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"Todo o homem pode ser, se a isso se propuser, escultor do 

seu próprio cérebro” - Santiago Ramón y Cajal. 
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RESUMO  

A hemorragia da matriz germinativa/intraventricular (HMG/IV) é a 

complicação neurológica mais comum em recém-nascidos (RN) prematuros. 

A lesão tem origem partir de uma imaturidade da região da matriz 

germinativa subependimária, nicho de células precursoras neurais e gliais. A 

vulnerabilidade anatômica desta região, associada à imaturidade na 

autorregulação vascular, contribui para a suscetibilidade ao evento 

hemorrágico, com uma iminente lesão isquêmica secundária e 

desenvolvimento da Leucomalácia Periventricular. Quando essa lesão 

apresenta um caráter difuso, é observado um processo de apoptose, o qual 

está relacionado a atividade de citocinas pró- inflamatórias, como a IL-1β. 

Descrita como um componente importante na inflamação em modelos de 

hemorragia e hipóxia, a IL-1β possui relação com a atividade de outras 

citocinas, como a IL-6 e TNF-α, envolvidas na degeneração da mielina, 

apoptose oligodendrocitica, bem como na maturação dos precursores dos 

oligodendrócitos. O presente estudo tem como objetivo determinar a 

expressão cerebral da citocina pró-inflamatória de IL-1β na inflamação 

decorrente da Hemorragia de Matriz Germinal/ Intraventricular induzida em 

modelo experimental neonatal. Ratos wistar machos de seis dias de vida 

(P6) foram separados randomicamente em grupo controle saudável e lesão 

(HMG/IV). O grupo lesão foi submetido à cirurgia esteriotáxica com a injeção 

da enzima colagenase periventricularmente. Posteriormente, esses animais 

foram divididos em grupos de análise HMG/IV 1 dia e HMG/IV 3 dias, 

sacrificados e, a partir de homogeneizados do hemisfério lesado, foi 

mensurada a IL-1β por ensaio in vitro imunoenzimático   semi-quantitativo do 

tipo sanduíche (ELISA sandwich). Os resultados deste trabalho 

apresentaram valores estatisticamente aumentados do grupos de análise 

HMG/IV 1 dia e HMG/IV 3 dias, quando estes foram comparados aos do 

grupo controle. Logo, o modelo experimental, além de ser uma boa via de 

análise dos processos funcionais inerentes à lesão hemorrágica, também é 

uma boa opção para análises à nível molecular. Estes resultados são 

corroborados com análises clínicas, evidenciando o perfil translacional da 

pesquisa. 
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1.INTRODUÇÃO 
 

1.1 MATRIZ GERMINATIVA SUBEPENDIMÁRIA 

A Matriz germinativa (MG) compreende não somente um sítio de 

proliferação neuronal, mas também o ponto de origem do tecido de 

sustentação cerebral. Anatomicamente, localiza-se ventro-lateralmente ao 

ventrículo lateral, entre o núcleo caudado e o tálamo, ao nível do forame de 

Monro (figura 1A). É constituída por uma população celular de metabolismo 

bastante ativo, tendo sua formação iniciada a partir da 12ª a 16ª semana de 

gestação, servindo como precursor neuronal por volta da 10ª a 20ª. No 

terceiro trimestre a matriz germinativa também possui sítios de origem de 

glioblastos, que serão posteriormente diferenciados em oligodendroglia e 

astrócitos. Entre as semanas 23 e 24, regride no sentido póstero-anterior, 

não sendo mais observada por volta da 36ª. Ressalta-se, ainda, sua 

composição gelatinosa, a qual contém uma rede vascular constituída de 

revestimento simples, com uma camada de endotélio, sem musculatura lisa, 

elastina ou colágeno (fig.1B) [1, 2]. 

 

 

 

 

Essa estrutura é mantida por junções de adesão (figura 1B), sendo 

compostas por três proteínas integrais de membrana, nomeadas claudina, 

ocludina e moléculas de junções de adesão, bem como por proteínas 

 Figura 1. A)  Representação de uma secção coronal do hemisfério cerebral direito de um feto 

de 20 semanas. Placa cortical ( ), substância branca ( ), matriz germinal (setas), núcleo 

caudado (asterisco), ventrículo lateral (V). Barra de escala, 0,5 centímetros. B) Desenho 

esquemático da barreira hematoencefálica da matriz germinal. Referência:  modificado de 

Praveen Ballabh.  Pediatr Res. 2010 January; 67(1): 1–8. Doi: 10.1203/PDR.0b013e3181c1b176. 
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citoplasmáticas de adesão - ZO1, ZO2, ZO3, cingulina e outras [3]. 

Moléculas de adesão celular, neste caso entre células endoteliais, 

contribuem para a integridade dos vasos sanguíneos, além de formar a 

barreira hematoencefálica para limitar a entrada de substâncias e moléculas 

para o interior dessa estrutura [4].  

Alguns pontos, entretanto, configuram à matriz certa suscetibilidade a 

desequilíbrios hidrostáticos, como a ausência de fibronectina-  proteína com 

importância na migração e adesão celular, além de interferir na organização 

do citoesqueleto [5].  Além disso, existe uma escassez de pericitos - células 

da microcirculação - capilares, vênulas e arteríolas - as quais envolvem as 

células endoteliais. Esses pericitos proporcionam a estabilidade e 

integridade estrutural à microvasculatura, estando envolvidos em diferentes 

estágios de angiogênese, reforçando o tecido de sustentação através da 

síntese de matriz extracelular e promovendo a diferenciação endotelial [6,7].  

