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Resumo

A hipoéxia-isquemia (HI) encefélica neonatal pode gerar sequelas neurologicas
permanentes nos individuos que sobrevivem a este evento precoce. Dentre
estas sequelas, o diagnostico de Transtorno de déficit de atencdo e
hiperatividade (TDAH) ja foi relacionado em pesquisa clinica. Sabendo que néo
h& consenso de um modelo adequado para o estudo do TDAH em pesquisa
experimental, novas abordagens que contribuam para o desenvolvimento
desse modelo sdo necesséarias. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi
investigar se a HI neonatal contribui para o desenvolvimento das caracteristicas
comportamentais relacionadas ao TDAH na fase adulta em ratos e
correlacionar os resultados comportamentais com o0 volume da lesdo
encefalica. Para isso, ratos Wistar machos foram divididos em dois grupos:
hipoxia-isquemia (HI, n=12) e controle (CT, n=10). O procedimento de HI
consistiu na combinacao da oclusdo da artéria cardtida comum direita no 7° dia
pos-natal com exposicdo a uma atmosfera hipoxica (8% O, e 92% N, durante
90 minutos). Durante a fase adulta, ao atingir dois meses de idade, os animais
foram testados no teste attentional set-shifting (ASS) para avaliar flexibilidade
comportamental atencional e no teste de tolerancia ao atraso da recompensa,
para avaliacdo da escolha impulsiva. Os resultados mostraram que 0s animais
submetidos a HI apresentaram prejuizo na funcéo executiva, avaliado no ASS,
evidenciado por uma inflexibilidade comportamental quando a regra para a
execucdo da tarefa era mudada (p <,05 para 0 numero de tentativas para
passar dos estagios de Reversdo 2 e Reversdao 3, assim como o namero de
erros nesses estagios, além do estagio de mudanca extradimensional — Teste t
nao-pareado). No teste de tolerancia ao atraso da recompensa, nao foi
observada uma maior impulsividade dos animais HI, tendo os dois grupos um
comportamento similar neste teste. Além disso, as avaliacbes do volume
encefalico pelo Método de Cavalieri demonstraram uma atrofia no grupo HI no
hemisfério total, cortex cerebral, substancia branca, hipocampo e estriado,
principalmente no lado ipsilateral a lesdo (p <,05, Teste t ndo-pareado).
Considerando esses resultados, podemos inferir que a HI neonatal € um fator

ambiental que pode contribuir para o desenvolvimento das caracteristicas



comportamentais observadas no TDAH, e que estas sao associadas a uma
atrofia encefalica geral.

Palavras-chave: asfixia perinatal, TDAH, attentional set-shifting, tolerancia ao
atraso da recompensa, impulsividade, atrofia encefalica
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Abstract

Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (HI) can cause permanent
neurological sequelae in survivors of this early event. Among these sequelae,
the diagnosis of attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) has already
been linked in clinical research. There is no consensus about an ideal ADHD
model in experimental research, being necessary new approaches that
contribute to the development of this model. Thus, the aim of this study was to
investigate whether HI contributes to the development of characteristics
related to ADHD in adult rats and correlate the behavioral results with brain
damage volume. Male Wistar rats were divided into two groups: hypoxia-
ischemia (HI, n=12) and control (CT, n=10). The HI procedure consist of a
permanent occlusion of the right common carotid artery followed by a period of
hypoxia (90 min; 8% O, and 92% N,), at seventh postnatal day (PND). Two
months later, animals were evaluated in attentional set-shifting test (ASS) for
assessment of attentional flexibility and in the tolerance to delay of reward, for
evaluation of impulsivity choice. Our results demonstrated that animals
submitted to HI manifest impairments in executive function, evidenced by a
behavioral inflexibility when the rule for the execution of the ASS task was
changed (p <,05 for number of trials to reach the criterion in Reversion 2 and 3
stages, as well as in number of erros in these stages, in addition to the
Extradimensional shift stage — Unpaired t test). In the tolerance to delay of
reward, no greater impulsivity of HI animals was observed, with both groups
demonstrating similar behavior in this task. Moreover, the assessments of brain
volume by Cavalieri method demonstrated atrophy in HI group in total
hemisphere, cerebral cortex, white matter, hippocampus and striatum,
especially on the side ipsilateral to the lesion (p <,05 — Unpaired t test).
Considering these results, we can infer that neonatal HI is an environmental
factor that could contribute to the development of behavioral characteristics

observed in ADHD which are associated to general brain atrophy.

Keywords: birth asphyxia, ADHD, attentional set-shifting, tolerance to delay of

reward, impulsivity, brain atrophy
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1 INTRODUCAO

1.1. Hipdxia-lsquemia

A hipoxia-isquemia (HI) neonatal € um evento lesivo ao sistema
nervoso central que pode ocorrer devido a complicacdes da gravidez e do
parto. O dano encefalico geralmente € provocado por asfixia intra-uterina grave
apos uma reducao aguda na circulagdo uterina ou umbilical (Berger et al.,
1999). A HI apresenta uma incidéncia de 1,5 a cada mil partos (Kurinczuk et al.,
2010), sendo que dados epidemiologicos apontam uma incidéncia maior em
paises em desenvolvimento, entre 2 e 9 a cada mil partos (Palsdottir et al,
2007; Eghbalian & Monsef, 2008).

A taxa de mortalidade apds um evento hipéxico-isquémico é de 15-20%
e dos individuos sobreviventes, 25-28% apresentam sequelas neuroldgicas
permanentes (Lawn et al.,, 1995). Essas sequelas incluem paralisia cerebral,
epilepsia, desordens motoras, dificuldades de aprendizagem e outras
anormalidades neurologicas especificas (Lu-Emerson & Khot, 2010; Van
Handel et al., 2007; Perlman, 1997). H4 um grande impacto resultante sobre a
vida das criancas afetadas e suas familias, sendo que os cuidados
subsequentes com a crianca requerem um alto nivel de comprometimento e
cooperacao entre pediatras, neurologistas, fisioterapeutas, fonoaudiélogos,

psicoterapeutas e outros especialistas (Jensen et al., 2003).

1.2.Mecanismos Neuropatoldgicos da Hipoxia-lsquemia

O funcionamento normal do encéfalo é dependente de suprimento
adequado de oxigénio e glicose. A reducédo aguda no fornecimento de oxigénio
ao encéfalo vai ocasionar uma falha no metabolismo energético neuronal em
poucos minutos (Berger et al., 1991). O dano cerebral hipéxico-isquémico € um
processo progressivo, o qual se inicia durante o insulto e estende-se no
periodo de recuperacdo apds a lesdo, ocasionado por reperfusdo (Sherman,
1998).

Durante a fase inicial de HI, a diminuicdo do aporte de oxigénio

impossibilita a fosforilagdo oxidativa e ocorre uma mudanga para o
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metabolismo anaerobico, que resultard na rapida deplecdo de reservas de
fosfato de alta energia, incluindo a molécula de adenosina trifosfato (ATP)
(McLean & Ferriero, 2004; Perlman, 2004). Com a exaustdo das reservas
energéticas, ocorre uma falha na bomba de Na*/K* ATPase, que culmina na
despolarizagdo da membrana das células, com uma entrada de sédio (Na*) e
agua causando edema citotéxico e/ou lise celular. Acimulo de célcio (Ca*)
celular também ocorre devido a despolarizagcdo da membrana, levando a
liberacdo de neurotransmissores excitatérios, como o glutamato (McLean &
Ferriero, 2004). Este neurotransmissor possui transportadores que realizam a
sua recaptacdo, mas estes sdo dependentes de energia, também sendo
afetados com a falha energética que ocorre na HI. Com isso, ocorre um
comprometimento na recaptacdo do glutamato na fenda sinaptica, onde ele
atuara por mais tempo (Kelmendi et al., 2006). As concentracbes desse
neurotransmissor podem aumentar até dez vezes nesses casos, causando
uma superexcitagdo que leva a morte neuronal (morte celular excitotoxica)
(Johnston et al., 2011).

