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RESUMO 

A hipóxia-isquemia neonatal (HI) gera dano ao tecido nervoso com consequente 
alterações cognitivas e motoras que podem perdurar durante toda a vida. O folato, 
um nutriente essencial obtido através da dieta, tem sido relacionado com a 
prevenção de eventos isquêmicos e danos oxidativos. O objetivo deste estudo é 
caracterizar a morte celular no Corno de Amon (região CA1) do hipocampo dorsal 
ipsilateral de ratos submetidos à HI neonatal e verificar possíveis efeitos do 
tratamento agudo com ácido fólico (AF). Ratas wistar fêmeas foram submetidas ao 
procedimento de HI no 7° dia pós-natal (DPN), o qual consiste na oclusão 
permanente da artéria carótida comum direita com posterior exposição a ambiente 
hipóxico por 90 minutos. Os animais foram divididos em 3 grupos (n=3/grupo): 1) 
controle tratado com solução salina 0,9% - veículo (CTV); 2) hipóxia-isquemia 
veículo (HIV); 3) HIAF. Uma dose intra peritonial de AF 0,011µM foi administrada 24 
horas antes,  imediatamente antes e 12 horas após a HI. Os animais foram 
profundamente anestesiados e perfundidos 24 horas após a HI e foi realizada a 
preparação histológica para análise em microscópio eletrônico. Nos animais HI 
tratados com salina foi verificada uma grande degeneração celular, em graus 
variados, com predominância de características de morte celular por necrose. 
Também foi verificada a existência de um “continuum apoptose-necrose”, ou seja, 
um mesmo neurônio apresentava tanto características apoptóticas quanto 
necróticas. Nos animais HI tratados com ácido fólico também foram encontradas 
células degeneradas em diversos níveis, porém foi visível a maior quantidade de 
células íntegras quando comparado com o grupo HIV. Com isso, é possível concluir 
que agudamente, após a HI neonatal, ocorre predomínio de necrose e que o 
tratamento com ácido fólico mostrou-se benéfico na diminuição da degeneração 
celular na região CA1 do hipocampo, ipsilateral à oclusão arterial. 
Palavras-chave: Hipóxia-isquemia neonatal, ácido fólico, morte neuronal, apoptose, 
necrose, hipocampo, microscopia eletrônica. 
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1  INTRODUÇÃO 

1.1  Hipóxia-Isquemia Neonatal 

 A hipóxia-isquemia neonatal (HI) é o principal fator de risco de uma variedade 

de sérias desordens neurológicas em humanos como deficiências motoras e de 

aprendizado, paralisia cerebral, epilepsia, sendo também causa de morte (Hossain, 

2008; Pereira et al., 2008). De acordo com dados do Departamento de Informática 

do Sistema Único de Saúde (2007), a incidência é de 4,05% de hipóxia intra-uterinas 

e asfixia ao nascer, sendo considerada relativamente alta ao comparar com países 

desenvolvidos, onde há 2 acometimentos para cada 1000 nascidos vivos (Hossain, 

2008). Essa menor incidência deve-se, principalmente, a melhores condições de 

assistência pré-natal e peri-parto disponíveis. Dos neonatos afetados, 15-20% irá 

morrer no período pós-natal e, em torno de 25% terá seqüelas graves e 

permanentes (Nakajima et al., 2000). 

 Dois principais fatores contribuem para a HI neonatal: a perda da auto-

regulação do fluxo sangüíneo cerebral, com separação/ruptura placentária e/ou 

estrangulamento umbilical e complicações durante o nascimento (Gill & Perez-Polo, 

2008). É proposto que o dano ao tecido cerebral é causado por vários eventos 

patofisiológicos interligados como a falência energética, excitotoxicidade, disfunção 

mitocondrial, inflamação, ativação de caspases e estresse oxidativo (McLean & 

Ferriero, 2004; Pereira et al., 2008). Somando-se a isto, sabe-se ainda que o 

cérebro imaturo é particularmente vulnerável ao dano oxidativo devido as suas 

limitadas capacidades antioxidantes (Carloni et al., 2007). 

 Um dos primeiros mecanismos causadores de dano na HI neonatal provém 

da excitotoxicidade glutametérgica e a falência energética. A remoção do glutamato 

da fenda sináptica é realizada por transportadores presentes, principalmente, nos 

astrócitos que necessitam da maquinaria energética da célula para seu bom 

funcionamento (Figura 1). Os astrócitos convertem o glutamato em glutamina que é, 

então, devolvida aos neurônios para que novamente seja convertida em glutamato, 

podendo ser reutilizado na transmissão sináptica (Siegel, 2006). 

 



8 

 

 
Figura 1. Funcionamento da sinapse glutamatérgica. Fonte: McLean & Ferriero, 2004. 

Durante a isquemia, ocorre uma privação de glicose para o sistema nervoso 

central (SNC), o que gerará uma falência energética ao tecido devido à falta de 

adenosina trifosfato (ATP). A falha na função da Na+, K+-ATPase causa 

despolarização dos neurônios que leva à um aumento intracelular de sódio e água, 

causando edema citotóxico e/ou lise celular seguida de reação inflamatória com 

liberação de citocinas. A despolarização neuronal também causa uma maior 

liberação de glutamato (Distefano & Praticò, 2010). Como os transportadores de 

glutamato que realizam a sua recaptação são dependentes de energia, eles sofrerão 

uma disfunção com diminuição da sua atividade após a isquemia. Com isso, 

ocorrerá um aumento da concentração do neurotransmissor na fenda sináptica que 

poderá ser prejudicial ao superestimular seus receptores pós-sinápticos, 

principalmente o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (McLean & Ferriero, 2004).  

Durante o desenvolvimento, sabe-se que os receptores NMDA, responsáveis 

pelo influxo de íons sódio (Na+) e íons cálcio (Ca2+) estão superexpressos quando 

comparado com adultos e, segundo McLean & Ferriero (2004), as subunidades que 

os compõem nos neonatos permitem um influxo de Ca2+ mais prolongado e 
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pronunciado. Com o aumento da concentração de glutamato, esses receptores são 

altamente estimulados o que gera uma série de danos a célula. (McLean & Ferriero, 

2004; Siegel, 2006). O aumento excessivo de Ca2+ no meio intracelular ativa várias 

enzimas endocelulares como proteases e fosfolipases. As proteases irão degradar 

os neurofilamentos, determinando a ruptura do citoesqueleto com desintegração do 

corpo celular. As fosfolipases irão hidrolisar os fosfolipídios, danificando as 

membranas das células e liberando ácido araquidônico, levando à produção de 

prostaglandinas vasodilatadoras que darão início a fase de reperfusão. Durante 

esses processos também poderá ocorrer liberação de enzimas degrativas que 

poderão ser tóxicas às células vizinhas, aumentando a morte e a perda do tecido 

cerebral (McLean & Ferriero, 2004; Distefano & Praticò, 2010). 

A formação excessiva de radicais livres (RL) após a hipóxia-isquemia 

neonatal causa estresse oxidativo às células, sendo que o encéfalo dos neonatos é 

muito mais suscetível a esse dano devido há uma maior concentração de lipídios 

polinsaturados (facilmente oxidáveis), ferro livre e defesas antioxidantes imaturas. 

Apesar de haver certa produção de RL durante a isquemia, é durante a fase de 

reperfusão (quando há a reintrodução de oxigênio) que há um aumento excessivo e 

danoso dessas espécies (McLean & Ferriero, 2004; Siegel, 2006). Na figura abaixo 

podemos visualizar algumas das fontes formadoras de radicais livres durante a 

hipóxia-isquemia neonatal. 