Para a plena realização deste processo, o recrutamento destas células 

envolve fatores cruciais, como o fator de crescimento transformante beta 

(TGF-β), fator de crescimento derivado de plaquetas-B (PDGF-B), 

angiopoetina-2 e esfingosina-1- fosfato-1 (S1P1) [8]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 2. A) Imunofluorescência de criosecção da matriz germinal de um pré-termo de 24 

semanas com marcadores DAPI (azul), GFAP (verde) e CD34 (vermelho). B) Secção coronal 

duplamente marcada com doublecortina - para células precursoras neurais- e CD34 - indicador 

de endotélio. Referência:  modificado de Praveen Ballabh. Pediatr Res. 2010 January; 67(1): 1–

8. Doi:10.1203/PDR.0b013e3181c1b176.  
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Quando comparada ao córtex, a irrigação dessa matriz é abundante, 

sendo realizada principalmente pela artéria de Heubner (ramo da artéria 

cerebral anterior) e pelas artérias estriadas laterais que se originam da 

artéria cerebral média. Estas artérias alimentam uma rede capilar constituída 

por vasos irregulares envoltos de endotélio que não têm características de 

arteríolas ou vênulas, um tecido vascular imaturo que se remodela a 

capilares definitivos, uma vez que a matriz germinativa desaparece (figura 

2). O sistema venoso é constituído por três veias (coroidal, talâmica e 

tálamo-estriada), que formam a veia cerebral interna, convergindo próximo 

ao núcleo caudado à altura do forame de Monro. Essa veia dirige-se à 

grande veia de Galeno, estando propício à congestão venosa, sendo este o 

ponto onde o fluxo sanguíneo muda de trajeto, com posterior aumento da 

pressão da região (figura 3) [2, 9].  

 

 

 

Com o avançar da idade gestacional (IG) há aumento do peso 

cerebral, sendo relacionado ao número de neurônios, de células gliais, de 

vasos e ao desenvolvimento da arborização dendrítica e da mielina. Com a 

maturação em desenvolvimento, mudanças histológicas poderão ser 

notadas nesta área: a densidade e a variabilidade das células diminuem; 

ocorre a formação da mielina e os vasos amadurecem [10, 11, 12]. A partir 

 Figura 3. O sistema venoso profundo de galeno, vista sagital. Referência: Volpe JJ. 

Philadelphia: WB Saunders; 2008. p. 518. 
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de experimentos de Del Bigio e colaboradores é possível a visualização 

desta maturação anatomovascular, relacionada ao um decréscimo na 

extensão da matriz, sendo observada, também, uma diminuição da 

proliferação celular [3] (Figura 4). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15 semanas              20 semanas  26 semanas        29 semanas  36 semanas 

Figura 4.  Fotomicrografia de um corte coronal de cérebro fetal ao nível da eminência 

gangliônica (EG) ao longo da parede do corno anterior do ventrículo lateral em determinadas 

idades gestacionais. Na primeira linha observa-se uma marcação com hematoxilina/ eosina. 

Na segunda linha, observa-se a marcação com Ki67, marcador de proliferação celular. 

Referência: Marc R. Del Bigio. Brain 2011: 134; 1344–1361.  
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1.2 HEMORRAGIA DE MATRIZ GERMINAL/ 

INTRAVENTRICULAR PERINATAL 

1.2.1 EPIDEMIOLOGIA 

A hemorragia da matriz germinativa-intraventricular (HGM-IV) ocorre 

em 40-50% dos RNs com menos de 26 semanas e aproximadamente em 

20% entre os RNs de 26-34 semanas de gestação. [13,14]. 

Nas unidades neonatais brasileiras, a incidência média em 1999 foi 

de 26%, variando de 13% a 46% nos recém-nascidos de muito baixo peso 

[15].  Nas unidades da Rede Gaúcha de Neonatologia, a incidência em 2006 

foi de 21% (sendo 40,4% para hemorragia grau I, 16,8% para hemorragia 

grau II, 20,6% para hemorragia grau III e 22,1% hemorragia grau IV), dados 

obtidos da Rede Gaúcha de Neonatologia da Sociedade de Pediatria do Rio 

Grande do Sul. Quando relacionado ao peso, o dado de mortalidade exposto 

apresenta uma percentagem de 84,1% com menos de 750 g; 55,8% entre 

751-1000 g; 23% entre 1001-1250 g e 12,9% entre 1251-1500 g, o que 

indica o doença como um problema de saúde pública.  

No entanto, devido aos avanços nas últimas décadas na assistência 

pré e perinatal houve uma redução na mortalidade. Estima-se que, na 

América Latina, a taxa de sobrevivência nos recém-nascidos com peso ao 

nascer abaixo de 1500 g é de 73% [16]. Esse resultado, portanto, direciona 

os estudos a outros índices significativos, os quais relacionam o insulto 

hemorrágico a sequelas motoras, em especial à hemiparesia espástica, e 

neurológicas severas, como a diminuição do número de axônios, dendritos, 

neurônios, mielina e sinapses, tendo como resultado a limitação do 

desenvolvimento destas crianças, através do prejuízo intelectual e 

desencadeamento de eventos convulsionantes, além do desenvolvimento de 

cegueira e surdez [17,18]. 
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1.2.2 ETIOLOGIA DA LESÃO 
 

A HMG/IV apresenta caráter multifatorial, podendo estar relacionada a 

fatores intravasculares como distúrbios plaquetários e de coagulação, 

hipotensão arterial com diminuição do fluxo sanguíneo cerebral seguido de 

reperfusão, aumento da pressão venosa cerebral (trabalho de parto, parto 

vaginal). Fatores vasculares como a fragilidade capilar, a vulnerabilidade dos 

capilares à lesão hipóxica-isquêmica; e avasculares – déficit no suporte 

vascular; atividade fibrinolítica anormal - podem também estar relacionados 

com o aparecimento do insulto [14,19]. Alguns estudos descritos na literatura 

ainda fazem uma referência ao peso dos RNs prematuros, relacionando o 

parâmetro ao evento hemorrágico. A hemorragia é considerada precoce se 

ocorre antes das 72 horas (h) de vida e tardia quando ocorre após este 

período [14]. 

