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RESUMO

A isquemia cerebral global transitéria ocorre quando o aporte sanguineo
do cérebro & substancialm e transitoriamente interrompido por varios minutos,
resultando numa insidiosa e seletiva morte de neurbnios piramidais do subcampo
CA1 do corno de Ammon do hipocampo.

O hipocampo tem importante funcdo no aprendizado e memoria
espacial, portanto o dano isquémico em ratos levard a consequéncias
comportamentais observadas em tarefas espaciais no labirinto aquatico de Morris,
havendo correlagdo entre a extensdo da lesdo hipocampal e o comprometimento
cognitivo.

Sabendo que a lesdo isquémica no hipocampo produzira déficit
cognitivo traduzido pela dificuldade do rato de aprender, lembrar e ir para um lugar
definido no espago e, que esta lesio influenciard a capacidade destes animais de
extinguirem uma tarefa anteriormente aprendida induzindo a uma resisténcia a
extingdo, o presente trabalho teve como objetivo verificar o aprendizado, a evocagao

e a resisténcia a extingcdo de tarefas espaciais em ratos isquémicos submetidos a
isquemia por 10 e 20 minutos.

Ratos Wistar com 3 meses de idade foram submetidos a isquemia
global por oclusdo dos 4 vasos (4VO). No primeiro experimento, os animais foram
divididos em grupo controle e grupo isquémico 10 minutos. No segundo experimento
os animais foram divididos em grupo controle, grupo controle cirlrgico, grupc
isquémico 10 minutos e grupo isquémico 20 minutos. Os animais foram submetidos a
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testes comportamentais com fases de aquisicBo no labirinto aquatico onde a
plataforma era localizada em diferentes posigbes a cada fase. Ao final das fases de
aquisicdo, os animais foram submetidos a sessdes de teste, com dois testes: um para
avaliar a retengdo da tarefa e outro para examinar a resisténcia a extingao.

Apds os testes comportamentais, os ratos foram sacrificados e os
encéfalos perfundidos e preparados para analise volumétrica da camada piramidal de
CA1 do hipocampo pelo principio de Cavalieri.

Os resultados comportamentais demonstraram que 0s animais
isquémicos apresentaram um déficit no aprendizado espacial, demonstrado pelas
laténcias maiores para localizar a plataforma durante as fases de aquisicao, tanto no
experimento 1 quanto no experimento 2. Quanto a extingdo de tarefas, os animais
isquémicos 10 minutos apresentaram resisténcia a extingdo com diferenga
significativa em relagdo aos animais controle. Os animais isquémicos 20 minutos
apresentaram apenas uma tendéncia a resisténcia a extingao.

Na analise volumétrica, constatou-se uma redugdo significativa do
volume da camada piramidal do CAt1 do hipocampo nos animais isquémicos
submetidos a isquemia global, redugdo esta que foi mais importante nos animais
isquémicos 20 minutos.

Nossos resultados confirmam nossa hipbtese de que a isquemia
cerebral global transitéria causa lesdo no setor CA1 do hipocampo provocando
déficits no aprendizado espacial e resisténcia a extingdo da tarefa no labirinto

aquatico, sendo esta resisténcia mais evidente nos animais isquémicos 10 minutos.



INTRODUGAO

1. ISQUEMIA CEREBRAL

O cérebro é um 6rgdo que depende do suprimento de oxigénic e de
glicose para a fosforilagdo oxidativa. Estes substratos s&o utilizados para manter, entre
outros, os gradientes idnicos dos neurdnios e células gliais e para manter a
neurotransmissao glutamatérgica. Se o suprimento sanguineo cerebral é interrompido
por um embolismo dos vasos intracerebrais ou trombose local, o infarfo cerebral se
desenvolve. Com a obstrucdo completa destes vasos, os sintomas clinicos se
desenvolvem rapidamente configurando um acidente vascular cerebral (AVC) (WITTE

et al, 2000).

O acidente vascular cerebral, seguindo o infarto do miocardio e o cancer,
€ a terceira causa de morbidade e mortalidade nos paises ocidentais. Cerca de 85 %
dos pacientes com AVC sofreram uma isquemia cerebral (WHITALL et al, 2000;

“WILLIAMS e JIANG, 2000).



Em 25 a 40% dos pacientes com AVC isquémico, 0s sintomas
neurolégicos progridem nas primeiras horas (VILA et al, 2000). O AVC € a causa mais
comum de incapacidade permanente nos Estados Unidos e esta associado com alta

incidéncia de déficits motores, sensoriais e cognitivos (WHITALL et al, 2000).

A isquemia é definida como um bloqueio temporario ou uma redugéo do
fluxo sanguineo, para um 6rgao, tecido ou grupamento celular (GINSBERG, 1997). A
isquemia provoca diferentes conseqiiéncias que variam de acordo com sua severidade
e com a resisténcia que o tecido apresenta a este insulto. Em ambas situagbes
verifica-se grande amplitude de respostas, que variam desde adaptagbes transitérias

até estados patoldgicos que podem levar a morte (KATO et al, 1994).

A isquemia cerebral global acontece quando o suprimento sanguineo do
cérebro € substancialmente, porém transitoriamente, interrompido por varios minutos.
A parada cardiaca é o exemplo clinico mais comum de uma isquemia cerebral seguida

de recuperacido em humanos (BARTUS et al, 1998, COLBOURNE et al, 1998).

Déficits neuropsicologicos podem resultar da hipéxia durante uma parada
cardiaca levando a interferéncia na recuperagdo dos pacientes e afetando-os nas suas
atividades de vida diaria ao retornarem para suas casas. Estudos que avaliam a
func@o cognitiva dos sobreviventes apds uma parada cardiaca observaram prejuizo

cognitivo em 20 a 50 % dos casos (GRUBB et al, 2000).
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A interrupcdo do fluxo sanguineo cerebral apés uma parada cardiaca
resulta em moderada ou profunda perda da memoria anteroégrada. Um prejuizo na
habilidade de aprender novas informacgdes € visto em 20 a 40 % dos pacientes que
sobrevivem a uma parada cardiaca e, hestes pacientes, um exame apds a morte
identificou lesdes no hipocampo junto com lesdes em varias outras regides cerebrais,
sugerindo que a patologia hipocampal pode estar relacionada com a perda de
memoria (BLOCK e SCHWARZ, 1998). Este prejuizo cognitivo tem sido observado em
individuos com déficit na memoria associado a lesdo hipocampal localizada. A
degeneracao especifica dos neurdnios CA1 hipocampais esta associado com amnésia

anterégrada apos parada cardiaca em humanos (GRUBB et al, 2000).

A isquemia cerebral global transitoria & produzida em ratos quando se
oclui as grandes artérias que suprem ambos hemisférios cerebrais por 5 ou 20
minutos. Quanto maior o tempo de oclusado das artérias cerebrais, maior a severidade
da isquemia que resultara em uma insidiosa e seletiva morte de neurbnios cerebrais
piramidais do subcampo CA1 do Corno de Ammon do hipocampo (HSU et al, 1998).
Esta morte seletiva pode também ser observada em humanos que sofreram uma

isquemia cerebral global devido a uma parada cardiaca (BARTUS et al, 1998).

No sistema nervosoc do rato, estas células piramidais sdo as mais
sensiveis a isquemia, seguidas pelas células da 3° e 5% camadas corticais, estriado,

septo, CA3, tdlamo, corpo geniculado medial e substancia negra respectivamente



(KOGURE e KATO, 1993). Contudo, outros grupos de neurbnios como as células
granulares do giro denteado, possuem resisténcia ao insuito isquémico (SCHMIDT-
KASTNER e FREUND, 1991). Este fato é chamado de vulnerabilidade seletiva para a

isquemia (DIXON, 1965).

A vulnerabilidade & isquemia cerebral varia grandemente entre as
diferentes regides do sistema nervoso central. Assim, diferentes populagbes de
neurénios no cérebro, mostram diferente susceptibilidade ao insulto isquémico (GAO
et al, 1998). Em animais submetidos a uma isquemia transitéria observou-se que trés
a sete dias apds esta isquemia, os neurbnios piramidais do CA1 do hipocampo
morrem, porém os neurdnios do CA3 e células granulares do giro denteado parecem

nao sofrer dano (PULSINELLI et al, 1982).

1.1 LESAO HIPOCAMPAL

O hipocampo € uma estrutura alocortical (por possuir menos de seis
camadas) do tipo arquicortical (por apresentar uma camada de células piramidais e
duas camadas plexiformes), conforme demonstrado na figura 1. A camada piramidal
concentra os corpos das células piramidais e as camadas plexiformes apresentam
neuropilo, que € uma densa rede de axdnios e dendritos onde ocorre a maioria das

sinapses (MESULAM, 1985; PETERS et al, 1991; GLOOR, 1997).
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Figura 1 — Diagrama esquematico das sub-regides e estratificacdo laminar do hipocampo esquerdo.
Anatomia tipica das células de CA1, CA3 e das células granulosas do giro denteado {Modificado de

AMARAL e WITTER, 1995).

No rato, o hipocampo corresponde a 1/3 do tamanho do cérebro
possuindo a forma de uma letra c&, quando observado no plano sagital (figura 2),
exibindo um pdlo dorsal também chamado de septal e outro pdlo ventral, também
chamado de caudal ou temporal (AMARAL e WITTER, 1995). Fazem parte da
estrutura do hipocampo, o corno de Ammon (hipocampo propriamente dito) e o giro

denteado com o hilo (LORENTE DE NO, 1935; GLOOR, 1997).



Figura 2 — Fotomicrografia de cérebro de ralo adulto delimitando esquematicamente a regido do
hipocampo de um hemisféric cerebral. CA1, subcampo 1 do comoe de Ammon;CAZ, subcampo 2 do

corne de Ammon; CA3, subcampo 3 do corno de Ammon; GD, giro denteado; H, hilo do giro demteado.

Barra de calibragio= 50 um.

O hipocampo desempenha uma fungdo central no processamento do
aprendizado e da memoria espacial e esta envolvido no processamento de memcria
de trabalho, de curta duragao e intermediaria (MORRIS et al, 1982, ZOLA-MORGAN e
SQUIRE, 1986; ZOLA-MORGAN et al, 1992, NETTO et al, 1993; SAVE e POUCET,
2000, CHAN et al, 2001; MITSUSHIMA et al, 2001, NAGHDI! et al, 2001). Esta
estrutura, que integra a agquisicBo e processamentc da memoria e aprendizado,
contém uma das mais sensiveis, bem como uma das mais resistentes populacdes de

neurbnios a isquemia global. Os neurbnios piramidais do subcampo do CA1 do



hipocampo sdo uma populagdo de neurfnios altamente vulneraveis, entretanto as

células granulares do giro denteado s&o neurbnios primariamente resistentes a

isquemia global (HSU et al, 1998).

Aproximadamente 24 a 48 horas apds a isquemia, 0 acumulo de
perturbacbes metabdlicas compromete significativamente a funcdo e integridade dos
neurdnios piramidais no CA1 do hipocampo. Em menor extens&o, a isquemia cerebral
global transitoria atinge um numero indeterminado de neurdnios em sub-regites do

neocoriex, talamo e estriado (BARTUS et al, 1998).

Esta alteragdo das células piramidais hipocampais aparece inicialmente
ap6s uma isquemia transitéria do prosencefalo e o volume de lesdo neuronal do
hipocampo pode ser influenciado pelos glicocorticoides, pois 0 hipocampo contém
uma das mais altas densidades de receptores de glicocorticdides no cérebro

(ANTONAWICH et al, 1999).

A isqguemia global leva a uma cascata de processos fisiopatoldgicos que
contribuem para lesdo celular isquémica. Durante o periodo isquémico ha uma
liberacdo macica de aminoacidos excitatérios, uma sobrecarga de calcio intracelular e
aumento de radicais livres que caracterizam a fase excitotoxica. A fase inflamatoria
também esta presente ap6s a isquemia, sendo caracterizada pela migracdo de

neutréfilos e leucocitos para o tecido, ativacdo de células gliais e liberacdo de



substancias citotoxicas. A apoptose, presente no periodo apés a isquemia, envolve
mudancas apoptéticas observadas nos neurdnios CA1 no terceiro ou quarto dia apds
o insulto isquémico (BLOCK, 1999). Estes processos fisiopatologicos iniciam-se apds
um intervalo do comego da isquemia e apresentam diferentes duragdes (BLOCK et al,

2001).

A hipotese excitotoxica da morte neuronal isquémica esta baseada nos
efeitos neurotéxicos da alta concentragdo exiracelular de glutamato liberado como
resultado do aumento da atividade sinaptica excitétéria e relacionada com o influxo de
célcio para dentro da célula nervosa (KRISTIAN e SIESJO, 1998; GERASIMOV et al,
2001). Portanto, o ion calcio é considerado um importante mediador da les&o cerebral
isquémica (KURODA et al, 1997). O evento isquémico causa liberagdo de uma
guantidade excessiva de neurotransmissores excitatérios no cérebro, que ativam
receptores pos-sinapticos e canais de ions levando a esta elevagdo do célcio
intracelular. A homeostase do célcio € comprometida entre 18 a 24 horas apds a
isquemia, 0 mesmo periodo em que ocorre ¢ declinio na transmissdo monossinaptica

dos neurdnios piramidais no CA1 (BARTUS et al, 1998).

Logo apds ocorrer a perturbacéo isquémica, um rapido acimulo de
giutamato e aspartato occorre no espago intersticial do tecido cerebral isquémico. A
ativagdo mantida do receptor de glutamato é acompanhada por um aumento no célcio

citosdlico, gue sinaliza varios processos calcio dependentes dentro da célula



piramidal. Ocorre também um aumento na amplitude dos potenciais sinapticos do
CA1, indicando uma mudanga no estado funcional dos neurfnios piramidais, apesar

de nenhuma evidencia de mudanca morfolégica (BARTUS et al, 1998, MARTIN et al,

2000).

Algumas evidéncias de lesdo morfoldgica das células piramidais do CA1
ja sdo vistas antes das primeiras 48 horas. A elevagcdo do calcio citosélico é
responsavel pela protedlise da calpaina e degradacdo de proteinas observadas
durante este periodo crucial. Nas 48 horas apds a isquemia, 0s neurdnios piramidais
tornam-se quase que n3o responsivos a estimulacdo aferente. A partir destas 48
horas, as lesbes acumulam-se, contribuindo para a desintegracdo das células
piramidais. Este acimulo de perturbagdes neuronais compromete significativamente a
funcao e a integridade dos neurdnios piramidais no CA1 do hipocampo levando estes

neurbnios a morte nas proximas 24 a 48 horas (BARTUS et al, 1998).

