desta medida, o pesquisador 
imobilizou o filhote estendido, prensando-o delicadamente a uma superfície 
plana com a mão, e fez duas marcas na superfície; uma rente ao focinho e 
outra rente à base da cauda. Então ele mediu a distância das duas marcas 
com um paquímetro (Fig. 6); 

 

 

 

Figura 6 – Medição do eixo longitudinal do corpo (EL). 
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Fonte: Vasconcelos (2013). 

 

d) peso corporal (PC): Obtido com uma balança digital. 

 

Todos os dados foram avaliados com ANOVA de medidas repetidas com teste post-
hoc de Tukey-Kramer (p ≤ 0,05). 

 

2.5 Avaliação da maturação de características físicas 

 

O registro da maturação das características físicas seguiu os critérios estabelecidos 
por Fox (1965) e Deiró et al. (2004; 2006). Foi anotado o dia em que a característica 
surgiu em cada animal. As características avaliadas foram: 

 

a) desdobramento do pavilhão auricular (DPA): Ao nascer, o pavilhão auditivo 
do rato está fletido sobre a abertura que irá apresentar no desenvolvimento 
ou, após o desenvolvimento completo, sobre o óstio acústico externo. O DPA 
foi considerado no dia em que a dobra, uma vez desfeita, tornou o pavilhão 
livre (Fig. 7ª); 

 

b) abertura do conduto auditivo (ACA): A abertura do conduto auditivo foi 
considerada no dia em que o óstio acústico externo pôde ser visualizado (Fig. 
7B); 
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c) irrupção dos incisivos superiores (IIS) e inferiores (III): Considerou-se o dia da 
irrupção dos incisivos superiores e inferiores quando houve o rompimento da 
gengiva com exposição incisal (Fig. 7C); 

 

d) abertura ocular (AO): Durante algum tempo após o nascimento, os olhos do 
rato permanecem fechados, totalmente encobertos pelas pálpebras. 
Considerou-se que os olhos se abriram no dia em que eles foram expostos 
(Fig. 7D). 

 

Todos os dados foram avaliados com ANOVA multifatorial com teste post-hoc de 
Tukey-Kramer (p ≤ 0,05). 

 

Figura 7 – Verificação do aparecimento das características físicas. 

 

A: desdobramento do pavilhão auditivo (DPA). B: abertura do conduto auditivo 
(ACA). C: irrupção do incisivo inferior (III) e superior (IIS). D: abertura dos olhos 
(AO). Fonte: Vasconcelos (2013). 

 

2.6 Avaliação da ontogênese de reflexos 

 

A maturação de reflexos foi realizada com parâmetros anteriormente descritos por 
Deiró et al. (2004; 2006): 

B 

C D 

A 
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a) recuperação do decúbito (RD): O rato foi colocado em decúbito dorsal sobre 
uma superfície plana. Considerou-se resposta positiva quando o animal girou 
o corpo e assumiu o decúbito ventral apoiado nas quatro patas dentro de um 
período de 10 s (Fig. 8); 

 

Figura 8 – Avaliação da recuperação do decúbito (RD). 

 

De A a D: sequência do movimento de RD. Fonte: Vasconcelos (2013). 

 

b) colocação pelas vibrissas (CV): O rato foi suspenso pela cauda de tal forma 
que suas vibrissas tocassem levemente a borda de uma mesa. Considerou-
se resposta positiva quando o animal colocou as patas anteriores sobre a 
mesa tentando caminhar dentro de um período de 10 s (Fig. 9); 

 

Figura 9 – Avaliação da colocação pelas vibrissas (CV). 

 

A: contato das vibrissas com o estímulo. B: resposta do indivíduo ao contato. Fonte: 
Vasconcelos (2013). 

 

c) aversão ao precipício (AP): O animal foi colocado com as patas dianteiras 
sobre a borda de uma superfície plana e alta de maneira a detectar o 

A B C 

D 

A B 
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precipício. Considerou-se resposta positiva quando o animal deslocava-se 
pelo menos 45° para um dos lados em 10 s (Fig. 10); 

 

Figura 10 – Avaliação da aversão ao precipício (AP). 

 

A: indivíduo com as patas sobre a borda de uma superfície plana. B e C: movimento 
de resposta à AP. Fonte: Vasconcelos (2013). 

 

d) geotaxia negativa (GN): O animal foi colocado no centro de uma rampa com 
45° de inclinação, com a cabeça no sentido descendente. Considerou-se 
resposta positiva quando o animal foi capaz de girar o corpo posicionando a 
cabeça no sentido ascendente dentro de 10 s (Fig. 11): 

 

Figura 11 – Avaliação da geotaxia negativa (GN). 

 

De A a C: movimento de resposta à geotaxia negativa em uma superfície inclinada. 
Fonte: Vasconcelos (2013). 

 

e) resposta ao susto (RS): O rato foi exposto a um estampido agudo produzido 
pela percussão de duas estruturas metálicas a uma distância aproximada de 
10 cm. Considerou-se resposta positiva quando ocorreu uma retração 

A B C 

A B C 
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simultânea com imobilização rápida e involuntária do corpo do animal, 
característica do susto (Fig. 12); 

 

Figura 12 – Avaliação da resposta ao susto (RS). 

 

Fonte: Vasconcelos (2013). 

 

f) aceleração (A): O rato foi segurado pelas quatro patas com o dorso voltado 
para baixo a uma distância de 30 cm de um leito de espuma sintética (30 x 12 
cm). Então o animal foi solto e observou-se a sua queda livre. Considerou-se 
resposta positiva quando, durante a queda, o animal girou completamente o 
corpo, apoiando-se sobre as quatro patas na espuma; 

 

g) preensão palmar (PP): Colocou-se uma haste fina em contato com a palma 
das patas anteriores do rato. Considerou-se resposta positiva quando ele 
realizou um movimento de preensão na haste. 

