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RESUMO

A morte neuronal ¢ uma causa importante de disfun¢do no sistema nervoso
central, que se manifesta comportamentalmente como déficits motores, cognitivos ou de
memoria. Uma causa importante de morte neuronal € a isquemia que ¢ definida como a
falta, ou diminui¢do, do aporte de sangue para os tecidos (GINSBERG, 1995 a;
PULSINELLI, 1997). A regido CA1l do hipocampo ¢ a mais vulneravel a isquemia
(PULSINELLI et al., 1982; SCHIMIDT-KASTNER & FREUND, 1991; NETTO et al.,
1993; NELSON et al., 1997), e esta relacionada com a memoria tanto em humanos
como em animais (SQUIRE, 1992). Virios trabalhos mostram que os animais
isquémicos apresentam pior desempenho em tarefas de aprendizado e memoria
(GINSBERG, 1997; SQUIRE, 1992; NETTO et al., 1993; NELSON et al., 1997).

Estratégias visando proteger as células contra um dano letal vém sendo
estudadas ha varios anos. A tolerancia induzida a isquemia ¢ a neuroprotecao induzida
por uma isquemia transitéria breve a um evento isquémico transitério de longa duragao.
Em geral, um evento isquémico breve, de 2 minutos de duragdo, protege contra a morte
celular induzida por uma isquemia grave, de 10-20 minutos de duragdo, desde que haja
um periodo de 24 horas entre os dois eventos isquémicos (CHEN & SIMON, 1997;
KITAGAWA et al., 1997, BARONE et al., 1998; ROSA NETO, 1998).

O presente trabalho teve como objetivo reproduzir o fenomeno da tolerancia
induzida a isquemia em ratos adultos e avaliar o efeito da tolerancia induzida sobre o
aprendizado e a memoria da tarefa no labirinto aquatico de Morris e sobre o volume da
regido CA1 hipocampal, pelo método de Cavalieri, em ratos submetidos a isquemia

transitoria grave.



Os animais foram submetidos a um estudo do aprendizado da tarefa de
localizagao da plataforma em um labirinto aquético em trés fases. O labirinto aquatico
foi dividido virtualmente em 4 quadrantes com um ponto de largada entre cada um. Na
primeira fase, a plataforma foi colocada em um dos quadrantes, onde permaneceu
durante os 6 dias de treino., com 4 largadas em cada dia, € um teste no 7° dia sem a
plataforma. Na segunda fase foram 4 dias de treino, seguido pelo teste, com a
plataforma no quadrante oposto. Na tultima fase, a plataforma era colocada em um local
diferente a cada dia para testar a memoria de trabalho. Nao foi observado diferenca
estatisticamente significativa nas laténcias para encontrar a plataforma entre os grupos
controle e isquémicos em todas as tarefas.

Na andlise do volume da regido CAl, observamos uma diminuicdo de 20%
nos animais submetidos a isquemia de 10 min., comparado com os dos grupos controle,
isquemia de 2 min. e isquemia de 2+10 min. (neuroprotecao) (p<0.05).

Estes resultados comportamentais estdo de acordo com os encontrados por
alguns autores (KIYOTA et al., 1991; GREEN et al., 1992), porém outros autores
relatam resultados diferentes (NETTO et al., 1993; IQBAL et al., 2001). As diferengas
entre as metodologias utilizadas poderiam explicar parcialmente os resultados
divergentes, também podemos supor que, 20% de diminui¢do de volume ndo ¢

suficiente para provocar comprometimento do aprendizado.
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1. INTRODUCAO

1.1 ISQUEMIA

Lesdes no sistema nervoso central (SNC), devido ao grande potencial de
morbidade e mortalidade, causam sério impacto sdcio-econdmico, tanto para o paciente
e sua familia, quanto para a sociedade. Varios sdo os fatores etioldgicos passiveis de
causar lesdes neuroldgicas e, entre eles temos as doengas vasculares, traumatismo
cranio-encefalico, infeccoes, doencas hereditarias, e outros. Na maioria das vezes estas
lesdes deixam seqiielas, como déficits motores, cognitivos ou de memoria, dependendo
do local atingido e do tamanho da lesao (SCHIMIDT-KASTNER & FREUND, 1991;
PULSINELLI, 1992).