 
Figura 2. Fontes formadoras de radicais livres durante a hipóxia-isquemia neonatal. Fonte: Siegel, 

2006. 
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Esses radicais levam à peroxidação de lipídeos de membrana e disfunção de 

canais iônicos. Ao mesmo tempo, ocorre dano às junções de oclusão que causam 

ruptura na integridade da barreira hematoencefálica, levando a um edema 

intersticial-vasogênico que piora o dano cerebral (Distefano & Praticò, 2010). Os 

radicais livres também ativam as células endoteliais, induzindo à liberação de 

adesinas e quimiocinas, gerando um acúmulo de neutrófilos e plaquetas nas 

artérias, alterando o fluxo sangüíneo cerebral e causando um segundo processo de 

necrose isquêmica. Os radicais livres também levam à ativação do sistema 

enzimático de caspases, resultando na liberação do citocromo c, devido ao dano 

oxidativo mitocondrial, e indução de genes pró-apoptóticos (Distefano & Praticò, 

2010). Ainda, o óxido nítrico, um dos radicais livres produzidos durante a HI, pode 

modificar os receptores NMDA de glutamato, facilitando a entrada de cálcio e 

aumentando a excitotoxicidade (McLean & Ferriero, 2004).  Podemos ver um 

resumo dos mecanismos envolvendo a hipóxia-isquemia neonatal na figura abaixo. 

 

 
Figura 3. Mecanismos envolvidos na hipóxia-isquemia neonatal. Fonte: Siegel, 2006. 



11 

 

 Resultados de estudos morfológicos, histoquímicos e moleculares indicam 

que mecanismos apoptóticos e necróticos levam à morte neuronal após a hipóxia-

isquemia encefálica em diferentes modelos animais de neonatos (Nakajima et al., 

2000). 

1.2   Apoptose 

 O termo “morte celular propagada” surgiu em 1964 para designar um tipo de 

morte celular que ocorre de forma não acidental. Porém, foi apenas em 1972 que 

surgiu o termo “apoptose” para indicar esse mesmo tipo de morte celular (Kerr et al., 

1972). A apoptose ocorre em diversas situações, como na organogênese e 

hematopoiese normal e patológica, na reposição fisiológica de certos tecidos 

maduros, na atrofia de órgãos, na resposta inflamatória e na eliminação de células 

após dano por agentes tóxicos (Grivicich et al., 2007).  

 A apoptose é caracterizada por uma seqüência de eventos dependentes de 

energia regulada por meio da qual uma célula se autodestrói. Ocorre retração da 

célula, condensação da cromatina e fragmentação do núcleo. A membrana celular 

forma bolhas (extrusões) e a célula se quebra em vesículas circundadas por 

membranas (corpos apoptóticos), contendo quantidades variadas de citoplasma, 

organelas e fragmentos de ácido desoxirribonucléico (DNA) (figura 5). A 

fosfatidilserina, um lipídio da camada interna da membrana celular, é exposta na 

camada externa como um marcador da apoptose para que macrófagos e outras 

células fagocíticas reconheçam esse sinal e engolfem os corpos apoptóticos sem 

causar inflamação do tecido (Robbins, 2008; Marks, 2009). 

 As características bioquímicas da apoptose abrangem:  

• Degradação de proteínas por caspases que pertencem a uma família de 

proteases. Essas também podem ativar as DNAses que degradam o DNA 

nuclear; 

• Clivagem internucleossomal do DNA em fragmentos múltiplos de 200 pares 

de bases; 

• Alterações da membrana plasmática, como a exposição da fosfatidilserina na 

camada externa (Robbin, 1995; Elmore, 2007). 

 O processo de apoptose pode ser dividido em 3 fases: (1) fase de iniciação, 

que pode ocorrer devido a sinais externos por meio de receptores de morte (como o 

fator de necrose tumoral – TNF) e/ou por diminuição de hormônios do crescimento, 
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ou por eventos intracelulares que afetam a integridade da mitocôndria (ex.: falta de 

oxigênio, radiação) e quando o DNA é lesado de forma irreparável; (2) fase de 

integração de sinal, quando os sinais apoptóticos são balanceados com os 

antiapoptóticos por diversas rotas, como por membros da família de proteínas Bcl-2; 

(3) fase de execução, realizadas pelas proteínas proteolíticas denominadas 

caspases (Marks, 2009). 

1.2.1  Fase de Iniciação 

 Via Extrínseca (morte iniciada por receptor): 

 Os receptores de morte são membros da família de receptores do fator de 

necrose tumoral (TNF), como os receptores TNF do tipo 1 e Fas, que contêm um 

domínio de morte citoplasmático envolvida nas interações proteína-proteína. A 

reação cruzada com seu ligante faz com que esses receptores se unam para formar 

um local de ligação para uma proteína adaptadora que, por sua vez, aproxima várias 

moléculas caspase-8 inativas . A atividade enzimática de baixo nível dessas pró-

caspases cliva uma delas, ativando-a. Essa caspase ativa, por sua vez, cliva e ativa 

outra pró-caspase, desencadeando rapidamente uma cascata de ativação de 

caspases (Elmore, 2007; Robbins, 2008). A caspase-8 também cliva uma proteína, 

Bid, em uma forma que ativa a rota de integridade mitocondrial para apoptose 

(Marks, 2009). 

Via Intrínseca (mitocondrial):  

 Em diversos eventos lesivos a permeabilidade mitocondrial aumenta e são 

liberadas moléculas pró-apoptóticas no citoplasma, sem a participação de 

receptores de morte. Todos esses tratamentos ou alterações levam à liberação de 

citocromo c pela mitocôndria, que é um componente protéico necessário na cadeia 

transportadora de elétrons, estando frouxamente ligado ao lado externo da 

membrana interna da mitocôndria. A partir da sua liberação inicia-se a apoptose. 

Quando no citosol, o citocromo c se liga a Apaf (fator ativador da protease pró-

apoptótica), formando um complexo que se liga à caspase 9 (caspase iniciadora). 

Esse novo complexo ativo é chamado de apoptossomo, que é responsável pela 

ativação de caspases de execução por quebra de zimogênio (Elmore, 2007; 

Robbins, 2008; Marks, 2009). 
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1.2.2  Fase de Integração de Sinal 

 Mais de 20 proteínas da família da proteína Bcl-2 têm a função de regular a 

apoptose. As proteínas antiapoptóticas (ex.: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-wL) tentam 

antagonizar os sinais de morte inserindo-se na membrana mitocondrial externa para 

diminuir a liberação de citocromo c ou ligando-se à Apaf citoplasmática para que ela 

não forme o apoptossomo. Existem 2 tipos de proteínas pró-apoptóticas: os 

membros formadores de canais iônicos e os membros BH3-único.  As primeiras 

(ex.:Bax) são muito similares aos membros antiapoptóticos, exceto por não conterem 

domínio de ligação com Apaf.  Porém, possuem outros domínios estruturais e 

quando dimerizam com as BH3-únicas na membrana externa da mitocôndria formam 

um canal iônico que permite a passagem do citocromo c. As últimas (ex.:Bim e Bid) 

possuem apenas um domínio estrutural que permite que se liguem a outros 

membros da família Bcl-2 e não contêm domínios para ligação com a membrana ou 

a formação de canais iônicos. Sua ligação ativa os membros pró-apoptóticos e 

inativa os antiapoptóticos Quando as células são privadas dos sinais de 

sobrevivência ou expostas a estresse, elas perdem a Bcl-2 e/ou Bcl-x da membrana 

mitocondrial e são substituídas por membros pró-apoptóticos da família, como Bak, 

Bax e Bim. Quando os níveis de Bcl-2/Bcl-x diminuem, a permeabilidade da 

membrana mitocondrial aumenta e várias proteínas que podem ativar caspases 

extravasam. A essência dessa via está no equilíbrio entre as moléculas pró-

apoptóticas e protetoras que regulam a permeabilidade mitocondrial (Robbins, 2008; 

Marks, 2009). 

1.2.3  Fase de Execução 

 As caspases proteolíticas que medeiam a fase de iniciação são altamente 

conservadas entre as espécies. No termo caspase, o “c” refere-se a uma enzima 

que possui uma cisteína em seu sítio ativo e “aspase” refere-se a habilidade dessa 

enzima de clivar os resíduos de ácido aspártico. Existem na forma de pró-enzimas 

inativas e devem sofrer uma clivagem para serem ativadas, sendo que os locais de 

clivagem podem ser tanto hidrolisados por outras caspases quanto 

autocataliticamente. São divididas em dois grupos: as iniciadoras e as efetoras. As 

primeiras clivam especificamente outras caspases, sendo ativadas pelas vias 

intrínseca e extrínseca da fase de iniciação e incluem a caspase-8 e a caspase-9. As 

caspases de execução são responsáveis pela clivagem de outras proteínas 
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envolvidas na integridade celular e incluem a caspase-6 e a caspase-3, entre outras. 