 Os fatores predisponentes à lesão podem, ainda, ser classificados a 

partir de três mecanismos patogênicos, conforme apresentado na figura 5: 1) 

distúrbios do fluxo sanguíneo cerebral, que incluem  as variações na pressão 

cerebral venosa, bem como do próprio fluxo cerebral; 2) a fragilidade 

inerente à vasculatura da matriz germinal, que pode ser agravada por uma 

inflamação na barreira hematoencefálica; assim como 3) os distúrbios de 

coagulação e de plaquetas, que abarcam falhas hemostáticas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Tabela com mecanismos patogênicos, supostos mecanismos e fatores de risco 

associados. Referência: Ballabh, P. Pediatr Res 2010; 67(1): 1–8. 
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1.2.3 ESTADIAMENTO 

 

Duas possibilidades de estadiamento da doença foram descritos, 

sendo o primeiro por Papile et. al. (1978): O grau I equivale a uma 

hemorragia subependimária; grau II - hemorragia intraventricular sem 

dilatação ventricular lateral; grau III - hemorragia intraventricular com 

dilatação; grau IV - hemorragia intraventricular com hemorragia 

parenquimatosa [20].   A segunda possibilidade, descrita por Volpe et. 

al.(2003), relaciona o estadiamento a uma taxa de percentagem do conteúdo 

hemorrágico extravasado nos ventrículos laterais em cortes parasagital: 

hemorragia da matriz germinativa ou menos do que 10% de sangue; 

hemorragia intraventricular com 10-50% e hemorragia intraventricular com 

mais de 50% [10]. As regiões periventriculares dos hemisférios cerebrais são 

compostas pelo núcleo profundo e pelas fibras do centro semi-oval, sendo o 

desenvolvimento desta região  importante para as conexões cerebrais e para 

o tamanho dos ventrículos. O sistema límbico, o sistema visual, o sistema 

auditivo, o motor primário e o sistema somatossensorial são todos 

dependentes da integridade destas conexões, e lesões que ocorrem nesta 

área cerebral do recém-nascido são geralmente destrutivas, havendo assim 

uma dilatação ventricular para compensar a perda tecidual [21]. 

 

1.2.4 HIDROCEFALIA PÓS-HEMORRÁGICA E LEUCOMALÁCIA 

PERIVENTRICULAR 

 

A hidrocefalia pós-hemorrágica, relacionada a dilatação ventricular, 

podendo ser progressiva ou não, é um dos eventos que podemos considerar 

concomitante aos fenômenos de morte celular, dos quais se destaca 

primeiro a Leucomalácia Periventricular (LPV), subtipo de necrose neuronal 

[22].  Sua incidência varia conforme a gravidade da hemorragia e se torna 
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mais frequente com a diminuição da taxa de mortalidade dos RN prematuros 

de baixo peso. A maior sequela, a longo prazo, da LPV é a displegia 

espástica, o maior déficit motor no recém-nascido pré-termo, caracterizado 

por uma paresia espástica que afeta principalmente membros inferiores [10]. 

A evolução caracteriza-se por necrose de coagulação (5-8 h após a lesão). 

Após alguns dias, astrócitos, micróglia (24-48 h) e macrófagos (5 dias) 

enchem a periferia da necrose. O centro da área pode liquefazer, resultando 

em pequenas cavidades sem comunicação com os ventrículos (3 semanas). 

A necrose pode ser periventricular focal ou difusa na substância branca [20, 

23]. 

 

1.2.4.1 Leucomalácia Periventricular Difusa 

Este subtipo de leucomalácia se caracteriza por uma perda de 

oligodentrócitos, levando à deficiências na mielinização, com consequente 

diminuição do volume da substância branca, seguido de um aumento do 

tamanho ventricular [24]. A dilatação dos ventrículos é uma complicação 

frequente devido, possivelmente, ao comprometimento da reabsorção do 

líquor.  Alguns estudos feitos a partir do líquor de crianças com o insulto 

mostram uma diminuição da atividade fibrinolítica, além de um aumento de 

fatores plaquetários (platelet-derived transforming growth factor b1– PDGF), 

bem como um aumento na expressão propeptídeo colágeno I C, 

desencadeando a formação de colágeno e a fibrose do espaço encéfalo 

raquidiano [25]. Quando ocorre dispersão da hemorragia no parênquima 

cerebral, envolvendo a substância branca periventricular, podemos ter o 

desenvolvimento de um cisto porencefálico no local da hemorragia. Alguns 

estudos apontam o infarto venoso como achado neuropatológico. A causa 

deste processo reside no fato de o hematoma da matriz germinativa causar 

uma obstrução no fluxo sanguíneo venoso, aumentando a pressão 

intraventricular e liberando substâncias vasoconstritoras no local, 

promovendo isquemia cerebral [26]. Estudos sugerem que este último 
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processo possa desencadear outra via de morte celular, a apoptose, a qual 

está relacionada diretamente a via inflamatória mediada por citocinas, sendo 

elas, em sua maioria, glicoproteínas. Quando pró-inflamatórias, essas 

citocinas desempenham um papel crucial na sinalização célula-célula 

induzindo a degeneração da mielina e a apoptose oligodendrócita. Essas 

moléculas podem exercer efeitos na maturação dos precursores dos 

oligodendrócitos, por meio da inibição da sua diferenciação, podendo levar, 

dessa forma, a hipomielinização no cérebro de recém-nascidos com lesão 

na substância branca [27,28,29].  

           

1.2.5 CITOCINAS PRÓ- INFLAMATÓRIAS E A HMG/IV 

 

As citocinas pró-inflamatórias mais descritas na literatura relacionas à 

lesão hemorrágica são o fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucina 6 (IL-

6) e interleucina 1-β (IL-1β), moléculas indutoras do aumento da expressão 

de moléculas de adesão, como a molécula de adesão celular vascular-1 

(VCAM-1), dentro do SNC, não só no parênquima, como também no 

endotélio vascular, comprometendo a ativação da micróglia e podendo levar 

à desmielinização [30]. A IL1-β é sintetizada como uma proteína precursora 

(Pro-IL-1β), a qual não é secretada na forma ativa até ser metabolizada pela 

enzima caspase-1. A IL-1β e o TNF-α são consideradas citocinas 

multifuncionais que podem desempenhar papéis importantes tanto em 

encéfalos com desenvolvimento normal, assim como na resposta encefálica 

frente a diversas formas de lesão. Estas citocinas tem como característica a 

resposta rápida. Elas podem ser sintetizadas e secretadas por diversos tipos 

de células do sistema nervoso central, incluindo micróglia, os astrócitos e os 

neurônios, tendo interferência clara na modulação do desenvolvimento 

celular [31]. 