A funcéo neuronal é prejudicada imediatamente apds o fluxo sanguineo
ser interrompido, porém, o desenvolvimento da lesdo morfologica irreversivel é
dependente do tempo. Uma vez que a lesdo morfoldgica torna-se aparente, o déficit
funcional reversivel inicialmente, desenvolve-se como um dano persistente (HEISS,

2000).
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A isquemia global afeta a capacidade sensorio-motora somente por 24 a
48 horas do insulto isquémico, entretanto, os déficits no aprendizado e na memoria
sdo de longa duragdo levando a consequéncias comportamentais observadas
principalmente em tarefas que examinam o aprendizado e a memodria (BLOCK, 1999),
confirmando a idéia de que existe uma relagdo entre a lesdo hipocampal provocada
por uma isquemia cerebral global e o déficit no aprendizado espacial (NETTO et al,

1993; BLOCK e SCHWARZ, 1997, CHAN et al., 2001).

Para reproduzir as diversas condigbes de isquemia humana e para o
estudo da recuperagdo funcional apés o AVC, varios modelos de isquemia em
roedores tém sido utilizados para examinar os deéficits sensério-motores e cognitivos
em ratos (ARONOWSKI et al, 1996). Na oclusao transitéria da artéria cerebral media,
que reproduz o AVC focal em roedores, foi observada uma rapida recupera¢dc motora
espontanea nestes animais, porém o déficit na funcdo cognitiva permaneceu estavel

(HATTORI et al, 2000).

Modelos animais de isquemia cerebral global transitéria séo produzidos
pela oclusdo, de 5 a 20 minutos, das grandes artérias, como as vertebrais e carétidas,
gue suprem os hemisférios cerebrais. Os modelos de isquemia global permitem
assim, o estudo individualizado de populagdes de neurdnios vulneraveis, pois &
possivel controlar a severidade da isquemia de acordo com o tempo de oclusdo

destas artérias. O dano isquémico de 5-10 minutos € seletivo para os neurdnios
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piramidais de CA1 e algumas células do hilo do hipocampo. A isquemia provocada
por 15-20 minutos de oclus@o também inclui os neurbnios de médio tamanho do

estriado (PULSINELLI et al, 1982; MATSUYAMA et al, 1993; SUGIMOTO et al, 1993;

BARTUS et al, 1998).

Um dos modelos de isquemia muito utilizado em estudos para induzir
isquemia em ratos, € o de oclusdo dos quatro vasos (Modelc 4VO) que foi
desenvolvido por PULSINELLI e BRIERLEY em 1979. Neste modelo, as artérias
vertebrais s30 permanentemente ocluidas e as cardtidas sdo clampeadas por 10 a 30
minutos (PULSINELLI et al, 1982), produzindo lesdo das ceélulas do CA1 do
hipocampo dorsal associada com déficits na memobria e aprendizado. Estas
consegliéncias da interrupgao do fluxo sanguineo cerebral em ratos provocadas por
modelos de isquemia sdo semelhantes as conseqléncias de uma isquemia cerebral

no homem (NETTO et al, 1993).

A duracio da isquemia por cerca de 10 minutos no rato € suficiente para
induzir lesdo hipocampal. O aumento do tempo de isquemia para 15 minutos produz
também les3o seletiva em CA1 do hipocampo com uma perda de células piramidais
estimadas em 80 a 85 % na regido dorsal do CA1, 10 a 20 % de lesdo nas areas CA2
e CA3 e cerca de 10 % de lesdo no cortex e estriado (NETTO et al, 1993). Uma
isquemia por 20 minutos resulta no aumento da les&o neuronal no setor CA1, no qual

€ gquase completa e acompanhada por uma marcada gliose (BLOCK et al, 2001). A



oclusdo por 25 minutos pelo método de Pulsinelli produz uma grande perda celular
dentro do CA1 e variavelmente em CA2 e CA3, estriado e cértex. Uma isquemia de
até 30 minutos de duracdo produz uma extensiva lesdo no subcampo CA1 do
hipocampo com perda maci¢ca dos neurdnios piramidais desta regido e € observada

lesdo também no estriado e no cortex (PULSINELLL 1982; BLOCK, 1999; MODO et

al, 2000).

VERGONI! e cols (2000) observaram que trés dias apds o insulto
isquémico induzido por 30 minutos de isquemia, o numerc de células piramidais
normais foi reduzido drasticamente e 86 % dos neurbnios tinham uma aparéncia
encolhida, com nucleos pinéticos e sem nucléolos, o pericario era homogéneo, amorfo
e sem corpos de Nissl. O percentual de aparéncia normal dos neurdnios variou entre 5
a 30 %, dependendo do intervalo de tempo entre o insulto isquémico e a analise
histologica. Os animais apresentaram somente 14%, 5%, 23% e 30% de neurdnios
normais no 3°, 10° 15° e 65° dia ap6s a isquemia respectivamente. Esta leséo
histologica induzida pela isquemia de 30 minutos foi associada com significativos
déficits duradouros na performance sensério-motora e na habilidade para o

aprendizado e foi evidente apds os dois meses de lesdo isquémica.



1.2 DEFICITS COGNITIVOS

O aprendizado € a aquisicdo de nova informag¢do ou conhecimento e a
memoéria &€ a retengdo desta informagdo aprendida. A memoria de fatos ou
informagbes armazenadas dias, meses ou anos atrds é chamada de meméria de
longo prazo e a memoria sobre acontecimentos ocorridos em segundos ou horas
atras é chamada de memoria de curto prazo. A memoria também é classificada como
memoria declarativa (memo¢ria de fatos e eventos) e memobria ndo declarativa
(memoria para habilidades, comportamentos) (ZIGMOND et al, 1999; BEAR et al,

2001).

O tipo de memoria utilizada pelo rato durante a tarefa apetitiva no
labirinto radial para reter informacdes sobre qual o brago »este visitou quando
procurava comida, foi chamado por OLTON e SAMUELSON (1976) de memoria de
trabatho (working memory). A memdaria de trabalho é considerada como a retengao de
curto prazo, operacionalizada em periodos de segundos, que mantem informagdes
on-line para atividades cognitivas basicas como raciocinio, compreensao e solugdo

de problemas (BEAR et al, 2001). A memdria de trabalho pode ser estudada em

todos os modelos de aprendizado espacial.

Em ratos isquémicos observamos trés tipos de déficits no sistema de

aprendizado e memoria: déficit no aprendizado espacial demonstrado no aumento na
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laténcia na aquisigao inicial; déficit na retencio observado na pobre performance na
sess3o teste (probe trial) e déficit na memoria de trabalho (working memory). Os
animais isquémicos mostram déficits na aquisicdo da memoria e ndo no
armazenamento da memédria de longo prazo. Os déficits nas tarefas que examinam a
memoria de trabalho sdo traduzidos comoc um déficit no aprendizado mais do que um

dano na memoria de curto prazo (NETTO et al, 1993).

Estudos que induziram a isquemia cerebral global em ratos observaram
que a isquemia global leva a déficits no aprendizado espacial (BLOCK e SCHWARZ,
1998). Ratos submetidos a 15 e 30 minutos de oclusdo dos quatro vasos (4VO)
mostraram um substancial grau de prejuizo no aprendizado espacial e na memoria
em tarefas no labirinto aquatico e labirinto radial e importante perda de células do
CA1, sugerindo que a perda comum de ceélulas do CA1 tem relagdo com déficits
espaciais € que os neurdnios do CA1 s3c importantes no aprendizado espacial
(AUER et al, 1989; NUNN et al, 1991; NETTO et al, 1993). Os déficits apresentados
pelos animais isquémicos sdo consistentes com um prejuizo moderado na meméoria
de curto prazo, contribuindo para um déficit na aquisicdo do aprendizado e, portanto,
a lesao hipocampal produzida pela isquemia interfere na habilidade para processar a

informagao relacional (NETTO et al, 1993).

O labirinto aquatico de Morris (Morris water maze) € composto por um

tanque circular cheio de agua com uma plataforma submersa onde o rato pode
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escalar a plataforma para emergir da agua e evitar a necessidade de nadar. E dividido
em quatro quadrantes virtuais de igual superficie, com diferentes pontos de saida do
animal durante as sessbes de treino. O ponto de partida € modificado e o local da
plataforma é alterado em cada fase ou dia de treino. A laténcia de escape (tempo
para o animal localizar a plataforma) € usada para avaliar a aquisicdo da tarefa do
waler maze e a velocidade do nado, nesta tarefa, € utilizada para avaliar o

comprometimento motor dos ratos (MORRIS, 1984; PUURUNEN et al, 1997)

O labirinto aquatico possui a plataforma localizada no centro de um vdos
quatro quadrantes, submersa a 1 centimetro da superficie da agua. A temperatura da
agua deve permanecer em torno de 22 a 23°C. O tanque é localizado em uma sala
que possui em suas paredes algumas dicas espaciais externas, que sao visiveis de
dentro do tanque e que podem ser utilizados pelos ratos para a localizacdo espacial
(MORRIS et al, 1982; IKEDA et al, 2001). Este teste avalia a habilidade do rato em
aprender a ir a um local definido no espago somente por sua posi¢ao relativa a uma

dica localizada fora do labirinto, distalmente (MORRIS, 1984; VERGONI et al, 2000).

A versdo classica do labirinto aquatico € a tarefa mais usada para
estudar o aprendizado espacial, onde o rato tem que achar a plataforma submersa
usando dicas fora do labirinto na auséncia destas dentro do labirinto (DE BRUIN et al,

1997). E !argamente utilizado como um paradigma de investigacdo da associagdo
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espacial de aprendizado e memobria, cujas associagbes aparentemente dependem de

dicas visuais distais (ROBINSON et al, 2001).

Os testes comportamentais no labirinto aquatico possibilitam a avaliacao
da performance do aprendizado e memoéria de roedores submetidos & isquemia.
Assim, déficits cognitivos em roedores podem ser demonstrados utilizando o Labirinto
Aquatico, pois este foi desenvolvido para testar a habilidade do rato em aprender,

lembrar e ir para um lugar definido no espago (BLOCK, 1999).

Na tarefa simples do labirinto aquatico (simple task), o rato & colocado
no tanque em varios lugares diferentes, em posi¢des iniciais diversas proximas da
parede e deve nadar para localizar a plataforma submersa em uma posi¢do fixada.
Durante o treinamento, as sessOes de treino iniciam quando o animal é colocado
posicionado de frente para a parede do tanque, imerso na agua a fim de iocalizar a
plataforma. Se 0 rato nao encontra a plataforma submersa dentro de 60 segundos, &
colocado sobre esta, permanecendo um periodo, sendo depois removido. Cada rato
recebe quatro treinos consecutivos a cada dia, iniciando cada vez em um ponto de
saida diferente (MORRIS, 1984; BLOCK, 1999; VERGONI et al, 2000). Os ratos em
condicbes normais apds uma seérie de treinos, tornam-se progressivamente melhores
para achar a plataforma e, rapidamente, aprendem a nadar em direcdo a plataforma
mesmo saindo de posigOes diferentes da posicdo em que foram colocados

inicialmente (PRUSKY et al, 2000).
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Quando colocados no tanque, os ratos fazem uma escolha instantanea
apds a liberagdo na agua e depois desta escolha, a maioria dos animais preferem
iniciar nadando ao longc da parede do tanque explorando-o a fim de localizar a
plataforma e, ocasionalmente, atravessando-o. Na primeira fase dos treinos, as
laténcias de escape sdo elevadas, com 0s animais geralmente nao conseguindo
localizar a plataforma dentro do tempo estabelecido. A medida que os treinos se
sucedem, estas diminuem e 0s animais adquirem a habilidade de encontrar a
plataforma, sugerindo que a estratégia de navegacdo foi usada baseada na
experiéncia prévia com a localizagdo da plataforma anteriormente (DE BRUIN et al,

1997; ROBINSON et al, 2001).

Animais treinados para enconirar comida no labirinto radial em um
estudo realizado por DEVAN e McDONALD (2001) n&o foram afetados pelo reforco
parcial {onde a recompensa € dada somente‘ em um dos treincs), entretanto os
animais treinados para escapar da agua falharam em 50 % para aprender a
localizacdo da plataforma submersa. Estes achados sugerem que o reforgo pode

afetar diferentemente a performance espacial em dois paradigmas de aprendizado.

A laténcia de escape, a velocidade e a distancia percorrida pelo rato no
nado sao parametros das tentativas de escape que fornecem informacbes sobre a
habilidade de aprendizado e performance motora. Na sessao teste (probe trial}, que é

realizado apds o término das sessbdes de tentativas de escape, onde a plataforma é
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retirada e ao ratoc € permitido nadar livremente, a memoria espacial é testada. O
namero de vezes que o animal cruza o local onde estava a plataforma e a quantidade
de tempo gastc no quadrante onde estava a plataforma & pardmetro de afericdo de

memoria espacial (MORRIS, 1984; BLOCK, 1999).

Os testes comportamentais no labirinto aquatico para examinar a
habilidade de aprendizado e memodria em roedores, possuem vantagens como a
facilidade na execugdo e interpretacdo dos mesmos. Além disto, possibilitam
diferenciar entre o processamento cognitivo (membria e aprendizado) e a
performance motora (BLOCK, 1999). Apesar do labirinto aquatico ser uma tarefa
estressante por utilizar uma motivagao de escape aversiva, leva o animal a um rapido
aprendizado, sendo utilizado para examinar a memoria de referéncia de longo prazo

nestes animais (IKEDA et al, 2001).

A atividade local das células hipocampais € mais facilmente controlada
guando as tarefas no labirinto aquatico possuem um ponto de referéncia distal do que
uma referéncia proximal, sugerindo que a posicdo dos pontos de referéncia no
ambiente é importante para o envolvimento no processamento espacial neste tipo de

tarefa (SAVE e POUCET, 2000).

A lesdo celular no setor CA1 do hipocampo varia entre 10 a 90 % nos

animais isquémicos, dependendo do modelo animal de isquemia glcbal e a duragéo
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da isquemia, porém animais que apresentaram déficits no labirinto aquatico de Morris,
possuiam lesdo neuronal no setor CA1 de no minimo 60 %. Para uma adequada
performance em tarefas de aprendizado espacial um minimo de 25 %
aproximadamente de Aneurénios piramidais de CA1 integros, sem lesdo, s&o

necessarios (BLOCK, 1999).

