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Apresentação 

Esta tese é constituída por: 

PARTE I: 

1. Introdução: contém o embasamento teórico necessário para a compreensão da proposta 
de trabalho e objetivos. 

2. Hipótese: expõe os principais resultados esperados. 

3. Objetivos: definem os propósitos centrais do trabalho, desenvolvidos ao longo dos 
capítulos 1 e 2. 

PARTE II: 

Capítulo 1: Artigo publicado no periódico Cellular and Molecular Neurobiology – 
“Long-Lasting Actions of Progesterone Protect the Neonatal Brain Following 
Hypoxia-Ischemia”. 

Capítulo 2: Artigo submetido ao periódico Brain Research – Therapeutic hypothermia for 
the treatment of neonatal hypoxia-ischemia: sex-dependent modulation of astrocyte 
reactivity 

 

PARTE III: 

Discussão Geral: contém a interpretação dos resultados obtidos nos Capítulos 1 e 2, 
englobando-os em um contexto geral.   

Conclusões: apresenta as conclusões gerais da tese. 

Referências: lista as referências citadas nas seções Introdução e Discussão. 
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Resumo 

A hipóxia-isquemia (HI) neonatal moderada a grave afeta 1–3 a cada 1.000 nascidos a 
termo e continua sendo uma causa significativa de deficiência do neurodesenvolvimento 
de longo prazo. A morbidade neurológica nos sobreviventes envolve dificuldades de 
aprendizado, epilepsia e paralisia cerebral. O uso de hipotermia é a única terapia utilizada 
na clínica, no entanto, o tratamento deve ser iniciado dentro de uma janela terapêutica de 
6h após o evento hipóxico-isquêmico. Os efeitos neuroprotetores da hipotermia 
terapêutica experimental iniciada em momentos distintos após a HI, bem como a provável 
influência do dimorfismo sexual sobre tais efeitos ainda não foram elucidados. A eficácia 
de potenciais agentes neuroprotetores tem sido testada em modelos animais. Há razão 
para se pensar que a progesterona tem um forte potencial para o tratamento da HI 
neonatal, já que a sua utilização tem se mostrado benéfica em pesquisas relacionadas à 
lesão cerebral traumática, lesão cerebral isquêmica e outros modelos de lesão do sistema 
nervoso central em adultos. Essa Tese tem como objetivos avaliar os efeitos da 
administração de progesterona e da hipotermia terapêutica sobre a lesão neural, a 
reatividade astrocitária e o neurodesenvolvimento em ratos Wistar submetidos à hipóxia-
isquemia neonatal. No primeiro capítulo da Tese avaliamos o efeito da progesterona em 
animais machos neonatais submetidos ao modelo de HI neonatal. Os animais foram 
divididos em cinco grupos experimentais: SHAM, HI, HI+PROG-PRÉ (PRÉ), 
HI+PROG-PÓS (PÓS), HI+PROG-PRÉ/PÓS (PP). Os termos PRÉ e PÓS referem-se à 
administração de progesterona (na dose de 5 mg/kg) antes ou após o procedimento de HI 
neonatal. Dependendo do grupo experimental, os animais foram tratados com 
progesterona imediatamente antes da isquemia e/ou 6 e 24 horas após o início da hipóxia. 
Foram analisados volume de lesão do hemisfério e do hipocampo ipsilateral à lesão, além 
de células degenerativas nas áreas CA1 e hilo do hipocampo, como também a expressão 
das proteínas Akt, caspase-3 e GFAP. Neste capítulo foi possível observar neuroproteção 
da administração da progesterona quando administrada 6 e 24h após a lesão, reduzindo 
todos as propriedades analisadas em comparação ao grupo HI sem tratamento. No 
segundo capítulo avaliamos os efeitos da hipotermia terapêutica experimental em animais 
submetidos ao modelo de HI neonatal de ambos os sexos em diferentes janelas 
terapêuticas. Animais machos e fêmeas foram tratados por hipotermia (32ºC) por 5h, o 
começo do tratamento foi distinto para cada grupo: 2h, 4h, e 6h após a lesão.  Após 7 dias 
da lesão os animais foram a testes comportamentais e foram avaliados o volume de lesão 
no hemisfério, hipocampo e córtex cerebral, além de células degenerativas e astrogliose 
no hipocampo. Neste capítulo foi observado que os efeitos da hipotermia terapêutica 
podem ser dependentes tanto do momento de início do tratamento como do sexo dos 
animais. A HT iniciada 2h após a HI causou redução da lesão neural e dos tempos de 
latência nos testes comportamentais em ratos de ambos os sexos. Também foi possível 
ver um efeito na astrogliose dependente do sexo, uma vez que apenas fêmeas que 
iniciaram o tratamento 2h após o início da lesão apresentaram redução dos parâmetros 
morfológicos de astrogliose. No entanto, quando o tratamento tinha início ao final da 
janela terapêutica (6h), as fêmeas apresentavam aumento de células degenerativas e do 
tempo de latência em comparação ao grupo submetido ao modelo, mas sem 
tratamento.  Os resultados na presente tese sugerem que a progesterona é um potencial 
candidato para o tratamento da HI neonatal, por ter produzido melhoras mesmo quando 
administrada após 6h da lesão; já os efeitos da hipotermia são dependentes do tempo de 
início do tratamento e do sexo dos animais. 
 