Logo, efeitos biológicos destas moléculas tem interferência tanto na 

progressão da lesão, como na regulação da cicatrização de feridas no 

cérebro. Outras ações incluem estimulação da síntese de outras citocinas, 
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como a IL-6, e mediadores de lesão solúveis, induzindo a infiltração 

leucocitária e estimulando da síntese local de fatores tróficos. Estudos 

obtidos em animais adultos sugerem que a IL-1β contribui diretamente para 

a patogênese na lesão isquêmica cerebral [32,33,34]. Além disso, o 

tratamento com antagonista do receptor correspondente evidencia certa 

atenuação da lesão cerebral [35]. A IL-1β é relatada em estudos utilizando 

modelos animais que mimetizam a hemorragia de matriz germinal por ação 

enzimática, sendo quantificadas não só no tecido encefálico, como também 

no tecido esplênico, mostrando que determinados insultos acarretam em 

uma mobilização sistêmica, principalmente em órgãos diretamente 

envolvidos na maturação imunológica [36, 37]. 

 

1.2.6 ACHADOS CLÍNICOS 

 

O insulto primário hemorrágico tem como desdobramento outros 

processos, os quais caracterizam a injúria e podem ser relacionados aos 

achados clínicos. Entretanto, na maioria das vezes, o quadro é 

assintomático ou inespecífico e os sinais e sintomas dependem da 

velocidade de instalação da hemorragia, do tamanho, do local e de sua 

evolução. Os primeiros indícios clínicos podem acontecer como resultado da 

perda de volume sanguíneo ou da disfunção neurológica. Nenhum sinal é 

específico e depende em parte de quão rápida é a perda de sangue. Podem-

se caracterizar três síndromes clínicas distintas [14]: 

−  Catastrófica: deterioração neurológica rápida, com índice de mortalidade 

elevado (50-60%) e sequelas graves a longo prazo nos sobreviventes. Sua 

evolução ocorre em minutos ou horas com estupor, coma profundo, 

hipoventilação ou apneia, convulsão generalizada tônica, rigidez pupilar, 

postura em descerebração, quadriparesia flácida e olhos fixos à estimulação 

vestibular.  Os sinais clínicos são abaulamento da fontanela anterior, 

hipotensão, bradicardia, instabilidade térmica, acidose metabólica e 

alteração do controle glicêmico.  
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−  Saltatória: hemorragias menos extensas, alternando períodos de 

normalidade com piora do quadro, instalando-se em horas ou dias. Ocorrem 

alterações no nível de consciência, hipotonia, alteração na posição e 

movimento dos olhos, diminuição da quantidade e qualidade da motricidade 

espontânea e ângulo poplíteo em extensão.  

−  Silenciosa: é diagnosticada por exames radiológicos de rotina. É a 

síndrome mais frequente, responsável por 50-60% dos sangramentos em 

RNs pré-termo menores de 1500 g. Os sinais são discretos e o achado 

clínico mais importante é a queda do hematócrito sem causa evidente. 

       

1.2.7 DIAGNÓSTICO  

         

A ultrassonografia transfontanelar (UST) é o método de escolha para 

o diagnóstico de hemorragia, pois apresenta baixo custo, boa sensibilidade e 

especificidade. A realização da UST deve ser feita nas primeiras 72 h de 

vida [10].  

A tomografia computadorizada (TC) de crânio é eficaz para 

demonstrar o local e a extensão da hemorragia. De um modo geral, a TC é 

reservada para a identificação de outras variedades de hemorragias 

intracranianas, como o hematoma subdural e o epidural da fossa posterior e 

para elucidação de lesões parenquimatosas mais periféricas [14,10].  

 A ressonância magnética (RM) fornece excelentes imagens, mas é 

dispendiosa e requer o transporte do paciente para sua realização, o que 

torna a sua realização de rotina pouco viável em nosso meio. Esse 

procedimento é indicado nos casos de hemorragia grave e durante o 

acompanhamento neurológico do paciente na primeira infância [10].   

 Todo recém-nascido com IG igual ou menor de 32 semanas com 

peso de nascimento inferior a 1500 g deve ser submetido à UST nos 

primeiros 3-5 dias de vida, devendo o exame ser repetido com 7 dias de vida 
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e com um mês nos casos normais. Nos casos de alterações deve- se repetir 

semanalmente para diagnóstico da hidrocefalia pós-hemorrágica [38]. 

 

1.2.8 METODOLOGIAS PROFILÁTICAS E TRATAMENTOS  

 

Estratégias preventivas devem envolver os cuidados pré-natais e 

perinatais, com o objetivo de diminuir a mortalidade, além de aumentar a 

perspectiva de um diagnóstico precoce ou mesmo aplicação de tratamentos 

na iminência de prematuridade. Uma das estratégias usadas quando é 

previsto um parto prematuro é a administração de corticoides de forma 

endovenosa, apresentando-se eficaz em reduzir a incidência de hemorragia 

peri-intraventricular (HPIV) [39]. Esse procedimento parece acelerar a 

maturação da região da matriz germinativa, melhorando a perfusão cerebral 

em decorrência do aumento da pressão arterial sistêmica, tendo também 

relação com casos menos graves de doença da membrana hialina (DMH) 

[40]. Alguns estudos sugerem que o sulfato de magnésio administrado no 

período pré-natal possa diminuir o risco de paralisia cerebral (PC) e de 

HPIV. Seu mecanismo ainda não está totalmente elucidado, podendo ser 

devido a seus efeitos antioxidantes e ou vasculares (a inibição da síntese do 

óxido nítrico diminui a formação de radicais livres na isquemia neuronal. No 

entanto, esta inibição pode comprometer as funções vaso-regulatórias 

mediadas pelo óxido nítrico, levando a distúrbios na resposta à hipoxemia) 

[40]. 