 

Os dados foram avaliados com ANOVA multifatorial com teste post-hoc de Tukey-
Kramer (p ≤ 0,05). 
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 V. RESULTADOS  
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V.1 Considerações metodológicas: 
 
 Neste item, as dificuldades inerentes ao modelo adotado e aos 

procedimentos utilizados são identificadas. A anóxia em ratos Wistar neonatos no 

segundo dia pós-natal (P2), é modelo que foi desenvolvido e validado em nosso 

laboratório (Takada et al., 2011),  é considerado um modelo de anóxia global, 

porque afeta todo o corpo do animal,  não é invasivo pois nenhuma cirurgia é 

realizada assim ele simula as condições clínicas.  O rato neonato de P1-3 

corresponde ao feto de 23 a 32 semanas,  condição dos nascidos prematuros em 

geral.  

 Takada et al (2011) investigou que a mortalidade dos ratos quando utilizado 

esse modelo de anóxia por tempo superior a 25 minutos é igual ou maior que 50%. 

Estabelecido o tempo de 25 minutos, conforme protocolo, a mortalidade é de 

apenas 9,43%. O estimúlo muitas vezes exigiu manobra de ressuscitação.  

 Após o estimulo de anóxia, todos os animais foram retornados às suas mães 

até o momento do desmame, durante os 21 dias de vida. Outro ponto de 

dificuldade a ser mencionado é o manuseio desses animais quanto a necessidade 

de manter 8 animais por caixa, uma vez que a mãe tem oito mamas e consegue 

amamentar com eficiência apenas essa quantidade por ninhada, o excedente foi 

remanejado para outros fins. Após o período de amamentação, eles foram 

remanejados em caixas com cinco animais cada, facilitando o acompanhamento.  

 Durante a amamentação foi observada hiperatividade dos animais do grupo 

anóxia em relação aos controles, em ambos os gêneros: macho e fêmea. 

Característica esta que exigiu atenção maior nas tarefas comportamentais, pois os 

animais apresentaram maior risco de queda e maior exploração aleatória do 

ambiente.  

 

  

 V.2 Desenvolvimento somático 
 
  A avaliação do crescimento somático foi realizada nos parâmetros: peso 

corporal e no comprimento dos eixos: látero-lateral do crânio, ântero-posterior do 
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crânio, longitudinal do corpo e, nos animais de cada grupo entre P2 e P21, entre 10 

e 12 h da manhã. Como esperado, nesse período todos esses parâmentos 

apresentaram evolução positiva. O peso corporal foi avaliado em balança digital 

(0,01 g de precisão) e as medidas de comprimento dos eixos foram aferidas com 

auxílio de paquímetro (0,5 mm de precisão), Prancha I- figuras A a D. Os dados 

foram avaliados quanto à normalidade e homogeneidade da variância para 

determinar se os testes estatísticos paramétricos ou não paramétricos devem ser 

utilizados. Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software 

STATISTICA versão 7 (Tulsa, Oklahoma: Stat Soft Inc.) 

 Para análise estatística, os dados relacionados ao crescimento somático 

foram analisados por ANOVA de medidas repetidas bidirecionais, considerando-se 

grupo e sexo como fatores entre sujeitos, foi utilizado o teste post hoc de Tukey-

Kramer. ANOVA considerando os grupos como fator entre sujeitos eo Cortex 

(ANOVA), considerando os grupos como fator entre sujeitos e o Cortex (Tukey-

Kramer post-hoc). (M2, M1, S1HL e S1FL) dentro dos factores da região do sujeito 

(Tukey-Kramer post-hoc). As diferenças foram consideradas significativas quando p 

<0,05. 

 

 V.2.1  Peso corporal 

 A análise estatística revelou diferença significativa entre os gêneros M e F, e 

entre os grupos anóxia e seus controles, Prancha I- figura A. Houve diferença 

significativa entre os grupos controle e anóxia de fêmeas em P8, P9, P13, P14, P15 

e P16 (•); os grupos de machos foram significantemente diferentes a partir de P7 (*). 

Diferença significante de gênero foi observada nos grupos controles a partir de P6 

(+).   
 Nas fêmeas a anoxia promoveu aumento significante de apenas 24% em 

relação ao controle (CF 583% e AF 607%). Já no grupo dos machos a anóxia 

promoveu diferença significante de aumento no peso de 107% maior em relação ao 

seu controle (CM 496% e AM 603%). Quanto ao gênero no grupo controle a 

diferença de aumento de peso corporal nos controles foi de 87%, a maior para as 

femeas (CM 496% e CF 583%) enquanto a anóxia promoveu diferença de apenas 
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4%, para as fêmeas (AM 603% e AF 607%). Portanto, o estímulo anóxia teve efeito 

mais pronunciado nos machos apresentaram maior ganho de peso que as femeas.  

Nos machos controles, o comportamento de parâmetro foi similar em relação as 

fêmeas. Pesquisas adicionais sobre o teor de ingesta ou de diferenças metabólicas 

poderão contribuir para a compreensão desses resultados.  

   

 V.2.3. Eixo látero-lateral do crânio (ELLC) 

 Quanto ao desenvolvimento do eixo látero-lateral do crânio, diferenças 

significativas foram observadas entre machos e fêmeas em todos os dias, 

independente do grupo, seja controle ou anóxia. Os grupos anóxia apresentram 

diferença significante em relação aos seus controles em P2, P3, P4,  P5,  P6,  P19,  

P20  e  P21, independente do gênero (Prancha I – figura B).    