Os acidentes cerebrovasculares podem ser divididos em duas categorias
principais: hemorragicos ou isquémicos. Os acidentes isquémicos sao 0s mais comuns,
cerca de 80%, e sdo definidas como falta ou diminui¢do do aporte de sangue para os
tecidos, e, conseqlientemente, de oxigénio e nutrientes (McCULLOUGH et al., 2001;
SCHIMIDT-KASTNER & FREUND, 1991; PULSINELLI, 1992).

As seqiielas surgem em decorréncia da morte neuronal, e a gravidade da
lesdo ¢ decorrente do grau e do tempo de duragdo da isquemia (SCHIMIDT-KASTNER
& FREUND, 1991; PULSINELLI, 1992).

A isquemia pode ser classificada temporalmente em transitoria ou perene e,
topograficamente, em global, focal ou multifocal (tromboembolico). No que se refere ao
grau de redu¢dao do fluxo sangiliineo, os modelos podem ser totais ou parciais

(GINSBERG & BUSTO, 1989; HUNTER et al., 1995; GINSBERG, 1997).



Os modelos de isquemia transitoria sao aqueles que apresentam um periodo de
reperfusdo, ou seja, aqueles em que o sangue torna a fluir no leito vascular. Nas
isquemias perenes, por outro lado, o que leva ao estabelecimento de uma lesdao do tipo
infarto com pan-necrose (FAROOQUI et al., 1995). O infarto cerebral, caracterizado
pela morte de células neuronais e gliais, aparece cerca de 1 hora apos o insulto
isquémico (PULSINELLI, 1992).

Em 1827, Stokes e Adams foram os primeiros a descrever clinicamente a
interferéncia aguda da circulagdo na atividade cerebral. Estes autores descreveram uma
série de pacientes com doencas cardiacas e vasculares, que apresentavam episodios de
perda subita de consciéncia. Esta sindrome ¢ conhecida, atualmente, como Stokes-
Adams. Segundo Dixon, observagdes clinicas realizadas, ja em 1823, por Ledn Rostan,
apontaram a falta de aporte sangiiineo como causa de desorganizagdo do tecido cerebral

e causando problemas de memoria (DIXON, 1965).

A vulnerabilidade de determinados grupos de neurdnios no cérebro, cerebelo e
nucleos da base a episddios isquémicos foi determinada ainda nos anos 20 e 30.
Spielmeyer (1927) sugeriu que a vulnerabilidade seletiva ocorria em areas pouco

vascularizadas (SCHMIDT-KASTNER & FREUND, 1991).

O consumo de glicose pelo sistema nervoso central foi sugerido por Hirschberg
e Winterstein (1917) em modelos utilizando prepara¢des de medula espinhal de ras. Em
1924, Winterstein observou, neste mesmo modelo, a producdo de 4cido latico na
auséncia de oxigénio. Em 1951, Himwich demonstrou o consumo continuo de oxigénio

e glicose pelo SNC, pela afericao dos niveis arterial e venoso (DIXON, 1965).

Uma vez determinado que o metabolismo do SNC depende do constante

aporte de oxigénio (O;) e glicose, postulou-se, nos anos 40, que a morte das células
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nervosas ocorria simplesmente por “faléncia energética” (KOGURE & KATO, 1993).
De fato, o tecido cerebral possui apenas uma pequena reserva de energia e uma alta
taxa metabolica sendo, assim, muito sensivel a hipoxia-isquemia. Este pequeno estoque
de energia ¢ rapidamente consumido quando o aporte sistémico falha, desencadeando
uma série de alteracdes metabodlicas que levam a morte celular (SCHIMIDT-KASTNER

& FREUND, 1991; DUGAN & CHOI, 1999; INOUE et al., 1992).