Depois que uma caspase iniciadora é ativada, o programa de morte enzimática é 

iniciado pela ativação rápida e seqüencial das outras caspases. Quando as 

caspases de execução são ativadas, elas quebram as proteínas-quinases 

envolvidas na adesão celular, as lâminas que formam a camada interna do envelope 

nuclear, a actina e outras proteínas necessárias para a estrutura celular e as 

enzimas de reparo de DNA. Também clivam uma proteína inibidora da 

endonuclease CAD (DNase ativada por caspase) e com a destruição do envelope 

nuclear, as endonucleases adicionais (dependentes de Ca2+ e Mg2+) também se 

tornam ativadas. A caspase-3, em especial, ativa uma DNAse citoplasmática que 

resulta na clivagem internucleossômica característica do DNA (Elmore, 2007; 

Robbins, 2008; Marks, 2009). Na figura 4 podemos observar um resumo das vias 

apoptóticas e suas diferentes fases. 

 
Figura 4. Representação esquemática das diferentes vias apoptóticas. Fonte: Hengartner, 2000 
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1.3 Necrose 

O processo necrótico ocorre quando há uma perturbação abrupta do 

ambiente celular (Pagnussat, 2007) de forma passiva e caótica, não sendo 

específica nem dirigida. Envolve a perda da integridade estrutural e funcional da 

membrana plasmática e enzimas associadas (ex.: Na+, K+-ATPase) com rápido 

aumento dos níveis intracelulares de íons, como o Ca2+ e o Na+, e água, dano 

mitocondrial e colapso energético que culminarão na desintegração celular 

(Pagnussat, 2007; Northington et al., 2011).  

As células necróticas são mais eosinofílicas que as células normais pela 

coloração de hematoxilina e eosina, possuem uma aparência “vítrea” causada pela 

perda dos grânulos de glicogênio (Robbins, 2008). Há um aumento no volume 

celular e as membranas celulares são fragmentadas (figura 6), permitindo o 

extravasamento do conteúdo citoplasmático que é seguido pela inflamação do tecido 

adjacente. O núcleo sofre uma série de alterações como a picnose (intensa 

condensação da cromatina), a coriorrexe (fragmentação do núcleo) e a cariólise 

(núcleo dissolvido). Na mitocôndria pode ocorrer a contração ou a condensação da 

Figura 5. ME de linfócitos. 2B: 
apoptose em fase inicial com 
cromatina condensada e periférica, 
membrana plasmática irregular, seta 
representa um fragmento do núcleo e 
a cebeça da seta indica, 
possivelmente um corpo apoptótico. 
2C: célula formando bolhas que serão 
os corpos apoptóticos. 2D: no centro 
um macrófago com corpos 
apoptóticos intracitoplasmáticos, a 
cabeça da seta indica um linfócito em 
estágio avançado de apoptose com 
fragmentação nuclear. Fonte: Elmore, 
2007.  
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membrana interna, lise das cristas e desintegração. Há um aumento dos ribossomos 

livres no citoplasma (aparência densa e granular) devido à dissociação dos 

polirribossomos e o desprendimento dos ribossomos do retículo endoplasmático 

rugoso. Este, por sua vez, pode sofrer dilatação, fragmentação ou vesiculação de 

suas cisternas, bem como as cisternas do aparato de Golgi. Pode ocorrer o 

processo de blebbing na membrana plasmática, que são como dilatações em forma 

de bolhas (Pagnussat, 2007; Robbins, 2008).  

 

 
 

 As principais diferenças morfológicas entre a morte celular programada e a 

necrose podem ser observadas na figura 7. A tabela 1 lista essas diferenças. 

 
Figura 7. Diferenças entre apoptose e necrose. Fonte: Grivicich, 2007. 

 

Figura 6. neurônio cortical 
apresentando os primeiros sinais de 
necrose: aumento do volume 
citoplasmático, ruptura das 
organelas, formação de vacúolos 
(asteriscos) e deterioração da 
membrana (seta). Fonte: Wei et al., 
2004. 
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Tabela 1. Comparação entre apoptose e necrose. Fonte: Elmore, 2007. 

 

1.4 Morte Neuronal na Hipóxia-Isquemia 

Sabe-se que a maturidade do encéfalo, os subtipos de receptores de 

glutamato e o modelo aplicado influenciam o modo e a velocidade da morte celular 

(Sheldon et al., 2001; Northington et al., 2011). Muitos autores afirmam que 

inicialmente ocorre uma morte celular por necrose na região central da isquemia e 

que há uma morte tardia por apoptose na região de penumbra (Nakajima et al., 

2000; Sheldon et al., 2001; Northington et al., 2001; Yuan et al., 2003; Ferrer & 

Planas, 2003; Hossain, 2008). Em seu estudo, Ferrer (2003) classifica a região de 

penumbra como a área hipo-perfundida envolta da região isquêmica, onde a 

circulação sangüínea é muito baixa para manter a atividade elétrica, mas é suficiente 

para preservar os canais iônicos. Essas células estariam sujeitas a diversos fatores 

deletérios produzidos pelas células vizinhas que gerariam excitotoxicidade. Nesse 

trabalho foi verificado que as vias extrínsecas e intrínsecas da apoptose ocorrem 

concomitantemente na região de penumbra. 

Estudos utilizando Microscopia Eletrônica descrevem, normalmente células 

que apresentam tanto características quanto necróticas quanto apoptóticas que 

foram classificadas com um “continuum apoptose-necrose” ou “parapoptose” 

(Sheldon et al., 2001; Liu et al., 2004). Esse processo pode ocorrer devido à falência 

energética inicial da hipóxia-isquemia que levaria a uma morte por necrose, porém 

com a recuperação energética a célula poderia iniciar um processo de apoptose (Liu 

et al., 2004). Outros autores classificam essas células como necrose “secundária”, 

pois acreditam que as células necróticas podem induzir a morte por apoptose nas 

células vizinhas, o que explicaria o mecanismo de morte neuronal tardia (Sheldon et 

al., 2001). A perda das conectividades e a diminuição de fatores tróficos explicariam, 

também, a morte neuronal tardia, principalmente em regiões distantes do foco 

isquêmico e teriam características apoptóticas e/ou a forma híbrida de apoptose-

necrose (Northington et al., 2001; Liu et al., 2004). Liu e colaboradores (2004) 

descreveram as células com características do tipo quimérico de morte neuronal 
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(“parapoptose”) encontradas em seu estudo: citoplasma e núcleo retraídos, 

organelas altamente vacuolizadas, embora algumas mitocôndrias ainda estivessem 

reconhecíveis no citoplasma e cromatina condensada em grumos irregulares. Esse 

“continuum” é característico na isquemia em neonatos, não sendo tão encontrado 

em adultos. Nakajima e colaboradores (2000) apontam que a excitotoxicidade 

glutamatérgica pode ser uma das grandes causas desse fenótipo de morte neuronal. 

Também demonstram em seu estudo a coexistência de apoptose e necrose, 

mostrando que uma não excluiria a outra e que possivelmente há uma sinalização 

comum no microambiente extracelular para ativar esses dois tipos de morte celular.  

Nakajima e colaboradores (2000) concordam com os demais autores 

descrevendo que no centro da lesão ocorre necrose, porém acreditam (de acordo 

com seus resultados) que também há apoptose na área isquêmica só que devido a 

sua meia-vida menor ela é subestimada. Como a apoptose segue por vários dias no 

córtex, estriado e região CA1 do hipocampo, ela pode servir como busca de 

estratégias neuroprotetoras devido a sua maior “janela terapêutica” quando 

comparada com a necrose (Nakajima et al., 2000; Hossain, 2008). 