 No grupo macho a anóxia induziu efeito 21% a maior que o controle (CM 

246% e AM 267%) relação similar se observou nas fêmeas, mas a diferença foi de 

10% apenas maior no grupo anóxia em relação ao controle (CF 272% e AF 282%). 

 

 V.2.4. Eixo ântero-posterior do crânio 

 Todos os animais apresentaram aumento no eixo ântero-posterior do crânio 

no decorrer dos dias P2 a P21, mas não houve diferenças significativas entre os 

grupos quanto ao estímulo nem quanto ao gênero (Prancha I - Figura C). O grupo 

Macho Controle apresentou aumento nesse parâmetro de 191%, sendo que os  

grupos anóxia de machos e fêmeas e controle fêmea apresentaram  aumento  

similar  ao redor de 187%. 

 

 

 

 V.2.5. Eixo longitudinal do corpo 

 A análise estatística evidenciou diferenças significativas na comparação do 

comprimento do eixo longitudinal do corpo entre os grupos de estudo: controle e 
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anóxia de machos que oscila entre os dias P4  a P20. No grupos das fêmeas essa 

diferença foi consistente a partir de P14. Quanto ao gênero os grupos controle 

macho e fêmea apresentam diferença significante que oscila entre P7 e P21, mas 

no grupo anóxia ela aparece apenas em P21 (Prancha I - Figura D). 
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I- PRANCHA DESENVOLVIMENTO SOMÁTICO  
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Prancha I – Desenvolvimento somático dos parâmetros indicados,  aferidos diariamente durante a 
amamentação (P2-P21) nos grupos Controle e Anóxia de ratos Wistar machos e fêmeas.   

Em relação ao ganho de peso, eixo médio-lateral, eixo ântero-posterior e comprimento corporal, 
uma ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou sexo (F (3,92) = 11,62; p ≤ 0,00), grupo (F 
(1 , 19) = 189.xx; p ≤ 0,00) e tempo (F (1, 19) = 1897,018; p ≤ 0,00). E também revelou efeitos 
significativos de interação para o grupo * gênero * tempo. A análise post hoc revelou que o peso 
corporal médio do macho anóxico era mais elevado no PND 7 ao PND21 (p <0,05) e era mais do que 
o do sexo masculino controle  e do sexo feminino anóxico. A análise post hoc revelou que as fêmeas 
do grupo  controle PND 8, PND9, PND13, PND14 e PND15 pesavam significativamente mais do que 
fêmeas  anóxicas (p <0,05). 
 
Em relação ao comprimento corporal do 2º ao 20º dia de vida  o comprimento corporal dos filhotes 
anóxicos foi menor que o do controle,  houve diferenças significativas entre os PND4, PND9, PND10, 
PND11, PND12, PND19 e PND20 (p <0,05) nos machos e entre fêmeas de PND14 e entre os grupos 
anóxica machos e fêmeas houve diferença significativa  no último dia de amamentação. 
 
No eixo médio-lateral (Fig. 1B) os filhotes do grupo  anoxia apresentaram diferença 
significantemente maior que o controle de P2-P6 e de P19-P21,  no eixo ântero-posterior não houve 
diferença entre os grupos anóxica e controle.,  
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V.3. Desenvolvimento ontogenético  
 
 Foi realizado o estudo do efeito da anóxia em filhotes no segundo dia de 

lactação sobre aparecimento de características ontogéticas consideradas marcos  

de desenvolvimento. O estímulo anóxia alterou a maturação de desses parâmetros  

físicos de forma que sugerem que a privação de oxigênio desencadeou mecanismos 

fisiológicos que culminaram em alterações persistentes (Prancha II- Figuras A a E). 

Avaliação estatística realizada com ANOVA de medidas repetidas e teste post-hoc 

de Tukey-Kramer, indicou nos grupos Anóxia e Controle, de machos  e fêmea; 

(M+EP; n=14 em cada grupo) p≤0,05. A apresentação desses parâmetros a seguir é 

feita por sequência de aparecimento, tanto quanto possível.  

 

 V.3.1  Desdobramento do pavilhão auricular 
 Neste estudo não foram observadas diferenças entre os animais controle e anóxia, 

sejam machos ou fêmeas, nem tampouco diferença de gênero quanto ao desdobramento 

do pavilhão auricular que ocorreu em P4, 2 dias após o estimulo.   

  

 V.3.2 Abertura do Canal Auditivo 

 No grupo anóxia macho não houve diferença entre os grupos controle e 

anóxia no aparecimento da ACA que ocorreu ao redor do  14º( de vida), porém no 

grupo das fêmeas houve diferença significativa, com atraso no grupo anóxia em 1 

dia do aparecimento da ACA em relação ao seu controle a p=0,03. Não foi 

detectada diferença de gênero (Prancha I – Figura B  

 V.3.3. Erupção dos incisivos inferiores 

 Não houve diferença entre o grupo anóxia e controle de ambos os gêneros 

quanto à erupção dos incisivos inferiores que ocorreu ao redor do 10º dia pós-natal. 

Porém, o grupo anóxia macho apresentou retardo a p=0,06: CM 9,43±0,85 e AM 

9,14±0,95;  e  CF 8,50±1,22 e AF 9,43±1,60. Portanto, não significativo conforme o 

padrão adotado neste estudo (Prancha I- Figura D).  
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 V.3.4. Erupção dos incisivos superiores 
  

 A erupção dos incisivos superiores apresentou no grupo anoxia fêmea, atraso 

significativo, 1 dia em relação ao seu controle, que ocorreu ao redor do 10º pós 

natal(CM 11,71±1,68, AM10.79±0,43; CF10.07±0,27, AF11.43±0,65 em dias).   Em 

relação à maturação desse parâmetro nos grupos controle houve atraso significante 

de 1 dia do grupo de fêmeas em relação aos machos (Prancha I- Figura E). 