 

 

 

 



 
 

13 
 

1.3 MODELO ANIMAL EM HEMORRAGIA DE MATRIZ 

GERMINAL / INTRAVENTRICULAR 

  

 A patogênese da hemorragia de matriz germinal / intraventricular tem 

uma variedade de fatores desencadeadores, sendo estes intrínsecos ou 

extrínsecos. Além disso, os desdobramentos do insulto podem acarretar em 

comorbidades, as quais são evidenciadas a partir das correlações clínicas, 

levando a um dos graus na classificação do estadiamento da lesão primária. 

Portanto, a construção de um modelo experimental ocorre de uma forma 

gradual e direcionada a umas destas vias de desencadeamento da injúria. 

Os primeiros estudos para indução de HGM/IV tinham como metodologia 

injeção de sague autólogo dentro da região periventricular do cérebro de 

ratos no primeiro dia de vida. Quando os animais eram submetidos a 

exames de ressonância magnética e histologia, observava-se também 

anormalidades no comportamento, sendo um modelo razoável de paralisia 

cerebral, utilizado até hoje [41]. No entanto, esta metodologia traz outros 

interferentes ao experimento, podendo, por exemplo, induzir uma 

mobilização imunológica não similar à lesão, por meio de uma interação 

celular diversa e também a síntese de fatores inerentes, bem como a própria 

ativação fisiológica da via de coagulação podendo ser desencadeadora de 

um distúrbio no fluxo do líquido encéfalo raquidiano. Assim, não se trata, 

primeiramente, de uma fragilidade da matriz germinal, ou mesmo de uma 

distúrbios vasculares que, combinados a esta fisiologia, levam a  um quadro 

de hemorragia. Outros estudos apresentaram um modelo de hemorragia na 

região do estriado em camundongos RN, com 10 dias de vida e adultos.  

Estes fizeram comparações injetando solução salina, sangue autólogo, 

trombina e plasminogênio e demonstraram que o dano cerebral no 

camundongo RN foi pior que com 10 dias de vida e no adulto. Em resumo: 

esses resultados demonstram que a injeção de sangue, trombina e 

plasminogênio, no cérebro de ratos, está associada com uma morte celular e 

bem como, à inflamação, todavia o grau desta lesão é associado a idade, e; 

portanto, a uma outra organização encefálica [42]. 
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A hemorragia intracraniana também pode se dar através de injeção 

de colagenase bacteriana (tipo IV, VII, IX) dentro do núcleo da base do 

cérebro. Colagenases são enzimas muito específicas que clivam ligações 

peptídicas nas regiões de hélice tríplice do colágeno presente na lâmina 

basal dos vasos sanguíneos e causa sangramento no tecido cerebral 

produzindo extravasamento de eritrócitos e originando um sólido hematoma. 

O modelo foi primeiramente introduzido em experimento com ratos adultos 

[43]. O tamanho final do hematoma foi diretamente proporcional à 

quantidade de colagenase administrada.  Del Bigio e colaboradores também 

demonstraram que a colagenase causa significantes reações inflamatórias e 

outros prováveis mecanismos, que então produzem hemorragia 

intracraniana em humanos. Observa-se edema até no máximo 24 h após 

indução, permanecendo por dias e causando deterioração da função 

neurológica [43, 44, 45].  A reação inflamatória com a colagenase ocorre de 

forma precoce, tornando-se mais prolongada quando comparada a outros 

modelos de hemorragia. Este prolongamento, portanto, torna o modelo mais 

eficaz na análise da patogênese, uma vez que a lesão tem como 

característica a progressividade, a qual é evidenciada pela manutenção de 

repostas inflamatórias de fase aguda em um período cronologicamente mais 

distante do desencadeamento do insulto. 

 

2. OBJETIVO 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar a expressão da citocina pró-inflamatória IL-1β em modelo 

experimental de HMG/IV neonatal. 

2.1.1 OBJETIVO ESPECÍFICO 
 

Mensurar níveis de IL-1β em homogeneizado do hemisfério cerebral 

direito de animais neonatos submetidos ao modelo de HMG/IV 1 e 3 dias 
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após insulto hemorrágico pelo método imunoenzimático semi-quantitativo do 

tipo sanduíche (ELISA sandwich).  
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        Resumo  

A hemorragia da matriz germinativa/intraventricular (HMG/IV) é a 

complicação neurológica mais comum dos recém-nascidos (RNs), 

acometendo cerca de 50% dos nascidos prematuros com menos de 34 

semanas gestacionais ou com peso abaixo de 1500g.  Estatísticas sugerem 

que a patogênese, atingindo grau de moderado a severo, predispõe os RN a 

eventos como hidrocefalia pós-hemorrágica, hemiplegia, epilepsia, paralisia 

cerebral e retardo mental, enquanto os acometidos por lesão de grau leve 

apresentam risco de deficiências do desenvolvimento. O tratamento da 

HMG/IV resume-se a medidas de suporte e não se dirige à restauração do 

processo de lesão cerebral neonatal. A Leucomalácia Periventricular - lesão 

de substância branca - é uma patogênese secundária à hemorragia, 

podendo ser restrita ou difusa. Estudos sugerem ser característico desta 

última uma via apoptótica que tem relação com a atividade de interleucinas 

(ILs) pró-inflamatórias, principalmente IL-1β, IL-6 e fator de necrose tumoral 

(TNF-α). O objetivo do estudo se dá na avaliação dos níveis de (IL-1β) em 

ratos Wistar machos de seis dias de vida (P6) a partir da indução de HMG/IV 

pela injeção da enzima colagenase periventricularmente. A mensuração dos 

níveis de IL-1β foi feita a partir de ensaio in vitro imunoenzimático semi-

quantitativo (ELISA) 1 e 3 dias após a indução da lesão( HMG/IV 1d e 

HMG/IV 3d, respectivamente). Os resultados evidenciam níveis significativos 

estatisticamente nos grupos de análise HMG1d e HMG3d, quando 

comparados ao grupo controle. Logo, sugere-se a participação da IL-1β no 

processo inflamatório da HMG/IV, resultado que é corroborado por ensaios 

clínicos; mostrando que o modelo animal também tem eficácia em relação 

aos parâmetros celulares da patogenia. 