 Estratégias tanto farmacológicas quanto não farmacológicas têm sido 

propostas para reduzir os danos causados pela HI. No primeiro grupo encontra-se, 

dentre outros, o ácido ascórbico (Miura et al., 2009) e no segundo grupo o 

enriquecimento ambiental (Pereira et al., 2007).  

1.5 Ácido Fólico 

O folato é uma vitamina hidrossolúvel do complexo B, recebendo essa 

nomenclatura quando em sua forma natural e denominado ácido fólico quando se 

tratar da forma sintética. Entre as suas funções, encontram-se: síntese de DNA, 

RNA transportador (tRNA) e aminoácidos (Féliz, 2002; Oliveira, 2008). Foi 

encontrado pela primeira vez em alimentos com fungos, sendo relacionado com a 

cura de anemia megaloblástica. É um nutriente essencial da dieta não sintetizado 

pelos humanos, por isso deve ser adquirido através da dieta com o consumo de, 

principalmente, vegetais de folhas verdes, frutas cítricas, carne de fígado e rim. O 

cozimento dos alimentos pode reduzir em até 30% a quantidade de folato 

encontrada, sendo termo-sensível e pouco resistente ao contato com luz e oxigênio 

(Féliz, 2002; Ferreira, 2005).  
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O forma natural é composta por um anel pteridínico, PABA (ácido para amino 

benzóico) e uma cauda com 1 a 6 moléculas de ácido glutâmico. Quanto maior for a 

quantidade de ácido glutâmico na cauda, menor é a disponibilidade do nutriente, 

pois tem que ser hidrolizado a monoglutamato para ser transportado (Féliz, 2002; 

Blom & Smulders, 2011) . A forma sintética é monoglutâmica, possuindo melhor 

absorção que o folato. Ao ser absorvido é reduzido a tetrahidrofolato (THF) que é o 

composto ativo encontrado no soro e nos tecidos (Féliz, 2002). Envolvido na 

biossíntese de DNA (guanina, adenina e timina), essencial na divisão celular e na 

metilação (metabolismo de um carbono), fornecendo grupos metil para 

metiltranferases celulares (Féliz, 2002).  Também protege contra substâncias de 

ação teratogênica, ajuda a produção normal de hemácias e a maturação de 

magaloblastos em normoblastos (Ferreira, 2005). 

A absorção do folato se dá, principalmente no primeiro terço do intestino 

delgado por processo ativo saturável, dependente de pH e sódio. Não há um grande 

reserva desse nutriente no organismo, sendo esta de 5 a 10mg, metade encontrada 

no fígado na forma de poliglutamato. A excreção, tanto das formas metabolicamente 

ativas quanto as inativas, se dá pelas vias urinárias e biliares (Ferreira, 2005). O 

transporte do folato através das membranas se dá por 3 diferentes sistemas: 

carregador de folato reduzido, endocitose por receptores de folato e exportação 

celular ativa (Hyland, 2010). 

A deficiência de folato é fortemente relacionada com defeitos na formação do 

tubo neural, por isso a RDA (Recommended Dietary Allowances) determina a 

ingestão de 400µg/dia antes da gestação e até o 3º mês. O mecanismo de como o 

ácido fólico inibe os defeitos na formação do tubo neural ainda é desconnhecido. A 

prevenção pode ser feita através da dieta, suplementação com polivitamínicos e 

fortificação de alimentos (Ferreira, 2005; Oliveira, 2008). Em 1998, o FDA (Food and 

Drug Administration) determinou o enriquecimento de cereais e todas as farinhas 

com 140µg de ácido fólico/ 100g de farinha de trigo. Somente em 2002, através da 

resolução RDC 344, que o governo brasileiro obrigou todos os fabricantes de farinha 

de trigo e milho a adicionarem ferro e ácido fólico numa concentração mínima de 

150µg de ácido fólico por 100g de farinha. Os  rótulos dos produtos devem conter a 

expressão: enriquecido, fortificado ou rico em ácido fólico (Ferreira, 2005). 

A deficiência de folato também já foi correlacionada com o desenvolvimento 

de aterosclerose e doença vascular cerebral e cardíaca (Barp, 2007), prevenção de 
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eventos isquêmicos (Assaneli et al., 2004), doença de Alzheimer (Mattson & Shea, 

2003) e danos oxidativos causados pela homocisteinemia (Matté et al., 2007). 

Até o momento, não há dados publicados relacionando os possíveis efeitos 

do tratamento com ácido fólico na hipóxia-isquemia neonatal. Em estudos 

preliminares do nosso grupo, observamos melhora na memória aversiva associada à 

reversão da inibição da enzima Na+, K+-ATPase no córtex e estriado de ratos 

submetidos à HI neonatal. 



21 

 

2  OBJETIVOS 

2.1  Objetivo Geral 

O objetivo deste estudo é averiguar os efeitos do tratamento com ácido fólico 

na caracterização da morte celular em animais submetidos à hipóxia-isquemia 

neonatal. 

 

2.2  Objetivos Específicos 

Caracterizar e avaliar, por microscopia eletrônica, a presença ou não de 

apoptose e necrose nos neurônios da região CA1 do hipocampo, ipsilateral à 

oclusão arterial, de ratos, vinte e quatro horas após do procedimento de hipóxia-

isquemia neonatal, comparando-os com os animais controles. 

 Verificar os possíveis efeitos do ácido fólico na morte celular desses animais. 
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RESUMO 
A hipóxia-isquemia neonatal (HI) gera dano ao tecido nervoso com consequente 
alterações cognitivas e motoras que podem perdurar durante toda a vida. O folato, 
um nutriente essencial obtido através da dieta, tem sido relacionado com a 
prevenção de eventos isquêmicos e danos oxidativos. O objetivo deste estudo é 
caracterizar a morte celular no Corno de Amon (região CA1) do hipocampo dorsal 
ipsilateral de ratos submetidos à HI neonatal e verificar possíveis efeitos do 
tratamento agudo com ácido fólico (AF). Ratas wistar fêmeas foram submetidas ao 
procedimento de HI no 7° dia pós-natal (DPN), o qual consiste na oclusão 
permanente da artéria carótida comum direita com posterior exposição a ambiente 
hipóxico por 90 minutos. Os animais foram divididos em 3 grupos (n=3/grupo): 1) 
controle tratado com solução salina 0,9% - veículo (CTV); 2) hipóxia-isquemia 
veículo (HIV); 3) HIAF. Uma dose intra peritonial de AF 0,011µM foi administrada 24 
horas antes,  imediatamente antes e 12 horas após a HI. Os animais foram 
profundamente anestesiados e perfundidos 24 horas após a HI e foi realizada a 
preparação histológica para análise em microscópio eletrônico. Nos animais HI 
tratados com salina foi verificada uma grande degeneração celular, em graus 
variados, com predominância de características de morte celular por necrose. 
Também foi verificada a existência de um “continuum apoptose-necrose”, ou seja, 
um mesmo neurônio apresentava tanto características apoptóticas quanto 
necróticas. Nos animais HI tratados com ácido fólico também foram encontradas 
células degeneradas em diversos níveis, porém foi visível a maior quantidade de 
células íntegras quando comparado com o grupo HIV. Com isso, é possível concluir 
que agudamente, após a HI neonatal, ocorre predomínio de necrose e que o 
tratamento com ácido fólico mostrou-se benéfico na diminuição da degeneração 
celular na região CA1 do hipocampo, ipsilateral à oclusão arterial. 
Palavras-chave: Hipóxia-isquemia neonatal, ácido fólico, morte neuronal, apoptose, 
necrose, hipocampo, microscopia eletrônica. 

INTRODUÇÃO 

A hipóxia-isquemia neonatal (HI) é o principal fator de risco de uma variedade 

de sérias desordens neurológicas em humanos como deficiências motoras e de 

aprendizado, paralisia cerebral, epilepsia, sendo também causa de morte (Hossain, 

2008; Pereira et al., 2008). De acordo com dados do Departamento de Informática 

do Sistema Único de Saúde (2007), a incidência é de 4,05% de hipóxia intra-uterinas 

e asfixia ao nascer. Dos neonatos afetados, 15-20% irá morrer no período pós-natal 

e, em torno de 25% terá seqüelas graves e permanentes (Nakajima et al., 2000). 