Varios estudos ja demonstraram que ratos com uma isquemia global
induzida pelo modelo 4VO apresentam déficit de aprendizado espacial e leséo
neuronal. Nestes trabalhos observou-se que animais com 15 minutos de isquemia
apresentaram déficit cognitivo e lesao neuronal maior que 75 % (HAGAN e
BEAUGHARD, 1990) e que animais submetidos a uma isquemia de 20 minutos,
exibiram déficits e lesdes celulares maiores que 90 % (JASPERS et al, 1990). Assim,
concluiu-se que tempos variados de isquemia como, 10, 15 e 20 minutos, produzem
de 70 a 90 % de lesdo neuronal levando os animais a apresentarem déficits de

aprendizado (NELSON et al, 1997).

Foi observado fambém lesdo cerebral com infarto generalizado
envolvendo regibes como o cortex sensdrio-motor, estriado e hipocampo em 61 % dos
ratos submetidos a hipoxia-isquemia aos 7 dias de vida. Estes animais estudados por
IKEDA e cols. (2001) demonstraram prejuizo definitivo no aprendizado em quatro

diferentes tarefas, entre elas o labirinto aquatico de Morris.



20

NETTO e cols.,, (1993), observaram que os ratos isquémicos
mostram um déficit duradouro no aprendizado espacial no labirinto aquatico por
sofrerem um prejuizo na meméria de trabalho (working memory) e que cada déficit

é sensivel a dificuldade da tarefa.

Um fator que influencia no aparecimento do déficit cognitivo apés
uma isquemia é o‘intervalo entre a inducdo da isquemia e o inicio dos testes
comportamentais no labirinto aquatico. (BLOCK, 1999). O déficit em tarefas
simples no labirinto aquatico apés a isquemia cerebral global pelo modelo de 4VO
pode ser demonstrado por um intervalo entre 1 e 20 semanas ap6s o insulto
isquémico, mostrando-nos que os déficits cognitivos produzidos pela isquemia s&o

duradouros nos roedores (JASPERS et al, 1990; BLOCK e SCHWARZ, 1998).

LesOes bilaterais do hipocampo produzidas estereotaxicamente em
ratos neonatos também resultaram em déficits na meméoria espacial no labirinto
aquatico através da infancia, adolescéncia e periodo adulto (ALTEMUS e ALMLI,

1997).

O comportamento em tarefas no labirinto aquatico de Morris parece
ser mais sensivel a lesdo por isquemia global e o déficit de aprendizado neste tipo
de tarefa é evidente mesmo quando somente metade da area CA1 do hipocampo

esta lesada (WHISHAW et al,1994).
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O hipocampo e o cortex parietal estédo envolvidos diferentemente no
processamento de pontos de referéncias proximal e distal durante a navegagéo
espacial. Ratos com lesdc no hipocampo apresentaram deéficits nas condigbes de
referéncia proximal e distal, porem os ratos com lesdo no cértex parietal apresentaram
déficit somente na condigdo de referéncia proximal. Ratos com lesdo hipocampal ndo
apresentam prejuizo nas tarefas espaciais quando o animal pode localizar-se por um
sinal no labirinto aquatico. Assim, ¢ hipocampo poderia n&o estar envolvido quando o
animal pode contar com um sinal diretamente associado ao objetivo e quando utiliza a
estratégia visual contribuindo desta maneira para o processamento de aprendizado
espacial quando existem pontos de referéncias proximais e distais no labirinto aguatico
durante a tentativa de escape. Este processamentc do aprendizadoc espacial com
pontos de referéncia distais é principalmente mediado pelo hipocampo, pois os ratos
com leséo hipocampal apresentam prejuizo em condi¢oes distais no labirinto aquatico

(SAVE e POUCET, 2000).

1.2 EXTINCAO DO COMPORTAMENTO

Quando ratos sdo treinados para adquirirem uma resposta de corrida
{correr em uma pista reta) com recompensa de comida e esta recompensa &
subseqlientemente descontinuada por omissdo da comida, ocorre a extingdo da

resposta de corrida aprendida durante a fase de aquisicdo da resposta (RAWLINS et



al, 1985; SINDEN et ai, 1988; YEE, 2000). A extin¢do de tarefas em ratos &, portanto
um fendmeno que ocorre em animais que foram submetidos inicialmente ao
aprendizado de uma tarefa (fase de aquisi¢do inicial) e que, apds a retencéo da
resposta aprendida, s30 submetidos a uma nova condi¢cao de treino para extinguir o
aprendizado inicial. Estes animais possuem entdo a capacidade de extinguir o
aprendizado da primeira tarefa para aprender a segunda tarefa, apresentando pouca
resisténcia a extinguir a primeira tarefa e demonstrando um bom aprendizado da

segunda tarefa & qual sdo submetidos (PORT et al, 1996).

Em estudos sobre extingdo, os animais aprendem uma tarefa em treinos
consecutivos durante um periodo de dias até atingirem a performance desejada (fase
de aquisi¢do) e, um dia ou mais depois de terminada esta fase, sdo submetidos a
uma sessdo de teste com condigbes diferentes com o objetivo de extinguir a

performance aprendida anteriormente (PORT et al, 1996).

Se a aquisicdo acontece com um reforgo continuc (“continuous
reinforcement schedule™), ou seja, cada resposta durante todos os ftreinos é
recompensada, a extingdo ocorre mais rapidamente do que se a aquisigdo ocorre com
um reforgo parcial ("partial reinforcement schedule”), ou seja, a recompensa é dada
somente em um dos treinos. O aumento da resisténcia a extingdo produzida pelo
reforco & conhecido como o efeito de extingdo do reforco parcial (RAWLINS et al,

1985; SINDEN et al, 1988; YEE, 2000). Assim, a resisténcia & extingdo € o grau no



qual uma resposta operante persiste mesmo quando uma interrupgdc na

operacionalizaco da tarefa é introduzida (COHEN, 1998).

O efeito de extingdo € suscetivel a lesbes aspirativas da formagéo
hipocampal (SINDEN et al, 1988). Estas lesGes eliminam o efeito de extingdo do
reforco parcial provocando ¢ aumento da resisténcia a extinggdo em animais treinados
sob a condigdo de reforco continuo e diminui a resisténcia a extingdo em animais
treinados sob o reforgo parcial, ou seja, animais com lesdo hipocampal apresentam

resisténcia a extinguir um aprendizado anterior (RAWLINS et al, 1980).

O tempo entre a primeira e a segunda tarefa influenciara na resisténcia
a extingdo, assim como o periodo de treino influenciara no aprendizado. Quanto maior
o periodo entre as tarefas e maior o periodo de treino da primeira tarefa, mais dificil a
extingdo da mesma e maior a resisténcia a extinggo (PORT et al, 1996). Para estes
autores, a resisténcia a extingdo aumenta durante o periodo de treinamento devido a
exposicdo adicional as condigdes de aprendizado da tarefa durante a nova fase de

aquisicdo a que 0s animais sdo submetidos.

A persisténcia das respostas na extingdo aumenta com a interrupgdo do
reforco prévio a exiinggdo (BYRNE et al, 1998), ou seja, se os animais forem

submetidos a muitas sessbes de treino para uma tarefa antes da sess&o de extingao,
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a resposta a extincdo da tarefa aprendida serd menor, sugerindo uma resisténcia a

extingao desta tarefa.

O intervalo entre os treinos interfere no efeito da exiingdo. Quando o
intervalo entre os treinos é de cerca de 5 minutos, a les&o hipocampal torna deficitario
o efeito. de extingdo, reduzindo a resisténcia a extingdo em animais treinados sob a
condicdo de reforgo parcial. Quando este intervalo entre a recompensa e a néo
recompensa, € reduzido substancialmente, sendo inferior a 5 minutos, o efeito da
extingdo do reforco parcial é resistente a lesdo hipocampal, ou seja, os animais ndo
extinguem o aprendizado (RAWLINS et al, 1985). Estudos anteriores, porém relatam
gue a lesdo hipocampal aumenta a resisténcia a extinggo quando os intervalos entre
os treinos sdo de 10 minutos (JARRARD e WICKELGREN, 1964; JARRARD e

ISAACSON, 1965; RAWLINS et al, 1985).

Em um estudo dos efeitos da cocaina, da anfetamina e do agonista
receptor de dopamina D1 sobre a extingdo do medo, em ratos Wistar, os animais
foram submetidos a sessdes de aquisicdo onde experimentavam choque (fase de
aquisicdo do medo) e um dia apds o término desta fase de aquisigdo foram
submetidos a um teste de extingdo do medo, onde nas mesmas condigbes do treiho
ndo recebiam o choque (fase de extingdo do medo). Foi observado que a extingdo de
uma reacado emocional condicionada é relativamente especifica ao ambiente na qual é

adquirida e uma reagdc de medo aprendida e extinta em um contexto é restaurada



guando acontece o teste comportamental em um contexto diferente (BOROWSKI e

KOKKINIDIS, 1998).

Ratos com les&o hipocampal ndo mostraram déficit de aprendizado
aversivo condicionado em relagdo aos animais controle, mas apresentaram uma
teste de preferéncia condicionada, poréem falham em mostrar alguma evidéncia de

extingdo (REILLY et al, 1997).

Nestes estudos citados anteriormente, os animais eram submetidos a
uma hipocampectomia provocando lesdo hipocampal que interferiu na extingdo de
tarefas. Outras condicbes podem estar também interferindo neste fendmeno vda
extincdo em ratos e, sobretudo, na resisténcia a extingdo. A isquemia global em ratos
como condicdo que os leva a déficits no aprendizado espacial, pode ser uma
condicdo que interfira diretamente na extingac e, conseglientemente na resisténcia a

extingdo de tarefas de aprendizado espacial.

A isquemia cerebral global em ratos assemelha-se as condigdes de
isquemia por uma parada cardiaca em humanos. Esta isquemia levard estes
individuos a importantes déficits cognitivos, interferindo no aprendizado de tarefas que

comprometerdo a recuperacao funcional dos mesmos.
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Também em individuos apds o acidente vascular cerebrai, déficits
cognitivos podem surgir, € a reducao da atengao e da capacidade de aprender nestes
pacientes pode ser um problema durante a reabilitacdo e deve ser levada em conta

na elaboragio de programas de reabilitagdo (DURWARD et al, 2000).

O paciente que sofreu o0 acidenie vascular cerebral pode apresentar
déficit na memdria a curto prazo, afetando a capacidade de reaprender tarefas de
movimento funcional (WADE et al, 1985). Assim, para um resultado eficaz durante a
reabilitacdo, ADA e cols., (1990} sugerem que as instrugdes devem ser simples e

repetitivas, com pistas visuais e verbais e que as tarefas sejam realizadas

diariamente.

Em nossa prética clinica observamos que os individuos apds uma
isquemia por acidente vascular cerebral demonstram dificuldade no aprendizado de
um movimento ou uma atividade funcional ac serem submetidos ao aprendizado de
diferentes movimentos ou tarefas em uma mesma terapia. Eles apresentam
condicbes de aprender uma tarefa, porém se forem submetidos ao aprendizado de
uma nova tarefa logo apds a aquisicdo desta primeira, apresentam dificuldade.
Talvez, este fato possa ser explicado pela resisténcia a extingdo apresentada por

estes individuos.
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A resposta para esta situacdo observada durante a fase de recuperagéo
de varios individuos apds um insulto isquémico levou-nos ao interesse de pesquisar a
possivel interferéncia da isquemia cerebral na resisténcia a extingao de tarefas as

guais eles sao submetidos durante seu tratamento.

1.3 HIPOTESE E OBJETIVOS

Neste trabalho submetemos ratos ao modelo de 4VO para produzir uma
isquemia global e lesdo neuronal em regido do CA1 do hipocampo, a fim de obter
déficits no aprendizado espacial e, ufilizando as tarefas no labirinto aguatico de}
Morris, verificar a memoria de trabalho e a resisténcia a extingdo de tarefas de
aprendizado espacial em ratos isquémicos submetidos a isquemia por 10 e 20

minutos.

Nossa hipbtese é de que ratos isquémicos apresentam déficit de
aprendizado e resisténcia a extingdo em tarefas de navegac&o espacial no labirinto

aquatico de Morris.



2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos machos aduliocs Wistar, provenientes do
Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, mantidos em caixas de “plexiglass” com asscalhc recoberic por
serragem, alojados em numero de 5 animais por caixa, com ciclo claro-escuro de 12

horas. Os animais recebiam agua e racdo padronizada ad /ibifum e permaneciam em

ambiente climatizado (25°).

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram realizados durante este estudc dois experimentos

comportamentais (Experimentc 1 e Experimento 2) visando avaliar ¢ aprendizado

espacial.
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No experimento 1, realizado para determinar as condicbes ideais de
treinamento para o estudo comportamental do experimento 2, os animais foram
divididos em dois grupos de animais: a) grupo controle e b) grupo isquémico (animais
submetidos a isquemia global transitoria por 10 minutos). No segundo experimento, os
animais foram divididos em quatro grupos: a) grupo controle; b) grupc controle cirtirgico
{ou “sham”, animais submetidos ac procedimento cirurgico de eletrocoagulacgdo das
artérias vertebrais sem o procedimento isquémico), ¢) grupo isquémico-10 minutos
(animais submetidos a isquemia giobal transitéria por 10 minutos) e, d) grupo
isquémico-20 minutos (animais submetidos a isquemia global transitéria por 20

minutos). Ao total foram utilizados 68 ratos.

Apos o estudo comportamental, utilizando o labirinto aquatico de Morris,
os animais foram perfundidos, os cérebros cortados e as laminas coradas para

realizagdo das anélises morfolégica e volumétrica.

2.2 ISQUEMIA

Ambos grupos de animais isquémicos foram submetidos a isquemia
cerebral global transitéria. A isquemia cerebral foi produzida nos animais deste estudo
utilizando o modelo proposto por PULSINELLI e cols (1982) de oclusdo dos quatro
vasos (modelo de 4V0O) com modificagdes segundo NETTO e cols (1993). Este método

reduz o fluxo sanguineo cerebral para menos de 3 %.