Highlights: Modelo animal de Hemorragia de Matriz Germinal; Mensuração 

de IL-1β, modelo com injeção de colagenase causa o aumento dos níveis de 

IL-1β. 

Palavras-chaves: Hemorragia de Matriz Germinal / Intraventricular; 

Leucomalácia Periventricular; Inflamação;  Apoptose;  Interleucina- 1β. 

 

1. INTRODUÇÃO 

A hemorragia de matriz germinal subependimária /intraventricular 

(HMG/IV) é o tipo mais comum de insulto hemorrágico intra-periventricular, 

acometendo recém-nascidos pré-termos (Berger, Bender et al. 1997, 
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Kopelman  B  NdSA 2004). A injúria pode ser caracterizada como uma lesão 

primária, que ocorre a partir de uma fragilidade do sistema venoso da matriz, 

ou como um processo secundário, tendo um espectro de processos 

patogênicos amplo. Neste, estão incluídos a flutuação do fluxo sanguíneo 

cerebral - relacionados a eventos a hipóxia -  além de alterações na pressão 

sanguínea - decorrente de processos como a sepse, hipotensão e 

hipertensão - sendo relacionado também a distúrbios na pressão venosa - 

principalmente em situações de trabalho de parto prolongado. Logo, atribui-

se à doença um caráter multifatorial, com causas vasculares e 

extravasculares (Kopelman  B  NdSA 2004, Xue, Balasubramaniam et al. 

2006, Ballabh 2010). 

A leucomalácia periventricular (LPV) é um tipo de necrose neuronal 

da substância branca também decorrente do insulto hemorrágico, podendo 

ser classificada como focal ou difusa (Volpe 1997). Inicialmente, ocorre a 

formação de uma necrose de coagulação (5-8 h após a lesão), seguida de 

um preenchimento periférico por astrócitos, micróglia (24-48 h) e macrófagos 

(5 dias). O centro da área necrótica pode liquefazer, resultando em 

pequenas cavidades sem comunicação com os ventrículos (3 semanas). Na 

lesão difusa, há perda de oligodentrócitos com substituição por astrócitos, 

levando à deficiente mielinização (Margotto 2004)(Papile, Burstein et al. 

1978, Khwaja and Volpe 2008).  A dilatação dos ventrículos é uma 

complicação frequente devido, provavelmente, ao comprometimento da 

reabsorção do líquor, em função da obstrução dos forames de Luschka e 

Magendie (Ghazi-Birry, Brown et al. 1997). Quando a hemorragia se estende 

ao parênquima cerebral, levando ao dano da substância branca 

periventricular, ocorre a formação de um hematoma, o qual pode ser 

substituído por formações císticas cerebrais, que levam à destruição de 

precursores gliais e danos para o cérebro em desenvolvimento (Volpe 2001). 

A hemorragia pode permanecer circunscrita a este nível ou drenar para as 

cavidades ventriculares. Alguns estudos ressaltam a existência de um infarto 

venoso secundário, o qual poderia ter como causa o hematoma da matriz 

germinativa. Este faria uma obstrução ao fluxo sanguíneo venoso, e a 

pressão intraventricular elevada liberaria substâncias vasoconstritoras no 
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local, ambas situações promovendo isquemia cerebral, caracterizada pela 

diminuição da perfusão sanguínea (Volpe 2003). 

A inflamação cerebral é caracterizada pela infiltração de células do 

sistema imunológico e pela ativação de células residentes, incluindo a 

micróglia (Leviton, Allred et al. 2012). A isquemia cerebral, secundária ao 

evento hemorrágico, está intimamente relacionada a este processo, uma vez 

que desencadeia a migração e a ativação destas células e de outros 

mediadores. Sendo assim, está envolvida com o processo de morte celular 

programada, o qual tem relação com a síntese de glicoproteínas 

denominadas interleucinas (Elsmen, Ley et al. 2006, Bassan 2009). No 

contexto da lesão hemorrágica, estudos destacam a relevância do fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), da interleucina 6 (IL-6), e, principalmente, da 

interleucina 1β (IL-1β). Esta é indutora da expressão de moléculas de 

adesão, como a molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM-1), dentro do 

sistema nervoso central (SNC), tanto no parênquima como no endotélio 

vascular, podendo interferir na ativação da microglia e levar à 

desmielinização (Kadhim, Tabarki et al. 2001). Em estudos clínicos foram 

mensurados três componentes da família da interleucina 1 (IL-1) a partir do 

fluído cérebro–espinal de recém-nascidos diagnosticados com hidrocefalia 

pós-hemorrágica, destacando-se um aumento nos níveis da IL-1β (Savman, 

Blennow et al. 2002, Schmitz, Heep et al. 2007). 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é quantificar em dois 

diferentes tempos a IL-1β, com o intuito de avaliar o seu comportamento em 

um período precoce à lesão, podendo assim determinar a sua importância 

no insulto hemorrágico mimetizado em modelo experimental. 
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2. RESULTADOS 

 

2.1 Citocina pró-inflamatória IL-1β tem sua expressão aumentada em 

modelo animal neonatal de HMG/IV 

Os níveis de IL-1β avaliados pelo ELISA sandwich a partir do hemisfério 

direito de animais previamente submetidos a HMG/IV (figura 1A) 

encontravam-se significativamente aumentados, tanto 1 (um) quanto 3 (três) 

dias após o insulto hemorrágico (HMG/IV 1d 1208±145 pg/mg); (HMG/IV 3d 

1311±51pg/mg) quando comparados ao grupo controle sadio (472±75 

pg/mg). Não foi observado diferença entre os tempos de análise do grupo 

HMG. Para a análise foi considerado significativo p< 0,05. 