 
 V.3.5 Abertura dos olhos  
  

 Quando comparados os grupos anóxia e controle fêmea evidenciam atraso 

de dois dias na abertura dos olhos que ocorreu ao redor do 14º dia, porém no grupo 

dos machos não houve diferença significante (CM 14,64±1.28 e AM 14,00±0,88).. 

No grupo das fêmeas houve diferença significante (CF 13,79±0.43 e AF 

15,14±0,86). Quanto ao gênero houve diferença significante apenas entre os grupo 

anóxia macho e fêmea. (Prancha I - Figura C). Contrariamente, a esses resultados 

Fan et al (2005) observaram  em machos submetidos à hipóxia  atraso na abertura 

dos olhos, não menciona quantos dias,  porém esses utilizaram metodologia 

diferente de estímulo isto é,  oclusão bilateral da carótida, com animal em P4, e 

exposição a condição de hipóxia (8% oxigênio por 10 minuto) o que portanto deve 

ter causado a diferença de resultados. Esses autores não trabalharam com fêmeas.  
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Prancha II -  Desenvolvimento ontogenétido dos parâmetros indicados, aferidos diariamente durante a 
amamentação (P2-P21) nos grupos Controle e Anóxia de ratos Wistar machos e fêmeas.  
 
Não foram encontrados efeitos de grupo para a erupção do incisivo superior para o grupo (F (1,52) = 
0,73; p = 0,39), a ANOVA revelou uma tendência para o sexo (F (1,52) = 3,99; p = 0,05) (F (1,52) = 
5,09, p ≤ 0,02), falta de efeitos para o sexo (F (1,52) = 20,86; p = 0,0003). (1,52) = 0,30, p = 0,86). 

(F (1,52) = 2,14; p = 0,14) e gênero (F (1,52) = 0,34; p = 0,56) Análise pontual indica que as fêmeas de 
Anoxia atrasaram o aparecimento destes marcos físicos daqueles medidos em fêmeas de controlo (p 
<0,05) = 16,818; p = 0,0001). 

 

 

 

II- Desenvolvimento ontogenético 
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V.4 Avaliação Reflexos sensório-motores  
 

 O conjunto de reflexos escolhidos para este estudo foi baseado em duas 

considerações: (1) a idade em que o reflexo se instala e (2) esses reflexos serem 

independentes de sexo ou espécie. A recuperação de decúbito, a aversão ao 

precipício e a geotaxia negativa foram escolhidos por representarem alguns dos 

primeiro marcos do desenvolvimento (Fox., 1965). Uma variedade de reflexos 

sensório-motores previamente foi demonstrada para avaliar o desenvolvimento 

comportamental e funcional em ratos neonatos (Roy, 1999; Singh, 1998 e Yin., 

1997). Neste item, eles são considerados na sequência de aparecimento em dias.  

 

 V.4.1 Recuperação de decúbito 
  Em relação a recuperação de decúbito nao houve diferenças entre os grupos 

e gêneros, esse reflexo se instalou no 4º dia de vida. Avaliação estatística realizada com 

ANOVA de medidas repetidas e teste post-hoc de Tukey-Kramer, nos grupos Anóxia 

e Controle, de machos e fêmea; (M±EP; n=14 em cada grupo) p≤0,05.  

 

 V.4.2 Aceleração 
 No reflexo de aceleração observado em P4, não houve diferença significante 

entre os grupos controle e anóxia de machos ou fêmeas, nem diferença de gênero. 

 

 V.3.4 Preensão palmar  
 O estímulo de anóxia neonatal atrasou significativamente o reflexo de 

preensão palmar que aparece ao redor do 5º dia de vida nos animais controle de 

ambos nos grupos de ambos os sexos. Houve atraso entre os animais controle e 

anóxia de ambos os sexos; em machos a anóxia induziu atraso de 2 dias e  nas 

fêmeas o atraso foi de 6 dias, o que indica diferença significativa de gênero, sendo 

que as fêmeas foram mais afetadas  (Prancha III - Figura C).  

 

 V.4.5 Colocação pelas vibrissas  
 A colocação pelas vibrissas nos ratos ocorreu ao redor do 10º dia pós-natal 

nos grupos controle, sendo que nos machos ocorreu no dia 9 e nas fêmeas no dia 
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10, significativamente diferente. Neste parâmetro, houve diferença significativa entre 

os grupos controle e anóxia, tanto em machos como em fêmeas, p<0,049. Também 

foi significativa a diferença de gênero para a anóxia: nas femeas anóxia a CV 

ocorreu no dia 9 e no macho anóxia (dia 8), p<0,002 (Prancha III - Figura D). 

  

 V.4.6 Resposta ao susto  
 A resposta ao susto se instalou ao redor do dia 12 pós-natal.  Este reflexo se 

instalou um dia antes no grupo de fêmeas, em relação aos machos, de maneira 

significativamente diferente, p<0,001.  O estímulo de anóxia atrasou o reflexo nos 

grupos de machos de um dia, e em fêmeas de dois dias  em relação ao respectivos 

controles (Prancha III – Figura E).  

 
 V.4.7 Geotaxia negativa  
 O estímulo de anóxia atrasou significantemente a geotaxia negativa que nos 

controles aparece ao redor do 12º pós-natal. No grupo de machos o atraso foi de 1 

dia  e no grupo das fêmeas esse atraso foi em 2 dias em relação aos respectivos 

controles. Porém não houve diferença significantiva no atraso entre os gêneros, mas 

sim no grupo controle, sendo que as fêmas apresentaram o reflexo antes dos 

machos (Prancha III - Figura F).   