O procedimento de isquemia cerebral foi realizado em duas etapas. No
primeiro dia, 0 animal era anestesiado com halotano 2-4 % (em ar ambiente) e
posicionado em aparelho estereotéxico, para realizagdo de uma incisdo na linha média
da nuca para se ter acesso ac foramen alar da primeira vértebra cervical do rato.
Através deste foramem foi introduzida a agulha do eletrocautério para aplicagdo de
corrente para eletrocoagular as artérias vertebrais, obstruindo assim permanentemente
o fluxo sanguineo. A seguir, foi realizada uma incisdo na linha média da face anterior
do pescogo do animal e as artérias cardtidas comuns foram isoladas através da
colocacdo, ao redor destas artérias, de um fio de silicone acoplado a um botdo de
mesmo material, no qual fol dado um né. No dia seguinte a este procedimento, 0s
animais foram contidos manualmente, sem uso de farmacos e foi realizada a manobra
de oclusdo das artérias cardtidas utilizando um cone de plastico com uma ranhura na
extremidade de maior didmetro para comprimir, durante 10 cu 20 minutos, o botdo
contra as artérias carotidas (figura 3). Deste modo, os animais perdiam o reflexo de
endireitamento; aqueles que ndo apresentaram a auséncia deste reflexo em dois
minutos ou que apresentaram convulsdes durante o pericdo isquémico ou de
reperfus&o, foram descartados. Concluido o episddio isquémico, os fios de silicone

foram liberados.

O experimento 1 foi realizado com 15 animais, divididos em 08 animais no

grupo controle e 07, no grupo isquémico.



Método de Oclusao dos Quatro Vasos

l 12 fase: Eletrocauterizagdo das artérias vertebraiﬂ

Anestesia

] Estereotéxico

Aguiha do
eletrocautério

Foramen alar

[ 22 fase: Isolamento das carétidas comuns

Anestesia

Traquéia

Lab Isquemia - Bioqufmica
UFRGS

Figura 3- Esquema mostrando o método de oclus@o dos 4 vasos (4V0).

2.3 ESTUDOS COMPORTAMENTAIS
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Neste experimento, submetemos os animais a sessdes de treino (Fases

de Aquisi¢do) no Labirinto Aquatico de Morris (MORR!S, 1984) e a sessOes de teste

(Probe Trials). Na Fase de Aquisi¢do, 0s animais eram colocados em um tanque



circular com uma plataforma submersa a 1 cm abaixo do nivel da agua, durante o
tempo maximo de um minuto e era observada a laténcia do animal para achar a
plataforma. Se o animal ndo encontrasse a plataforma apds o tempo maximo previsto,
o mesmo era colocado sobre a plataforma durante 10 segundos, sendo depois secado

e colocado novamente na caixa com os outros animais.

O tanque foi dividido em quatro quadrantes virtuais (quadrantes 1, 2, 3 e
4) com quatro pontos de saida (N- norte, S- sul, O- oeste, L-leste). O quadrante 1
estava localizado entre os pontos de saida “S” e “L”; 0 quadrante 2, entre os pontos “L”
e “N”; o quadrante 3, entre “N” e “O” e, 0 quadrante 4, entre os pontos de saida “O” e
“S”, conforme a figura 4. Em cada dia de tfreino, os ratos tinham quatro tentativas (4
“trials’/dia), com dez minutos de intervalo entre cada tentativa para encontrar a
plataforma, tendo como posicdo inicial de saida um ponto diferente do tanque. A

sequéncia dos pontos de saida era modificada diariamente.
N
K 2
O L
\

S

Figura 4- Esguema mostrando o Labirinto Aquatico, os quadrantes e 0s pontos de saida.
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A temperatura da agua do tanque era mantida entre os 24 e 26 °C. Em
todos os dias de treino eram colocados 300 mililitros de leite na agua para deixa-la
turva, a fim de dificultar a visualizagdo da plataforma pelos animais. Depois de colocar
o animal na agua, o experimentador se posicionava na sala, préximo ao ponto “S”,
onde ficava cronometrando o tempo que o animal levaria para encontrar a plataforma.
Nas paredes da sala foram colocados trés cartazes pequenocs, coloridos (dois na

parede proxima ao ponto “N” e um na parede proxima ao ponto “L”). (figura 5)

A duracao de cada fase de aquisicao foi diferente de acordo com a média
da laténcia alcangada pelos animais em cada dia de treino e no final de cada uma
destas fases, sendo o valor igual ou inferior a 10 segundos de laténcia para achar a
plataforma como media dos treinos (frials), o valor considerado como referéncia. Apds
24 horas da ultima sess&o de treino, todos os animais foram submetidos a sessdes de

teste (teste 1 e 2) sem a plataforma (probe trial) com intervalo minimo de 10 minutos

entre ambas.

Durante o teste, com duragio de 60 segundos, foi observade o nimero
de cruzamentos realizados pelos animais no local onde estava a plataforma durante a
fase de aquisicdo e, o tempo gasto pelos animais no quadrante onde, anteriormente,
estava localizada a plataforma submersa. Todas as sessdes de teste foram gravadas

em video e, posteriormente, analisadas.



A Fase de Aquisicdo | foi composta por 6 dias de treino onde a plataforma
foi posicionada no quadrante 2, entre os pontos “L” e “N”, proxima a parede. A sessao
de teste foi realizada 24 horas depois de terminada a ultima tentativa de escape, com a
posi¢do de saida no ponto “N”. No dia 1, a seqiiéncia de saida foi N-S-O-L; no dia 2, L-
S-N-O; no dia 3, S-O-L-N; no dia 4, O-L-S-N; no dia 5, N-L-S-O e, no dia 8, a seqiiéncia

foi L-N-O-S.

Apds quatro dias da sesséo teste {probe trial 1), foi iniciada a Fase de
Aquisicdo Il que consistiu de apenas trés dias. Nesta fase, a plataforma estava
localizada no quadrante 4, entre os pontos “O” e “S”, proximc ao centro dos
quadrantes. A seqiiéncia de saida no dia 1 foi O-S-N-L; no dia 2, S-L-O-N e nc dia 3, L-
N-O-S. Novamente, 24 horas apls, a sessao de teste (probe trial 1l) foi realizada, com a

posicao de saida para a sessio teste no ponto “O”.

Na Fase de Agquisicdo Ill, gue iniciou apds dez dias de intervalo, os
animais foram submetidos novamente a trés dias de treino, com a plataforma localizada
no meio do quadrante 1, entre oé pontos “S” e “L”, tendo como seqliéncia de saida O-L-
S-N, L-N-O-S e N-S-O-L, nos respectivos dias. Apds esta fase, os ratos foram

submetidos a nova sessao de teste (probe trial IlY). O local de saida para este teste foi

no ponto “S”.
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Figura 5. Esquema mostrando a sala do Labirinto Aquatico de Morris.

A Fase de Aquisicdo IV, na qual estudamos a memoria de trabalho,
iniciou apos 10 dias de intervalo e foi composta de 4 dias de treino, onde a cada dia a
plataforma era colocada em uma posicdo diferente. No dia 1 foi posicionada no
quadrante 3, entre os pontos “N” e “O7, proximo ao centro dos quadrantes e a
seqiiéncia de saida foi S-L-N-O; no dia 2, no quadrante 1, entre os pontos “S” e “L” , no
centro do quadrante e a sequéncia de saida foi N-L-O-S; no dia 3, no quadrante 2,
entre “L” e “N”, no meio do quadrante tendo como seqiiéncia de saida O-S-L-N e, no
dia 4, no quadrante 4, entre os pontos “O” e “S”, no meio do quadrante sendo a

seqgliéncia de saida O-S-L-N (figura 6).



®
3 2 3 2
4 1 ® 4 1
Fase de Aquisicéo | Fase de Aquisicdo |l Fase de Aquisicao ill Fase de Aguisi¢io IV

Figura 6- Esquema mostrando os locais da plataforma durante cada Fase de Aquisi¢&o do experimento 1

No experimento 2 foram realizados os testes comportamentais
semelhantes aos realizados durante o experimento 1. O grupo controle desta fase foi
composto por 13 animais; 0 grupo controle cirtrgico por 15 animais; 0 grupo isquémico-
10 minutos foi composto por 12 animais e 0 grupo isquémico-20 minutos por 13

animais, totalizando 53 animais.

GRUPOS CONTROLE |SHAM 1ISQ-10 1SQ-20 TOTAL

GRUPO | 3 5 3 5 16
GRUPO I 3 3 4 2 12
GRUPO Il | 3 2 3 3 11
GRUPO IV 4 5 2 3 14
TOTAL 13 15 12 13 53

Tabela 1 — Distribuicdo dos animais do experimento 2.
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Estes animais foram alojados em caixas, conforme o grupo a que
pertenciam, com comida e agua a vontade, com ciclo claro-escuro de 12 horas. As
cirurgias dos animais dos grupos isquémicos 10 e 20 minutos e do grupc controle
cirirgico foram realizadas em periodos diferentes, formando assim quatro grupos de
acordo com a data do procedimento cirurgico (tabela 1). Cada um dos quatro grupos foi
composto de animais de cada grupo cirurgico, facilitando assim também o manejo e
treinamento dos animais durante os treinos e testes. O grupo | e o grupo il tiveram suas

fases de aquisicao e as sessdes de teste realizadas no mesmo periodo.

Nos animais que sofreram isquemia cerebral global transitéria, a fase de
aquisicgo 1 iniciou 21 dias apds o insulto isquémico. Os procedimentos durante as fases
de aquisicdo e as sessbes de teste (probe trials) desta fase experimental tambem
foram semelhantes aos da fase experimental 1, porém nesta, foram realizadas apenas

trés fases de aquisi¢do e duas sessdes de teste.

A fase de aquisi¢do | do experimento 2 contou com 5 dias de treino, onde
oS animais eram colocados no tanque com a plataforma submersa, localizada no
guadrante 4 entre os pontos “O” e “S”, no meio dos quadrantes, afim de localiza-la
como no experimento anterior. No dia 1 do treino a sequéncia de saida foi L-O-N-S; no
dia 2, foi N-L-S-0O; no dia 3, S-N-O-L; no dia 4, O-S-L-N ¢, no dia 5, L-O-N-S. Apés 24
horas do término do uitimo trial, os animais eram colocados no ponto de saida “S”, para

realizarem a sessao de teste (probe trial 1).
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A fase de aquisicdo I iniciou apbs 9 dias da sesséo de teste e contou
com 4 dias de treino com 4 tentativas/dia. Nesta fase, a plataforma estava localizada
no quadrante 1, entre os pontos “S” e “L”, no meio destes pontos, proximo a parede. A
seqguéncias dos locais de saida em cada dia, respectivamente, foram as seguintes: O-
L-S-N; S-L-N-O; L-N-O-S e N-O-S-L. A sessé@o de teste (probe ftrial Il) foi realizada 24
horas apds ter sido finalizada esta fase de aquisi¢8o, tendo como local de saida para o

teste, o ponto "O”.

hd ‘p o] 1®
Fase de Aquisicéo | Fase de Aquisicéo I Fase de Aquisicéo il

Figura 7- Locais da plataforma nas Fases de Aquisi¢do do experimento 2.

ApoOs 10 dias do término da sessdo de teste (probe trial Il), iniciou-se a
fase de aquisicdo Ill, que consistiu de 4 dias de treino, sendo que em cada um destes,
a plataforma era colocada em local diferente. Esta fase, semelhante a Fase de
Aquisicdo IV da fase experimental 1, foi realizada para se avaliar a memoéria de

trabalho dos animais estudados.



No dia 1 da fase de aquisicdo Il do experimento 2, a plataforma ficou
localizada no quadrante 3, entre “N” e “0O”, préxima a parede, tendo como seqguiéncia de
saida S-L-N-O; no dia 2, a plataforma foi localizada no quadrante 2, entre “L” e “N’,
proximo ao centro dos quadrantes, tendo como segiéncia L-O-S-N; no dia 3, a
plataforma ficou localizada no quadrante 4, entre “O” e “S”, proximo a parede e préximo
ao ponto “S”, com seqgiiéncia de saida O-S-N-L e, no dia 4, a plataforma estava no

quadrante 1, entre “S” e “L”, préximo ao centro dos quadrantes., com locais de saida de

N-L-S-O (figura 7).

2.4 PERFUSAO E HISTOLOGIA

Apés terminadas as fases de aquisicdo e as sessdes de teste das duas
fases experimentais, 6 animais do experimentc 1 (2 do grupo isquémicc 10 minutos e 4
do grupo controle) e 20 animais do experimento 2 (5 animais de cada grupo) foram

aleatoriamente selecionados e perfundidos a fim de se retirar os encéfalos, para

realizagdo da analise morfologica.

Para a perfusdo e preparagdo dos encéfalos, os animais foram
anestesiados com solucao de hidrato de cloral, 35 %, por via intra-peritoneal, sendo
posicionados apds a anestesia, na maca cirtrgica onde foram imobilizados. A via de

perfusdc foi a transcardiaca. Uma vez anestesiados 0s animais, procedia-se uma
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toracotomia que expunha o cora¢ao e 0s grandes vasos para a cateterizacdo da aorta

ascendente, através do coragao.

Para a cateterizacdo da aorta, utilizou-se um cateter metalico introduzido
através do apex cordis até o inicio da aorta ascendente, que permanecia conectado a
uma bomba de perfusdo peristaltica para a administragdo das solucbtes de 150 ml de
salina (NaCi 0,9 %) e ap6s, 150 mi de formaldeido. Foi administrado heparina junto a
solugdo salina para evitar a formag8o de coagulos no espaco intravascular. O
clampeamento da aorta descendente e a auriculotomia direita permitiam a otimizacgo

da perfusdo e a drenagem das solu¢Ges administradas.

Apos a perfusdo os encéfalos foram removidos e armazenados em vidros
com solucdo contendo paraformaldeido 10% por aproximadamente um més. Os

encéfalos foram identificados a partir do experimento e grupo ao qual pertenciam.

Os encéfalos apds serem retirados do formaldeido foram cortados em
secgbes coronais de 100 um em vibratomo Leica e montados em laminas histologicas,
em cortes seriados, para serem corados. Foi empregada coloracdo de hematoxilina e

eosina {HE) para a identificagcdo dos elementos celulares.
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2.5 ANALISE VOLUMETRICA

Para a analise volumétrica foi utilizado o principio de Cavalieri (HOWARD
e REED, 1998) a fim de determinar 0 volume de referéncia da regiaoc do CA1 do
hipocampo dos animais do grupo controle e controle cirrgico € o volume de lesdo
isquémica nos animais isquémicos. As secgbes do encéfalo contendo o hipocampo
foram observadas sob um microscépio Nikon Eclipse E600. As imagens obtidas no
microscopio foram capturadas por uma camera de video CCD (Pro-Series High
Performance) acoplada a um software de analise de imagens (Image Pro-Plus 4.1,
Media Cybernetics, Silver Spring, USA) instalado em um microcomputador Pentium 266

MMX (processador Intel).