Palavras-chave: hipóxia-isquemia neonatal (HI); progesterona; hipotermia terapêutica; 
janela terapêutica, astrogliose. 
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Abstract 
 
Moderate to severe neonatal hypoxia-ischemia (HI) affects 1–3 per 1,000 full-term births 
and remains a significant cause of long-term neurodevelopmental deficiency. 
Neurological morbidity in survivors involves learning disabilities, epilepsy and cerebral 
palsy. The use of hypothermia is the only therapy used in the clinic, however, treatment 
must be started within a therapeutic window of 6 hours after the hypoxic-ischemic event. 
The neuroprotective effects of experimental therapeutic hypothermia initiated at different 
times after IH, as well as the likely influence of sexual dimorphism on such effects have 
not yet been elucidated. The effectiveness of potential neuroprotective agents has been 
tested in animal models. There is reason to think that progesterone has a strong potential 
for the treatment of neonatal HI, since its use has been shown to be beneficial in research 
related to traumatic brain injury, ischemic brain injury and other models of central 
nervous system injury in adults . This Thesis aims to evaluate the effects of progesterone 
administration and therapeutic hypothermia on neural injury, astrocytic reactivity and 
neurodevelopment in Wistar rats submitted to neonatal hypoxia-ischemia. In the first 
chapter of the Thesis we evaluated the effect of progesterone in neonatal male animals 
submitted to the neonatal HI model. The animals were divided into five experimental 
groups: SHAM, HI, HI + PROG-PRE (PRE), HI + PROG-POST (POST), HI + PROG-
PRE / POST (PP). The terms PRE and POST refer to the administration of progesterone 
(at a dose of 5 mg / kg) before or after the neonatal HI procedure. Depending on the 
experimental group, the animals were treated with progesterone immediately before 
ischemia and / or 6 and 24 hours after the onset of hypoxia. Lesion volume of the 
hemisphere and hippocampus ipsilateral to the lesion were analyzed, as well as 
degenerative cells in the CA1 and hilum areas of the hippocampus, as well as the 
expression of the Akt, caspase-3 and GFAP proteins. In this chapter, it was possible to 
observe neuroprotection of progesterone administration when administered 6 and 24h 
after the injury, reducing all the properties analyzed in comparison to the HI group 
without treatment. In the second chapter, we evaluated the effects of experimental 
therapeutic hypothermia in animals submitted to the neonatal HI model of both sexes in 
different therapeutic windows. Male and female animals were treated by hypothermia 
(32ºC) for 5h, the beginning of treatment was different for each group: 2h, 4h, and 6h 
after the injury. After 7 days of the injury, the animals underwent behavioral tests and the 
volume of injury in the hemisphere, hippocampus and cerebral cortex was evaluated, in 
addition to degenerative cells and astrogliosis in the hippocampus. In this chapter it was 
observed that the effects of therapeutic hypothermia can be dependent both on the time 
of initiation of treatment and on the sex of the animals. HT initiated 2h after HI caused a 
reduction in neural injury and latency times in behavioral tests in rats of both sexes. It 
was also possible to see an effect on sex-dependent astrogliosis, since only females who 
started treatment 2h after the beginning of the lesion showed a reduction in the 
morphological parameters of astrogliosis. However, when treatment started at the end of 
the therapeutic window (6h), females had increased degenerative cells and latency time 
compared to the group submitted to the model, but without treatment. The results in the 
present thesis suggest that progesterone is a potential candidate for the treatment of 
neonatal HI, as it produced improvements even when administered 6 hours after the 
injury; the effects of hypothermia, on the other hand, are dependent on the time the 
treatment started and the sex of the animals. 
 
Keywords: neonatal hypoxia-ischemia (HI); progesterone; therapeutic hypothermia; 
therapeutic window, astrogliosis.  
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1. Introdução 

A encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal, ou apenas hipóxia-isquemia (HI), é 

uma das principais causas de mortalidade e morbidade em crianças (Knox et al., 2013). 

A HI ocorre em cerca de 0,2% dos recém-nascidos, sendo que 60% destes são prematuros. 

Quando sobrevivem, 25% apresentam deficiências neuropsicológicas permanentes, como 

dificuldade de aprendizado, epilepsia e paralisia cerebral (McQuillen and Ferriero, 2006). 

As causas da HI, em sua maioria, ocorrem durante a gestação, porém podem ocorrer 

também no momento e após o nascimento (Douglas-Escobar and Weiss, 2013).  

Segundo estudos clínicos, 20% dos casos de HI são causados por insulto 

anteparto; em 35% por distúrbios maternos, como diabetes, retardo de crescimento 

intrauterino e infeções; já 10% dos casos são causados por eventos pós-natais; e em 35% 

dos casos a HI surge em decorrência de problemas durante o trabalho de parto (Silveira 

and Procianoy, 2015). 

A compreensão da fisiopatologia da HI neonatal é essencial para a concepção de 

intervenções eficazes para os recém-nascidos que sofrem eventos hipóxico-isquêmicos 

encefálicos (Vannucci and Hagberg, 2004), já que há poucas opções terapêuticas para o 

tratamento da HI (Ferriero, 2004). A única terapia bem estabelecida atualmente para a HI 

em neonatos nascidos a termo é a hipotermia terapêutica (HT). No entanto, a HT é apenas 

parcialmente protetora, reduzindo a taxa combinada de morte e de deficiências graves aos 

18 meses de vida em torno de 11% (Cho et al., 2020). Além disso, ainda se estima um 

resultado adverso em 45% dos casos nos quais a hipotermia é utilizada.  Devido a isso, a 

eficácia de outras abordagens neuroprotetoras têm sido testada em modelos animais (Rees 

et al., 2011). 
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1.1 Modelo experimental de hipóxia-isquemia neonatal 

Modelos experimentais tentam reproduzir as lesões do sistema nervoso central 

(SNC) encontradas em recém-nascidos humanos acometidos por HI (Johnston et al., 

2001; Rice et al., 1981). Para a padronização de um melhor modelo experimental, estudos 

também têm observado certas semelhanças na maturação encefálica de ratos de 7 dias de 

idade com bebês recém-nascidos a termo (Rice et al., 1981). Utilizando o modelo animal 

de HI de Rice e Vannucci (Figura 1) é possível observar danos encefálicos semelhantes 

aos encontrados em recém-nascidos a termo acometidos por HI neonatal (Vannucci, 

1990). 