Além dos processos ja descritos, o glutamato em excesso na fenda
sinaptica superestimulara seus receptores pos-sinapticos, como o NMDA (N-
metil-D-aspartato) e o AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- isoxazol propionato),
resultando em um influxo de Na* e Ca?* aos neurdnios pés-sinapticos. A
sobrecarga de Ca®" ativa lipases, proteases e endonucleases, que por sua vez
destroem o citoesqueleto (Siesjo et al., 1992). Receptores NMDA séo
superexpressos no inicio da vida - pelo seu papel no desenvolvimento cerebral,
diferenciacao celular e crescimento axonal - significando que o cérebro imaturo
€ particularmente vulneravel as lesGes excitotdéxicas (Johnston et al., 2011).

Embora a maioria dos trabalhos se concentre nos efeitos excitotoxicos
do glutamato nos receptores NMDA, a dopamina tem um papel crucial no dano
hipéxico-isquémico. Avaliacbes in vivo em estriado de roedores demonstrou
uma liberacdo expressiva da dopamina no espaco extracelular apds a ocluséo
da carétida tanto no estriado (Slivka et al., 1988) quanto no hipocampo dorsal
(Bhardwaj et al., 1990). O nivel de dopamina extracelular liberado também ja foi
relacionado com a severidade do insulto isquémico (Akiyama et al., 1991;
Richards et al., 1993). Colaborando com isso, estratégias que atenuaram a

liberacdo de dopamina induzida por isquemia (Buisson et al., 1992) ou
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bloquearam os receptores dopaminérgicos (Globus et al, 1989) se mostraram

neuroprotetoras.

A formacéo excessiva de radicais livres ocorre devido a uma variedade

de vias que envolvem a xantina oxidase, 0xido nitrico sintase, metabolismo do

acido araquidénico, entre outros (McLean & Ferriero, 2004). Como sdo muito

reativos, os radicais livres vao atuar sobre as moléculas constitutivas das

células, causando prejuizos funcionais importantes (Pereira, 2007). A producao

excessiva de radicais livres e altos niveis extracelulares de neurotransmissores

leva a uma ativacdo da resposta inflamatéria, que ocorre de trés a doze horas

apos reperfusdo e reoxigenacao do cérebro (Lai & Yang, 2011). Os principais

eventos que ocorrem na leséo hipdxica-isquémica estdo descritos na figura 1.

| Hipoxia Isquemia |

Glicolise anaerdébica e acumulo
de lactato

|

Despolarizagdo da membrana
preé sinaptica

'

Liberacao de glutamato e
ativagao dos canais NMDA
ca®

—

Inibicao da recaptagao de
glutamato dependente de
ATP

Deplecao da energia

y

Influxo de Ca* para as
células pos sinapticas

Formacgao de radicais livres

Dano mitocondrial

celular
| Severa | |IV|oderada|
| Necrose I I Apoptosel

Figura 1: Diagrama mostrando os principais eventos relacionados ao dano hipéxico-

isquémico (adaptado de Huang & Castillo, 2008).
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1.3.Modelos Animais de Hipd6xia-lsquemia

Tendo em vista que o0 evento hipoxico-isquémico apresenta mecanismos
complexos, e que estratégias terapéuticas sdo escassas para esse transtorno,
foram desenvolvidos modelos animais que mimetizam o dano encefalico sofrido
por recém-nascidos para o estudo dessa patologia. O modelo animal mais
utilizado para esse fim é o modelo de Levine (1960) modificado por Rice e
colaboradores (1981), que consiste na oclusao unilateral permanente da artéria
cardtida comum (isquemia) de animais com sete dias de idade, seguido de
exposicdo a um ambiente hipdxico (8% de oxigénio) por até 3h (figura 2).

Isquemia Unilateral
Ligacao permanente
da artéria carétida

i Hipoxia Sistémica :

Exposi¢ao durante

90 min auma . . L

atmosferacom Figura 2. Proceo.llmen_to de hipoxia-
92%N,e8%0, i isquemia de Levine-Rice.

:

O modelo é padronizado para animais com sete dias de idade pois
nessa fase os animais apresentam um encéfalo histologicamente comparado
ao de um feto com 32-34 semanas de gestacdo ou a de um recém-nascido,
onde as camadas neuronais corticais estdo completas e a substancia branca
sofreu pouca mielinizacdo (Vannucci & Vannucci, 1997). Os danos que
ocorrem nos animais submetidos a esse modelo de HI sdo cognitivos,
morfolégicos e bioquimicos (Vannucci & Vannucci, 1997), que se comparam
aos danos observados em humanos recém-nascidos (Lin, 2013). As lesbes
teciduais sdo observadas principalmente no cértex cerebral, hipocampo,
estriado, tadlamo, substancia branca subcortical e periventricular (Pereira et al.,

2008). As vantagens desse modelo incluem o facil manuseio dos animais,
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baixo custo financeiro, reprodutibilidade alta e recuperacdo do fluxo sanguineo
mesmo apoés a oclusdo da artéria (Pereira et al., 2007).

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, encontramos uma
série de alteracdes comportamentais no modelo de HI de Levine-Rice: déficits
cognitivos na memoria de trabalho e de referéncia (Pereira et al., 2007; Pereira
et al., 2008), na memodria aversiva (Carletti et al., 2012; Rojas et al., 2013) e
também déficits sensorio-motores (Rojas et al., 2013). Recentemente, vimos
também que esse modelo de HI causa déficits atencionais e de controle
inibitério (impulsividade e compulsividade) na fase adulta desses animais
(Miguel et al., 2015).

1.4. Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade

O Transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) € uma
desordem do desenvolvimento que tem uma prevaléncia de 8-12% em criancas
(Faraone et al., 2003), persistindo na idade adulta em 4,4% da populacéo
(Kessler et al., 2006). O Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-V) classifica o TDAH em trés apresentacdes:
predominantemente desatento, predominantemente hiperativo-impulsivo e o
tipo combinado (desatento com impulsividade/hiperatividade) (DSM V,
American Psychiatric Association [APA], 2013). Alguns estudos longitudinais
demonstraram que a apresentacao clinica do TDAH é dependente de tempo,
sugerindo que os sintomas sdo aliviados com a idade, particularmente as
caracteristicas hiperativas/impulsivas (Bierderman & Faraone, 2000; Hart et
al.,1995).

Diversos fatores estdo envolvidos na etiologia do TDAH, mas a
hereditariedade € a causa mais comum e a mais estudada com relacéo a esse
transtorno. No entanto, os agentes ambientais também podem contribuir para o
desenvolvimento das caracteristicas observadas no TDAH. Dentre estes
fatores, podemos citar alguns relacionados a gravidez e ao parto (Millichap,
2008), como tabagismo e ingestdo de alcool pela mde (Han et al, 2015),
prematuridade (Elgen et al, 2015) e baixo peso ao nascer (Pettersson et al,

2015), deficiéncia de iodo e hipotireoidismo maternos (Vermiglio et al, 2004) e
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hipoxia-isquemia neonatal (Lou HC, 1996). Quando a este ultimo, Getahun e
colaboradores (2013) avaliaram a relacéo entre condi¢des hipdxico-isquémicas
e 0 TDAH, e viram que criancas expostas a asfixia perinatal tiveram um maior
risco de desenvolver o TDAH, quando comparado com criangas que nao foram
expostas a essas condicoes.