Iniciou-se a analise volumétrica a partir da lamina onde o hipocampo
podia ser visualizado. O primeiro corte a ser analisado o volume da camada piramidal
de CA1 foi entdo escolhido randomicamente e os demais cortes foram uniformemente

amostrados, no sentido rostral caudal, sendo a distancia entre cada corte analisado de

300 um.

Assim, para determinar o volume da regiao de CA1 do hipocampo a partir
do principio de Cavalieri, foram utilizados aproximadamente 17 cortes histolégicos por
encefalo. A imagem obtida de cada corte selecionado foi digitalizada com o auxilio do

software Image Pro Plus 4.1. Sobre a imagem do hipocampo foi sobrepostc um sistema
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de cruzes (HOWARD e REED, 1998). Este sistema de cruzes estava contido em um
quadrado com os lados medindo 210 um, totalizando uma area de 44100 um. O
nOomero de cruzes que se sobrepunham a camada piramidal da regiao do CA1 do corno
de Ammon do hipocampo em cada hemisfério foi contado. Somente foram contadas
como sobrepondo a camada piramidal do CA1, as cruzes que tinham seu quadrante

superior direito em contato com a regido analisada.

O somatorio de todos os volumes observados em cada corte histologico
constituiu uma estimativa bastante precisa do volume de CA1 do hipocampo (V). Esta
analise volumeétrica seguiu o protocolo utilizado por MAIER e WEST (2001). A formula

para o calculo do volume esta descrita abaixo:

V=T.2a .X P, sendo
P

V= volume total da camada CA1 do hipocampo

—
]

distancia entre cada corte analisado

a = area bidimensional do CA1 (distancia entre cada cruz)
p

Z P (somatdric de P)=numero de pontos contados sobrepondo a camada
piramidal de CA1
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

A partir dos resultados dos testes comportamentais no Labirinto Aquatico
de Morris, os dados parameétricos (diferenca sessio de teste 1 e sessao de teste 2 no
namero de cruzamentos € no tempo gasto no quadrante-alvo e as laténcias para
localizar a plataforma entre os animais dos diferentes grupos) foram expressos como
media + erro padrao {(EP). As comparagdes foram realizadas pela analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias seguida pelo teste de raio multiplo de Duncan, quando
indicado (BLISS, 1967, DOWNE e HEATH, 1970) ou pelo teste “t” de Student (no

experimento 1).

Para analise estatistica dos resultados referentes a analise volumétrica da
regiao do CA1 do corno de Ammon do hipocampo foi utilizade uma analise de variancia

{ANOVA) de uma via seguido do teste de Tukey.

As diferencas foram consideradas significativas sempre que ps 0,05, As

analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS para Windows 6.0.



3. RESULTADOS

3.1 EXPERIMENTO 1
3.1.1 FASE DE AQUISICAO |

Analisando 0 desempenho dos animais dos grupos controle e isquémicos-
10 minutos, durante a fase de aquisicdo i, podemos observar que houve diferenca
entre 0s grupos quanto a laténcia para encontrar a plataforma do primeirc para o sexio
dia de {reinc. A meédia do grupo controle no primeiro dia de treinc foi de 49,0 segundos
e do grupo isquémico foi de 44,9 segundos; no Gltimo dia de treino (dia 6), a laténcia
para encontrar a plataforma foi de 9,6 segundos, para 0 grupo controle, e de 24,2

segundos para ¢ grupo isquémico-10 minutos.

Assim, podemos verificar que a média das laténcias entre os grupos
variou do primeiro para o sexto dia tanto no grupo controle quanto no grupo isquémico,

demonstrando aprendizado da tarefa (Figura 8}.
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Fase de Aquisicéo |
5 Experimento 1 |
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Dias de treino

! Controle —#—isg-10 |

Figura 8 - Médias das laténcias durante a Fase de Agquisicdo 1 do experimento I, no labirinto aguatico.

* Diferenca significativa entre os dois grupos, p< 0,05, teste t.

Observamos também que o tempo requerido pelos animais isquémicos
para encontrar a plataforma foi maior do que ¢ dos animais controle tendo apresentado,
do quarto ao sexto dia, diferenga significativa entre eles (teste { para amostras

independentes, p< 0,05 nos dias 4, 5 e 6), demonstrando que 0s animais do grupo

isquémico apresentaram déficit no aprendizado espacial.

Os resultados da sessdo de teste | (probe frial 1) sGo mostrados nas

figuras 9 e 10.

A analise da sessdo de teste |, realizado apds a fase de aquisicio i,
demonstra que houve diferenca significativa (p= 0,002} quanto ao tempo gastc no

quadrante-alvo, no teste 1 comparade com o teste 2, no grupc controle (ﬁgura‘ 9).
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Sesséao de Teste | ,
| Tempo no quadrante alve  —————|

B 'OControle ||
Oisg-10 |
254 1_.__9*__~
H {
L 20 T *
22 1 |
g L ]
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L2 ! |
5 o | |
| 0 - . :
| Teste 1 Teste 2 ’

Figura S- Média (= erro padrdo) do tempo gasto no guadrante alvo, nos testes 1 e 2, apos a Fase de

Aquisicao | do experimentc 1, no labirinto aquatico.
* Diferenca significativa entre o teste 1 e teste 2 do grupo controle, p< 0,01, teste t.

Os animais do grupo controle permaneceram 20,0 segundos no primeiro
teste e 12,1 no segundc teste. Os animais isquémicos ficaram 16,2 segundos no
primeiro teste e 12,5 no segundo. Istc nos mostra gue tanto os animais do grupo
controle, quantos isquémicos, permaneceram menos tempo no quadrante onde
anteriormente havia a plataforma, porém a diferenga significativa no grupo controle

evidencia uma extinggo do aprendizado nos animais deste grupo.
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Figura 10- Média (x erro padrao) dos cruzamentos no local da plataforma nos testes 1 e 2, apds a Fase

de Aguisi¢éo ! do experimento 1, no labirinto agquatico.

Quanto a média dos cruzamentos realizados pelos animais, nao houve
diferenca significativa entre os grupos no dois testes. No teste 1, a média de
cruzamentos dos animais do grupo controle foi de 3,2 e no teste 2, foi de 1,7. No grupo

isquémico a media foi de 2,1 e 1,7 cruzamentos nos iestes, respectivamente (figura

10).

3.1.2 FASE DE AQUISICAO i

Os resultados da laténcia para encontrar a plataforma submersa durante

a fase de aquisicao Il sGo mostrados na figura 11. Nesta fase, a posi¢do da plataforma
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foi modificada. Podemos observar que n&c houve diferenga significativa entre o

desempenho dos animais controles e dos isquémicos.

Fase de Aquisicao I
Experimento 1

- 7 30
! = 25 - .\ f
; ] . i
J g'; 20 = ‘\_\ \\\ !
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& 5- e
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| ~ i
, 1 2 3 i

Dias de treino

[ | —— Controle —M—1sqg-10 |

Figura 11- Médias das laténcias para encontrar a plataforma durante a Fase de Aquisicdo H do

experimento |, no labirinto aquatico.

A partir dos resultados da sessao de teste 1l {probe trial It), observou-se
gue nao houve diferenga significativa entre o tempo gasto pelos animais no teste 1
comparado ao teste 2 nesta sessa@o de teste nc guadrante alvo tanto nos animais

controle quanto nos isquémicos (figura 12).
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Figura 12- Média (£ erro padrdo) do tempo gaste no guadrante-alvo nos testes 1 e 2, apds a fase de

Aquisicao lf do experimento {, no labirinto aquatico.

Quanto ao numero de cruzamentos realizados também nao houve

diferenca entre os grupos de animais isquémicos e animais controle (figura 13).

‘ Sessdo de Teste |i

Cruzamentos ’
! M o~ .. h
OControle |
i l .
B Olisquémico
824- T @'
ee3- | LT T
@ £ | L ;
. £ ® 2- T !
i - g 1 _i ikas i i
- S ;
| Teste 1 Teste 2

Figura 13- Médias {+ erro padrdo) dos cruzamentos no local da plataforma nos testes 1 e 2, apds a Fase

de Aquisicdo il do experimento |, no iabirinto aquatico.
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3.1.3 FASE DE AQUISIGAO i

A figura 14 apresenta as medias dos animais controle e isquémicos na
fase de aquisicdo lll. Nesta fase houve diferenga significativa entre os grupos quanto a
laténcia para localizar a plataforma (p<0,05). A média dos animais do grupo controle foi
de 10,9 segundos no primeiro dia de treino e 6,5 nc ultimo dia, enquanto que os
animais controles apresentaram 24,5 segundos de laténcia no primeiro dia e, 15,4 no

gitimo.

Fase de Aquisigdo il
Experimento 1 E

. __ 30, «
P e T i Tl |
85 =

! — i
spw. e .
R
i 0 -
1 2 3

Dias de treino

l ‘ —@— Controle —8—Isg-10 ‘

Figura 14- Média das laténcias para encontrar a plataforma durante a Fase de Aquisicéo Il do
experimento |, no labirinto aguatico.

* Diferenca significativa entre os dois grupos, p< 0,05, teste £

Os resultados da sessio de teste il (probe trial lil) podem ser observados

nas figuras 15 e 16. Quantc ao tempo gasto no quadrante-alvo, apds a fase de
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aquisicao i, ambos os grupos ndo apresentaram diferenca significativa nas laténcias,

na sessao de teste I (figura 15).

Quanto ao numero de cruzamentos observamos que n&o houve diferenca
significativa no numero de cruzamentos no teste 1 e teste 2 da sesséo de teste lll dos
animais do grupo controle, porém houve um aumento do numero de cruzamentos nos

animais isquémicos do teste 1 para o teste 2 {figura 18).

Sessao de Teste lii
Tempo no guadrante alvo m@

Clisq-10 | |
. 25 i L
| T T |
20 4 1T |
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o 15 }_ i
& |
 § 10- |
- |
7 5 |
| |

Teste 1 Teste 2 }

Figura 15- Media (+ erro padrao) do tempo gasto no quadrante alvo nos testes 1 e 2, apds a Fase de

Aquisigac lil do experimento |, no labirinto aquatico.
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Figura 16- Média (+ erro padréo) dos cruzamentos no local da plataforma apds a Fase de Aguisicac Il do

experimento |, no Labirinto Aquatico.

3.1.4 FASE DE AQUISICAO IV

Fase de Aquisicao IV '

Experimento | TDControle | |
Hisg-10 ||

35 4
3
® 25 [
© i ]
£l
< b *
& 10 %
] |

5 - M |

O ;‘ l ;

Trial 1 Trial 2 Trial 3 Trial 4

Figura 17 — Média (= erro padr&a) das laténcias para encontrar a plataforma durante a Fase de Aquisicdo
IV do experimento |, no labirinto agquatico.

*Diferenca significativa em relagéo ao “trial” 1 do grupo controle, p< 0,05, teste t.



Os resuitados da fase de aquisi¢ao IV estdo expressos na figura 17, onde
as médias foram obtidas a partir das laténcias dos animais isquémicos e animais
controle em cada um das quatro tentativas (frials) nos quatro dias desta fase de
aquisicdo. Observou-se que no grupc de animais controle houve uma diferenca
significativa no tempo gasto para alcangar a plataforma da primeira para a segunda
tentativa (trial) (p< 0,05), tendo a media diminuida de 24,0 para 6,9 segundos neste
grupo. No grupo isquémico a diferenca entre o tempo gasto na primeira tentativa

comparada com a segunda nao foi significativa.

3.2 EXPERIMENTO 2
3.2.1 FASE DE AQUISICAO |

Analisando o desempenho dos animais durante a fase de aquisicdo |
deste experimentoc, podemos observar que houve diferenca significativa entre os
grupos controle (grupos controle e controle cirlirgico) comparados ao grupo isquémico
10 minutos quanto a laténcia para encontrar a plataforma (p<0.05) do segundo até o

quinto dia de treino (Figura 18).
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Fase de Aquisicao |
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Figura 18- Media das laténcias para encontrar a plataforma na Fase de Aguisicao | do experimento 2, no
labirinto aquatico.
* Diferenca significativa em relacdc ao grupo controle, p< 0,05, ANOVA seguida do teste de

Duncan.

A analise da sessao de teste | (probe trial 1) do experimento 2, realizado
ap0s a fase de aquisi¢do |, demonstra que ndo houve diferenga significativa quanto ao
tempo gasto no quadrante-alve no teste 1 comparado ao teste 2, nos quatro grupos
(figuras 19). Quantc ao nimero de cruzamentos, houve diferenca significativa no grupo
controle, do primeiro para o segundo teste (p<0.05), havendo uma diminuicdo do

numero de cruzamentos, demonstrando extingdo do aprendizado. (figura 20).
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Sessédo de Teste | |
i! Tempo gasto no quadrante alvo 1
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Figura 19- Média (& erro padrdo) do tempo gasto no guadrante alvo, nos testes 1 e 2, apds a Fase de

Aguisicdo | do experimento 2, no labirinto aquatico.
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Figura 20- Media (x erro padrao) dos cruzamentos nos testes 1 e 2, apds a Fase de Aquisigéo | do
experimento 2, no labirinto aquatico.
* Diferenga significativa no grupo controle do teste 1 para o teste 2, p< 0,05, ANOVA seguida do

teste de Duncan.
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3.2.2 FASE DE AQUISICAO ii

Os resultados da laténcia para encontrar a plataforma durante a fase de
aquisi¢cdo Il do experimento 2 sdo mostrados na figura 21. A partir dos resultados, se
observa que houve diferenga significativa entre o desempenho dos animais do grupo
controle e dos isquémicos 10 minutos nos dias 1 € 4 de treino (p<0,05), ndo havendo

diferencgas entre o grupo controle e 0 grupo de animais isquémicos 20 minutos.