 

 V.4.8 Aversão ao precipício 

 A aversão ao precipício aparece primeiro nas fêmeas controle ao redor do 

décimo dia pós-natal, seguida do grupo anóxia não sendo significantemente 

diferentes. No grupo dos machos controle este reflexo apareceu em torno do décimo 

terceiro dia e no grupo anóxia macho ao redor décimo primeiro dia de vida – sendo 

significantemente diferentes (Prancha III - Figura G). Poranto houve diferença 

significativa quanto ao gênero no grupo controle, onde os machos atrasaram em 4 

dias o aparecimento do reflexo quando comparados as fêmea
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Prancha III - Comparação da Ontogênese do Aparecimento dos Reflexos Sensório Motores dos parâmetros 

 indicados, aferidos diariamente durante a amamentação (P2-P21) nos grupos Controle e Anóxia de ratos 
 Wistar machos e fêmeas.   

 
   Não foram encontrados efeitos de grupo para a erupção do incisivo superior para o grupo (F (1,52) 

= 0,73;  p = 0,39), a ANOVA revelou uma tendência para o sexo (F (1,52) = 3,99; p = 0,05) (F (1,52) = 5,09, 
p ≤ 0,02), falta de efeitos para o sexo (F (1,52) = 20,86; p = 0,0003). (1,52) = 0,30, p = 0,86). (F (1,52) = 
2,14; p = 0,14) e gênero (F (1,52) = 0,34; p = 0,56) Análise pontual indica que as fêmeas de Anoxia 
atrasaram o aparecimento destes marcos físicos daqueles medidos em fêmeas de controlo (p <0,05) = 
16,818; p = 0,0001. A análise post hoc indica que a fêmea de Anoxia atrasou o aparecimento desses 
marcos físicos daquela medida em fêmeas de CTL (p <0,05) e indica que o macho de etanol acelera a 
maturação da evitação de penhasco em relação ao macho de controle (p = 0,05).

 III -  Reflexos sensório-motores 
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  Prancha IV Avaliação estatística realizada com ANOVA de medidas repetidas e teste post-hoc de  
Tukey-Kramer, p≤0,05. Os valores representam M±EP, n=5 em cada grupo: 

 
 M2:AM (46.84±1.72),CM(52±1.66),AF(45.55±1.80),CF(52±1.55) 

M1: AM(23.70±1.33),CM(41.89±1.49),AF(25.69±0.83).CF(43.88±1.46) 

S1HL:AM(27.93±2.69),CM(30.19±1.31)AF (23.42±2.38),CF(38.88±1.48) 

S1FL:AM(31.85±1.09),CM(33.88±0.48),AF (27.66±1.36),CF (32.28±1.70) 

 
 
 

 V -  Densidade da celulas  no córtex sensóriomotor  

Quantidade celular na M2 Quantidade celular na M1 

Quantidade celular na S1HL Quantidade celular na S1FL 
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VI- Histologia para quantificação de neuronios no córtex sensóriomotor  primário de 
ratos 

 

 As fatias coronais do córtex sensóriomotor primário de ratos, corados em Nissl, mesmo 

em 200x de ampliação (10 ocular x 20 objetiva) evidenciam o dano que a anóxia neonatal 

promove no tecido, onde tanto em machos quanto em fêmeas é possível observar diminuição 

do número de células, redução da espessura das camadas corticais e consequente 

espalhamento celular.  Desde o giro do cingulo aos córtices sensórial e motor, nas camadas I 

a VI. As áreas motoras do córtex estão localizadas no giro indicado para mostrar sua divisão 

em camadas (I-VI) e regiões funcionais (SI, córtex somatossensorial primário, MI, córtex 

motor primário), região do córtex cerebral definida com base nas suas estruturas 

citoarquitetonicas e organização de suas células. O Córtex motor é uma área anterior ao sulco 

central do cérebro, ocupando o terço anterior dos lobos frontais, está o córtex motor. 

Localizado posteriormente ao sulco central se encontra o córtex somatossensorial. As 

camadas supragranulares consistem em camadas I a III. As camadas supragranulares são a 

origem primária e a terminação das ligações intracorticais, que são associativas (ou seja, com 

outras áreas do mesmo hemisfério), ou comissurais (isto é, conexões com o hemisfério 

oposto, principalmente através do corpo caloso). A camada granular interna, camada IV, 

recebe conexões talamocorticais, especialmente a partir de núcleos talâmicos específicos. 

Isto é mais proeminente nos córtices sensoriais primários. As camadas infragranulares, 

camadas V e VI, ligam principalmente o córtex cerebral com regiões subcorticais. Estas 

camadas são mais desenvolvidas em áreas motoras corticais. As áreas motoras têm camadas 

granulares extremamente pequenas ou inexistentes e são muitas vezes chamadas de "córtex 

agranular". A camada V dá origem a todas as principais projeções eferentes corticais aos 

gânglios da base, tronco cerebral e medula espinhal. A camada VI, a camada multiform ou 

fusiform, projeta-se primeiramente ao thalamus. Os efeitos são observados  Já o aumento de 

40x ( objetiva 4 e ocular 10) é claro que esse efeito é mais pronunciado nas fêmeas como é 

demonstrado pelas lacunas e tecido mais friável,  nas camadas (I-VI)  o que ilustra os valores 

obtidos na estereologia, item V e prancha V de histologia coloração em Nissl.  

https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3rtex_cerebral
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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              Prancha V .  Microfotografia  do Córtex Motor Primário em corte coronal, ratos em P41,  Ilustra o padrão 
da das diferentes camadas coloração de Nissl de animais dos grupos controle  e anóxia, de ambos os 
sexos, ao redor do bregma  -2,12 mm. Aumento de 20x. Barra 100 µm, utilizados para estreologia.  
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 O estimulo de anóxia neonatal em P2, utilizado neste estudo com modelo de  

 anóxia global, não invasiva, por 25 minutos, afetou o desenvolvimento físico, 

sensóriomotor e a ontogênese de reflexos animais anoxiados em relação aos 

controles de forma diferenciada em machos e fêmeas. Essas alterações sugerem 

que a privação de oxigênio desencadeou mecanismos fisiológicos que alteraram o 

sistema nervoso central dos neonatos de forma persistente.  