Durante a isquemia e a reperfusdo ocorre uma liberagdo macica de
aminoacidos excitatorios, em especial de glutamato, uma sobrecarga intracelular de
calcio e um aumento de radicais livre,s que marcam a fase denominada fase
excitotoxica (BLOCK, 1999). O conceito de excitotoxicidade foi elaborado a partir de
trés evidéncias provindas de modelos experimentais de isquemia. A primeira delas foi a
constatagdo de que ha um aumento dos niveis extracelulares de glutamato durante a
isquemia. A segunda, refere-se ao aumento da freqiiéncia de disparos que as células da
regido CA1 do hipocampo apresentam de 7-10 horas apos a isquemia. E a terceira,
consiste no fato que o bloqueio dos receptores N- metil-d-aspartato (NMDA) inibe os
fendmenos decorrentes da descarga glutamatérgica (SCHMIDT-KASTNER &
FREUND, 1991). Receptores metabotrdpicos glutamatérgicos tipo 1 (mGlul) parecem
exercer um papel importante na morte celular pds-isquémica, uma vez que a
administracdo de antagonistas especificos destes receptores atenuam o dano neuronal

induzido pela isquemia (PELLEGRINI-GIAMPIETRO et al., 1999).

Imediatamente apds a isquemia, uma descarga de glutamato provoca o influxo
e liberacdo intracelular macica de ions potencialmente letais para as células quando em
grande quantidade, particularmente o soédio (Na') e o calcio (Ca’™). O aumento

++ . N s s Lo
sustentado do Ca "~ intracelular (Ca’';) inicia uma "cascata toxica" capaz de matar a
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célula. Esta toxicidade pode ser exacerbada pela diminui¢ao dos estoques de energia
intracelular (DUGAN & CHOI, 1999). O glutamato causa o aumento de Ca''; por
ativagdo dos canais de Ca’™ associados aos receptores NMDA, e pela abertura dos
canais de Ca' voltagem-dependentes, via receptores para-o-amino-3hidroxil-
Smetilisoxanol-propionato (AMPA). A ativacdo dos receptores metabotropicos, ligados
a hidrélise dos fosfoinositideos de membrana, aumenta os niveis citosdlicos de Ca™"

pela liberagdo das reservas intracelulares (FAROOQUI et al., 1995).

Eimerl e Schramm (1994) observaram que a concentragdo de calcio necessaria
para causar morte celular varia de acordo com a idade do tecido e que células mais

. ~ . ~ ++ .
jovens s3o mais tolerantes ao aumento na concentracdo de Ca ' intracelular.

A mitocondria ¢ um dos responsaveis pelo tamponamento do Ca' intracelular.
Contudo, o acumulo anormal de Ca™" ; apresenta grande potencial deletério para a
mitocondria. Apos a isquemia, nos primeiros 10 minutos de reperfusdo, foi observado o
maior aumento do contetido de Ca’™ dentro da mitocondria (ZAIDAN & SIMS,
1994), e edema com desintegracdo das cristas (SCHIMIDT-KASTNER & FREUND,
1991). Zaidan e Sims (1994) observaram, também, uma segunda elevacdo do célcio
dentro da mitocondria em um periodo mais tardio da reperfusdo, de 6 a 24 horas, e este
aumento esta relacionado mais com a suscetibilidade regional ao dano isquémico. Sims
(1991) detectou um comprometimento generalizado da fun¢do mitocondrial apds 24

horas de reperfusao.

Uma conseqiiéncia especialmente importante da sobrecarga de cdlcio ¢ a
formagdo de radicais livres de oxigénio, como o radical hidroxila (NAKASHIMA et al.,
1999). A ativagio dos receptores NMDA desencadeia a produgdo Ca™ - dependente de

radicais livres pela mitocondria, que parece ser a principal fonte de radicais livres no
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tecido cerebral sujeito a reperfusdo pos-isquémica. Concentracdes elevadas de Ca' e
Na’, em conseqiiéncia da faléncia de energia e da excitotoxicidade do glutamato, podem
inibir o complexo 1 e causar a superproducao do anion superéxido, culminando em um
estresse oxidativo que inibe os componentes respiratorios mitocondriais, promovendo

dano ao citoesqueleto e a membrana plasméatica (DUGAN & CHOI, 1999).

A figura 1 resume os efeitos de um evento isquémico.

ISQUEMIA

liberagfio de
proteinas

.