O modelo consiste na associação da oclusão unilateral de uma das artérias 

carótidas comuns com a exposição a uma atmosfera hipóxica (geralmente 8% de 

oxigênio) para produzir dano cerebral unilateral. Os danos podem variar desde morte 

neuronal, por necrose e/ou apoptose, infarto tecidual generalizado ou até uma combinação 

de ambos (Johnston et al., 2001; Rice et al., 1981). A lesão ocasionada por este modelo é 

normalmente restrita ao hemisfério ipsilateral à ligadura carotídea e é observada 

principalmente no córtex cerebral, na substância branca periventricular, no estriado, no 

tálamo e no hipocampo. Esses danos são raramente observados no hemisfério 

contralateral (Vannucci and Hagberg, 2004). 
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Figura 1. A figura "a" apresenta a situação normal, com fluxo sanguíneo através 
de ambas artérias carótidas comuns. Em "b", a artéria carótida comum direita está ocluída 
permanentemente. No entanto, a oclusão não causa dano cerebral por si só. Entretanto, 
quando o animal é submetido à hipóxia, a combinação entre oclusão da carótida e hipóxia 
leva a uma redistribuição do fluxo sanguíneo cerebral. O fluxo sanguíneo no hemisfério 
cerebral contralateral à oclusão não sofre mudanças significativas, enquanto o córtex 
parietal e frontal, bem como a substância branca subcortical ipsilateral à oclusão, recebem 
apenas 15-20% do fluxo sanguíneo. Assim, o hemisfério ipsilateral à isquemia está sujeito 
à hipóxia e isquemia, enquanto o hemisfério contralateral à oclusão está sujeito apenas à 
hipóxia. Quando a hipóxia termina, o fluxo sanguíneo é restabelecido, e 30 minutos após 
a hipóxia (c) o hemisfério ipsilateral à isquemia tem fluxo sanguíneo igual em 
comparação com o hemisfério contralateral à oclusão, ou seja, é perfundido novamente e 
a isquemia é encerrada. Este fluxo sanguíneo é mantido pelo menos até 24 horas após a 
hipóxia (d). Adaptado de Brekke e colaboradores (Brekke et al., 2017). 
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1.2 Fisiopatologia da HI 

Estudos experimentais in vivo e in vitro, e observações clínicas permitiram 

desenvolver conhecimento sobre a fisiopatologia do evento HI; o entendimento é de que 

não se trata de um único "evento", mas de um processo evolutivo que leva à morte celular 

retardada (Figura 2) (Davidson et al., 2015). Durante o período imediato de HI (a fase 

"primária" da lesão), a deterioração do estado energético está associada à redução da 

síntese de ATP, prejudicando o equilíbrio iônico através da membrana celular, invertendo 

as concentrações iônicas e gerando edema cerebral (Korc et al., 1995; Prandini et al., 

2005). Em função desta diminuição da concentração de ATP, há uma dificuldade em 

manter a atividade das bombas iônicas, como a bomba Na+/K+-ATPase, levando a uma 

despolarização da célula que causa uma massiva liberação de neurotransmissores, 

especialmente do aminoácido excitatório glutamato (du Plessis and Johnston, 1997; E F 

Sanches et al., 2013). Durante o evento hipóxico, os neurônios pós-sinápticos que 

respondem a glutamato são ativados pela maior entrada de cálcio devido à despolarização 

(Delivoria-Papadopoulos and Mishra, 1998), e ocorre acúmulo de neurotransmissores na 

fenda sináptica devido à falha da recaptação pelos astrócitos e à liberação excessiva 

mediada pela despolarização (Davidson et al., 2015). 

Embora possa haver morte neuronal durante um período suficientemente 

prolongado de isquemia ou asfixia, muitos neurônios podem se recuperar do insulto, ao 

menos parcialmente, em um período conhecido como "fase latente", que normalmente se 

estende ao longo das primeiras 6 horas após a lesão (Cho et al., 2020). Estudos mostraram 

que neonatos com evidências de asfixia moderada a grave apresentam recuperação 

transitória do metabolismo oxidativo cerebral após o nascimento, seguida por 

deterioração secundária com insuficiência energética cerebral entre 6 a 15 horas após o 

nascimento (Azzopardi et al., 1989). 
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A gravidade da fase secundária está intimamente relacionada com o 

neurodesenvolvimento avaliado no primeiro e no 4º anos de vida, e neonatos com 

encefalopatia que não apresentaram recuperação inicial do metabolismo oxidativo 

cerebral tiveram piora em seus resultados (Azzopardi et al., 1989). Um padrão idêntico 

de recuperação inicial do metabolismo oxidativo cerebral seguido por falha energética 

("secundária") também é visto após a HI em modelos animais de diversas espécies como 

porcos, ratos e ovelhas, e está intimamente relacionado à gravidade da lesão neuronal 

(Bennet et al., 2006; Blumberg et al., 1997; Lorek et al., 1994). O momento da falha 

energética após a HI está estreitamente associado ao aparecimento de dano cerebral, o 

que pode ser interpretado como um aumento da morte celular em andamento (Davidson 

et al., 2015).  

Após a morte celular durante a fase secundária, há uma fase terciária de reparo e 

reorganização. Durante este período, o desenvolvimento de novas células e a 

“reconfiguração” dos circuitos neuronais sobreviventes são estimulados. Ao mesmo 

tempo, há evidências de que em alguns ambientes a apoptose fisiológica pode ser regulada 

positivamente, prejudicando a maturação e a sobrevivência de novas células em longo 

prazo (Cho et al., 2020; Marín-padilla, 1997). Os mecanismos precisos que contribuem 

para o desenvolvimento prolongado da lesão não são totalmente conhecidos, mas 

envolvem inflamação crônica e alterações epigenéticas (Davidson et al., 2015). A reação 

inflamatória tem início com a infiltração de leucócitos periféricos, indução microglial 

local e astrogliose (Xiong et al., 2009). Astrócitos reativos liberam citocinas 

inflamatórias, como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e a IL-6 por meio de um 

mecanismo que pode resultar em ação modulatória sustentada em neurônios vizinhos 

(Davidson et al., 2015; Xiong et al., 2009). 
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A regulação da proliferação celular e de vias apoptóticas associadas à morte 

celular é uma abordagem importante para o entendimento do evento hipóxico-isquêmico. 