 Nossos filhotes de anoxia quando crescem e se tornam pais são mais 

vulneráveis à epigenética e seu cuidado maternal precoce pode programar sua 

prole para mudanças phsiopathology levando a diabetes, hipertensão e autismo. 

 A literatura evidencia que ratos que sofreram hipóxia possuem menor peso 

corporal em comparação com seu controle (Wagner et al, 2002;  Cai et al, 2005). 

Para tal estudo foram utilizados ratos de sete dias de vida (P7), com modelo 

baseado na oclusão da carótida e colocação do animal em ambiente contendo 8% 

de oxigênio e 92% de nitrogênio por período de 30 minutos a 3 horas. O presente 

estudo contrariamente evidenciou aumento significativo de peso dos animais 

machos em relação aos controles, contudo as femeas anoxiadas diminuem de 

peso, mostrando diferença de gênero em relação aos efeitos. Ainda, estes 

resultados sugerem que o estímulo mais agressivo pela cirurgia de procedimento 

invasivo em fase precoce do desenvolvimento afetou de forma diferente do 

modelo aqui empregado. Nos experimentos deste estudo o estímulo, anóxia, foi 

maior e ocorreu em fase ainda mais precoce, isto é em PND2. Nesse estudo, 

anoxia leva a considerar o aumento de peso corporal e do eixo antero-posterior 

do corpo durante a adolescencia. Para o crescimento do tamanho corporal, um 

dos fatores que influenciam nesse parâmetro é o resultado dos processos 

dinâmicos envolvendo o desenvolvimento, a liberação de cálcio e a reabsorção 

óssea.  São vários os fatores envolvidos nesse processo, desde a expressão do 

hormônio do crescimento, que é reduzido em indivíduos expostos a privação de 

oxigênio em período neonatal  (Raff et al., 2001; Zhang et al., 2000). 

 No que concerne ao crescimento somático, eixo ântero-posterior do crânio 

não é afetado pela anóxia em relação ao grupo controle,  mas sim o látero–lateral.  
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Resultado que reitera pesquisa que evidencia alteração crânio-encefálica em 

ratos que sofreram hipóxia em P7 (Balduini et al., 2000). Ainda, alterações nas 

dimensões e crescimento do crânio de ratos foram observadas após hipóxia 

neonatal (Ikeda et al, 2002). Estudos posteriores com asfixia perinatal 

evidenciaram alterações nos eixos látero-lateral e ântero-posterior do crânio os 

quais foram atribuídos a possível edema encefálico ou a algum tipo de 

hidrocefalia resultantes do modelo em que a rata prenha é decaptada ou 

anestesiada imediatamente antes do parto, seu útero contendo os filhotes é 

removido e imerso em solução salina por 16-25 minutos  (Venerosi  et al., 2004; 

Mao et al., 2014). Estes dados evidenciam que as alterações diferem conforme o 

modelo utilizado e o seu grau de estresse no sistema nervoso em 

desenvolvimento. Por volta do decido dia de gestação, a serotonina (5-HT) é 

envolvida ativamente no desenvolvimento das interações crânio faciais 

modulando a interação do epitélio mesenquimal, essencial para o 

desenvolvimento normal dessa região do rato (Shuey et al., 1992). Este estudo 

adiciona a comparação com fêmeas, estas sempre apresentaram valores 

menores nos parâmetros observados em relaçao ao grupo controle femea menor 

que controle macho, pôr a anóxia os irá afetar de forma diferente conforme o 

parâmetro avaliado.  No eixo latero-lateral as fêmeas a anóxia não afeta 

significativamente os dois grupos.   

 Quanto ao eixo longitudinal do corpo, este estudo indicou que a anóxia o 

diminui em machos em relação ao controle, mas na fêmea a diminuição é maior. 

Neste parâmetro a literatura reporta que hipóxia provoca retardo (Lubics et. al 

2005) confirmando nosso estudo. Resultado similar foi observado quanto ao peso 

corpóreo nos grupos controle e anóxia de fêmea.  Avaliações desses parâmetros 

em fases posteriores do desenvolvimento serão importantes para avaliar a 

persistência das alterações bem como sua evolução corporal. 

 Nos parâmetros de desenvolvimento ontogenético houve atraso na anóxia 

femea em relação ao grupo controle para a abertura do canal auditivo, e para a 

bertura do olho. Quanto a erupção dos incisivos, apenas nos superiores houve 

diferença siginificante em que a anóxia promoveu atraso nos machos mas 

adiantamento nas fêmeas.  Diferença de gênero foi observada apenas na erupção 
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dos incicivos e na abertura dos olhos. Contudo, confirmando alguns desses dados 

a literatura indica que estímulos de asfixia perinatal (P4 e P7) provocam atraso no 

descolamento da orelha e no aparecimento da abertura do canal auditivo, na abertura dos 

olhos e erupção dos incisivos inferiores e superiores (Fan et al., 2005 e Kiss et al., 2009;  

Bustamante et al., 2007).  Esses resultados são reprodutíveis ao longo do período 

de amamentação, independente de gênero e espécie animal (ratos e 

camundongos), esses resultados têm sido utilizados como referência dos marcos 

do desenvolvimento neurológico de acordo com a especificidade dos modelos 

utilizados (Roy et al., 1999; Meck et al., 2000; Singh et al., 1988). Ressalva a que 

os resultados deste estudos diferiram em alguns aspectos, evienciando que talvez 

o modelo utilizado seja relevante na observação dos efeitos produzidos.  