As caracteristicas comportamentais observadas no TDAH parecem
ocorrer devido a uma hipofuncdo dopaminérgica em areas corticais, motoras e
limbicas (Bierderman & Faraone, 2000). Colaborando com essa teoria, 0
Metilfenidato (a droga de escolha no tratamento do TDAH) bloqueia o
transportador de dopamina, fazendo com que mais dopamina permanega na
fenda singptica (Rosa Neto, 2002). Esse farmaco € muito eficiente para o
tratamento dos sintomas do TDAH, onde demonstra uma melhora na qualidade
de vida dos portadores de TDAH tratados (Seeman & Madras, 1998). Além da
teoria da funcdo dopaminérgica, jA se mostrou que nesse transtorno podem
ocorrer anomalias estruturais em certas regides encefalicas, como diminuicao
do volume cerebral total, do cortex pré-frontal (CPF), estriado e corpo caloso
(Cubillo et al., 2012; Seidman 2004). Mais especificamente, as conexdes entre
o CPF e o estriado desempenham um papel importante na fisiopatologia do
TDAH (Cubillo et al., 2012).

Diversas teorias sugerem que o TDAH consiste em mais do que apenas
seus sintomas classicos de desatencao, impulsividade e hiperatividade. Os
autores dessas teorias propdem que os sintomas classicos do TDAH séo
provenientes de um déficit primario das funcdes executivas (Barkley, 1997;
Castellanos & Tannock, 2002), um termo usado para descrever uma ampla
gama de processos cognitivos que permitem flexibilidade, comportamento
direcionado a uma meta, e a formulacdo das metas (Lezak, 1982). Esses
processos incluem planejamento, memoaria de trabalho e controle de impulso,
capacidades que sao necessarias para um comportamento independente,
criativo e socialmente construtivo (Castellanos et al, 2006).

O Wisconsin card sorting task (WCST) (Eling et al., 2008) é um teste
comumente considerado como uma tarefa que exige funcdo executiva geral,
em humanos. Ele é usado para examinar tais habilidades cognitivas como a
mudanca de um conjunto e formacao de conceitos (por exemplo, a geragao de

uma regra de classificacdo), a inibicdo de respostas habituais, e memoria de
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trabalho, a qual o sujeito utiliza para manter o principio de classificagdo atual
em mente (Castellanos et al, 2006). A partir desse teste, foi desenvolvido o
“Intradimensional/Extradimensional (ID/ED) shifting task”™ (Owen et al., 1991,
Rogers et al., 2000), que é utilizado para mensurar especificamente as
habilidades de mudanca atencional dos individuos. Uma mudanca intra-
dimensional (ID) ocorre quando um sujeito, treinado a responder a uma
determinada dimensédo de estimulo, como cor ou forma, precisa transferir essa
regra para outro exemplar, mas que pertence ainda a mesma dimensao do
estimulo (Owen et al., 1991). Como exemplo, podemos citar um individuo que
aprende a responder sempre a cor vermelha do objeto, independente da forma
do mesmo, mas em um determinado momento a regra inverte, sendo agora a
cor azul que prediz uma resposta correta. J& uma mudanca extra-dimensional
(ED) ocorre quando o sujeito precisa responder a uma nova dimensédo de
estimulo, que antes era irrelevante (Owen et al., 1991), precisando mudar a
atencao de um aspecto de estimulo para outro (Chase, 2012). Seguindo com o
exemplo anterior, as cores ndo serdo mais uma dimensao relevante, sendo
agora a forma do objeto que caracteriza uma resposta correta. Este teste é
aplicavel para a avaliacdo de diversos tipos de distarbios neurolégicos,
incluindo o TDAH, onde varios estudos demonstraram os déficits da funcao
executiva dos sujeitos com TDAH que foram submetidos ao ID/ED shifting task
(Kempton et al., 1999, Coghill et al., 2014, Gau & Chang, 2010a, Gau 2010b).
Comportamentos impulsivos sdo sintomas caracteristicos de pacientes
com TDAH e tem recebido muita atencdo nos ultimos anos. O termo
impulsividade descreve uma série de comportamentos, que incluem a
incapacidade de conter uma resposta, perseveracdo de uma resposta ndo
recompensada e intolerancia ao atraso da recompensa (Winstanley et al.,
2006). Este ultimo, também conhecido como “tomada de decisédo impulsiva”, é
exemplificado pela reducédo da capacidade de um individuo em escolher uma
grande recompensa mas com atraso, dando preferéncia a uma pequena
recompensa imediata (van Gaalen et al.,, 2006). Este comportamento €
proeminente em pelo menos um subgrupo de pacientes com TDAH, conforme

mostram alguns estudos clinicos (Sagvolden et al., 2008, Solanto et al., 2001).
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1.5.Avaliagbes Atencionais em Modelos Animais

Para o estudo das caracteristicas comportamentais relacionadas ao
TDAH em modelos animais, alguns testes comportamentais sdo amplamente
utilizados. O 5-choice serial reaction time task (5-CSRTT) € um teste que avalia
caracteristicas comportamentais de atencdo e impulsividade durante uma
tarefa operante em que o animal deve responder a um estimulo luminoso
imprevisivel com o intuito de receber uma recompensa alimentar (Robbins,
2002). Embora o 5-CSRTT consiga mensurar a impulsividade dos animais
através da incapacidade de conter uma resposta antes do estimulo luminoso
ser apresentado, outros testes conseguem avaliar especificamente outros
aspectos da impulsividade. A intolerancia ao atraso da recompensa consegue
ser mensurada mediante tarefas que avaliam a capacidade do animal em
esperar para obter uma recompensa alimentar (Bizot et al., 2007). O teste de
“tolerancia ao atraso da recompensa” possibilita ao animal escolher entre dois
parametros distintos de recompensa: uma em pequena quantidade, mas
imediata e outra em grande quantidade, mas que € entregue com atraso. O
comportamento impulsivo é visto quando o animal opta mais pela recompensa
menor, mas que € entregue imediatamente, evitando a recompensa com atraso
(Bizot et al., 2007).

Para avaliar as habilidades de mudanca atencional e funcdo executiva
diante de uma situacdo nova, o teste attentional set-shifting € bastante
utilizado. Neste teste, 0os animais sao treinados a responder a uma determinada
dimenséo de estimulo (como odor) que € apresentada junto a outra dimensao
(como o meio em que este odor é exposto). Primeiro o animal deve responder
sempre a mudancas nos odores, independente do meio em que este é exposto.
Depois desta regra ser estabelecida, ocorre uma mudanca de dimensao de
estimulo, sendo agora o0 meio relevante para uma resposta correta, e ndo mais
0 odor. Assim, 0s animais devem mudar a atencdo para uma nova dimensao
de estimulo, dando um indice de atencao e flexibilidade comportamental (Birrell
& Brown, 2010).
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1.6.Hipdxia-isquemia e o Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade

Em estudo prévio, desenvolvido durante meu trabalho de conclusédo de
curso (TCC) de graduacdo e que motivou a realizacdo dessa dissertagao,
demonstramos que a HI neonatal pode estar relacionada com o
desenvolvimento de caracteristicas comportamentais relacionadas ao TDAH ao
longo do desenvolvimento em ratos. Neste estudo, os animais HI foram
submetidos a testes no 5-CSRTT na fase adulta durante seis meses e 0s
resultados que obtivemos demonstraram déficits de aprendizagem no inicio do
treinamento e déficits de atencdo e de controle inibitério, visto que em alguns
parametros analisados - as respostas impulsivas e perseverativas - estavam
aumentadas em comparacao aos controles (Miguel et al., 2015).