 

3. DISCUSSÃO 

 

A investigação acerca de qualquer patogenia por meio de modelo animal 

tem como objetivo o entendimento de processos inerentes a esta, os quais 

podem se manifestar de forma funcional, ou mesmo a nível celular e 

molecular. A Hemorragia de Matriz Germinal - Intraventricular (HMG/IV) tem 

como estrutura uma sucessão de processos patogênicos que estão 

intimamente ligados ao seu grau de severidade e, portanto, ao seu 

diagnóstico clínico (Papile, Burstein et al. 1978). A literatura sugere que dois 

processos podem ser observados de forma simultânea, em nível celular, a 

Leucomalácia Periventricular (LPV) e, em escala semiológica (clínica), a 

Hidrocefalia ventricular pós-hemorrágica (HVPH) (Volpe 1997, Strahle, 

Garton et al. 2012). Além disso ambos processos são concomitantes e 

associados ao evento inflamatório (Lekic, Manaenko et al. 2011).  

Da mesma forma que, a partir de nossos resultados, foi possível 

evidenciar uma mensuração significativamente alta da interleucina pró- 

inflamatória IL-1β em tecido encefálico de ratos em idade neonatal, outras 

pesquisas evidenciam o mesmo biomarcador inflamatório, em nível clínico 

ou pré-clínico, a partir de outros tipos de amostra para mesma lesão 



 
 

21 
 

hemorrágica. Sävman e colaboradores associaram uma resposta 

inflamatória, por meio da expressão de citocinas em fluido cérebro - espinal 

de recém-nascidos prematuros, ao quadro de HVPH obtendo dados 

consideráveis, estando dentre estes a mensuração da IL-1β. No entanto, o 

estudo não conseguiu fazer uma correlação direta destes resultados ao 

evento hemorrágico, tampouco à severidade da lesão. Foi sugerido pelo 

grupo que a causa desta não correlação se deu porque a coleta foi feita 

duas semanas após o evento hemorrágico (Savman, Blennow et al. 2002). O 

mesmo estudo, todavia sugere que a o processo inflamatório da HMG tenha 

relação com a expressão da IL-1β. Schmitz e colaboradores também fizeram 

análise a partir da coleta de fluido cérebro- espinal, no entanto foi 

estabelecido uma análise temporal do estudo com a coleta de duas 

amostras de pacientes diagnosticados com HMG e HVPH com e sem lesão 

de substância branca. Os dados apontaram que, em escala aguda, houve 

grau de significância na mensuração de lL-1β em ambos grupos, não sendo 

observado o mesmo resultado em amostras tardias ao evento hemorrágico. 

É de relevância ressaltar, no entanto, que análises feitas com interferon-

gama - membro da mesma família da IL-1β, mostraram uma significância em 

paciente com lesão de substância branca - supostamente inerente ao 

processo hemorrágico - em período tardio (Schmitz, Heep et al. 2007).  

Logo estes resultados corroboram com a análise feita em modelo 

animal do presente estudo, mostrando que o desencadeamento da 

inflamação no contexto hemorrágico pode ter relação com a expressão 

aguda da IL-1β, a qual tem como caráter biológico ser uma molécula de 

resposta rápida (Kadhim, Tabarki et al. 2001).Outros fatores, que nos levam 

a acreditar na expressão precoce da IL-1 β, levam em consideração  que a 

patogenia da lesão, descrita em literatura, relata uma ativação microglial 

(Keep, Hua et al. 2012). Esta já poderia interferir na expressão da 

interleucina, além de haver uma infiltração leucocitária, sendo de importância 

a possível associação entre a IL-1β a expressão de proteínas de adesão 

celular como a molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM-1) (Kadhim, 

Tabarki et al. 2001). No entanto, nossos resultados não podem sugerir, 

ainda, que o perfil de expressão da IL-1β, no modelo animal de HMG/IV, 
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tende a decrescer em fase crônica, nem mesmo a sua relação com suposta 

lesão de substância branca, sendo necessário análises complementares. 

Em relação a análises de amostras periféricas à lesão, Ambalavanan, 

N. e colaboradores demonstraram resultados não clinicamente significativos 

quando da mensuração de interleucinas, dentre elas a IL-1β, em sangue 

periférico de recém-nascidos que sofreram o insulto hemorrágico 

(Ambalavanan, Carlo et al. 2012). Portanto, questiona-se, além de questões 

temporais, a origem da amostra a ser analisada. 

Os presentes resultados, portanto, configuram o modelo experimental, 

com a injeção periventricular de colagenase, em ratos de seis dias de vida 

como um bom método para a investigação do processo inflamatório que 

acomete os pacientes neonatais diagnosticados com HMG/IV, sendo a IL-1β 

um bom biomarcador agudo da lesão hemorrágica, uma vez que os 

resultados corroboraram com análises em nível clínico (Schmitz et al. 2007)

  

 

4. Conclusões 

O estudo em questão demonstrou a expressão aumentada da citocina 

pró-inflamatória IL-1β em modelo animal de Hemorragia de Matriz Germinal 

/Intraventricular sendo, portanto, um bom biomarcador. No entanto, estudos 

adicionais devem ser feitos a fim de investigar o perfil da interleucina ao 

longo da patogênese, bem como a relação desta com a severidade da lesão. 

 

 

5. Material e Métodos 

 

5.1 Animais 

Ratas Wistar prenhas foram mantidas no alojamento para animais do 

Instituto de Pesquisas Biomédicas da Pontifícia Universidade Católica do Rio 

Grande do Sul (IPB-PUCRS), onde permaneceram em ambiente climatizado 
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(21 ± 1°C), com ciclo claro-escuro de 12 em 12 h, com água e ração ad 

libitum. O dia do nascimento dos animais foi registrado e foi dado como o dia 

pós-natal 1 (P1). 