Dois principais fatores contribuem para a HI neonatal: a perda da auto-

regulação do fluxo sangüíneo cerebral, com separação/ruptura placentária e/ou 

estrangulamento umbilical e complicações durante o nascimento (Gill & Perez-Polo, 

2008). É proposto que o dano ao tecido cerebral é causado por vários eventos 

patofisiológicos interligados como a falência energética, excitotoxicidade, disfunção 

mitocondrial, inflamação, ativação de caspases e estresse oxidativo (McLean & 
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Ferriero, 2004; Pereira et al., 2008). Somando-se a isto, sabe-se ainda que o 

cérebro imaturo é particularmente vulnerável ao dano oxidativo devido as suas 

limitadas capacidades antioxidantes (Carloni et al., 2007). 

A apoptose ocorre em diversas situações, como na organogênese e 

hematopoiese normal e patológica, na reposição fisiológica de certos tecidos 

maduros, na atrofia de órgãos, na resposta inflamatória e na eliminação de células 

após dano por agentes tóxicos (Grivicich et al., 2007). Este tipo de morte celular é 

caracterizada por uma seqüência de eventos dependentes de energia regulada por 

meio da qual uma célula se autodestrói. Ocorre retração da célula, condensação da 

cromatina e fragmentação do núcleo. A membrana celular forma bolhas (extrusões) 

e a célula se quebra em vesículas circundadas por membranas (corpos apoptóticos), 

contendo quantidades variadas de citoplasma, organelas e fragmentos de DNA. A 

fosfatidilserina, um lipídio da camada interna da membrana celular, é exposta na 

camada externa como um marcador da apoptose para que macrófagos e outras 

células fagocíticas reconheçam esse sinal e engolfem os corpos apoptóticos sem 

causar inflamação do tecido (Robbins, 2008; Marks, 2009). 

O processo necrótico ocorre quando há uma perturbação abrupta do 

ambiente celular (Pagnussat, 2007) de forma passiva e caótica, não sendo 

específica nem dirigida. Envolve a perda da integridade estrutural e funcional da 

membrana plasmática e enzimas associadas (ex.: Na+, K+-ATPase) com rápido 

aumento dos níveis intracelulares de íons, como o Ca2+ e o Na+, e água, dano 

mitocondrial e colapso energético que culminarão na desintegração celular 

(Pagnussat, 2007; Northington et al., 2011).  

Estudos utilizando Microscopia Eletrônica descrevem, normalmente células 

que apresentam tanto características necróticas quanto apoptóticas que foram 

classificadas com um “continuum apoptose-necrose” ou “parapoptose” (Sheldon et 

al., 2001; Liu et al., 2004). Esse processo pode ocorrer devido a falência energética 

inicial da hipóxia-isquemia que levaria a uma morte por necrose, porém com a 

recuperação energética a célula poderia iniciar um processo de apoptose (Liu et al., 

2004). 

O folato é uma vitamina hidrossolúvel do complexo B, sendo considerado um 

nutriente essencial da dieta não sintetizado pelos humanos, por isso deve ser 

adquirido através da dieta com o consumo de, principalmente, vegetais de folhas 

verdes, frutas cítricas, carne de fígado e rim (Féliz, 2002; Ferreira, 2005). Entre as 
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suas funções, encontram-se: síntese de DNA, tRNA e aminoácidos (Féliz, 2002; 

Oliveira, 2008). A deficiência de folato é fortemente relacionada com defeitos na 

formação do tubo neural, por isso a RDA (Recommended Dietary Allowances) 

(Ferreira, 2005; Oliveira, 2008). A deficiência de folato também já foi correlacionada 

com o desenvolvimento de aterosclerose e doença vascular cerebral e cardíaca 

(Barp, 2007), prevenção de eventos isquêmicos (Assaneli et al., 2004), doença de 

Alzheimer (Mattson & Shea, 2003) e danos oxidativos causados pela 

homocisteinemia (Matté et al., 2007). 

Até o momento, não há dados publicados relacionando os possíveis efeitos 

do tratamento com ácido fólico na hipóxia-isquemia neonatal. Por isso, o objetivo do 

estudo é averiguar os efeitos do tratamento com ácido fólico na caracterização da 

morte celular em animais submetidos à hipóxia-isquemia neonatal. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 Animais 

Foram utilizadas ratas Wistar fêmeas provenientes do Biotério Central do 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde da UFRGS, mantidas em ambiente 

climatizado (22 ± 1°C) com ciclo claro / escuro de 12 horas e ração e água ad 

libitum. Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais com n=3 por grupo: 

1) Controle; 2) HI tratado com salina (HIV) e 3) HI tratado com ácido fólico (HIAF). 

Para o cálculo de tamanho de amostra, tomou-se como base um estudo que 

envolveu análise por microscopia eletrônica do encéfalo de animais isquêmicos 

(Pagnussat et al., 2007). Foram utilizados 3 animais por grupo, sendo que o cálculo 

foi realizado por meio da ferramenta:  

 http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/amostra.html.  

Todos os procedimentos deste estudo estão de acordo com o Instituto 

Nacional de Saúde de Normas e Cuidados com os animais de Laboratório e foram 

aprovados no Comitê de Ética para uso de Animais da UFRGS (número 17401). 

Hipóxia-Isquemia 

Foi utilizado o modelo experimental para ratos neonatos de Levine (1960), 

modificado por Rice e colaboradores (1981) que consiste na reprodução de um dano 

unilateral através da associação da oclusão permanente da carótida comum direita 
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com posterior exposição a uma atmosfera hipóxica. Aos sete dias de vida pós-natal 

(DPN), os animais foram anestesiados com halotano 2-4% para que fosse realizada 

uma incisão na linha média da face anterior da região cervical, permitindo que a 

carótida comum direita fosse identificada, isolada de estruturas adjacentes e ocluida. 

Após período de recuperação, os animais foram colocados em uma câmara (1500 

ml) em banho-maria à 37°C, em grupos de cinco, para exposição à atmosfera 

hipóxica (8% de oxigênio e 92% de nitrogênio, com fluxo de 5l/min) durante 90 

minutos. Os animais controles também foram submetidos à incisão cirúrgica, porém 

não houve oclusão da artéria carótida comum direita e tampouco exposição ao 

ambiente hipóxico.    

Tratamento Agudo com Ácido Fólico 

A solução de ácido fólico utilizada foi disolvida em soro fisiológico e preparada 

na concentração 0,011µM/g de peso corporal (10µl/g de peso corporal) com o pH 

ajustado para 7,4 com NaOH. A solução foi injetada por via intraperitoneal 24 horas 

antes, imediatamente antes e 12 horas após do procedimento de hipóxia-isquemia 

(LALONDE et al., 1993 adaptado por MATTÉ et al., 2007). 

Microscopia Eletrônica 

Vinte e quatro horas após o procedimento de hipóxia-isquemia, os animais 

foram profundamente anestesiados com ketamina e xilazina e submetidos à 

perfusão transcardíaca através do ventrículo esquerdo com 50 ml de solução salina 

seguido por 75 ml de solução fixadora composta por 2,5% de glutaraldeído e 2% de 

paraformaldeído em 0,1M de tampão fosfato com pH 7,4. Os encéfalos foram 

removidos e imersos overnight na mesma solução fixadora. 

Foram realizados cortes coronais (1000 µm) pré-selecionando a área de 

interesse com a utilização de vibrátomo (Leica, Germany) que foram pós-fixados 

com a mesma solução fixadora por pelo menos 1 hora. Os cortes foram lavados em 

solução de fosfato e pós-fixados com 1% de tetróxido de ósmio (Sigma, USA) por 1 

hora a temperatura ambiente. O material foi desidratado em gradientes ascendentes 

de álcool e óxido de propileno (Electron Microscopy Sciences, USA), embebido em 

araldite (Durcupan ACM, Fluka, Switzerland) e mantido em vácuo por 24 horas. 