A relacdo entre eventos hipoxico-isquémicos e o desenvolvimento de
caracteristicas presentes no TDAH ainda ndo esta bem estabelecida. Embora
alguns estudos citem a HI como fator de risco para o TDAH, estes estudos séo
escassos e apenas de base clinica, precisando de mais subsidios para concluir
se esta inter-relacdo realmente existe e buscar entender como esta se constroi.
Estudos experimentais identificando o déficit de atencdo dos animais HI ainda
sdo escassos (lkeda et al.,, 2004, Mishima et al., 2004) e a questdo da
impulsividade e alguns parametros de disfuncdo executiva ainda nao foram
bem estudados, necessitando de uma maior compreensdo para o0
entendimento dos comprometimentos da HI a longo prazo. Além disso,
sabendo que ndo ha consenso na literatura de um modelo adequado para o
estudo do TDAH em pesquisa experimental, novas abordagens que contribuam

para o desenvolvimento desse modelo sdo necessérias.

1.7.Hipotese do trabalho

A hipétese do presente estudo é de que o0s animais submetidos a
hipéxia-isquemia neonatal apresentardo déficits atencionais na tarefa
attentional set-shifting e também uma maior escolha impulsiva quando
avaliados no Teste de tolerancia ao atraso da recompensa. Além disso, espera-

se encontrar uma atrofia em regibes encefdlicas envolvidas nos
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comportamentos atencionais e impulsivos desses animais, como no cortex

cerebral e estriado.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo é investigar se a Hipdxia-isquemia encefalica
neonatal contribui para o desenvolvimento das caracteristicas relacionadas ao
Transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade na fase adulta em ratos

através de analises comportamentais e histolégicas

2.2. Objetivos especificos

Analisar parametros atencionais e de disfungéo executiva nos animais adultos
apos HI neonatal utilizando o teste attentional set-shifting;

Analisar parametros de tomada de decisdo impulsiva nos animais adultos apos
a Hl neonatal pelo teste de tolerancia ao atraso de recompensa;

Avaliar o volume de lesé@o encefalica que a HI neonatal acarretou nos animais
adultos nas seguintes regides: hemisférios totais, cortex cerebral, estriado,

hipocampo e substancia branca (corpo caloso e capsula externa);
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3 MATERIAIS E METODOS

O experimento com o uso de animais foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA/UFRGS), com o projeto de nimero 25709.

3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados 22 ratos Wistar machos (provenientes de
5 ratas fémeas prenhes, com uma média de 4 animais machos por ninhada)
originarios do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratorio (CREAL/UFRGS) e mantidos no Biotério do Instituto de Ciéncias
Béasicas da Saude desta Universidade, que foram divididos em grupos controle
(n=10 para o comportamento e 6 para a morfologia) e HI (n=12 para o
comportamento e 6 para a morfologia).

No sétimo dia poés-natal os ratos do grupo HI foram submetidos ao
procedimento cirdrgico de hipOxia-isquemia e os controles a cirurgia sham. A
cirurgia de hipoxia-isquemia (HI) neonatal foi baseada no modelo de Levine
(1960) modificado por Rice e colaboradores (1981), o qual consiste na
associacao da oclusdo permanente da artéria carétida comum direita com a
exposicdo a ambiente hipoxico. Apos o procedimento de HI, os filhotes
permaneceram com a made em namero maximo de 8 por ninhada até o 21° dia
pos-natal, quando foram desmamados e separados em grupos de até cinco
animais por caixa-moradia (caixas de poliprolileno com dimensdes de 41 x 34 x
16 cm). A taxa de mortalidade apds o procedimento de HI é inferior a 10%. Os
animais foram mantidos em ambiente padrdo de biotério, com ciclo
claro/escuro de 12h em ambiente climatizado (25°C) e recebendo racdo e agua
ad libitum, até atingirem a idade adulta (2 meses). Apds este periodo, foram
separados em duplas e iniciaram uma restricdo alimentar para o inicio dos

testes comportamentais, conforme apresentado na linha do tempo (figura 3).
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Figura 3: Linha do tempo dos procedimentos experimentais. DPN = dia pds-natal;
HI = hipdxia-isquemia.

3.2.Procedimento de Hipéxia-lsquemia

O modelo de HI neonatal foi baseado naquele proposto por Levine
(1960) e modificado por Rice e colaboradores (1981), o qual consiste na
associacdo da oclusdo permanente da artéria cardtida comum direita com
exposicdo a ambiente hipdxico. No 7° dia pos-natal os animais foram
anestesiados com halotano (2-4%) e entdo uma incisao na superficie ventral do
pescoco foi realizada para exposi¢cao e oclusdo permanente da artéria caroétida
comum direita. Apés um periodo de recuperacao (2-3h) nas caixas-moradia, 0s
filhotes foram expostos a uma camara (1500 mL) com ambiente hipoxico (8%
de oxigénio e 92% de nitrogénio, com fluxo de 5L/minuto), parcialmente imersa
em banho-maria a 37°C, onde permaneceram por 90 minutos em grupo de
cinco animais. Os animais controles foram submetidos a cirurgia sham,
recebendo anestesia e incisdo no pesco¢o, mas nao tiveram a artéria caroétida
comum ocluida nem foram submetidos ao ambiente hipéxico.

Apbs o procedimento de HI, os animais foram mantidos com os cuidados
basicos de laboratdrio até atingirem os dois meses de vida, quando iniciaram-

se os testes comportamentais.

3.3 Testes comportamentais

A partir do momento que os animais atingiram a idade adulta (60 dias),

iniciaram-se 0s testes comportamentais: attentional set-shifting e teste de
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tolerancia ao atraso de recompensa. Como ambos os testes utilizam
recompensa alimentar, os animais foram submetidos a uma dieta de restricdo
alimentar moderada para motivar a busca a recompensa. A restricdo foi
iniciada uma semana antes da realizacdo dos testes e se prolongou até o
término destes, totalizando um més de restricdo alimentar.

Foram fornecidos entre 15-20g de racao por dia e houve uma pesagem
diéria para certificacdo de que os animais mantiveram um peso corpéreo entre
85%-90% do peso que tinham em condi¢des normais de alimentacéo (Birrell &
Brown, 2010; Chase et al., 2012).

3.3.1 Attentional set-shifting (ASS)

O teste attentional set-shifting empregado em ratos € um analogo ao
“ID/ED shifting task” utilizado em humanos para estudar a funcdo executiva
avaliando a capacidade do individuo em mudar o comportamento em
decorréncia de uma nova regra que esta sendo aplicada. Este teste foi
adaptado para ratos por Birrell e Brown (2010) de modo que os animais s&o
treinados a escavar em um pote que esconde uma recompensa alimentar
palatavel. Os potes foram sempre apresentados em pares, mas apenas um
continha a recompensa alimentar. As pistas que foram utilizadas para o animal
saber em qual dos dois potes a recompensa estava contida era o odor
acrescentado ao meio ou o tipo de meio de escavacdo que cobria a
recompensa.

O aparato do teste consistiu em uma caixa de acrilico preta (70 x 40
X 40cm) com uma parede utilizada para dividir um terco do comprimento da
caixa em duas secOes — as areas onde ficavam os potes (potes de ceramica,
diametro interno de 7cm e profundidade de 4cm). Um painel removivel era
disposto de forma que a area onde o rato iniciava o teste ficava separada da

area onde os potes eram apresentados, conforme mostra a Figura 4.
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Figura 4: Representacdo do aparato utilizado
para o attentional set-shifting (Tanaka et al,
2011).

Area de inicio

Durante a habituac&o ao teste, os animais foram primeiro adaptados ao
aparato e depois estimulados a escavar nos potes preenchidos com maravalha
para obter a recompensa (pré-treino). No primeiro dia, os animais tiveram livre
acesso ao aparato durante 15 minutos para familiarizacdo ao mesmo. A partir
do segundo dia, cada animal foi apresentado aos potes preenchidos com
maravalha e porcdes da recompensa (1/4 de Froot Loops, Kellogg®) foram
colocada no chédo do aparato, formando um caminho até os potes, onde a
recompensa também estava presente no topo dos potes. A partir do momento
gue o rato associou 0s potes com a recompensa, esta foi progressivamente
escondida na maravalha ao longo das tentativas. Quando o rato conseguiu
encontrar a recompensa com sucesso nos dois potes (10 escavagbes com
alternancia dos lados), iniciou-se o treinamento de discriminacdo simples
(McCoy et al., 2007). Os ratos necessitaram entre 4 e 6 sessfes diarias de
habituacao/pré-treino antes de iniciarem o treinamento de discriminacao
simples.