Fase de Aquisigao i
Experimento 2

30 - .
20 +

EuS
o
-

Latencia (s)
o o

Dias de treino

ji—o—Controle —i— Sham —&—Isq-10 —#—1sq-20 | ’

Figura 21- Laténcia para encentrar a plataforma na Fase de Aquisic8o Il do experimento ll, no Labirinto
Aguatico.
* Diferenga significativa entre o grupo centrole e o isq-10 no primeirc e quarto dia de treino, p<
0,05, ANOVA seguida do teste de Duncan.

A partir dos resultados da sessdo de teste Wl (probe trial ) deste
experimento (figura 22), observou-se que ndo houve diferenga significativa entre o

tempo gasto pelos animais, nesta sessdo de teste, no quadrante alvo. Quanto ac



57

nimero de cruzamentos realizados também nao houve diferenga entre os grupos de

animais controle, controle cirlrgico, isqguémicos 10 e isquémicos 20 minutos (figura 23).

Sessdo de Teste Il
Tempo gasto no quadrante alvo

gTeste 1]
40 OTeste 2|
30

Laténcia (s)
)
o O O

| | l .
Controle Sham  Isg-10  1sg-20 '

50 CUURO NSRS SNSNR S |

e

Figura 22- Média (+ erro padréo) do tempo gasto no quadrante alvo, nes testes 1 e 2, apds a Fase de

Aquisicao 1 do experimento H, no labirinto aquatico.
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Figura 23- Média (£ erro padrdo) dos cruzamentos nos testes 1 e 2, apds a Fase de Aquisicdo Il do

experimento ll, no labirinto aquatico.



58

3.2.3 FASE DE AQUISICAO Ili

Os resultados da fase de aquisi¢cio 1l estdo expressos na figura 24, onde
as médias foram obtidas a partir das laténcias dos animais dos diferentes grupos em
cada uma das quatro tentativas (“trials”) dos quatro dias de aquisi¢ao. Observou-se que
houve diferenca significativa entre as laténcias dos animais controle e controle cirargico
da primeira para a segunda tentativa (p< 0,05). Nao houve diferenca entre os animais
isquémicos 10 comparados com os isquémicos 20 minutos quanto & laténcia quando

comparados a primeira com a segunda tentativa.

Fase de aquisicao lii
Experimento Il |
. 50 -
-
| B 40 -
<
-
2 30 A
L
8 20 -
=
-8 10+
5
0 i
1 2 3 4 !
Trial ‘

EDContro!e O Sham Hisg-10 Olisg-20 1

Figura 24 — Média (x erro padrao) das laténcias para encontrar a plataforma em diferentes locais a cada
dia durante a Fase de aquisi¢ao Il do experimento 2, no abirinto aquatico.
* Diferencga significativa em relac@o ao trial 1 do grupo controle e controle cirirgico, p< 0,05,

ANOVA seguida do teste de Duncan.
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3.3 ANALISE VOLUMETRICA

Para a andlise volumétrica foi avaliado somente o volume da regido do
subcampo CA1 do Corno de Ammon do hipocampo por ser esta regido mais vulneravel

a lesdo por isquemia global em ratos (PULSINELLI et al, 1982; NETTO et al, 1993;

HSU et al, 1998).

Os dados demonstrados a seguir sao resultados da anélise do volume do
CA1 do hipocampo nos encéfalos analisados dos animais do grupo controle, controle
cirtrgico, isquémico 10 minutos e isquémico 20 minutos estudados no experimento 2. A
figura 25 (A, B, C e D) apresenta cortes representativos corados pela técnica de
hematoxilina e eosina do hipocampo de ratos adultos dos respectivos grupos
analisados neste estudo, os quais foram submetidas a analise estereoldgica pelo
metodo baseado no principio de Cavalieri (HOWARD e REED, 1998). Pode-se
observar na figura 25 (C e D) alteragbes morfoldégicas no CA1 do hipocampo com
redugdo do volume desta regido em animais dos grupos submetidos a isquemia

cerebrai global por 10 e 20 minutos peio modelo de 4VO.
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Figura 25 C- Fotomicrografia da camada piramidal da regifo do CAT do
Hipocampo de animais do isquémico 10 minutos. Dbservar gue houve
redugdo do volume desta regido, Barra de calibracdo= 100 pm.

D- Fotomicrografia da camada piramidal da regigo do CAT do
Hipocampo de animais do grupe sguémico 20 minutos. Observar que houve
redugdce significative 4o volume desta regifo. Bamra de calibrago= 100 pm.



Os resultados da analise volumétrica realizada sdo mostrados na figura

26.

Volume do CA1 do Hipocampo

*%
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o
i

o
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{OControle ESham Hlisg-10 Dlsq-ZOj

Figura 26 — Volume da regido do CA1 do hipocampo nos animais do experimento .
* Diferenca significativa em relacéo aos grupos controle e sham, p< 0,05, ANOVA seguida do
teste de Tukey.
** Diferenca significativa em relagéo ac grupo isg-10 minutos, p< 0,05, ANOVA seguida do teste
de Tukey.

A partir da analise do volume pelo principio de Cavalieri pudemos
observar que ndo houve diferenga significativa entre o volume da regido do CA1 do
hipocampo dos grupos controle e controle cirlirgico como esperado, pelo fato destes

animais nao terem sido submetidos a um insulto isquémico durante este estudo.



Quando comparado o volume do CA1 hipocampal dos animais do grupo
controle (controle + controle cir(irgico) com os animais submetidos a uma isquemia
cerebral global por 10 minutos houve diferenga signiﬁcativa (p<0,05), tendo os animais
isquémicos apresentado uma redugdo do volume desta regi@o provocada pela

isquemia global.

A analise volumétrica entre os animais isquémicos submetidos a
diferentes tempos de isquemia neste estudo (10 e 20 minutos) demonstrou diferenga
significativa entre estes grupos (p<0,05). Estas diferencas confirmam que a isquemia
global provoca uma leséo isquémica em regiao do CA1 do hipocampo e que 0 volume
desta lesdo isquémica aumenta conforme aumenta o tempo de oclusgo das artérias

cerebrais realizado no modelo de isquemia cerebral giobal estudado neste trabatho.



4. DISCUSSAO

4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS

A isquemia global leva a conseqiiéncias comportamentais as quais s&o
vistas principalmente em tarefas que examinam o aprendizado e a memoria. A
capacidade sensorio-motora é afetada somente por 24 a 48 horas, entretanto, os

déficits no aprendizado e memoria sdo de longa duracdo (BLOCK, 1999).

O labirinto aquatico de Morris & um método padrdo para a investigagdo do
aprendizado espacial em roedores (MORRIS, 1984; NETTO et al., 1993, BLOCK E
SCHWARZ, 1998). Estes animais em condigbes normais, sob uma série de treinos
para localizar a plataforma, nos quais sao liberados de locais variados a cada treino,
tornam-se progressivamente melhores para achar a plataforma e rapidamente
aprendem a nadar em direcao a plataforma mesmo saindo de qualquer posi¢cao em que

sejam colocados inicialmente (PRUSKY et al, 2000; ROBINSON et al, 2001).
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No presente trabalho, os animais foram submetidos a uma tarefa de
aprendizado espacial no labirinto aquatico com fases de aquisicdo onde deveriam
localizar uma plataforma submersa em um dos quadrantes do tanque e, a uma sessao
de teste, onde eram testados quanto a retengdo do aprendizado e a resisténcia a
extingdo do aprendizado espacial. Os animais foram divididos em grupos controie e

grupo isquémico.

Na fase de aquisicdo | do experimento 1, os animais estudados
apresentaram uma diminuicdo da laténcia para encontrar a plataforma submersa entre
os dias 1 e 6 de treino, demonstrando que houve aprendizado destes no decorrer dos
treinos tanto no grupo controle quanto no grupo isquémico 10 minutos (figura 6). Esta
diminuicdo da laténcia para encontrar a plataforma € um parémetro observado na fase
de aquisicdo que indica a habilidade dos animais em aprender a tarefa proposta e
determina o aprendizado espacial de ratos no Labirinto Aquatico de Morris (MORRIS,

1984).

Estes resultados confirmam o que foi proposto por BLOCK (1999) e DE
BRUIN et al (1997) que estabelece que tanto 0s animais do grupo controle quanto os
animais isquémicos sao habeis em encontrar a plataforma durante as tentativas de
escape e que, com 0 aumento do numero de treinos, a laténcia de escape diminui em
ambos os grupos, demonstrando assim habilidade destes animais em aprender esta
tarefa. Para DEVAN e McDONALD (2001), os ratos adquirem simultaneamente

informagbes sobre as dicas (quando a plataforma & visivel) e o lugar no qual a
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plataforma estava localizada (quando a plataforma € invisivel) durante o treinamento,

possibilitando o aprendizado espacial.

Os ratos podem aprender a tarefa no labirinto aquatico em poucos dias,
mas os ratos com leséo hipocampal permanecem deficientes nesta tarefa (DE BRUIN
et al, 1997). Durante as fases de aquisigdo Il e lll do experimento 1, observamos que,
mesmo com a diminui¢do da laténcia para localizar a plataforma apresentada pelos
animais controle e isquémicos, o que demonstra o aprendizado da tarefa ao longo dos
treinos a que foram submetidos nestas fases de aquisicdo, os animais do grupo
controle apresentaram um methor desempenho, comparado ac grupo submetido a

isquemia cerebral global transitdria por 10 minutos (figura 14).

Os animais isquémicos, apesar de aprenderem a tarefa proposta,
apresentaram deficit no aprendizado espacial, demonstrado pela maior laténcia para
encontrar a plataforma submersa ao contrario dos animais do grupo controle que
apresentaram laténcias menores com diferenga significativa (p< 0,05) entre estes
grupos. Estes achados também ja foram observados por outros grupos que estudaram
a isquemia e o déficit no aprendizado espacial como HAGAN e BEAUGHARD (1990),

GREEN e cols. (1997), BLOCK e SCHWARTZ (1998) e BLOCK (1999).

Assim, nossos resultados confirmam que a isquemia cerebral global

transitoria leva a um déficit no aprendizado espacial.
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Ratos com lesdo hipocampal demonstram déficit no aprendizado espacial
em comparagéo aos animais controle, uma vez que eles nadam repetidamente ao
longo da parede do tanque ou atravessam o tanque ao acaso e ndo apresentam
preferéncia pelo quadrante alvo (SAVE e POUCET, 2000). Este comportamento dos
animais isquémicos pode explicar o aumento na laténcia de escape em relacdo a
laténcia apresentada pelos animais controles no nosso experimento. Estes autores
também referem que ratos com lesdo hipocampal apresentam déficit quando em
condigbes de referéncia distal no labirinto aquatico e, menos déficit em condi¢des
proximais. Em nosso estudo, os animais foram submetidos a condi¢des de aprendizado
com referéncias distais no labirinto aquatico uma vez que a plataforma nao era visivel e
somente nas paredes da sala onde se encontrava o labirinto aquatico havia dicas

externas, podendo justificar assim nossos resultados com os animais isquémicos.

MIZUMORI e cols. (1995) observaram que ratos isquémicos depois de
treinados no labirinto radial aprenderam a tarefa de aprendizado espacial igualmente
aos animais controles cirurgicos, indicando que estes animais isquémicos recuperam a

habilidade do aprendizado espacial previamente deficitaria.

Evidéncias encontradas por STEELE e MORRIS (1999) sugerem que os
ratos podem realizar perfeitamente uma tarefa espacial quando estdo amplamente

familiarizados com o tanque e quando submetidos a pequenos intervalos entre os
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treinos. Este fato também explica como, mesmo os animais com lesao isquémica do

nosso experimento, apresentaram o aprendizado das tarefas do labirinto aquatico.

Para a analise da retencdo do aprendizado da tarefa espacial e para
examinar a resisténcia a extingdo dos animais isquémicos proposta neste trabalho,
foram realizados dois testes (teste 1 e teste 2) em cada sessdo de teste, sem a
plataforma. O teste 1 para avaliar a retengdo dos animais quanto a localizar o local
onde havia anteriormente a plataforma submersa, e o teste 2, para examinar a
resisténcia a extingdo deste aprendizado. Durante a sess&o de teste, além do tempo
gasto pelos animais no quadrante alvo onde estava anteriormente a plataforma, outra
medida de memoéria é o numero de cruzamentos no local da plataforma (BLOCK,

1999).

Como resposta ao aprendizado, esperava-se em nosso estudo que no
teste 1, os animais que retiveram a informagédo gastassem mais tempo no quadrante
alvo e realizassem um maior nimero de cruzamentos no local da plataforma, porém no
teste 2, os animais deveriam diminuir tanto o tempo gasto no quadrante quanto o

numero de cruzamentos, evidenciando assim, o aprendizado e a extincao da tarefa.

Durante as sessOes de teste, observamos que houve esta tendéncia dos
animais do grupo controle de diminuirem, do primeiro para 0 segundo teste, o tempo

gasto no quadrante alvo e de cruzarem menos no local onde anteriormente estava
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localizada a plataforma (figuras 9, 10, 12, 13, 15 e 16). Os animais submetidos a
isguemia, porém apresentaram uma tendéncia a manter ou aumentar 0 numero de
cruzamentos e de diminuir o tempo gasto no quadrante alvo. Com estes resultados,
podemos sugerir gue 0s animais controle aprenderam a tarefa proposta, evidenciado
pelos resultados no teste 1 e, que extinguiram o aprendizado desta tarefa no teste 2, e
gue os animais isquémicos submetidos a isquemia por 10 minutos apresentaram um

déficit no aprendizado e uma tendéncia a resisténcia a extingdo durante o teste 2 da

sessao de teste.

Os achados com os animais isquémicos estdo de acordo com BLOCK
(1999), que refere que o0s isquémicos durante as sessOes de teste gastam
significativamente menos tempo no quadrante onde estava anteriormente a plataforma
e gastam também mais tempo nos outros quadrantes e que cruzam menos sobre o

local da plataforma.

Durante a fase de aquisicdo IV do experimento 1, a plataforma foi
colocada em um local diferente a cada dia de treino, a fim de avaliarmos a capacidade
dos animais de aprenderem a cada treino uma nova posigao da plataforma, avaliando

desta maneira, a memoria de trabalho (working memory) destes animais.