Posteriormente, o material foi colocado em lâminas de vidro com resina e 

polimerizado por 48 horas a 60°C. Após, foram retirados das lâminas e colocados 
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em blocos de resina e, novamente, polimerizados por 48 horas a 60°C. Os cortes 

semifinos (1 µm) foram obtidos através do ultramicrótomo (M T 6000-XL, RMC, 

Tucson, USA) e corados com azul de toluidina para a identificação dos neurônios 

piramidais da região CA1 do hipocampo. A partir disso, os blocos foram trimados e 

foram realizados os cortes ultrafinos (100 nm) com o mesmo ultramicrótomo. Estes 

foram contrastados com uranila e chumbo e analisados com microscópio eletrônico 

de transmissão (JEM 1200 EXII, Japan, CME-UFRGS). 

RESULTADOS  

 Através da microscopia eletrônica, foi possível observar a ultraestrutura dos 

corpos dos neurônios piramidais da região CA1 do hipocampo dorsal, segundo 

Paxinos (2004), de animais submetidos à hipóxia-isquemia neonatal e tratados com 

ácido fólico.  

Grupo Controle  

 No grupo controle, os neurônios piramidais apresentaram características 

dentro da sua normalidade. O núcleo apresentava-se com forma circular ou oval 

(Fig. 1A) com a membrana nuclear com característica trilaminar bem definida e 

intacta. O núcleo apresentou-se eucromático com nucléolo facilmente identificado, 

principalmente, próximo à membrana nuclear interna (Fig. 1B). O citoplasma estava 

bem organizado com as organelas íntegras, sendo preenchido em boa parte pelos 

corpúsculos de Nissl, facilmente identificados até nos menores aumentos (Fig. 1B). 

Esses corpúsculos foram visualizados pela sua característica básica, que inclui a 

presença de túbulos e vesículas achatadas com ribossomos aderidos à sua 

membrana, conferindo-lhe aspecto granular, que se conectam com a membrana 

nuclear. Tal achado indica uma alta taxa metabólica da célula, especialmente a 

incorporação de aminoácidos e síntese de proteínas.  As mitocôndrias eram 

características (Fig. 1C), apresentando suas cristas e a matriz eletrondensa aos 

elétrons, sendo que também sua quantidade varia de acordo com a atividade 

fisiológica da célula. Foi possível identificar ainda o complexo de Golgi formado por 

um conjunto de sacúolos achatados e empilhados regularmente com vesículas 

brotando de suas extremidades (Fig. 1C). Todas as células possuíam membrana 

plasmática íntegra, com o aspecto trilaminar típico (Fig. 1C). 
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Grupo Hipóxia-isquemia tratado com salina 

 No hipocampo dos animais submetidos à hipóxia-isquemia neonatal e 

tratados com salina, foram visualizadas diversas alterações nas células piramidais 

compatíveis com a degeneração, esperada para esse grupo. As células possuíam 

núcleos de formatos variados, alguns angulados e outros com reentrâncias (Fig. 3B). 

Foram encontradas células com a membrana nuclear descontínua (Fig. 2B) e em 

algumas ela encontrava-se totalmente desintegrada (Fig. 2C), permitindo o 

extravasamento do material genético sobre o conteúdo citoplasmático. Outros 

achados referentes à característica dos núcleos foram: membrana nuclear com 

dilatações ou com aspecto ondulado (Fig. 3C), núcleo heterocromático (Fig. 3B) ou 

com grandes espaços vazios (Fig. 2D) e a presença de vários grumos de cromatina 

visualizados próximos à membrana nuclear interna (Fig. 3B).  

 Quanto à organização do citoplasma, o RER dificilmente era identificado, 

podendo ser visualizado apenas fragmentos das vesículas nos maiores aumentos 

(Fig. 2A) e quando íntegro apresentava-se dilatado (Fig. 3D). Somando-se a esses 

achados, os ribossomos encontravam-se livres, dando um aspecto granular ao 

citoplasma (Fig. 2C). Em algumas células as mitocôndrias estavam aparentemente 

dilatadas com difícil identificação das cristas (Fig. 2D). Quando era possível 

visualizar o complexo de Golgi nas células, ele estava normalmente íntegro e 

algumas vezes apresentava-se dilatado (Fig. 3D). Considerando-se as 

características da membrana plasmática, esta se encontrava freqüentemente 

descontínua (Fig. 2B) e em alguns casos era dificilmente identificada (Fig. 3C). 

Conseqüente a isso, o citoplasma era, aparentemente, extravasado, perdendo sua 

estrutura típica. Em alguns casos, o núcleo era cercado por um vazio, sem que 

nenhuma organela pudesse ser identificada a sua volta, indicando um estágio 

avançado de degeneração (Fig. 3A). Muitos neuritos foram encontrados (Fig. 2B) e 

as células apresentaram diversos graus de vacuolização tanto no núcleo (Fig. 2A) 

quanto no citoplasma (Fig. 3A). 

 Apenas algumas células analisadas encontravam-se totalmente íntegras sem 

qualquer alteração, apresentado a estrutura e características típicas das células 

piramidais desta região (Fig. 3D). 
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Grupo hipóxia-isquemia tratado com ácido fólico 

Os neurônios do hipocampo dos animais do grupo hipóxia-isquemia tratado 

com ácido fólico apresentaram variadas alterações ultraestruturais, indicando 

degeneração, porém uma boa quantidade de células encontrava-se íntegra. As 

células apresentaram o núcleo no formato típico das células piramidais (Fig. 5D). 

Algumas apresentaram núcleo com algumas angulações e reentrâncias (Fig. 4ª). A 

membrana nuclear encontrou-se intacta na maioria das células, porém dilatada e/ou 

ondulada em várias (Fig. 4C). Ainda assim, em poucas células ela apresentou-se 

rompida (Fig. 5B) ou mesmo dissolvida (Fig. 5C). A cromatina condensava-se em 

grumos próximos à membrana nuclear interna (Fig. 4A). Também foram visualizados 

muitos núcleos heterocromáticos (Fig. 5A) e outros com espaços vazios (Fig. 5B), 

porém a maioria encontrava-se no padrão do grupo controle (Fig. 5D).  

No citoplasma, o corpúsculo de Nissl, quando presente, encontrava-se 

dilatado, mas com os ribossomos ainda aderidos as suas vesículas (Fig. 4D), porém 

em alguns neurônios o citoplasma estava desorganizado com muitos ribossomos 

livres (Fig. 4C). As mitocôndrias eram facilmente identificáveis, porém algumas se 

encontravam dilatadas com suas cristas dificilmente identificáveis (Fig. 4B). O 

complexo de Golgi não era freqüentemente visualizado, mas quando identificado, 

apresentava-se íntegro (Fig. 4D). A membrana plasmática estava intacta na maioria 

das células, mas em algumas aparecia rompida (Fig. 5B) e em outras, poucas, até 

mesmo dissolvida (Fig. 5C).  

Foram identificados muitos neuritos (Fig 5 A). Houve vacuolização no 

citoplasma em algumas células (Fig. 5C). Boa parte dos neurônios analisados 

apresentaram sua ultraestrutura íntegra (Fig. 5D). 

DISCUSSÃO 

Este estudo teve como objetivo investigar os possíveis efeitos do tratamento 

agudo com ácido fólico sobre a morte neuronal na região CA1 do hipocampo de 

animais submetidos à hipóxia-isquemia neonatal. Nossos resultados mostraram a 

presença de alterações ultraestruturais, em variados graus de degeneração, nas 

células piramidais dos animais dos grupos hipóxia-isquemia, tanto tratados com 

salina quanto tratados com ácido fólico. 
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No grupo controle foi possível observar as características típicas das células 

piramidais da região estudada, como já descrito por Bear e colaboradores (2008). O 

núcleo eucromático com formato circular a ovalado, o citoplasma bem organizado, 

composto, principalmente, pela substância de Nissl, as membranas nítidas e 

íntegras. 