Dano na Membrana

Proteases 1t Liberagio de glutamato

/> captagio (\ . Y

1= mltocondnal _ﬁ

hbcrados < CITOSOL caz-v-ﬂﬂ «— Ativacfio de receptores

Sintese de ATP |1

v .
Niveis de ATP UU/ l \,

AlteregSes no
citoesqueleto

: Endonucleases 1
Llpasesﬂ 4{

Lesdo na membrana Lesdo do DNA

Figura 1. Efeitos deletérios da isquemia causando aumento secundirio do Ca™"
citossolico. O Ca™" ativa as proteases, lipases e endonucleases. A mitocondria e o
citoesqueleto sofrem modificacoes em sua estrutura (Erecinska & Silver, 1997).
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1.2 VULNERABILIDADE SELETIVA

Viérios pesquisadores tém demonstrado que a suscetibilidade do sistema
nervoso central a isquemia ndo ¢ homogénea. Os neurdnios diferem em sua
sensibilidade ao dano isquémico e em sua capacidade de recuperacdo apds a isquemia.
Se o periodo de obstru¢do do aporte sangiiineo ao tecido nervoso for relativamente
breve, regides distintas do SNC apresentardo maior dano que outras. (SCHIMIDT-
KASTNER & FREUND, 1991; DIXON, 1965). Algumas éareas apresentam maior
vulnerabilidade, particularmente a regido CA1 do hipocampo, onde se observa morte de
quase todos os neurdnios apds uma breve interrupcdo do fluxo sangiiineo cerebral
(PULSINELLI et al., 1982; SCHIMIDT-KASTNER & FREUND, 1991; NETTO et al.,

1993; NELSON et al., 1997).

Depois das células piramidais da regido CA1 do hipocampo, as células mais
sensiveis a isquemia sdo os neurdnios da 3* e 5 * camadas corticais, estriado, septo,
CA3, talamo-optico, corpo geniculado medial e substancia nigra suscessivamente
(KOGURE & KATO, 1993; SCHIMIDT-KASTNER & FREUND, 1991). Em
contraste, outros grupos de neuronios, como as células granulares do giro denteado e os
astrocitos, possuem uma grande resisténcia ao insulto isquémico (SCHIMIDT-
KASTNER & FREUND, 1991). Este fenomeno ¢ multifatorial e ocorre pela
convergéncia das propriedades bioquimicas de alguns grupos celulares, da severidade
da isquemia e da regido anatomica na qual estas células se encontram (PULSINELLI,

1997).

MacEwen (1994), sugeriu, em seu estudo, que a vulnerabilidade do
hipocampo a eventos estressantes ¢ devido a sua plasticidade. Ele observou que,

enquanto os aminoacidos excitatdrios estdo envolvidos com a LTP (potencializagdao de
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longa duragdo) e aprendizado, e agem sinergisticamente com os hormdnios esterdides
para regular diversas formas de plasticidade, tal como a sinaptogénese, tal interagao
entre estes agentes ¢ capaz, também, de causar lesdo hipocampal. A vulnerabilidade do
hipocampo ¢ aumentada quando altos niveis de glicocorticoides estdo presentes, €
outros hormoénios, como estrogenos ¢ hormoOnios da tiredide, também afetam a
sensibilidade e a vulnerabilidade do hipocampo durante o desenvolvimento, ou na vida
adulta (SLOVITER et al., 1989; McCEWEN & SAPOLSKY, 1995).

Em suma, o hipocampo ¢ o sitio de predilecio a lesdo isquémica
caracterizando a vulnerabilidade seletiva. A regido CA1 ¢ sabidamente a mais sensivel,
enquanto os neurdnios da regido vizinha CA3 e do giro denteado sdo amplamente
resistentes. Este fato cria uma situacdo completamente favordvel para o estudo da
seletividade em uma pequena area do SNC (SCHIMIDT-KASTNER & FREUND,

1991).

1.3 MODELO ANIMAL

Para o estudo sistemdtico da patofisiologia da isquemia cerebral ¢ necessario
que os efeitos da isquemia sejam controlados e reprodutiveis in vivo. Por isso utiliza-se
modelos de isquemia em animais que podem ser mantidos em laboratdério. Muitos sao
os animais usados nesta linha de pesquisa. Entre os mamiferos sdo utilizados o gato,
cachorro, macaco ¢ roedores tais como o rato albino, o gerbilo e o camundongo
(GINSBERG, 1996).