PI3K/Akt/mTOR são cinases ativadas por muitos estímulos celulares e regulam funções 

celulares fundamentais, incluindo transcrição, tradução, proliferação, crescimento e 

sobrevivência (Asati et al., 2016). A ativação da PI3K por citocinas promove à 

fosforilação da Akt nos resíduos T308 e S473 (Calautti et al., 2005). A Akt ativada 

também impede a liberação de cálcio da mitocôndria, um processo importante para a 

apoptose (Asati et al., 2016). 

A ativação da Akt estimula substratos envolvidos na sobrevivência celular e inibe 

substratos pró-apoptóticos, como Bad e caspase-9, inibindo as vias de apoptose e 

contribuindo para a sobrevivência celular (Cardone et al., 1998; Kim et al., 2007; Nair 

and Olanow, 2008). 

A maioria dos estudos sobre o envolvimento da proteína Akt na lesão isquêmica 

observou algum grau de alteração na fosforilação dessa enzima, nos mais variados 

períodos após a lesão. Os processos de fosforilação/desfosforilação são mecanismos 

regulatórios que levam à ativação/inativação da Akt (Kitagawa et al., 2002a). Entretanto, 

outra forma de inativação da enzima é sua clivagem pela caspase-3, que anula os efeitos 

anti-apoptóticos da Akt (François and Grimes, 1999). A ativação da Akt promove 

sobrevivência através de diferentes ações celulares. Uma ação que pode mediar os efeitos 

neuroprotetores da Akt durante eventos hipóxicos é o aumento da captação de glicose 

pelas células afetadas (Li et al., 2015). 
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Figura 2. Mecanismos de evolução da lesão neural na fase primária, fase latente, 
fase secundária e fase terciária que contribuem para a geração de danos cerebrais e 
incapacidade a longo prazo. Adaptado de Cho e colaboradores (Cho et al., 2020). 

 

1.3 Astrogliose no modelo de HI neonatal 

Os astrócitos são o tipo celular mais abundante do SNC, com capacidade de 

modular o ambiente metabólico e iônico dos neurônios, além de ter funções importantes 

no tecido neurovascular. Os astrócitos também possuem papel importante no 

fornecimento aos neurônios de uma fonte renovável de neurotransmissores (Gordon et 

al., 2008; Mishra et al., 2016). Os astrócitos interagem com as células neurais e não 
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neurais, incluindo neurônios e suas sinapses, oligodendrócitos, células progenitoras de 

oligodendrócitos (OPCs), microglia, várias células perivasculares, fibroblastos 

meníngeos e células imunes circulantes (Sofroniew, 2020). Quando um dano ou doença 

afeta o SNC, são desencadeadas respostas multicelulares coordenadas que envolvem 

células da glia, neurônios e células não neurais (M. V. Sofroniew, 2015).  

Embora os principais efetores da inflamação do SNC sejam leucócitos circulantes 

derivados da medula óssea, há um reconhecimento crescente de que as células intrínsecas 

do SNC têm papéis essenciais no recrutamento, instrução e retenção destes leucócitos em 

locais do SNC que sofreram insultos. Entre as células intrínsecas do SNC, as células 

microgliais estão estabelecidas como sensores precoces de dano (Prinz and Priller, 2014). 

Além disso, os astrócitos podem exercer funções pró-inflamatórias potentes ou funções 

anti-inflamatórias cruciais para a neuroproteção, dependendo do tipo específico de 

sinalização (M. V. Sofroniew, 2015). 

Astrócitos em tecido saudável expressam muitos receptores para padrões 

moleculares associados a patógenos e padrões moleculares associados a danos ou perigo, 

que são conhecidos por desencadear respostas imunes inatas (Gong et al., 2020), em 

particular receptores Toll-like (TLRs), incluindo o TLR4 (Gong et al., 2020). 

Entretanto, além de suas funções no SNC saudável (sem lesão), os astrócitos 

exibem uma resposta evolutivamente antiga à lesão e à doença do SNC, comumente 

referida como reatividade astrocitária, que por muito tempo foi considerada homogênea 

e funcionalmente passiva (Plog and Nedergaard, 2018; Sofroniew and Vinters, 2010). 

Atualmente, a literatura mostra que os astrócitos reativos podem responder a diversos 

sinais moleculares que derivam de muitos tipos de células, incluindo neurônios, outras 

células da glia, células estromais locais, e proteínas séricas, bem como células imunes 
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transportadas pelo sangue, além de moléculas associadas a distúrbios metabólicos de 

outros tecidos (Sofroniew, 2020).  

Durante o processo de astrogliose, os astrócitos envolvem o tecido danificado que 

contém infiltração de leucócitos, proliferação de células estromais e fibrose após trauma, 

isquemia, infecção, inflamação autoimune, acúmulo de toxinas, vazamento da barreira 

hematoencefálica (BHE) ou doença neurodegenerativa (Sofroniew, 2020). 

Além disso, durante a astrogliose há possibilidade de liberação de diversas 

moléculas que afetam as células próximas de todos os tipos de muitas maneiras distintas. 

Há evidências clínicas e experimentais acumuladas de que disfunções de astrócitos e 

astrogliose, seja por perda de funções benéficas ou ganho inadequado de efeitos 

prejudiciais, têm o potencial de contribuir para ou serem as principais causas de distúrbios 

do SNC, levando à noção de astrocitopatias (M. V Sofroniew, 2015). 

Estudos com roedores já demonstraram que os astrócitos localizados na substância 

cinzenta do hipocampo e do córtex cerebral apresentam morfologia complexa 

(Nedergaard et al., 2003). Por exemplo,  astrócitos nestas regiões podem envolver 

milhares de sinapses individuais (Fields et al., 2015; Halassa et al., 2009, 2007) e uma 

infinidade de vasos sanguíneos do parênquima (Iadecola and Nedergaard, 2007), sendo 

células-chave para a modulação da atividade sináptica e a regulação do fluxo sanguíneo 

local, permitindo ajustar o fluxo sanguíneo cerebral aos níveis de atividade neuronal 

(Sheikhbahaei et al., 2018). Embora o significado funcional desses arranjos astrocitários 

complexos não tenha sido definitivamente estabelecido, sugere-se que a sua morfologia 

esteja intimamente relacionada ao seu papel na função encefálica (Nedergaard et al., 

2003; Sheikhbahaei et al., 2018). 