Primeiro os ratos foram treinados em uma série de duas discriminacdes
simples (pré-teste) para obter a recompensa (dois tipos de odores diferentes ou
dois tipos de meios de escavacgdo diferentes), precisando de seis tentativas
corretas consecutivas para cada discriminacao. Todos os ratos foram treinados

para as mesmas discriminagdes na mesma ordem, sendo que esses exemplos
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de discrimina¢cfdes nao sao usados na fase de teste (McCoy et al., 2007, Birrell
& Brown, 2010). O treinamento de discriminagdes simples foi realizado durante
uma Unica sessao.

Apo6s o treinamento de discriminagdes simples, 0s animais passaram
para a fase de teste. Nesta, os animais foram testados em uma série de
discrimacdes: discriminacdo simples, discriminacdo composta, reversao 1,
mudanca intradimensional, reversdo 2, mudanga extradimensional e reverséo
3. Para cada série de discriminagfes, 0os animais precisavam atingir um critério
de seis respostas corretas consecutivas antes de passar para o0 proxima etapa
de discriminacdo. Todas as séries de discriminacbes foram realizadas
sequencialmente, durante uma Unica sessao.

Na discriminacéo simples (DS) os potes so6 diferiram pelo odor que era

acrescentado a eles, sendo a recompensa colocada sempre no pote que

continha um odor especifico (no caso, cheiro de orégano). Na discriminacéo

composta (DC) uma segunda dimensédo (meio de escavacgéo) foi introduzida
junto com o odor previamente apresentado, mas a recompensa continuava
sendo escondida no pote com o mesmo odor que era garantia de acerto na

sessdo anterior, sendo 0 meio de escavacéo irrelevante. Na fase reversao 1

(Revl), os odores e 0 meio continuaram 0s mesmos, mas 0 odor que antes era
correto agora era incorreto. Tipos diferentes de odores e meios foram usados
na mudanca intradimensional (ID) e extradimensional (ED). A diferenca € que
na mudanca ID o odor continuava sendo a pista para encontrar a recompensa,
enquanto na mudanca ED a dimensao/parametro mudava, sendo agora 0 meio
relevante, e ndo mais o odor. Ambas as sessdes de mudancas ID e ED foram
seguidas de uma sessao de reversao: reversado 2 (Rev2) e reversao 3 (Rev3),
respectivamente. Os exemplos de odores e meios de escavacao utilizados em
cada estagio do teste, sdo descritos na Tabela 1.

Para cada rato, foram analisados os parametros: nimero de tentativas
necessarios em cada estagio para atingir o critério de seis respostas corretas
consecutivas, e 0 numero de erros realizados em cada estagio antes de atingir
o critério. Para a completa realizacao da tarefa attentional set-shifting, desde a

habituacdo até o teste, os animais necessitaram entre 6 e 8 sessdes diarias.
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Estagio

Pote com recompensa

Pote sem recompensa

Discriminacdo simples (DS)

01 (orégano) + maravalha

02 (cravo) + maravalha

Discriminacdo composta (DC)

01 (orégano) + M1 (botdo)
01 (orégano) + M2 (isopor)

02 (cravo) + M2 (isopor)
02 (cravo) + M1 (botdo)

Reversdo 1 (Revl)

02 (cravo) + M1 (botdo)
02 (cravo) + M2 (isopor)

01 (orégano) + M2 (isopor)
01 (orégano) + M1 (botao)

Mudanca Intradimensional (ID)

03 (morango) + M3 (micanga)
03 (morango) + M4 (palha)

04 (noz-moscada) + M4 (palha)
04 (noz-moscada) + M3 {micanga)

Reversdo 2 {Rev2)

04 (noz-moscada) + M3 (micanga)
04 (noz-moscada) + M4 (palha)

03 (morango) + M4 (palha)
03 (morango) + M3 (micanga)

Mudanca Extradimensional (ED)

M5 (papeldo) + 05 (canela)
M5 (papeldo) + 06 (baunilha)

M6 (papel) + 06 (baunilha)
M6 (papel) + O5 (canela)

Reversdo 3 (Rev3)

M6 (papel) + O5 (canela)
M6 (papel) + 06 (baunilha)

M5 (papeldo) + 06 (baunilha)
M5 (papeldo) + 05 (canela)

Tabela 1: exemplos de odores e meios de escavacdo utilizados em cada estagio do teste

attentional set-shifting.

3.3.2 Teste de toleréancia ao atraso da recompensa

Quarenta e oito horas apdés o término do ASS iniciou-se o “Teste de

tolerancia ao atraso da recompensa”. Neste teste € medida a impulsividade dos

animais mediante a apresentacdo de dois parametros distintos de recompensa

alimentar palatavel: pequena quantidade, mas entregue de forma imediata ou

outra em grande quantidade, mas que € entregue com atraso (Thiebot et al.,

1985; Bizot et al., 2007). Utiliza-se um labirinto em “T” (cada braco com 50 cm

de comprimento, 10 de largura e 40 de altura) com portas nas entradas (pl) e

na regido distal (p2) dos bracos que podem ser fechadas e abertas, conforme

mostrado na Figura 5. O animal € inserido no aparato no brago principal do

labirinto, permitindo ao animal virar a esquerda ou a direita para obter a

recompensa alimentar.
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Recompensa Recompensa
menor maior

Figura 5: Representacédo do Labirinto
em T utiizado para o teste de
tolerdncia ao atraso da recompensa
(Pandolfo, P 2010)

O protocolo utilizado nesse teste foi adaptado a partir do protocolo
original de Thiebot e colaboradores (1985). No primeiro dia de habituacéo, os
animais exploraram o labirinto por 5 minutos, e todas as portas (pl e p2)
encontravam-se abertas, possibilitando a livre exploragdo ao aparato e a
obtencdo de recompensa (mesma quantidade) nos dois bragos do labirinto. A
partir do segundo dia, o braco direito possuia uma recompensa maior (8
pedacos de ¥ de Froot Loops, Kellogg®) e o esquerdo uma recompensa
menor (2 pedacos de Froot Loops). Todas as portas ficaram abertas durante o
periodo de habituacao (3 dias, com 2 sessdes de 5 tentativas cada) e o animal
foi capaz de comer a recompensa nos dois bracos. Na fase de treinamento, as
portas distais (P2) encontravam-se fechadas, e quando o animal escolhia um
dos bracos, a pl se fechava e a p2 era imediatamente aberta, revelando a
recompensa. Nessa fase de treinamento, o animal precisava aprender o
paradigma de diferenca no tamanho das recompensas, que foi confirmado
guando o animal escolhia mais de 80% das vezes o braco da recompensa
maior (em um dia de teste, 8 das 10 escolhas). Foram estipulados no minimo
trés dias de treinamento antes dos animais passarem para a fase de teste.

No teste (10 dias, 5 tentativas por dia), quando o rato escolhia o braco
da recompensa maior, a P1 era fechada e ele ficava confinado entre a pl e p2
por 15 segundos (nos 5 primeiros dias) ou 30 segundos (nos 5 udltimos dias),

até a p2 ser aberta, apresentando a recompensa. No entanto, se o animal
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escolhia o bragco de recompensa menor, nenhum atraso para entrega da
mesma era aplicado.