Foram analisadas, portanto as médias das laténcias entre a primeira e a

segunda tentativa de escape (trials) (figura 17), a fim de observarmos se os animais
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conseguiam aprender a cada dia, da primeira para a segunda tentativa, que a
plataforma havia sido trocada de localizagcdo a cada dia de treino, testando assim a
memoria de trabalho nestes animais. Observamos que 0s animais do grupo controle
diminuiram significativamente a laténcia da primeira para a segunda tentativa a cada
dia de treino (p< 0,05), sugerindo aprendizado espacial e memoria de trabalho
preservada nestes. Os animais isquémicos, porém nado apresentaram redugido
significativa nas laténcias entre a primeira e a segunda tentativa, demonstrando tanto
déficit no aprendizado espacial quanto na membéria de trabalho. Segundo NETTO e
cols. (1993), a memoria de trabalho pode ser testada no labirinto aquatico de Morris
neste tipo de tarefa proposta nesta fase de aquisicdo e em seu trabalho observaram
que o0s animais isquémicos sofrem prejuizo neste tipo de memoéria. Em nossos
resultados, os animais isquémicos ndo diminuiram significativamente a laténcia de
escape entre uma tentativa e outra sugerindo também um prejuizo na memodria de

trabalho.

Analisando os resultados dos animais dos grupos controle, controle
cirurgico, isquémicos-10 minutos e isquémicos-20 minutos durante a fase de aquisicdo
| do experimento 2 pudemos observar, assim como no experimento 1, que todos os
grupos apresentaram uma diminuicdo da laténcia para localizar a plataforma ao longo

dos treinos, indicando o aprendizado espacial destes animais (figura 18).
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Ao final desta fase, a diferenca significativa (p< 0,05) demonstrada entre
os grupos controle e controle cirirgico em comparagdo Com 0s animais isquémicos
submetidos a isquemia global por 10 minutos, confirma os achados de que a lesdo
hipocampal provocada pela isquemia cerebral global utilizada neste estudo provoca um
déficit no aprendizado espacial em tarefas no labirinto aquatico de Morris, conforme
observado também por BLOCK (1999) que refere que 0s animais isquémicos requerem
mais tempo para encontrar a plataforma e que este aumento na laténcia apresentado
pelos animais isquémicos levam a interpretacdo de que a isquemia global provoca a
um déficit no aprendizado espacial e, que este déficit esta relacionado com a lesdo

seletiva em regiao de CA1 do hipocampo.

Outros estudos como os de NUNN e cols. (1994), NELSON e cols. (1997)
e BLOCK e SCHWARZ (1998) utilizando o modelo de 4VO para reproduzir isquemia
global por 5, 10, 15, 20 e 30 minutos e tarefas no labirinto aquatico, observaram
também que os animais isquémicos aprenderam a tarefa proposta porém evidenciando

um déficit no aprendizado espacial.

A laténcia aumentada dos ratos isquémicos pode ser explicada pela
correlacdo existente entre a quantidade de nado ao longo das paredes do tanque e a
lesa@o neuronal hipocampal. Esta estratégia é utilizada por estes animais como forma
de resolver esta tarefa, ou seja, demoram mais tempo nadando ao redor do tanque

antes de atravessarem o tanque a fim de localizarem a plataforma, diferente dos
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animais controle ou controle cirurgico (BLOCK e SCHWARZ, 1998). Durante as fases
de aquisicdo e sessbes de teste dos experimentos realizados neste estudo, podemos
também observar esta tendéncia dos animais isquémicos de nadarem iniciaimente ao
longo das paredes do tanque para somente depois comegarem a cruzar o labirinto

aquatico na tentativa de localizarem a plataforma.

Durante a fase de aquisi¢cdo Il deste experimento, observou-se gque os
animais que foram submetidos a isquemia global por 10 minutos quando comparados
com os animais do grupo controle apresentaram diferenga significativa (p< 0,05) no
tempo gasto para encontrar a plataforma no primeiro e quarto dia de treinos (figura 21)
assim como na fase de aquisicdo |, demonstrando novamente o déﬁcit causado pela
lesdo isquémica nestes animais. Nesta fase, os animais do grupo cirurgico mantiveram
sua performance semelhante aos animais do grupo controle de acordo com os
resultados também encontrados por BLOCK e SCHWARZ (1998) que demonstrou que
estes animais assim como 0s animais do grupo controle ndo apresentaram lesdo
neuronal e, portanto ndo poderiam exibir déficits no aprendizado espacial no labirinto

aquético de Morris.

Os animais do grupo isquémico 20 minutos, quando comparados aos do
grupo controle n&o apresentaram diferenca significativa ao final dos treinos durante a
fase de aquisicdo ll. Estes animais, ao final do quarto dia de treino, apresentaram

laténcias semelhantes aos animais do grupo controle e controle cirlrgico. Estes



resultados diferem dos resuitados encontrados por JASPERS e cols. (1990) e NELSON
e cols. (1997) que observaram déficit no labirinto aquatico apds submeterem ratos a
uma isquemia global por 20 minutos. KIYOTA e cols. (1991), porém, submetendo ratos

a uma isquemia pelo modelo de 4VO de 5 e 20 minutos também nao observaram deficit

no aprendizado espacial destes animais.

Este resultado pode ser explicado por BLOCK e SCHWARZ (1998), que
referem que 0s animais isquémicos apesar de apresentarem uma laténcia de escape
maior, estes aprendem esta tarefa e, que a diferenga entre os grupo controle e ©
isquémico € maior no inicio dos testes comportamentais no labirinto aquatico e que
esta diferenca diminui com o aumento do ndmero de treinos. Para EICHENBAUM e
cols. (1994), se os ratos isquémicos iniciarem as sessdes de treino sempre da mesma
posicdo, eles podem aprender a localizar a plataforma tdo eficientemente quanto os
animais do grupo controle. Este procedimento ndo foi realizado durante o nosso
estudo, porém os ratos foram treinados para achar a plataforma em um mesmo local
durante, no minimo, quatro dias com quatro tentativas cada e, como esta ja era a
segunda fase de aquisicdo a que estes animais estavam sendo submetidos, podemos
pensar que tanto os animais isquémicos quanto os sem lesdo neuronal estavam
familiarizados com este tipo de tarefa e com o ambiente do labirinto aguatico, podendo
este fato explicar o porque do bom desempenho dos animais isquémicos 20 minutos

nesta fase.
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De acordo com MODO e cols. (2000), em seu estudo com animais
submetidos a isquemia pelo modelo de 4VO por 15 e 25 minutos, efeitos quanto ao
aprendizado espacial entre os grupos isquémicos e controle ndo foram significativos,
sugerindo que a2 lesdo isquémica hipocampal interrompe o aprendizado da

discriminagdo condicional, porém ndo da tarefa simples no labirinto aquatico de Morris.

Nas sessOes de teste realizadas apds as fases de aquisigdo | e I do
experimento 2, somente na sessao de teste | houve diferencga significativa quanto aos
cruzamentos no teste 1 e 2 dos animais controles (p< 0,05). Nas demais sessOes de
teste, nao foram observadas significativas diferencas entre os grupos controle, controle
cirurgico, isquémico 10 minutos e isquémico 20 minutos, tanto no tempo gasto no
quadrante alvo quanto no numero de cruzamentos no local da plataforma (figuras 19,
20, 22 e 23). Quanto ao tempo gasto no quadrante alvo durante o primeiro teste que
avaliava a retencdo do aprendizado espacial houve uma tendéncia dos animais do
grupo controle em apresentarem maior laténcia em relacdo aos isquémicos e um maior
numero quanto aos cruzamentos, sugerindo um melhor desempenho no labirinto
aquatico destes animais. J& no segundo teste, que avaliava a resisténcia a extingao,
houve uma tendéncia dos animais do grupo controle e controle cirtirgico de diminuirem
suas laténcias e, dos animais isquémicos em aumentarem as laténcias ou
permanecerem iguais ao teste anterior, sugerindo uma resisténcia a extingdo conforme

esperado.
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BLOCK (1999), refere que durante a sessdo de teste os ratos controle
gastam 50% do tempo dentro do quadrante onde estava anteriormente a plataforma
(quadrante alvo) sugerindo que os mesmos lembravam da localizagdo em que estava a
plataforma durante os treinos e, que os ratos isquémicos, gastam significativamente
menos tempo no quadrante alvo e mais tempo nos outros quadrantes, demonstrando

assim, o déficit no aprendizado espacial.

Quanto ao numero de cruzamentos no local da plataforma, outro
parametro para avaliar o aprendizado dos animais submetidos a tarefas de
aprendizado espacial no labirinto aquatico, a tendéncia foi de um maior nimero de
cruzamentos dos animais controles e controles cirtrgicos em relagdo aos isquémicos
10 minutos durante o primeiro teste, evidenciando retencdo da tarefa espacial e, de
diminuir 0os cruzamentos nos grupo controle e aumentar ou permanecer semelhante o
namero de cruzamentos no grupo dos animais isquémicos, quando comparado o

segundo teste com o primeiro.

Esta diminuicac do nimero de cruzamentos pelos animais controle e
controle cirurgico indica a capacidade destes animais de extinguirem o aprendizado
anteriormente adquirido e, o aumento do nimero de cruzamentos evidenciado pelos
isquémicos 10 minutos, sugere uma resisténcia a extingdo do aprendizado desta tarefa
espacial no labirinto aquatico. Durante o0 segundo teste, os animais‘controles e 0S

controles cirurgicos diminuiram o nimero de cruzamentos e, os animais isquémicos 10
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minutos aumentaram o nimero de cruzamentos, confirmando o que foi observado por
BLOCK (1999) de que os animais isquémicos cruzam menos sobre o local onde se

localizava a plataforma anteriormente.

Estes achados durante as sessOes de teste do experimento 2 estao de
acordo com os resultados encontrados por HAGAN e BEAUGHARD (1990), JASPERS
e cols. (1990), NUNN e cols. (1994), NELSON e cols. (1997) E BLOCK e SCHWARTZ
(1998) que observaram déficit no aprendizado espacial em animais submetidos a

diferentes tempos de isquemia cerebral global.

Em nossos resultados, porém, observamos que 0s animais submetidos a
isquemia global por 20 minutos apresentaram um melhor desempenho durante as
fases de aquisi¢do e sessOes de feste no experimento 2, comparados com 0s animais
submetidos ao tempo de 10 minutos. Estes achados estdo de acordo com BLOCK e
SCHWARTZ (1998) que em seus estudos submeteram ratos a uma isquemia global
pelo modelo de 4VO, observando que esta isquemia afetava de 20 a 30 % dos
neurdnios do estriado mas que nao era suficiente para induzir a déficits no aprendizado
espacial e por NUNN e cols. (1994), que ndo encontrou relagdo entre a lesdo neuronal
no estriado e a laténcia de escape durante os treinos para localizar a plataforma

submersa.
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A partir dos resultados da fase de aquisicdo 1l do experimento 2, onde se
avaliou também a resisténcia a extingdo e a memoria de trabalho dos animais do grupo
controle, controle cirirgico e dos isquémicos 10 e 20 minutos em condigbes
semelhantes ao experimento 1, ao analisar as médias das laténcias destes grupos em
cada uma das tentativas durante os quatro dias de treino que consistiram esta fase,
observou-se que 0s animais do grupo controle e controle cirurgico apresentaram
laténcias menores a partir da segunda tentativa de escape, assim como durante a
terceira e quarta tentativas e que os isquémicos tenderam a laténcias maiores durante
os treinos (figura 24). Estas laténcias foram significativas (p< 0,05) quando comparadas
as dos animais do grupo que foram submetidos a isquemia por 10 minutos, sugerindo

que estes animais apresentaram um déficit na memoria de trabalho.

O hipocampo dorsal estd envolvido em muitas tarefas espaciais e
conforme MARUKI e cols. (2001) sugerem, ele também esta envolvido na memoéria de
trabaiho. Isto leva-nos a concluir que uma lesdo hipocampal causada por uma isquemia
global causara um dano neste tipo de meméria em ratos submetidos a isquemia,
explicando assim os nossos resultados encontrados tanto na fase de aquisigdo IV do

experimento 1 quanto na fase de aquisicéo Il do experimento 2.

Os animais do grupo isquémico 20 minutos, porém, apesar de uma
tendéncia a apresentarem laténcias maiores comparados com 0s animais controles na

fase de aquisicdo Ill, ndo tiveram diferenca significativa, sugerindo que a isquemia
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global produzida pelo modelo de 4VO por 20 minutos ndo induziu a um prejuizo na
memoria de trabalho destes animais. Isto talvez pelo mesmo motivo explicado por
BLOCK e SCHWARTZ (1998) de que este tempo de isquemia causa uma morte
neuronal ndo localizada somente em regiao de CA1 do hipocampo como na isquemia
global de 10 minutos, mas que envolve uma les&o neuronal no estriado e que isto

possibilita a utilizagdo de outras estratégias para solucionar a tarefa no labirinto

aquatico.

Quantc ao aprendizado espacial observou-se que os animais controle e
controle cirurgico em ambos o0s experimentos evidenciaram um bom desempenho
caracterizado pela performance normal na tarefa no labirinto aquético e, que os animais
isquémicos (10 e 20 minutos) apresentaram um prejuizo neste tipo de aprendizado,
confirmando resultados anteriores e afirmando a relagdo da isquemia cerebral global

com o hipocampo e deste com 0 aprendizado espacial.

Quanto a resisténcia a extin¢cdo de tarefas no labirinto aquatico de Morris,
observamos que 0s animais submetidos a uma isquemia cerebral global através do
modeio dé 4VO por 10 minutos, tanto no experimento 1 quanto no experimento 2,
apresentaram uma resisténcia a extingdo evidenciada pela tendéncia a maior tempo
gasto no quadrante alvo e maior nimero de cruzamentos durante 0 segundo teste da
sessao de teste comparado aos animais controle. Esta resisténcia, porém, ndo foi

observada nos animais submetidos a isquemia global por 20 minutos.
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4.2 VOLUME DO CA1 DO HIPOCAMPO

O hipocampo é formado pelo corno de Ammon (hipocampo propriamente
dito) e o giro denteado com o hilo (MESULAM, 1985). Foi dividido por Lorent de N6 em
trés campos denominados CA1, CA2 e CA3. O corno de Ammon € formado pelas

camadas oriens, piramidal, radial, lacunoso e molecular (AMARAL e WITTER, 1995)

Os neurdnios piramidais do subcampo CA1 do hipocampo s&o altamente
vulneraveis a isquemia cerebral global (HSU et al, 1998). Esta vuinerabilidade seletiva
de CA1 faz com gque animais apdés uma isquemia global apresentem uma perda de 80 a
85 % das células piramidais na regido dorsal do CA1 e de 90 a 100 % de lesdo no

hi'pocampo dorsal (AUER et al, 1989; NETTO et al, 1993; OLSEN et al, 1994).