19 
 

A proteína glial fibrilar ácida (GFAP) é um componente vital do citoesqueleto dos 

astrócitos durante o desenvolvimento do encéfalo (Middeldorp and Hol, 2011). A GFAP 

é essencial para o funcionamento dos astrócitos, principalmente na formação da barreira 

hematoencefálica e na regulação das atividades do SNC em desenvolvimento (Tripathi et 

al., 2017), além de desempenhar papel benéfico, estimulando as interações neurônio-glia 

e regulando a transdução sináptica (Albee and Michael, 2003; Middeldorp and Hol, 

2011). 

Por outro lado, a mudança nos níveis de GFAP altera o funcionamento dos 

astrócitos com consequências prejudiciais aos neurônios circundantes (Tripathi et al., 

2017). Dessa forma, a astrogliose torna-se prejudicial, impedindo a plasticidade neural e, 

portanto, o crescimento do encéfalo (Pekny and Pekna, 2015). O aumento da expressão 

de GFAP e a hipertrofia glial estão associados a uma gama de patologias do SNC, 

incluindo trauma, isquemia e neurodegeneração (Middeldorp and Hol, 2011). O aumento 

da expressão de GFAP também induz astrogliose, agravando distúrbios neurológicos 

inflamatórios e a lesão cerebral (Williams et al., 2001). Portanto, a expressão de GFAP e 

a morfologia astrocitária são variáveis importantes para entender o funcionamento do 

astrócito. 

Estudos sugerem que o aumento da expressão GFAP em modelos de lesão 

aumentam a expressão da caspase-3 (Aras et al., 2012). No entanto, um estudo mostrou 

que a via da Akt induzida por FABP7 é essencial para o desenvolvimento glial e facilita 

a gliogênese em linhagens gliais anormais (Hegedus et al., 2007). Estudo anterior de 

nosso grupo mostrou que Akt-p (Akt fosforilada) pode regular negativamente a expressão 

de GFAP. Portanto, o aumento da expressão da Akt-p poderia levar à redução da 

expressão da caspase-3 de forma direta, além de reduzir a expressão da GFAP, podendo 

levar a uma redução da caspase-3 de forma indireta (Fabres et al., 2020). 
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1.4 Dimorfismo sexual 

As diferenças do sexo em resposta à hipóxia já foram demonstradas em recém-

nascidos prematuros humanos e em roedores nos períodos pré-natal e pós-natal (Burnsed 

et al., 2015). Estudos experimentais com animais de ambos os sexos descreveram 

diferenças no metabolismo basal e na expressão e atividade das enzimas mitocondriais 

(Brekke et al., 2017; Dukhande et al., 2009), com as fêmeas apresentando maior atividade 

de transporte de elétrons mitocondrial do que os machos (Weis et al., 2012). Além disso, 

estudos recentes com humanos e animais adultos indicam que o sexo  pode ser um  

modulador da morte de células isquêmicas cerebrais: há evidências de que tanto a 

vulnerabilidade para o dano cerebral HI quanto os mecanismos de morte celular após a 

HI diferem entre os sexos (Netto et al., 2017). 

Foi recentemente demonstrado em  ratos submetidos à HI neonatal que uma 

translocação mais pronunciada do fator indutor de apoptose (AIF) ocorreu em machos, 

enquanto a caspase-3 foi mais ativada em fêmeas (Zhu et al., 2006). A diferença sexual 

em modelos experimentais de lesão encefálica pode ter influência em mecanismos 

apoptóticos dependentes de caspase: liberação de citocromo C da mitocôndria e 

subsequente ativação da caspase-3, culminando em aumento da apoptose (Netto et al., 

2017). Como consequência, o dimorfismo sexual pode ser um fator determinante no 

desenvolvimento de novos tratamentos para a HI neonatal. 

1.5 Hipotermia terapêutica 

Há mais de uma década surgiram evidências experimentais e, posteriormente, 

estudos clínicos, sugerindo que a HT pode reduzir a lesão encefálica, e assim melhorar o 

desfecho neurológico, em recém-nascidos, após a HI (Silveira and Procianoy, 2015). 
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Nas décadas de 1950 e 1960, Miller e Westin estudaram a base fisiológica do 

papel neuroprotetor da hipotermia no tratamento da “asfixia neonatal”, primeiro em 

animais neonatos e depois em recém-nascidos humanos. Eles e outros demonstraram 

melhora na sobrevida, sem paralisia cerebral ou retardo mental, nos recém-nascidos 

apneicos que foram resfriados rapidamente para 23°C a 32°C após o parto, quando as 

técnicas convencionais de ressuscitação falharam. Apesar de seus resultados, a hipotermia 

não se tornou uma terapia aceita no cuidado neonatal, em parte porque nunca foi avaliada 

por ensaios clínicos randomizados (Blackmon et al., 2006). 

Ainda na década de 1960, a parada circulatória hipotérmica (temperatura central 

de 18–20°C) foi introduzida para facilitar o reparo de cardiopatias congênitas complexas 

(Kirklin et al., 1961). Essa técnica permitiu o reparo precoce de alterações e, portanto, 

menos morbidade cardíaca na primeira infância. Logo a técnica foi amplamente adotada, 

embora a duração da isquemia aceita para que o tratamento fosse iniciado sem ter chances 

de efeito que intensificasse a lesão no SNC não foi estabelecida. A heterogeneidade das 

lesões e a falta de uniformidade dos procedimentos operatórios e da duração da parada 

circulatória dificultaram conclusões sobre a segurança do tratamento com hipotermia 

(Blackmon et al., 2006). 