 

5.2 Aspectos éticos 

Este estudo seguiu os protocolos experimentais conforme normas 

internacionais e nacionais de experimentação com animais de laboratório.  

Estes receberam cuidados adequados, tendo sido submetidos ao mínimo de 

desconforto possível e de estresse, somado, com o menor número de 

animais utilizados para se obter uma diferença estatística significativa.  Em 

todos os procedimentos aos quais os animais foram submetidos, houve 

sedação e analgesia de acordo com a necessidade, para evitar qualquer 

sofrimento. Neste estudo foram usados animais cedidos pelo projeto “Efeito 

do Transplante de Células-Tronco do Sangue de cordão Umbilical Humano 

no Tratamento de ratos Neonatos Submetidos ao Modelo de Hemorragia da 

Matriz Germinativa/Intraventricular”, aprovado pela comissão de ética no uso 

de animais (CEUA) da instituição, sob registro número 12/00298. 

 

5.3 Modelo Experimental 

O modelo de indução de Hemorragia de Matriz Germinal/ 

Intraventricular foi baseado em estudos desenvolvidos por Alles e 

colaboradores e Lekic e colaboradores (Alles, Greggio et al. 2010, Lekic, 

Manaenko et al. 2012), mostrando que a indução nesta idade acarreta em 

características semelhantes aos achados clínico-patológicos. Um número de 

12 Ratos Wistar machos foram divididos randomicamente em dois grupos 

experimentais: Controle (n=4) e HMG/IV (n=8). Neste último grupo os 

animais foram anestesiados com isoflurano (1,5% a 2% isoflurano; 70x30 de 

N2O/O2) e fixados em um aparelho estereotáxico com a temperatura corporal 

mantida. Uma incisão mediana foi realizada no escalpo a fim de deixar as 

suturas cranianas expostas. Posteriormente, as seguintes coordenadas 

estereotáxicas foram precisamente medidas a partir do bregma: antero-
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posterior (AP) -1,8mm, medio-lateral  (MD)  -1,5mm  e  dorso- ventral (DV) -

2,8mm. No local uma pequena trepanação utilizando uma broca 

odontológica foi realizada. A infusão de 0,3U de colagenase bacteriana (Tipo 

VII, Sigma Chemical Co; 3U/1µl NaCl) foi realizada por uma agulha de 27G 

acoplada a uma seringa Hamilton (10µl) na região periventricular direita dos 

animais em velocidade constante (0,5µl/min) com o auxílio de uma bomba 

de infusão (KDS2000, KD Scientific). A agulha foi mantida no local por um 

tempo adicional de 5 min a fim de evitar refluxo da enzima e permitir sua 

total dispersão. Após, a incisão foi suturada com fio de seda 7.0. Ao término 

do procedimento cirúrgico os animais foram mantidos em ambiente pós-

operatório aquecido até a recuperação completa da anestesia e então 

devolvidos as mães. O grupo controle foi apenas anestesiado.  

 

5.4 Mensuração da IL-1β para ensaio imunoenzimático (ELISA) 

A mensuração dos níveis de IL-1β foi realizada a partir de 

homogeneizados do hemisfério lesado direito dos animais submetidos ao 

modelo de HMG/IV através do ensaio imunoenzimático do tipo sanduíche 

(Rat IL-1β Standard ELISA Development Kit- Peprotech®). Os 

procedimentos experimentais seguiram as instruções do fabricante. 

Os animais foram eutanasiados por decaptação 1 e 3 dias pós-insulto 

hemorrágico. Seus encéfalos foram removidos e o hemisfério direito foi 

armazenado a -80ºC para posterior análise. 

As amostras foram, primeiramente maceradas e homogeneizadas em 

tampão de lise (Tris-HCl (20 mM) (pH 7.4); NaCl(137mM); EGTA (1 mM); 

EDTA (1 mM); Na3VO4(1 mM); NaF(50mM); Nonidet P-40(1%); inibidor de 

protease(10x)). Posteriormente, passaram pelo processo de sonicação e 

centrifugação. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados para o 

ensaio. A montagem da placa de análise foi feita a partir da incubação desta 

com anticorpo primário overnight, seguida da construção da curva padrão de 

concentrações, com intervalo estabelecido pelo fabricante do kit. A análise 
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semi-quantitativa foi feita respeitando um comprimento de onda de 405nm 

com correção para 650nm. Os resultados finais foram expressos em pg/mg. 

 

 

5.5 Análises Estatísticas 

Os dados obtidos foram analisados a partir do cálculo das médias das 

duplicatas, sendo utilizada como metodologia o teste ANOVA de uma via, 

seguido do teste de Tukey para múltiplas comparações, considerando 

p<0,05. 
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Figura 1. A) Mensuração de IL-1β em Modelo Animal de Hemorragia de 

Matriz Germinal/ Intraventricular. Grupo controle (branco); grupo HMG/IV 1d 

(preto) e HMG/IV 3d (cinza). 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A Hemorragia de Matriz Germinal/Intraventricular (HMG/IV), portanto, 

trata-se de um processo patogênico, cujas etapas, embora não ocorram em 

uma linearidade, podem ser investigadas a partir de metodologias que 

tenham como base as análises in vivo e in vitro combinadas. A construção 

de um modelo animal leva em consideração uma aproximação da 

neurofisiologia do animal àquela idade com o quadro que a clínica nos 

apresenta. Dentro deste, além de fatores funcionais, o diagnóstico 

laboratorial busca um conjunto de fatores que levem a corroborar com o pré-

laudo.  

A presente monografia evidenciou um aumento na mensuração do 

biomarcador imunológico Interleucina 1β em modelo neonatal da HMG/IV, 

em fase aguda, corroborando com resultados da clínica, não sendo ainda 

possível afirmar a sua sensibilidade quanto a severidade da lesão, bem 

como seu perfil em fase crônica. 
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6. ANEXO: NORMAS DE AVALIAÇÃO DO 

PERIÓDICO BRAIN RESEARCH 
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