Observando-se o efeito da hipóxia-isquemia no hipocampo ipsilateral à 

oclusão arterial, os principais achados foram: algumas características encontradas 

típicas da morte por apoptose, como a condensação da cromatina e a formação de 

vacúolos, com a manutenção da integridade da membrana plasmática. No entanto, 

em maior proporção identificou-se a presença das características da morte celular 

por necrose: fragmentação das membranas celulares, permitindo o extravasamento 

dos conteúdos citoplasmático e nuclear, alterações nucleares como a picnose, 

alterações na estrutura das mitocôndrias (dilatações e perda da integridade das 

cristas), aumento dos ribossomos livres (aspecto granular do citoplasma) que se 

desprendem do RER por este sofrer alterações como dilatação e fragmentação, 

presença de vacúolos na célula. 

Esta predominância de características necróticas pode ser explicada pelo fato 

de que, provavelmente no período de 24 horas após o insulto a necrose ainda seja 

mais favorecida pela falência energética que ocorre nas células. Ferrer e Planas 

(2003) demonstraram em seu trabalho que a necrose predomina sobre a morte 

celular programada após a isquemia permanente quando comparado com isquemia 

e reperfusão, o que também poderia explicar o nosso achado. 

 No grupo hipóxia-isquemia tratado com salina também foram  identificados 

variados graus de degeneração entre as células de um mesmo animal, resultado 

que corrobora os achados de outros trabalhos, como o de Pagnussat e 

colaboradores (2007), que utilizaram o modelo de isquemia global transitória, e 

observaram uma heterogeneidade nos estágios de degeneração de células no 

mesmo animal e que essas características degenerativas aumentam com o tempo 

de reperfusão. 

A heterogeneidade de alterações não foi apenas entre as células do mesmo 

animal, mas dentro de uma mesma célula. Diversos trabalhos já demonstraram a 

existência de um “continuum” entre apoptose e necrose após a hipóxia-isquemia 

neonatal (Nakajima et al., 2000; Sheldon et al., 2001; Northington et al., 2001; Liu et 

al., 2004; Gill & Perez-Polo, 2008; Hossain et al., 2008) que ocorre quando a célula 



31 

 

apresenta, simultaneamente, características de ambos os tipos de morte. Muito se 

tem discutido a respeito do que levaria a esse “novo” padrão de morte celular e 

acredita-se que isso se deve ao fato de no momento inicial do insulto hipóxico-

isquêmico a célula inicie um processo de morte por necrose devido à falência 

energética instaurada. Acredita-se, porém, que após um determinado período de 

tempo a célula apresente uma certa recuperação, podendo iniciar o processo de 

morte celular programada, pois haveria energia para isso. Com isso, algumas 

células poderiam trocar seu padrão de morte celular e durante um período 

apresentar características de ambos os tipos (Sheldon et al., 2001; Northington, 

2001). Esse padrão de primeiro haver a preferência pela necrose e após ocorrer 

uma predominância de apoptose foi chamada de “necrose secundária” por Sheldon 

e colaboradores (2001) que acreditam que as células necróticas podem induzir a 

apoptose em outras células, o que poderia explicar a predominância de necrose no 

período de 24 horas em nossos resultados (Northington et al., 2011). 

 A morte celular programada, porém, pode ser subestimada como acredita 

Nakajima e colaboradores (2000), pois em seu trabalho eles detectaram a caspase-3 

ativa por um longo período de tempo no hemisfério ipsilateral à lesão, mostrando um 

padrão temporal e regional correspondente com a apoptose. Diversos outros 

estudos também abordam o fato de haver um dano progressivo no tecido nervoso 

dos animais afetados devido à apoptose que pode se estender por dias após a 

ocorrência do insulto (McLean & Ferriero, 2004; Hossain, 2008). Ainda, Nakajima e 

colaboradores (2000) sugeriram em seu estudo que o controle das vias apoptóticas 

pode ser uma importante ferramenta de neuroproteção da HI neonatal devido a sua 

maior “janela terapêutica”. A presença tardia da apoptose também pode explicar o 

nosso achado de predominância de necrose num período de, apenas, 24 horas após 

à hipóxia-isquemia neonatal.  

A suscetibilidade do encéfalo do neonato ao evento hipóxico-isquêmico é 

justificada pelo maior dano oxidativo, pois possui uma maior concentração de lipídios 

polinsaturados (facilmente oxidáveis), ferro livre e defesas antioxidantes imaturas 

(McLean & Ferriero, 2004; Siegel, 2006; Gill & Perez-Polo, 2008). Em um estudo 

recente, Weis e colaboradores (2011) observaram as alterações bioquímicas que 

ocorrem logo após a HI neonatal e demonstraram que há diminuição na atividade da 

Na+, K+-ATPase e aumento nos níveis de produção de malondialdeído (MDA), que 

indicam lipoperoxidação, e oxidação de dihidrodiclorofluoresceína (DCFH), que 
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indica a produção de espécies reativas de oxigênio. Blomgren & Hagberg (2006) 

estudaram as diferenças entre as respostas de um encéfalo adulto e de um neonato 

após a HI e verificaram que os recém-nascidos apresentaram diminuição na 

atividade das principais enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase e a 

catalase, além de um aumento bastante significativo na ativação de caspase, 

translocação do citocromo c com a formação do apoptossomo e translocação do 

AIF, indicando um maior dano causado pela apoptose nesses animais.  

Essa grande degeneração celular apresentada nos animais do grupo hipóxia-

isquemia neonatal pode justificar os diversos danos cognitivos já demonstrados em 

vários estudos. Arteni e colaboradores (2003) estudaram as diferenças cognitivas 

apresentadas entre animais adultos previamente submetidos à HI neonatal, porém 

um grupo com oclusão da carótida comum direita e outro com oclusão da carótida 

comum esquerda. Foi verificado dano na memória aversiva e de referência de 

ambos os grupos, porém apenas o grupo com dano no hemisfério direito apresentou 

déficit na memória de trabalho. Pereira e colaboradores (2007, 2008) verificaram em 

seu estudo déficits tanto na memória espacial quanto na de reconhecimento de 

animais adolescentes e adultos submetidos previamente à HI neonatal. 

Neste estudo abordamos também o efeito do tratamento com ácido fólico 

sobre a morte celular na HI. Nas células piramidais dos animais do grupo hipóxia-

isquemia tratado com ácido fólico também foram encontrados diversos níveis de 

degeneração, apresentando rompimento das membranas celulares e perda da 

integridade das organelas, porém é visível a presença de uma maior quantidade de 

células intactas comparando-se com os animais do grupo hipóxia-isquemia tratado 

com salina. O tratamento com ácido fólico já foi correlacionado com a prevenção de 

eventos isquêmicos (Assaneli et al., 2004) e danos oxidativos causados pela 

homocisteinemia (Matté et al., 2007). Ainda não é conhecido o mecanismo de ação 

do ácido fólico como antioxidante, mas Jia e colaboradores (2008) estudaram a 

suplementação com ácido fólico em um modelo de células expostas à alta 

concentração de glicose e verificaram uma diminuição da morte celular programada, 

dados esses que corroboram com os achados do presente estudo. 

Em um estudo preliminar do nosso grupo (dados ainda não publicados) que 

analisou os efeitos do tratamento crônico com ácido fólico em parâmetros cognitivos 

e bioquímicos de animais submetidos à HI neonatal, foi possível verificar uma 

melhora na memória aversiva e a diminuição da inibição da enzima Na+, K+-ATPase 
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no córtex e estriado desses animais. Talvez esses dados possam também ser 

explicados pelos achados nesse presente estudo, pois uma diminuição do dano ao 

tecido cerebral, no caso hipocampo, causaria menos déficits cognitivos. A enzima 

Na+, K+-ATPase é um elemento-chave na cascata molecular da HI neonatal, se é 

possível reverter sua inibição os demais danos que culminariam na morte celular 

poderiam também ser evitados e/ou prevenidos. 