A patogênese da lesão neural de um insulto hipóxico-isquêmico foi melhor 

definida e mecanismos tecnicamente aplicáveis para resfriar neonatos foram 

desenvolvidos. Reduções na temperatura do encéfalo entre 2°C e 5°C fornecem 

neuroproteção em modelos animais recém-nascidos e adultos de isquemia cerebral (Cho 

et al., 2020; Gunn et al., 1997; Sabir et al., 2012; Shankaran et al., 2005). A temperatura 

alvo de 33,5°C foi selecionada com base em estudos em animais que mostraram 

atenuação da lesão cerebral nesta temperatura sem os efeitos adversos (por exemplo, lesão 

miocárdica) que ocorrem em temperaturas mais baixas (Weinrauch; et al., 1992). O 
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resfriamento do encéfalo tem um efeito redutor da fatores que contribuem para a lesão 

cerebral, incluindo aminoácidos excitatórios, o estado de energia cerebral, fluxo 

sanguíneo cerebral e metabolismo, produção de óxido nítrico e apoptose (Shankaran et 

al., 2005). 

A proteção parcial, e não total, com os atuais protocolos de hipotermia 

encontrados em estudos clínicos está em grande parte relacionada às dificuldades clínicas 

envolvidas para que se possa iniciar a hipotermia dentro da janela de oportunidade ideal 

ou janela terapêutica. Os protocolos clínicos atuais recomendam que, para recém-

nascidos com HI moderada a grave, a hipotermia deve ser iniciada nas primeiras 6 horas 

de vida com uma temperatura entre 33-34°C, e continuada por 72h (Cho et al., 2020). 

Já estudos pré-clínicos utilizando fetos de ovelha mostraram que, quando a 

hipotermia é iniciada na fase latente, em 90 minutos ou 3h após o final da isquemia, a 

morte de  neurônios e de oligodendrócitos é reduzida e a atividade cerebral retorna aos 

níveis basais encontrados em animais controle, que não foram submetidos à HI (Bennet 

et al., 2006; Rutherford et al., 2010). No entanto, quando o tratamento é iniciado ao final 

da fase latente, em torno de 5,5h após a isquemia, é observada apenas uma melhora parcial 

na sobrevida neuronal e na recuperação da atividade no eletroencefalograma (EEG), sem 

melhora na sobrevida dos oligodendrócitos (Fleiss and Gressens, 2012; Vannucci et al., 

2004). Se a HT for adiada para 8,5h após o fim da isquemia, o tratamento não mais se 

associa a qualquer melhora na sobrevivência celular ou recuperação da atividade do EEG 

(Fleiss and Gressens, 2012). Logo, é importante ressaltar que há evidências consistentes 

de que a hipotermia iniciada o mais cedo possível na fase latente melhora seus efeitos 

neuroprotetores em animais submetidos à HI neonatal (Sabir et al., 2012). 
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Ademais,  existem poucos estudos publicados sobre o efeito da HT iniciada 

tardiamente após HI de gravidades diferentes, e ainda menos  estudos que questionam se 

a HT pode aumentar a lesão se iniciada tardiamente (Sabir et al., 2012; Taylor et al., 

2002). Ainda, em estudos experimentais com fetos de ovelha, a extensão da duração da 

hipotermia para 120h foi associada a sobrevida neuronal prejudicada em algumas regiões, 

em comparação com 72h de HT. Os resultados dos estudos que utilizam HT como 

tratamento para animais submetidos ao modelo de HI neonatal podem apresentar 

resultados distintos por haver diferenças de espécie, idade, intensidade de lesão e 

diferença de sexo entre os estudos realizados (Burnsed et al., 2015; Sabir et al., 2012; 

Smith et al., 2015, 2016). 

Os mecanismos de proteção que fundamentam a HT são multifatoriais (Wassink 

et al., 2018). A neuroproteção produzida pela hipotermia após HI grave está intimamente 

associada à supressão de processos apoptóticos e necróticos, provavelmente por meio da 

redução da permeabilidade mitocondrial e ativação reduzida de vias extrínsecas de morte 

celular (Cho et al., 2020). A hipotermia também pode ter efeitos que reduzem 

propriedades excitatórias no SNC, conforme mostrado pela restauração da expressão 

(reduzida por isquemia) do mRNA do GluR2, a subunidade que limita o influxo de íons 

de cálcio por meio do receptor de ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolpropiônico (AMPA) e, portanto, sugerindo que a hipotermia pode ajudar a 

prevenir a excitação excessiva (Colbourne et al., 2002). 

Um mecanismo chave da proteção da HT é a imunossupressão. A hipotermia após 

a HI tem característica de inibir a ativação microglial e a indução de citocinas pró-

inflamatórias (Wassink et al., 2018, 2014). A hipotermia também pode suprimir a 

translocação e a ligação dos principais fatores de transcrição da inflamação, incluindo o 
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fator nuclear ĸ-B (NF-ĸB), a interleucina-1β (IL-1β) e TNF-α após isquemia transitória 

focal (Han et al., 2003). 

No entanto, estudos clínicos e ensaios experimentais mostraram que a hipotermia 

não é neuroprotetora em todos os casos de HI moderada, e também não mostra efeitos 

benéficos em casos de HI grave (Sabir et al., 2012; Silveira and Procianoy, 2015; Wood 

et al., 2016). Portanto, é necessário o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento 

baseadas na fisiopatologia do evento hipóxico-isquêmico. 

1.6 Progesterona  

Os mecanismos moleculares que ativam a cascata de lesão isquêmica no encéfalo 

adulto são semelhantes aos encontrados pela HI encefálica em animais neonatos (Peterson 

et al., 2015). Ambos os modelos de lesão encefálica, adulta e neonatal, produzem edema 

cerebral, infiltração de macrófagos e ativação microglial e aumento de astrogliose, o que 

pode levar a uma resposta inflamatória exacerbada, excitotoxicidade e morte celular 

(Sayeed et al., 2009). À medida que a cascata de lesão progride, pode ocorrer 

desmielinização, geração de radicais livres e indução de apoptose, o que significa mais 

danos e, consequentemente, morte celular (PETERSON et al., 2015). 