Como 0 hipocampo possui uma importante funcdo no aprendizado e
memoria espacial, a lesdo em regido de CA1 leva a um déficit no aprendizado espacial

(MORRIS et al, 1982).

Os resultados da analise do volume da camada piramidal de CA1 do
hipocampo demonstraram que o modelo 4VO de isquemia cerebral global transitéria
provocou uma alteragéo no volume desta regido especifica (figura 25 C e D) o que ndo
ocorreu no CA1 dos animais controles e controles cirurgicos (figura 25 A e B). Os

animais submetidos a isquemia por 20 minutos apresentaram uma reducao significativa
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do volume quando comparados aos animais submetidos a10 minutos de isquemia (p<
0,05) e uma importante reducgdo (p< 0,01), quando comparados aos animais controle e
controle cirirgico, que ndo sofreram o dano isquémico (figura 23), possibilitando-nos
sugerir que existe relacdo entre o tempo de ocluééo das artérias cerebrais e 0 volume

de lesdo.

Estes achados estdo de acordo com os resultados de NUNN e cols.
(1991) que observaram lesdo em células de CA1 apds oclusdo das artérias peio
modelo de 4VO em ratos por 15 e 30 minutos e com os de BLOCK e SCHWARZ (1998)
que observaram que oS animais isquémicos apresentaram de 40 a 100 % de les&o
neuronal em CA1 e que este déficit no aprendizado nestes animais isquémicos tornam-

se aparentes quando a lesdo nesta regido excede a 75 % da area.

Os valores de referéncia do volume da regido do CA1 hipocampal de
animais sem lesdo isquémica foram baseados nos resultados de MAIER e WEST
(2001) que estimaram o volume desta regido através do principio de Cavalieri. Estes
autores referem que o volume normal de referéncia do CA1 do hipocampo varia entre

1,9e 2,1 mm3.

Nossos resultados da andlise volumétrica dos animais sem lesdo
hipocampal se aproximaram dos resultados de MAIER e WEST (2001), tendo sido

encontrados, neste estudo, um volume medio em torno de 2,45 mm?3 de volume da
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regidao do CA1 hipocampal quando analisados os animais controle e os animais do
grupo controle cirdrgico. Os animais submetidos a isquemia de 10 minutos e 20
minutos em nossos experimentos apresentaram meédia do volume de 1,8 mm3 e 1,01
mm?, respectivamente, demonstrando redu¢do do volume da regido analisada, quando

comparados com 0s animais controle.

A partir destes achados, esperavamos que tanto os animais submetidos a
10 minutos de isquemia, quanto os submetidos a 20 minutos em nosso trabalho,
apresentassem déficit no aprendizado em todas as fases de aquisicdo e sessbes de

teste durante os experimentos realizados, 0 que nao se confirmou.

Os animais isquémicos 10 minutos estudados, apresentaram redugdo
significativa do volume de CA1 por lesdo isquémica no hipocampo comparado aos
animais controle. Durante os testes comportamentais realizados no experimento 1 e 2,
demonstraram déficit no aprendizado espacial evidenciado por laténcias maiores
durante as fases de aquisicao e maior tempo gasto no quadrante alvo na sessio teste,
estando nossos resultados de acordo com NUNN e cols. (1991) e NELSON e cols.
(1997), que referem que é observada a lesdo neuronal em hipocampo e déficit do
aprendizado espacial no labirinto aquatico apds submeter ratos a 10 minutos de

isquemia pelo modelo 4VO.
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Estes nossos resultados confirmam que a leséo nas células piramidais da
regido de CA1 do hipocampo, provocada pelo modelo de isquemia utilizado neste
trabalho, causa um déficit no aprendizado espacial de animais isquémicos, conforme
encontrado por NETTO e col. (1993) que estabeleceu uma relacéo entre a lesdo de
CA1 e o déficit no aprendizado espacial e por NELSON e cols. (1997) que observaram

a relagdo da lesdo isquémica no CA1 com a laténcia de escape no Labirinto Aquético

de Morris.

Ja os animais isquémicos 20 minutos, que apresentaram importante
reducédo no volume de CA1 comparado com os animais controle (p< 0,001) e com os
animais 10 minutos (p< 0,01), durante o experimento 2, ndo demonstraram importante
déficit no aprendizado espacial durante as fases de aquisicdo e nas sessbes de teste.
Este achado contraria o proposto por MOSER e cols. (1993) e BLOCK (1999) sobre a
correlagdo entre a lesdo hipocampal e o déficit no aprendizado espacial e, entre o
aumento do volume da lesdo e o aumento do deste déficit e contrariando também
nossa hipotese de que com o aumento do tempo de isquemia os animais submetidos

aos 20 minutos de oclusdo demonstrariam maior déficit nas tarefas do labirinto

aquatico.

O volume de lesdo de menos de 20 % resulta em um déficit na memoria
espacial e, o aumento do volume de lesdo leva a um aumento no déficit da memoria

espacial (MOSER et al, 1993). A duragdo da isquemia por 10 e 15 minutos induz a
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lesdo em CA1 e por 20 minutos, resulta em lesdo em quase todo o setor de CA1 do
hipocampo (PULSINELLI et al, 1982). O tamanho da lesédo em CA1 varia entre 10 a 90
% nos animais isquémicos e 0s animais com déficit no aprendizado de tarefas no

labirinto aquatico possuem lesdo neuronal em CA1 de no minimo 60 % (BLOCK, 1999).

Uma isquemia global por 20 minutos afeta cerca de 20 a 30 % de
neurdnios estriatais e esta lesdo neuronal no estriado nao € suficiente para induzir um
déficit no aprendizado espacial. Lesdo neuronal em coriex e talamo também sdo
observadas apds a isquemia global, porém estas lesdes sdo menos pronunciadas do

que a lesdo do hipocampo e estriado (BLOCK e SCHWARZ, 1998).

PUURUNEN e cols. (1997), em seu estudo sobre a influéncia do
ambiente enriquecido e a administragdo de antagonista de receptor adrenérgico
observaram que os ratos isquémicos aprendem a localizar a plataforma no labirinto
aquatico, mesmo tendo demonstrado no exame anatdomico do tecido cerebral uma
extensiva lesdo no hipocampo, especialmente em CA1 e que, os ratos isquémicos nao
aprendem o mapa espacial por dicas distantes, mas por adotarem um tipo de estratégia
taxondmica, que é efetiva para o aprendizado desta versdo de tarefa no labirinto
aquatico. O aprendizado desta estratégia pode ser dependente de areas cerebrais
extra-hipocampais, envolvidas no aprendizado motor, como o cortex frontal e estriado.

Isto pode nos esclarecer por que mesmo 0s animais submetidos a uma isquemia
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cerebral por 20 minutos neste experimento, apresentaram um bom desempenho

quanto ao aprendizado espacial.

Quando os ratos em nosso experimento receberam a recompensa do
escape localizando a plataforma submersa ou sendo colocados sobre ela durante toda
a fase de aquisicd0, os animais estavam sendo treinados sob a condigcdo de reforgo
continuo. Ratos treinados sob esta condigdo possuem uma tendéncia a néo
apresentarem resisténcia a extincdo conforme referem FELDON e cols. (1985),
SINDEN e cols. (1988) e YEE (2000). Em nosso estudo, a extingdo da tarefa seria
observada se os animais aprendessem no segundo teste (teste 2) que a plataforma
ndo estava mais submersa em um dos quadrantes e gastassem mais tempo
procurando localiza-la em outro quadrante. Segundo estes autores, animais com lesgo
hipocampal, como 0s animais do nosso estudo que apresentaram redugdo do volume
da camada piramidal de CA1 do hipocampo por isquemia, apresentam uma tendéncia
em aumentar a resisténcia a extingdo do aprendizado inicial quando submetidos a
condicdo de treinamento com reforgo continuo, em comparacéo aos animais do grupo

controle.

Como os nossos animais durante todas as fases de aquisi¢do tinham
como recompensa a tentativa de escape, ou seja, tinham a possibilidade de localizarem
a plataforma ou serem colocados sobre ela, podemos considerar que esta condicio de

aprendizado no labirinto aquatico de Morris € uma condigcdo de reforgo continuo.
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Se a aquisicdo acontece com um refor¢o continuo onde cada resposta €
recompensada, a extingdo ocorre mais rapidamente do que se a aquisicdo ocorre com
um reforgo parcial quando a recompensa € dada somente em sO6 um dos treinos
(SINDEN et al, 1988). A persisténcia das respostas na extingdo aumenta com a
intermiténcia do reforgo prévio a extingao (BYRNE et al, 1998). Assim, se os animais
forem muito treinados para uma tarefa antes da extingdo da tarefa aprendida, a
resposta a extingdo sera menor, sugerindo uma resisténcia a extingdo desta tarefa.
Portanto, os animais controles em nossos experimentos tinham uma tendéncia a
extinguirem mais rapidamente o aprendizado, o que foi confirmado atraves dos
resultados encontrados. Ja os animais isquémicos, devido a lesdo em hipocampo
poséuiam uma tendéncia a ndo extinguirem a tarefa aprendida apresentando

resisténcia a extingao.

A lesdo celular em hipocampo por injecdo intracerebral de ibotenato
provoca aumento da resisténcia a extingdo em animais treinados com refor¢o continuo
e reforgo parcial. Os animais eram treinados para correrem em uma pista reta e como
recompensa recebiam comida. Os resultados demonstraram que a média da
velocidade de corrida durante a fase de aquisicdo aumentava tanto nos animais com
lesbes hipocampais quanto nos controleé cirurgicos, porém na fase de extingdo, os
animais lesados tendiam a manter a média da velocidade, demonstrando resisténcia a
extinguir o aprendizado inicial. Assim, a leséo hipocampal causou um aumento geral na

resisténcia a extingdo nestes animais (JARRARD et al, 1986). No nosso estudo
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também foi encontrada esta relagdo da lesdo hipocampal com a resisténcia a extingéo
quando considerados os resultados apresentados pelos animais isquémicos

submetidos a 10 minutos de isquemia.

Quanto a extingdo do aprendizado de tarefas espaciais, a nossa hipotese
era que uma lesdo maior provocada por uma isquemia de 20 minutos provocaria maior
resisténcia a extincdo comparado aos animais com 10 minutos de oclusdo, que

apresentariam menor volume de leséo.

Este fato, porém, ndo foi observado. Os animais isquémicos 10 minutos
que exibiram déficit durante a fase de aquisicdo (laténcias maiores para encontrar a
plataforma) apresentaram resisténcia a extingdo da tarefa aprendida estando de acordo
com FELDON e cols. (1985) que refere que lesbes hipocampais levam a significativo
aumento da resisténcia a extingdo em relacdo ao grupo controle cirtirgico apés um
treinamento com reforgo continuo na fase de aquisicdo da tarefa. Porém os animais
isquémicos 20 minutos, ndo apresentaram um importante déficit na fase de aquisicéo e

na fase de retencdo, como também n&o apresentaram déficit para a extingéo da tarefa.

Uma andlise morfolégica para observarmos lesdo isquémica em areas
extra-hipocampais e uma analise do volume destas regides poderia talvez nos explicar
por que os animais submetidos a uma isquemia cerebral global transitéria por 20

minutos pelo modelo de 4 VO, ao contrario dos animais submetidos a 10 minutos de



87

| isquemia, ndo demonstraram importante prejuizo no aprendizado espacial, na memoria

de trabalho e na extingdo deste aprendizado.



a)

b)

5. CONCLUSOES

A isquemia cerebral global transitéria provocada por oclusdo das artérias
cerebrais por 10 minutos, causou déficit cognitivo nos animais isquémicos
estudados tanto no experimenio 1 quanto no experimento 2, na tarefa
espacial do labirinto aquatico de Morris, demonstrado pelas laténcias maiores
durante as fases de aquisigdo (fases de aquisicao |, lil e IV do experimento 1
e fases |, Il e lll do experimento 2) comparado aos animais controles e pelo

tempo menor no teste de retencao (teste 1) na sessao de teste.

A isquemia cerebral global transitéria provocada por oclusdo das artérias
cerebrais por 20 minutos, ndo causou déficit cognitivo nos animais
isquémicos (no experimento 2), demonstrado pelas laténcias semelhantes
destes animais em relacdo aos animais dos grupos controle e controle
cirurgico (fases de aquisicdo |, Il e Il do experimento 2). Assim, neste estudo

podemos sugerir que o aumento do tempo de isquemia de 10 para 20
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minutos ndo provocou o0 aumento do déficit no aprendizado espacial no

labirinto aquatico de Morris.

c) A isquemia cerebral global transitéria por 10 e 20 minutos provocou um déficit

d)

na memoria de trabalho dos animais isquémicos observado nas laténcias
quando comparadas a primeira tentativa com a segunda nas fases de

aquisicao IV (experimento 1) e Il (experimento 2).

Os animais controles e controles cirlirgicos demonstraram retencdo da tarefa
espacial durante o teste 1 nas sessdes de teste e extingdo do aprendizado
durante o teste 2, nos experimentos 1 e 2, ndo demonstrando resisténcia a

extincao de tarefas espaciais no labirinto aquatico de Morris;

Os animais do grupo isquémico 10 minutos, nos experimentos 1 e 2,
apresentaram uma tendéncia a gastar mais tempo no quadrante alvo e maior
namero de cruzamentos no teste 2, evidenciando uma resisténcia a extingao

da tarefa espacial no labirinto aquatico de Morris;

Os animais do grupo isquémico 20 minutos ndo apresentaram diferenca
significativa em relagdo aos grupos controles e controles cirlirgicos durante o
teste 2 das sessdes de teste que examinaram a extingdo, ndo evidenciando

resisténcia a extingao;
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g) A analise volumeétrica da camada piramidal de CA1 do hipocampo pelo

h)

principio de Cavalieri, indicou uma reducdo do volume nos grupos

isquémicos, comparado aos animais do grupo controle.

Os animais submetidos a isquemia cerebral global por 20 minutos
demonstraram diferenga significativa em relagdo aos animais isquémicos 10
minutos quanto ao volume de lesdo sugerindo que quanto maior o fempo de
isquemia pelo modelo de oclusdo dos quatro vasos (4VO), maior o volume de

les&o seletiva em CA1 do hipocampo.
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