 

 Importante objetivo deste estudo é contribuir para a melhoria das condições 

de sobrevivencia de humanos que passam por anóxia perinatal. O modelo 

utilizado simula as principais alterações metabólicas e fisiológicas a que estão 

sujeitos recém-nascidos humanos, quando expostos à privação de oxigênio, pois 

é anóxia global, não invasiva sendo que o cérebro do rato neonato, em P2, idade 

que corresponde a aquela do feto de 24 semanas,  enquanto que o cérebro de um 

rato de dez dias é comparavel ao de um humano recém nascido (Nyakas et al., 

1996; Takada et al., 2011).  

 O recém-nascido prematuro apresenta alto risco de lesão cerebral onde a 

anóxia neonatal atinge de 0,1 a 0,3% das crianças nascidas a termo (Kurinczuk et 

al., 2010) e aproximadamente 60% das crianças prematuras com baixo peso ao 

nascer (Vannucci., 2000; Volpe., 1998, 2009). A prematuridade, é, portanto,  o 

principal fator de risco associado à anóxia neonatal (Macdonald et al., 1980, 

VannuccI., 2000; Volpe., 1998). Há uma variedade de encefalopatias que limitam 

a função motora em crianças pequenas, sendo a paralisia cerebral a mais 

prevalente,acompanhada por prejuízo sensorial e limitação cognitiva (Sanches et 

al., 2013). 

 As consequências anatômicas e funcionais da privaçâo de oxigênio, 

refletidas nos resultados apresentados, decorrem de morte celular a prejuízos na 

diferenciação de neurônios em desenvolvimento e variam de terminais nervosos a 
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axônios e dendritos. Neurônios imaturos que sobrevivem ao insulto hipóxico 

agudo podem ainda ter comprometimento da formação de sinapses e crescimento 

de neuritos (Nyakas et al., 1996).  

 Na hipóxia, células ciliadas da cóclea e neurônios do gânglio espiral são as 

principais regiões periféricas afetadas ao lado da retina (Lin et al., 2011 ). A 

geração de espécies de oxigênio reativas induz à perda do potencial de 

membrana mitocondrial, a liberação de cálcio e morte celular por apoptose, 

dependente da caspase, durante a interação da hipoxia e ototoxicidade in vitro, 

eventos que contribuem para a perda auditiva (Lin et al., 2011a). A falta de 

oxigenação em neonatos induz morte celular por apoptose, autofagia, 

excitotoxicidade e necrose em neurônios, astrócitos e células progenitoras de 

oligodendrócitos (pre-OLs) na formação hipocampal e em outras estruturas 

corticais (Rosenberg et al., 2014; Takada et al., 2015).  

 No presente estudo, houve atraso na maturação da maioria dos reflexos 

nos filhotes, com excessão da colocação pelas vibrissas em que machos e 

fêmeas apresentaram adiantamento, e na aversão ao precícipio apenas machos 

apresentaram adiantamento. Interessante é que na preensão palmar as femeas 

apresentaram um atraso muito maior que o dos machos.  Esses dados sugerem 

que a anóxia causou prejuízo motor, já vizível nas fases precoces conforme 

alguns autores coloquem (Jansen et al., 1996). Embora  a literatura, relate atraso na 

maturação da recuperação de decúbito em ratos machos após hipóxia (Mooreb et al.,  

2003, ), neste estudo não houve diferença no parâmetro nos grupos de machos e de 

femeas nem diferença de gênero  

  Alta evidência de paralisia cerebral e retardo mental tem sido associada a 

déficits na preensão palmar e colocação pelas vibrissas, decorrentes de asfixia 

grave neonatal (Futagi et al., 1999;  2002;   Bona et al., 1997).    

   A inativação de hormônio tireoideano em ratos em células que expressam 

endogenamente D3 confirma que a hipóxia afeta a morfologia do desenvolvimento 

de vários tecidos, inclusive o do ouvido, e, portanto, poderia explicar a influência 

negativa da privação de oxigênio no desempenho do reflexo de resposta ao susto 
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como observado neste estudo (Warner et al., 2016). Correlação entre o atraso na 

geotaxia negativa com o sistema locomotor e a habilidade de aprendizado foi 

descrita em animais que passaram por hipóxia, o que também pode se aplicar ao 

retardo observado tanto em machos quanto em fêmeas neste estudo (Jansen et 

al., 1996). Esse reflexo afetado também mostrou relação com desempenho de 

memória em testes de navegação relacionados à perda de tecido cerebral (Felt et 

al., 2002). 

 Experimentos de ligadura unilateral da artéria carótida em P7 seguido 

hipóxia severa causou atraso no aparecimento da aversão ao precipício em ratos 

machos (Ten et al., 2003),  diferentemente deste estudo que observou 

adiantamento em machos mas nenhuma diferença no grupo das fêmeas.  

Estudos relacionaram os efeitos nesse reflexo a danos na integridade neurológica 

(Moore et. al., 2003). 