 A progesterona (PROG) pode amenizar a lesão cerebral ao afetar muitos 

mecanismos diferentes para prevenir danos imediatos e de longo prazo. O conceito de 

que os esteroides gonadais têm funções apenas de controle reprodutivo, de que sua síntese 

é realizada apenas pelas glândulas adrenais, e de que regulam apenas respostas 

adaptativas e a homeostase de fluidos corporais tem mudado com o passar dos anos 

(Schumacher et al., 2004). Diversos estudos mostram ações diversas tanto da PROG, 

quanto de outros esteroides como estradiol e androgênios no SNC. A influência desses 
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esteroides pode afetar o funcionamento de neurônios e das células gliais (Sayeed et al., 

2007; Schumacher et al., 2004; Stein, 2011). 

Os esteroides não apresentam funções apenas endócrinas, mas também exercem 

ação como neurotransmissores (Baulieu, 1998). Portanto, foi criado o termo "esteroides 

neuroativos" (Paul and Purdy, 1992) referindo-se a todos os esteroides capazes de regular 

as funções neurais, incluindo hormônios esteroides, neuroesteroides e esteroides 

sintéticos (Melcangia et al., 2008). 

Como mencionado, a PROG é um neuroesteroide e pode ser sintetizada a partir 

do colesterol ou a partir de precursores esteroides importados de estruturas periféricas 

que são metabolizados “in situ” (Dubrovsky, 2006), no SNC e periférico, nas células 

gliais e em neurônios (Chen et al., 2008; Stein, 2009). A PROG é capaz de modular a 

atividade neural e de regular diversas outras funções do organismo, como 

desenvolvimento, diferenciação, metabolismo e reprodução de fêmeas de várias espécies 

(Dubrovsky, 2006). 

Sendo um esteroide, a PROG pode atravessar a membrana plasmática e atuar em 

receptores intracelulares, produzindo efeitos genômicos de longo-prazo (minutos a horas) 

como fatores de transcrição, regulando a expressão de genes de redes neurais para o início 

ou para a manutenção de respostas fisiológicas (Schumacher et al., 2004). Por outro lado, 

a PROG também pode produzir efeitos não-genômicos, que podem ser observados de 

milissegundos até poucos segundos, ou seja, são muito mais rápidos do que os efeitos 

clássicos sobre a expressão gênica (Arbo et al., 2014). Muitos desses efeitos são mediados 

por metabólitos da PROG, como por exemplo, a alopregnanolona. Esses efeitos incluem 

a modulação da excitabilidade neuronal através de ações na superfície celular e efeitos 

moduladores sobre a função e composição de alguns receptores, como por exemplo, os 
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receptores serotoninérgicos e o receptor GABAA (Arbo et al., 2014). Este efeito da 

ativação do receptor GABAA também é dependente da idade do animal, como explicado 

por Tsuji e colaboradores (Tsuji et al., 2012). Especula-se que a lesão produzida pela 

hipóxia-isquemia poderia atrasar o desenvolvimento do receptor GABAA ou afetar outros 

mecanismos, além da ação do GABA, que podem ocorrer em animais imaturos (Tsuji et 

al., 2012). 

Alguns autores já demonstraram que a PROG também pode diminuir o edema 

cerebral, diminuir a peroxidação lipídica, diminuir a apoptose e anormalidades neuronais, 

promover a estabilidade da BHE, além de melhorar a cognição após danos cerebrais 

(AGGARWAL et al., 2008; SARKAKI et al., 2013). A PROG também pode diminuir o 

edema, a inflamação, a excitoxicidade do glutamato, os radicais livres e a apoptose em 

lesões de encéfalos adultos (Jiang et al., 2017; Wang et al., 2013). 

O possível mecanismo neuroprotetor da PROG ainda não está completamente 

esclarecido. Estudos sobre o efeito neuroprotetor da PROG têm focado principalmente 

nos danos encefálicos em ratos adultos, enquanto aqueles em ratos recém-nascidos são 

raramente relatados (Wang et al., 2013). As concentrações séricas da PROG e da 

alopregnanolona, principal metabólito da PROG, em uma gestante, tendem a aumentar 

durante a gravidez, mostrando uma elevação em torno de 10 a 100 vezes no momento do 

parto (LUISI et al., 2000). Já foi demonstrado que a concentração de alopregnanolona 

encontrada no cordão umbilical é praticamente a mesma daquela encontrada no sangue 

materno (Hill et al., 2000). Além disso, esses esteroides têm a característica de cruzar 

facilmente a BHE (Li et al., 2013). O encéfalo do rato recém-nascido também está exposto 

a altas concentrações de PROG e alopregnanolona (Grobin et al., 2003). Estes dois 

neuroesteroides são fornecidos pela circulação materna, além de serem produzidos pelo 

encéfalo do feto. Por outro lado, as concentrações de PROG e de alopregnanolona 
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diminuem muito no encéfalo do neonato após o nascimento, devido à perda do 

fornecimento de sangue materno (Wang et al., 2010). 

Sabe-se que a PROG ativa algumas vias de sinalização envolvidas com estímulos 

pró-sobrevivência em diferentes áreas encefálicas, promovendo a fosforilação da Akt e a 

fosforilação da Erk (componente da via das proteínas cinases ativadas por mitógenos - 

MAPK) (GUERRA-ARAIZA et al., 2009; KAUR et al., 2007). Essas cinases participam 

das ações da PROG envolvendo o controle da diferenciação e da função neuronal e do 

comportamento reprodutivo, além das ações de neuroproteção (KAUR et al., 2007). A 

PROG pode, ainda, reduzir a expressão e a atividade da enzima caspase-3, que é 

considerada a caspase efetora central e final, sendo responsável pela maior parte da 

apoptose biológica. O efeito preventivo ao dano cerebral e o mecanismo de ação da PROG 

têm atraído cada vez mais a atenção dos pesquisadores (WANG et al., 2013). 