Os parametros avaliados foram o numero de escolhas de recompensas
grandes (com atraso) e pequenas (sem atraso), ao longo das sessoes de teste.
O comportamento impulsivo é observado quando o animal escolhe
preferencialmente o braco sem o atraso na entrega da recompensa, embora
esta seja menor (Bizot et al, 2007). Os animais precisaram entre 16 e 17 dias
para completar todas as fases deste teste.

3.4 Analise morfoldgica

3.4.1 Perfusao

No dia seguinte ao fim dos testes, os ratos (n=6 por grupo) foram
profundamente anestesiados com ketamina e xilazina (80mg/kg e 10mg/kg, i.p.)
e entdo foram perfundidos com solucdo salina 0,9% seguido de uma solucdo
fixadora composta por 4% de paraformaldeido diluidos em 0,1M de tampéao
fosfato. ApOs essa etapa, os encéfalos foram removidos e pos-fixados overnight
na mesma solucdo fixadora utilizada para a perfusdo e depois foram
crioprotegidos em sacarose 30% diluida em tampdo fosfato a 4°C até
submergirem. A préxima etapa foi o congelamento dos encéfalos através de uma
rapida imersdo em isopentano e em seguida em nitrogénio liquido. Os encéfalos
foram conservados em freezer -70°C até a realizacdo das seccdes coronais (50

pm) em criostato.

3.4.2 Volume de lesao

Para a avaliacdo histologica do volume da lesdo, foram realizadas
seccles coronais de 50 um com intervalos de 300 ym durante toda a extensao
do encéfalo utilizando um criostato (Leica, Germany) a -20°C. Os cortes foram
montados em laminas gelatinizadas que depois foram coradas pela técnica de
hematoxilina-eosina. Ao final deste processo, as laminas foram escaneadas em
resolucéo de 1200 dpi e com auxilio do software Image J 4.0 (Scion Corporation,

Frederick, MD, USA) delimitamos as areas das seguintes estruturas: hemisférios

30



totais (coordenadas entre 3.7 e -6.3), cortex cerebral (coordenadas entre 3.7 e -
6.3), substancia branca (corpo caloso e capsula externa: coordenadas entre 3.72
e -7.44), hipocampo (coordenadas entre -1.72 e -6.60) e estriado (coordenadas
entre 2.76 e -2.28) (Paxinos & Watson, 2004). O volume das estruturas foi
calculado pela soma das areas multiplicado pelo intervalo entre as seccoes, de
acordo com o Método de Cavalieri (Mestriner et al., 2013; Pereira et al., 2007).

3.5 Andlise Estatistica

O desempenho na tarefa ASS e os volumes das regides encefalicas foram
avaliados por teste-t ndo-pareado. ANOVA de medidas repetidas foi aplicada
para a analise do desempenho no “Teste de tolerdncia ao atraso da
recompensa” ao longo das sessfes de cada tempo de espera, tendo como grupo
o fator independente e sessdo como a medida repetida. Para a comparacao das
médias dos diferentes tempos de espera nesta mesma tarefa, foi aplicada
ANOVA de dois fatores, tendo grupo e sessdo como os fatores avaliados.
Quando necessario, as analises foram seguidas pelo teste post hoc de Tukey
para multiplas comparacdes. Os dados foram expressos como media + erro
padrdo da média (EPM) e os resultados foram considerados significativos
guando p <,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o

software Statistica® versao 10.
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4. RESULTADOS

4.1 Attentional set-shifting

No teste ASS, os animais HI necessitaram de mais tentativas para atingir
o critério de seis respostas corretas consecutivas, nos estagios de reversao 2
(F(1,21) = 6,14, p < ,05) e reversao 3 (F(1,21) = 1,09, p < ,001), quando
comparado aos animais CT. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
guanto ao numero de tentativas nos demais estagios: discriminacdo simples,
discriminagdo composta, reversdo 1, mudanca intradimensional e mudanca
extradimensional (Figura 6A).

Quanto ao numero de erros que 0s animais realizaram em cada um dos
estagios, foi identificado um maior numero de erros nos animais Hl,
comparando-se com o grupo CT, nos estagios reverséao 2 (F(1,21) = 3,5, p <,05)
e reversao 3 (F(1,21) = 1,9, p <,0001), corroborando assim com o maior nimero
de tentativas para atingir o critério proposto nesses estagios. O numero de erros
no estagio de mudanca extradimensional também foi maior no grupo HI (F(1,21)
= 3,43, p <,05) (Figura 6C).

Considerando os numeros totais de tentativas e erros durante o teste, 0os
animais do grupo HI necessitaram de mais tentativas que o grupo CT (F(1,21) =
2,86, p <,0001) e realizaram o dobro do numero de erros dos animais controle
durante toda a tarefa (F(1,21) = 2,28, p < ,0001), conforme mostrado na figura

6B e D, respectivamente.
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Figura 6: Desempenho durante o teste attentional set-shifting, avaliando o nimero de
tentativas (A) e erros (C) em cada estagio até atingir o critério proposto, assim como 0s
valores totais dessas variaveis ao final do teste (B e D). Resultados s&o expressos como
média + EPM. *Diferenca entre grupos. Teste-t, p<,05. DS: discriminacdo simples; DC:
discriminacdo composta; Revl: reversdo 1; ID: mudancga intradimensional; Rev2: reversédo

2; ED: mudanca extradimensional; Rev3: reversdo 3; CT: controle; HI: hipoxia-isquemia.
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4.2 Teste de tolerancia ao atraso da recompensa

Neste teste foi realizado um periodo de treinamento para identificacdo de
diferentes por¢des de recompensa alimentar, sem o atraso para recebé-las.
Durante este treinamento, foi registrada a preferéncia pela recompensa maior
em duas sessdes diarias durante 3 dias. A ANOVA de medidas repetidas
apontou um efeito principal significativo da sesséo (F(1,21) = 12,1, p <,0001). O
teste post hoc de Tukey demonstrou que o nimero de escolhas para o braco
contendo a recompensa maior aumentou no 32 dia de treinamento, quando
comparada a 12 sesséo, tanto no grupo CT quando no grupo HI (Figura 7A).

Durante o teste, foi realizada 1 sesséo diaria durante 5 dias, quando o
atraso de 15 segundos para a entrega da recompensa maior foi inserido. A
ANOVA de medidas repetidas demonstrou um efeito principal da sesséo (F(1,21)
= 22,12, p <,0001). No teste post hoc de Tukey foi observada uma diminuicao
da escolha do braco com a recompensa maior no 3° dia de teste, quando
comparado ao 1° dia, tanto para o grupo CT, quanto para o grupo HI (Figura 7B).
Quando um tempo de espera de 30 segundos para a entrega da recompensa
maior foi inserido (teste com 5 dias e sessdes diarias), a ANOVA de medidas
repetidas nao indicou diferenca significativa ao longo das sessbes, em nenhum
dos grupos avaliados (Figura 7C), ou seja, 0S Qrupos ja apresentaram
preferéncia pela recompensa menor desde o primeiro dia de teste.