 A análise neurofuncional de curto prazo destes reflexos, avaliados em 24 

horas após indução da hipóxia, demonstrou correlação significativa entre a 

gravidade da lesão hipóxico-isquêmica, o desenvolvimento neurológico e o 

aparecimento dos reflexos (Jansen et al., 1996). Estas experiências de curto 

prazo destacam a importância da padronização do momento em que os reflexos 

são avaliados, pois, em cada reflexo há o envolvimento de várias estruturas 

específicas, cujo aparecimento ontogenético pode não ter ocorrido em plenitude 

ou ter sido afetado (Fox, 1965). 

 Em relação à geotaxia negativa à recuperação do decúbito e à aceleração 

é importante observar a existência de três sistemas periféricos envolvidos na 

regulação e na correção postural: sistema vestibular, extereoceptivo e 

proprioceptivo (Altman et al., 1975). A anóxia atrasou o aparecimento das 

respostas de correção de posição na GN, o que está relacionado aos danos que 

ela provoca no sistema auditivo e vestibular (Koyama et al., 2005). A preensão 

palmar e a aversão ao precipício, que também dependem do desenvolvimento 

sensoriomotor para a sua execução, sofreram as mesmas influências que a 

geotaxia negativa apresentando atraso no aparecimento. Van de Berg e 

colaboradores (2003) mostraram atraso sensório-motor em prensâo palmar nos 
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filhotes que passaram por hipóxia, o que corrobora estes experimentos, com a 

novidade que as fêmeas foram sensivlemente mais afetadas que os machos.  

 No reflexo de aceleração, a anoxia neonatal não apresentou diferenças. 

Contudo, modelos de hipoxia isquêmica indicaram pequenos déficits na 

coordenação motora afetando a aceleração (Ishikawa et al., 1987).  

 As vibrissas estão intimamente relacionadas com o córtex 

somatossensorial primário, o córtex em barril e a formação hipocampal em 

roedores, pois elas auxiliam a navegação espacial, principalmente subterrânea, e 

no forrageamento (Polley et al., 2004). Tanto a estimulação das vibrissas quanto 

aplicações de BDNF estimulam a plasticidade nessas estruturas, o que, por sua 

vez, sensibiliza e acentua a resposta das próprias vibrissas (Gomez-Plnilla et al., 

2011).  

 Os resultados da estereologia evidenciam que o insulto anóxico neonatal 

foi capaz de dimuinir o teor de neurônios em regiôes do córtex motor e 

somestésico nas suas várias camadas, na região das patas traseiras e patas 

dianteiras houve diferenca significante de grupo e de genero. O grupo das fêmeas 

anoxiadas apresenta menor quantidade de neuronios nessa regiao que os 

machos anoxiados.  Estudos mostram que, além de estarem presentes a 

apoptose no córtex motor em massa, o decrescimo pode causar epilepsia e 

causar déficits neurológicos e déficits motor incluindo spacticity (Jansen et al., 

1997). Após lesão Isquêmica neonatal degeneraçâo das áreas corticais e 

subcorticais do cérebro e está associada com déficits. Corroborando esses 

estudos foi mostrado que hipóxia em animais adultos causa atrofia em regiões 

especificas do hemisfério lesado, por exemplo: há redução no estriado de 29%, 

26% na area do córtex sensoriomotor e de 6% no regiao dorsal do hipocampo em 

relaçao ao tamanho normal dessas regiões, esses danos cerebrais e atrofia 

cerebral, resultam em prejuizos sensoriomotores em longo prazo (Jasen and Low 

1995). 

 Com excessão do reflexo de geotaxia negativa todos os demais 

apresentaram diferença de gênero, que podem ser devidas a ação da anóxia 
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sobre o sistema endócrino e neuroquímico. De fato, essa diferença pode 

contribuir para resultados que demonstram que machos são mais vulneráveis aos 

danos cerebrais precoces (Renolleau et al., 2007).Diferenças sexuais nos 

mecanismos de morte neuronal tem começado a ilustrar a dinâmica e os 

processos de diferenciação ocorrendo em cérebros neonatos após injúria e 

enfatizando a necessaidade de estudos que incluam ambos os sexos. Isto sugere 

níveis substancialmente elevados de testosterona presente em fetos humanos do 

sexo masculino durante a gestação no primeiro ano de vida (Carthy et al., 2008), 

que pode elevar a excitotoxicidade neuronal que segua  a HI (Yang et al., 2002) e 

que pode contribuir para os déficits exacerbados em homens (Hill et al., 2011). 

Isto sugere que após este tipo de injúria, células de machos e fêmeas diferem 

quanto a ativação proporcional de cascatas depedentes e independentes de 

caspase, levando à morte por apoptose (Zhang et al., 2006).  

 

 

  
 
 
  

VII - CONCLUSÕES 
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1. Os efeitos da anóxia foram diferentes em machos e fêmeas, nos grupos controle e 

anóxia. evidenciando influência de gênero, eventual impacto da anóxia neonatal no 

desenvolvimento somático, 

 

2. A anoxia neonatal afetou o crescimento somático, a ontogênese do desenvolvimento 

físico, evidenciando influência de gênero. 

 

 

3. A anoxia neonatal afetou no desenvollvimento de  início dos reflexos neurológicos em 

relação aos animais controle, anóxia fêmeas mais vulneráveis às conseqüências prejudiciais 

da anoxia que as machos submetidas às mesmas condições   

 

 

4. Avaliar o eventual impacto da anóxia neonatal na quantidade de células dos córtices 

motor e sensorial primário e secundário dos membros anteriores e posteriores por 

estereologia. Ratos machos são mais vulneráveis às conseqüências prejudiciais em motor 

regiâo e  as femêas na sensorio regiâo. 

 

5. Foi evidenciado o efeito diferente de anoxia são vistos em homens e mulheres, 

portanto, eles precisam de estratégias diferentes. 
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