As amplas propriedades neuroprotetoras da PROG já foram demonstradas em 

várias espécies animais e em uma variedade de modelos de lesão neurológica (Skolnick 

et al., 2014). Há razões para se pensar que o neuroesteroide PROG tem um forte potencial 

para o tratamento da HI neonatal já que o mesmo apresenta efeitos benéficos em pesquisas 

relacionadas com lesão cerebral traumática, lesão cerebral isquêmica e outros modelos de 

lesão do sistema nervoso central (SNC) de adultos (KAORE et al., 2012; LUOMA; 

STERN; MERMELSTEIN, 2012; STEIN, 2011). 

A PROG também tem característica modulatória na astrogliose após lesões do 

SNC (Djebaili et al., 2004; Fabres et al., 2020; Labombarda et al., 2011). A astrogliose é 

um fenômeno comum em casos de lesão do SNC, dano excitotóxico, envelhecimento, 

neurodegeneração, neuroinflamação, isquemia e doenças metabólicas (Benarroch, 2005; 

Sofroniew, 2009). Astrócitos podem ter efeitos prejudiciais após lesões do SNC, levando 
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à exacerbação da cascata inflamatória, liberação de níveis neurotóxicos de espécies 

reativas de oxigênio e glutamato e ao comprometimento da função da BHE, aumentando 

a formação de edema citotóxico (Sofroniew, 2009). Em muitas dessas condições, os 

hormônios esteróides desempenham um papel anti-gliótico, diminuindo a astrogliose. O 

efeito anti-gliótico já foi demonstrado para muitos esteróides, incluindo estradiol, 

moduladores seletivos do receptor de estrogênio, PROG, andrógenos e glicocorticóides 

(Djebaili et al., 2004; Garcia-Segura et al., 1999). Uma vez que os astrócitos expressam 

receptores intracelulares e de membrana para a PROG (Labombarda et al., 2011; 

Schumacher et al., 2004; Waters et al., 2008), especula-se que os efeitos dos esteróides 

sobre os astrócitos podem ser diretos. Exemplos de efeitos da PROG administrada in vivo 

sobre da função dos astrócitos incluem a inibição da óxido nítrico sintase, da GFAP e de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-18 (Coughlan et al., 2005; Labombarda et 

al., 2011; Meyer et al., 2010). Também é conhecido que uma inativação seletiva do fator 

NF-kB astroglial, um regulador chave da inflamação e da cascata de lesão secundária, leva 

a uma melhora da recuperação funcional em modelos de esclerose múltipla (Brambilla et 

al., 2009). A este respeito, a inibição de NF-kB pela PROG sugere que a PROG possa agir 

como um regulador da astrogliose e dos danos secundários provocados pela HI. 

1.6 Hipótese 

A HI neonatal envolve a ativação de diversas vias moleculares, o que dificulta a 

busca por um tratamento único adequado. Entretanto, um dos processos centrais 

associados à lesão cerebral pós-HI é a astrogliose, a qual intensifica o processo 

neuroinflamatório. A HT, tratamento usado na clínica neonatológica, apresenta efeitos 

multifatoriais como redução do metabolismo e da neuroinflamação; porém esse método 

não é efetivo em todos os casos e deve ser iniciado em até 6 horas após o início da lesão. 

Tendo em vista essa limitação de janela terapêutica, novos tratamentos têm sido buscados. 
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A PROG apresenta características multifatoriais agindo em diversas vias do SNC 

(inclusive como anti-inflamatório), podendo ser uma boa candidata a agente 

neuroprotetor mesmo se administrada tardiamente após a HI.  

Com base no que foi exposto, nossa hipótese é de que a PROG irá reduzir a lesão 

encefálica em animais neonatos submetidos ao modelo de HI, mesmo sendo utilizada 

após a janela terapêutica da HT. Também prevemos que os benefícios do tratamento 

hipotérmico serão dependentes do período de início da HT, com tratamentos iniciados 

mais cedo levando a um maior grau de neuroproteção. Ambos os tratamentos (PROG e 

HT) reduzirão a reatividade astrocitária causada pela HI, contribuindo para a diminuição 

da lesão cerebral e melhora dos parâmetros comportamentais. Por outro lado, os efeitos 

do resfriamento podem ser dependentes do dimorfismo sexual, com uma melhor resposta 

neuroprotetora sendo observada nas fêmeas (cuja morte celular é dependente de caspase-

3), devido a uma reversão ou inibição das vias apoptóticas ativadas pela HI. 
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2. Objetivos 

2.1 Geral  

Avaliar os efeitos da administração de PROG e da HT sobre a lesão neural, a 

reatividade astrocitária e o comportamento em ratos Wistar submetidos à hipóxia-

isquemia neonatal. 

2.1. Específicos 

- Avaliar o grau de severidade da lesão encefálica, a expressão de proteínas anti- 

e pró-apoptóticas e a astrogliose no hipocampo ipsilateral à lesão em ratos machos 

submetidos à HI neonatal e tratados com PROG; 

- Investigar, em ratos machos e fêmeas submetidos à HI, os efeitos da TH iniciada 

em diferentes intervalos pós-HI (janela terapêutica), sobre parâmetros do 

neurodesenvolvimento (peso corporal e reflexos de geotaxia negativa e endireitamento), 

parâmetros morfológicos (volume de lesão cerebral e porcentagem de células 

hipocampais em degeneração) e parâmetros astrocitários (imunorreatividade à GFAP e 

morfologia astrocitária); 

- Avaliar os efeitos do dimorfismo sexual sobre os desfechos produzidos pela TH 

iniciada em diferentes intervalos pós-HI (janela terapêutica). 
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3. Capitulo I 

Long-Lasting Actions of Progesterone Protect the Neonatal Brain Following 

Hypoxia-Ischemia 

Rafael Bandeira Fabres, Nathalia Lima Montes, Yahi de Menezes Camboim, Samir Khal 

de Souza, Fabrício Nicola, Isadora D’Ávila Tassinari, Maria Flavia Marques Ribeiro, 

Carlos Alexandre Netto, Luciano Stürmer de Fraga 

Cellular and Molecular Neurobiology. 40, 1417–1428 (2020). 

https://doi.org/10.1007/s10571-020-00827-0 
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