Na figura 8, sdo apresentadas as médias de escolhas para o braco
contendo a recompensa maior ao longo de todo o teste, comparando-se 0s trés
procedimentos (0,15 ou 30 segundos de atraso para a recompensa maior). A
ANOVA de dois fatores demonstrou um efeito principal do tempo (F(1,21) =
309,73, p < ,0001) onde o post hoc de Tukey apontou que houve uma
diminuicdo no numero de escolhas pela recompensa maior quando foi inserido
um atraso para o0 recebimento do alimento. Ambos 0S grupos apresentaram
menor média de escolhas da recompensa maior quando houve um atraso de 15
e 30 segundos; ressalta-se que esta diminuicao foi progressiva. Em ambos 0s
procedimentos, treino e teste, no Teste de tolerancia ao atraso da recompensa
ndo foi identificada diferenca entre 0s grupos experimentais, nas variaveis

avaliadas.
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Figura 7: Numero de escolhas para a recompensa maior no teste de tolerancia ao

atraso da recompensa, quando o tempo de espera para a entrega da recompensa maior era

de 0 (A), 15 (B) e 30 segundos (C). Resultados sao expressos como média + EPM. *Diferente da

12 sessédo. ANOVA de medidas repetidas, p<,05. CT: controle; HI: hipdxia-isquemia.
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Figura 8: Média do niumero de escolhas para a recompensa maior no teste de tolerancia ao
atraso da recompensa, nos diferentes tempos de espera (0, 15 e 30 segundos). Resultados sao
expressos como média + EPM. *Diferente do tempo 0, onde ndo havia atraso para a entrega da
recompensa. #Diferente do tempo 15 segundos. ANOVA de dois fatores, p<,05. CT: controle; Hl:

hipdxia-isquemia.
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4.3 Volume de lesdo

Hemisférios totais: O volume total do hemisfério direito (ipsilateral a lesdo) esta
diminuido em animais HI quando comparado aos controles (F(1,11) = 1,28, p <
,001), mas nenhuma diferenca foi encontrada no hemisfério esquerdo
(controlateral a lesdo), como observado na figura 9A.

Cértex cerebral: Teste-t revelou que os animais HI tem um menor volume cortical
(F(1,11) = 2,34, p < ,01; Figura 9B) apenas no lado ipsilateral a lesdao (lado
direito), sem diferengas significativas no lado contralateral a lesdo (lado
esquerdo).

Substéncia branca: Os animais HI demonstraram um menor volume de
substancia branca nos dois hemisférios cerebrais, ipsilateral a lesdo (F(1,11) =
7,02, p <,001; Figura 9C), assim como no lado contralateral (F(1,11) = 2,3, p <
,01).

Hipocampo: Uma diferenca significativa foi encontrada entre 0s grupos,
ipsilateral a lesdo. Animais HI apresentaram menor volume hipocampal do lado
direito quando comparado aos animais CT (F(1,11) = 63,18, p < ,0001; Figura
9D). No lado esquerdo nao houve diferenca entre os grupos.

Estriado: Uma reducado no volume estriatal no lado direito foi observada no grupo
HI (F(1,11) = 2,96, p < ,01; Figura 9E), sem diferencas no lado oposto a leséo

(lado esquerdo).
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Figura 9: Volumes encefélicos dos hemisférios totais (A), cortex cerebral (B), substancia branca
(C), hipocampo (D) e estriado (E). Resultados sdo expressos como média + EPM. *Diferenca entre
grupos. Teste-t, p<,05. HE: hemisfério esquerdo (contralateral a lesdo); HD: hemisfério direito
(ipsilateral a leséo); CT: controle; HI: hipoxia-isquemia. (F) Fotomicrografia (Paxinos & Watson
2004; coordenada -2,04mm) representando as estruturas avaliadas. Ct. cortex cerebral; SB:

substancia branca (corpo caloso e capsula externa); Hc: hipocampo; Et: estriado.
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5. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi investigar se a HipOxia-isquemia
encefalica neonatal contribui para o desenvolvimento de caracteristicas
relacionadas ao Transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade na fase
adulta em ratos utilizando o teste attentional set-shifting e o teste de tolerancia
ao atraso da recompensa. Animais submetidos a HI apresentaram prejuizo na
funcdo executiva avaliado no ASS, enquanto o nivel de impulsividade,
observado no teste de tolerancia ao atraso da recompensa, néo foi alterado
pela HI. Relacionando com os achados comportamentais, houve perda de
volume no hemisfério cerebral total, cortex cerebral, substancia branca,
hipocampo e estriado no grupo Hl, principalmente no lado ipsilateral a lesao.

O teste ASS foi desenvolvido para ratos por Birrel e Brown (2010),
baseado no teste “ID/ED set-shifting” utilizado para avaliar funcéo executiva em
humanos (Owen et al., 1991). Em modelos experimentais, essa tarefa ja foi
utilizada para avaliar processos atencionais relacionados a funcdo executiva
em diversas manipulacdes, tais como: lobotomia frontal (Owen et al., 1991),
lesbes neurotoxicas (Birrel & Brown, 2010), medicamentos de acado central
(Tunbridge et al., 2004), envelhecimento (Barense et al., 2002), interrupcédo do
sono (McCoy et al., 2007), entre outros. Como previamente citado, a hipoxia-
isquemia neonatal pode ser um fator desencadeante do TDAH (Getahun et al.,
2013). Sendo assim, no presente estudo foi avaliado o comportamento de ratos
submetidos ao modelo de hipoxia-isquemia de Levine-Rice, buscando-se
relacionar os possiveis achados com aqueles identificados em humanos.

Os resultados indicaram que os animais submetidos a HI neonatal e
testados na tarefa ASS apresentaram um claro prejuizo nos estagios de
reversdo da tarefa e também realizaram um maior niumero de erros no estagio
de mudanca extradimensional, quando o estimulo relevante passou do odor
para o meio de escavacéo. Estes achados demonstram que a hipéxia-isquemia
neonatal comprometeu seletivamente discriminagcdes que exigiam uma
mudanca atencional entre as diferentes dimensdes (ED - meio ou odor) ou
mesmo uma mudancga na mesma dimenséo (REV - odor 1 para odor 2) (Culley
et al.,, 2014). Uma vez que a HI ndo afetou de forma significativa a fase de

mudanca ID, os comprometimentos que observamos nas fases de reversao e
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mudanca extradimensional ndo podem ser interpretados como um déficit geral
de aprendizagem (McCoy et al., 2010). Os erros observados nos estagios de
reversao se referem a uma maior perseveracao a regra empregada no estagio
anterior da tarefa (McCoy et al., 2010), que s&o decorrentes de um
comprometimento na flexibilidade comportamental desses animais.
Considerando isto, é possivel afirmar que esses achados indicam que o0s
animais submetidos a HI apresentam um comportamento perseverativo. No
estudo de van der Kooij et al. (2010) animais HI com 45 dias de idade foram
avaliados no modified hole board, onde deviam aprender a discriminar
diferentes cilindros para receber uma recompensa alimentar. Neste teste, na
fase de reversédo, os animais HI demoraram mais para concluir a tarefa,
demonstrando uma flexibilidade cognitiva prejudicada. O paradigma realizado
nessa tarefa € semelhante ao utilizado no teste ASS aplicado no presente
estudo, e os resultados do trabalho mencionado véao de acordo com 0S nossos,
onde os animais HI ndo apresentaram prejuizos significativos no aprendizado
da tarefa, mas quando testados nas fases de reversdo do aprendizado, os
animais tinham uma maior dificuldade para executa-las. Ainda, em
concordancia com a presente interpretacdo dos resultados, respostas
perseverativas aumentadas nos animais HI também foram observadas no 5-
choice serial reaction time task (5-CSRTT) (Miguel et al., 2015) e no choice
reaction time task (CRTT), um aparato equipado com duas alavancas que sao
utilizadas para avaliar processos atencionais ao longo dos dias de treinamento
(Ikeda et al., 2004; Mishima et al., 2004). Devemos considerar que em estudo
prévio ja foi demonstrado que os animais HI apresentam um comportamento
motor semelhante aos controles, 0 que exclui a possibilidade do
comprometimento na tarefa ter sido causado por algum problema motor (Miguel
et al., 2015).