CONCLUSÃO 

Nossos achados apresentam um dano celular compatível com degeneração 

tanto por necrose quanto por apoptose conseqüente à HI. Ainda, o tratamento com 

ácido fólico parece resultar numa diminuição da degeneração neuronal. No entanto, 

considerando que nossos resultados ainda são preliminares, mais estudos são 

necessários para que possamos realmente afirmar que o tratamento com ácido 

fólico diminui a degeneração celular na região CA1 do hipocampo dorsal de animais 

submetidos à hipóxia-isquemia neonatal. Considerando que a suplementação com 

ácido fólico já é utilizada no primeiro trimestre da gravidez pelas gestantes para 

prevenir más formações do tubo neural no feto, sua utilização contínua poderia 

prevenir um possível evento hipóxico-isquêmico ou, pelo menos, reduzir seus 

efeitos. 
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LEGENDAS DAS IMAGENS 

Figura 1. Imagens de neurônios da região CA1 do hipocampo de animais controle. 

A: Neurônios piramidais com núcleos eucromáticos: núcleo (N), membrana nuclear 

(MN) e retículo endoplasmático rugoso (RER). Barra = 5µm. B: Neurônio em maior 

aumento, permitindo a visualização do aspecto trilaminar da membrana nuclear (MN) 

e plasmática (MP), nucléolo (n) próximo a membrana nuclear interna, retículo 

endoplasmático rugoso com muitos ribossomos aderidos à sua membrana (RER), 
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mitocôndria e suas cristas (M). C: Detalhe dos limites precisos entre as células 

piramidais através da membrana plasmática (MP), núcleo (N), nucléolo (n), 

mitocôndrias (M), retículo endoplasmático rugoso (RER) e complexo de Golgi (G). 

Scale bar: A: 5 µm, B: 1 µm, C: 1 µm 

Figura 2. Imagens de neurônios piramidais da região CA1 do hipocampo de animais 

submetidos à hipóxia-isquemia neonatal tratados com salina. A: Neurônio piramidal 

com nucléolo excêntrico (n), núcleo (N) com a presença de vacúolos, membrana 

nuclear (MN)  e plasmáticas (MP) aparentemente íntegras, fragmentos do retículo 

endoplasmático rugoso (RER) com poucos ribossomos aderidos, mitocôndrias 

íntegras (M). B: Detalhe do neurônio em A mostrando rompimento (setas) nas 

membranas nuclear (MN) e plasmática (MP), diminuição do conteúdo nuclear (N) e 

mitocôndrias íntegras. C: Detalhe de uma célula piramidal com sua membrana 

nuclear (MN) dissolvida (seta) e mistura do conteúdo nuclear com o citoplasmático 

(N), muitos ribossomos livres no citoplasma. D: Neurônio piramidal com a membrana 

nuclear (MN) rompida (seta), núcleo (N) com pouco conteúdo devido ao 

extravasamento, retículo endoplasmático rugoso dilatado (RER), mitocôndrias 

íntegras (M). Scale bar: A: 1 µm, B: 1 µm, C: 1 µm, D: 1 µm. 

Figura 3. Imagens de neurônios piramidais de animais submetidos à hipóxia-

isquemia e tratados com salina. A: Neurônio com núcleo heterocromático (N), 

membrana nuclear dilatada (MN), vacúolos citoplasmáticos (V), mitocôndrias 

íntegras (M), mas com poucas organelas e sem estrutura no citoplasma. B: Imagens 

de neurônios com formatos nucleares diversos (N), inclusive com reentrâncias e 

angulações, mitocôndria íntegra (M) e vacúolo citoplasmático (V). C: Núcleos 

heterocromáticos (N), membrana nuclear (MN) dilatada (seta). D: Célula piramidal 

íntegra, com membrana nuclear (MN) e plasmática (MP) bem delimitadas, núcleo 

eucromático (N) e retículo endoplasmático rugoso íntegro, porém ums pouco 

dilatado (RER). Scale bar: A: 1 µm, B: 2 µm, C: 1 µm, D: 1 µm. 

Figura 4. Imagens de neurônios piramidais da região CA1 do hipocampo de animais 

submetidos à hipóxia-isquemia neonatal e tratados com ácido fólico. A: Neurônio 

com núcleo heterocromático (N), membrana nuclear dilatada (MN) e plasmática (MP) 

íntegras, retículo endoplasmático rugoso dilatado (RER) e mitocôndria íntegras (M). 

B: Neurônio com núcleo eucromático (N), membrana nuclear (MN) e plasmática (MP) 
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íntegras, retículo endoplasmático rugoso (RER) e algumas mitocôndrias dilatadas 

(M). C: Neurônio com núcleo eucromático (N), mas com grumos de cromatina 

próximos à membrana nuclear (MN), retículo endoplasmático rugoso bastante 

dilatado (RER), mitocôndria (M) e muitos ribossomos livres no citoplasma (R). D: 

Detalhe do neurônio em C, mostrando o retículo endoplasmático rugoso dilatado 

(RER), complexo de Golgi (G) e mitocôndrias (M). Scale bar: A: 2 µm, B: 1 µm, C: 1 

µm, D: 1 µm. 

Figura 5. Imagens de neurônios piramidais da região CA1 do hipocampo de animais 

submetidos à hipóxia-isquemia neonatal e tratados com ácido fólico. A: Neurônio 

com núcleo heterocromático (N), membrana nuclear (MN) e plasmática (MP), porém 

com citoplasma bastante degenerado. B: Célula com núcleo eucromático (N) e 

nucléolo excêntrico (n), retículo endoplasmático rugoso (RER), mitocôndrias (M), 

membrana nuclear (MN) e plasmática (MP) rompidas (setas). C: Neurônio com 

núcleo heterocromático (N), membrana nuclear (MN) rompida, ausência de 

membrana plasmática entre as células, mitocôndrias íntegras (M) e vacúolos 

citoplasmáticos (V). D: Imagens de neurônios com núcleos eucromáticos (N) com 

citoplasmas bem conservados. Scale bar: A: 2 µm, B: 1 µm, C: 1 µm, D: 5 µm.   
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Figura 2. Grupo Hipóxia-Isquemia Tratado com Salina 
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Figura 3. Grupo Hipóxia-Isquemia Tratado com Salina 
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Figura 4. Grupo Hipóxia-Isquemia Tratado com Ácido Fólico 
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Figura 5. Grupo Hipóxia-Isquemia Tratado com Ácido Fólico 
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4 CONCLUSÕES 

-Foi possível observar um predomínio de características necróticas vinte e 

quatro horas após o insulto hipóxia-isquemia no grupo hipóxia-isquemia tratado com 

salina tratado. 

-Foram identificados alguns neurônios que apresentaram tanto características 

apoptóticas quanto necróticas no grupo hipóxia-isquemia tratado com salina 

-Nos neurônios piramidais dos animais tratados com ácido fólico também 

foram observadas características de morte tanto por apoptose quanto por necrose, 

porém foi verificada uma maior quantidade de células íntegras que nos animais HI 

tratados com salina.  

-Nossos resultados ainda são preliminares, mas indicam que o tratamento 

com ácido fólico pode sim influenciar na degeneração celular, em especial na região 

CA1 do hipocampo, de animais submetidos à hipóxia-isquemia neonatal. 
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5 PERSPECTIVAS 

Por esse estudo ser preliminar e ainda não haver trabalhos relacionando o 

ácido fólico com a hipóxia-isquemia neonatal, ainda há muito que ser estudado, 

portanto as perspectivas desse trabalho são: 

 -Inicialmente, concluir esse estudo, aumentando o número de animais por 

grupo e também avaliar o hemisfério contralateral da lesão.  

-Também seria importante repetir esse trabalho para outros tempos após a HI 

neonatal, para  verificar uma possível mudança no padrão de morte celular e 

observar se o efeito do tratamento com ácido fólico permanece. 

-Avaliar quais as caspases ativas em diferentes tempos.  

- Realizar testes bioquímicos que pudessem verificar um possível efeito do 

ácido fólico como antioxidante também seriam importantes. 
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