A capacidade de desconsiderar um estimulo originalmente relevante e
atender a um novo estimulo é considerada uma funcao executiva do sistema
nervoso (McCoy et al, 2010) e evidéncias sugerem que o CPF desempenha um
papel importante nas funcdes executivas em humanos (Decker et al., 2003),
primatas ndo-humanos (Rogers et at., 2000) e roedores (Danet et al., 2008). Os
dois tipos de flexibilidade comportamental que podem ser avaliados no ASS, a

flexibilidade que ocorre nas reversdes de estimulos que predizem a
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recompensa ou a flexibilidade na mudanca extradimensional (meio de
escavacgao ao invés de odor), requerem a integridade de diferentes regides do
CPF (Dias et al.,1996, Birrell e Brown, 2000; McAlonan e Brown, 2003). A
flexibilidade nas reversées depende da integridade do cértex orbitofrontal,
enquanto a flexibilidade na mudanca ED depende da integridade do CPF
medial ventral, como mostrado em estudos de lesdo em macacos (Dias et al.,
1996), ratos (Birrel & Brown, 2010) e camundongos (Bissonette et al., 2008).
Os achados encontrados nesse trabalho avaliando a fungcdo executiva dos
animais que foram submetidos a HI neonatal, também sdo mostrados em
diversos estudos clinicos que utilizam o ID/ED shifting task (Kempton et al.,
1999, Coghill et al., 2014, Gau & Chang, 2010a, Gau 2010b), uma tarefa que
apresenta 0 mesmo paradigma do ASS.

No teste de tolerancia ao atraso da recompensa, que avalia
especificamente um aspecto de tomada de decisdo impulsiva, ndo houve
diferenca no nivel de impulsividade entre os animais controle e os animais que
foram submetidos a hipoxia-isquemia neonatal. Os resultados encontrados
apontam apenas uma diminui¢cdo progressiva na escolha do brago que prediz a
recompensa maior quando o tempo de espera € inserido antes da entrega da
recompensa, mas essa diminuicdo da escolha do braco com a recompensa
maior ocorre da mesma forma para os dois grupos avaliados. Esses achados
referentes a impulsividade diferem dos resultados encontrados no teste 5-
CSRTT, onde foi identificado um aumento de respostas prematuras (um indice
de impulsividade) nos animais adultos submetidos a HI neonatal (Miguel et al.,
2015). Tais diferencas nas andlises do nivel de impulsividade ndo sao
inesperadas, visto que a impulsividade apresenta diferentes caracteristicas
comportamentais, tais como a incapacidade de conter uma resposta ou a
intolerancia ao atraso no recebimento de uma recompensa (Winstanley et al.,
2006). No caso dos dois testes que comparamos, cada um avalia um aspecto
diferente da impulsividade: o 5-CSRTT baseia-se na acéo impulsiva, enquanto
o teste de tolerancia ao atraso da recompensa avalia tomada de decisdo
impulsiva. Sendo assim, a hipdxia-isquemia neonatal parece desencadear uma
acao impulsiva desses animais na fase adulta, mas nao interfere na tomada de
decisao desses animais. Além disso, cabe também considerar que na literatura

h& diversos trabalhos mostrando que pacientes com TDAH podem néo ter
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prejuizo em tarefas que avaliam tolerdncia ao atraso (Marco et al, 2009;
Paloyelis et al, 2009).

Em relagdo as andlises morfoldgicas, os resultados demonstraram uma
atrofia encefélica ipsilateral & ocluséo arterial em todas as regides analisadas:
hemisférios totais, cortex cerebral, substancia branca, hipocampo e estriado.
Além disso, a substancia branca no lado contralateral também foi afetada pelo
procedimento de hipOxia-isquemia, provavelmente porque essa regido
apresenta alta conectividade entre os dois hemisférios cerebrais. Estes
resultados confirmam os dados anteriores no modelo de HI de Levine-Rice, que
demonstraram: atrofia no hipocampo, estriado, cortex e corpo caloso
(Alexander et al., 2014; Almli et al., 2000; Pereira et al., 2007; Pereira et al.,
2008). Algumas dessas regides estdo implicadas nos comportamentos
observados no presente estudo. Como mencionado anteriormente, diversos
trabalhos sugerem que o CPF desempenha um papel importante nas funcdes
executivas. Tendo em vista que o cortex cerebral apresentou uma diminuicéo
de volume nos animais HI (figura 9B), essa atrofia cortical global provavelmente
deve ter afetado a integridade funcional do CPF, colaborando para os déficits
de inflexibilidade comportamental nos animais HI. Em um estudo em humanos,
foram avaliadas as ativacOes encefalicas durante uma tarefa de mudanca de
conjunto (set-shifting task) e os resultados demonstraram o envolvimento do
estriado e do hipocampo em diferentes estagios durante a realizacéo da tarefa.
Ocorria um pico de ativacdo no nucleo caudado (estriado) quando um feedback
negativo sinalizava uma mudanca na regra, ja ho hipocampo ocorria um pico
de ativacdo quando a identidade da regra tinha sido estabelecida. Tal resultado
sugere que o nucleo caudado desempenha um papel na geracdo da resposta
guando a identidade da nova regra € desconhecida e o que o hipocampo ajuda
a consolidar o conhecimento sobre a correta regra em uso (Graham et al.,
2009). Tendo em vista que essas duas regifes que se mostraram importantes
para a realizacdo da tarefa de ASS estéo atrofiadas nos animais HI (figura 9D e
E), esta relacdo pode ter colaborado para o desempenho prejudicado na tarefa
de ASS pelos animais lesionados.

Os resultados do presente estudo apontam um prejuizo na fungéo
executiva de animais submetidos a hipéxia-isquemia, evidenciado por uma

inflexibilidade comportamental na tarefa attentional set-shifting. Além disso,
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demonstramos que estruturas encefélicas envolvidas na realizacdo dessa
tarefa, como o cortex, estriado e hipocampo, estdo atrofiadas nesses animais.
Sabendo que individuos com Transtorno de déficit de atencéo/hiperatividade
apresentam déficits nestas fun¢des executivas, podemos inferir que o modelo
de hipdxia-isquemia, em roedores, pode desencadear comportamentos
relacionados ao TDAH em humanos. Além disso, esse estudo pode contribuir
para o desenvolvimento de um modelo animal para o estudo do TDAH, visto
gue ainda ndo ha consenso na literatura de um modelo adequado para esse

fim.
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6. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos nesse estudo, podemos concluir que:

- Animais submetidos a hipdxia-isquemia neonatal e avaliados na tarefa
attentional set-shifting na fase adulta apresentaram prejuizo na funcéo
executiva, evidenciado por uma inflexibilidade comportamental nos estagios em
gue precisavam desconsiderar um estimulo originalmente relevante e atender a

um novo estimulo;

- A hipoxia-isquemia neonatal ndo alterou os niveis de impulsividade dos
animais na fase adulta, avaliado no teste de tolerdncia ao atraso da

recompensa,;

- O evento hipoxico-isquémico ocasionou uma atrofia encefalica nas seguintes
regidbes de animais adultos: hemisfério cerebral total, coOrtex cerebral,
substancia branca, hipocampo e estriado, principalmente no lado ipsilateral a

lesdo.
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7. PERSPECTIVAS

- Investigar se a relagdo entre a hipoxia-isquemia neonatal e o transtorno de
déficit de atencao/hiperatividade j4 aparece em animais mais jovens (visto que o
TDAH tem uma incidéncia maior em criangas e adolescentes);

- Compreender os mecanismos que podem estar envolvidos na inter-relacéo
entre a hipdxia-isquemia neonatal e o transtorno de déficit de
atencédo/hiperatividade, como a andlise do sistema dopaminérgico;

- Ainda, buscando-se uma relacdo entre a hipdxia-isquemia e o transtorno de
déficit de atencao/hiperatividade, é necessario considerar a validade preditiva do
modelo de asfixia perinatal para o TDAH. Para este fim, os efeitos do
metilfenidato, a droga de escolha para o tratamento de TDAH, precisam ser

também investigados.
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