Apesar da ampla gama de espécies animais que podem servir para o prop6sito
de estudar os efeitos de um evento isquémico, os roedores t€ém tido a preferéncia na

grande maioria dos centros de pesquisa por uma série de razdes: 1°) baixo custo para
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manutengdo em biotério e, por ser de pequeno porte, baixas doses de drogas, solugdes
ou reagentes sao necessarias; 2°) relativa homogeneidade dentro das linhagens; 3°)
semelhanga em sua neuroanatomia € em sua vascularizagdo cerebral, e alto grau de
homologia genética com os mamiferos superiores; 4°) maior aceitabilidade na
perspectiva €tica e ecoldgica.

Mas este paradigma ¢ valido? Muitos criticos argumentam que o modelo animal
ndo ¢ suficiente para simular a complexidade das lesdes isquémicas de humanos, no
tocante a variabilidade, tamanho e locais das lesdes, predisposigoes genéticas,
aterosclerose multifocal, fatores de risco, etc. Porém, ndo podemos deixar de levar em
consideragao que, muito do nosso conhecimento atual sobre metabolismo energético,
utilizacao de oxigénio e substratos, efeitos de anestésicos, atividade cerebral, estados
patologicos, tais como epilepsia, hipdxia e isquemia, sao derivados de estudos com
roedores (GINSBERG, 1996).

Grotta (1996), também considerou o modelo animal como uma importante
ferramenta na pesquisa de terapias tromboliticas e na determinacdo da "janela
terapéutica" (tempo no qual se obtém os melhores resultados com a estratégia
terapéutica) em acidentes vasculares cerebrais (AVC).

Apesar da grande contribuicao dos modelos animais para o nosso conhecimento
sobre os processos patofisiologicos e estratégias terapéuticas em lesdes do SNC, os
estudos experimentais devem ser conduzidos sob um objetivo critico e rigorosa
monitoragdo fisioldgica, apropriada analise histologica e métodos bioestatisticos a fim
de otimizar a interpretacdo dos dados obtidos. Respeitando estes principios, os modelos
experimentais com roedores continuardo a nos proporcionar valiosas informagdes

acerca das lesoes cerebrais (GINSBERG,1996).
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1.4 MODELO DE ISQUEMIA GLOBAL COM OCLUSAO DE 4 VASOS

Vérios modelos de isquemia vém sendo utilizados pelos pesquisadores. Kirino
(1982) utilizou um modelo de oclusdo de 2 vasos em gerbilos para ocasionar isquemia
global. Este modelo ¢ perfeitamente vidvel nestes roedores, pois os gerbilos ndo
apresentam conexdo entre os sistemas arteriais basilar e carotideo. Portanto a isquemia
pode ser facilmente conseguida com a oclusdo das artérias cardtidas comuns (KATOH

etal., 1992).

Smith e col. (1984), utilizaram o modelo de oclusdo de 2 vasos com
hipotensao em ratos. Outros menos utilizados sdao a compressdo dos vasos cardiacos
causando uma parada cardiaca, ou aumentar a pressdo intracraniana para diminuir o

fluxo de sangue no encéfalo (BLOCK, 1999).

O modelo de isquemia global com oclusao de 4 vasos foi desenvolvido para o
uso em ratos Wistar por Pulsinelli e Brierley em 1979. Primeiramente, sdo cauterizadas
as artérias vertebrais, e subseqiientemente, ¢ acoplado um lago contratil de silex em
ambas as artérias cardtidas comuns. Vinte e quatro horas apods este procedimento,
obtém-se a isquemia pela tracao do laco previamente acoplado as artérias cardtidas. Na

fase de isquemia o animal ndo ¢ anestesiado, estando vigil durante o procedimento.

Do ponto de vista hemodinamico, este modelo impde uma reducao global do
fluxo de sangue ao prosencéfalo chegando a menos de 3% no neocortex, 3-7% no
hipocampo e 10-15% no cerebelo. Em contrapartida, 25-30% do fluxo ¢ mantido no
tronco cerebral garantindo a manutencao das fungdes vitais (GINSBERG & BUSTO,

1989). No inicio da reperfusdo, ha um periodo inicial de hiperemia seguido de
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oliguemia com duragdo de aproximadamente 1 hora no hipocampo e estriado, chegando

até 6 horas no neocortex parietal (PULSINELLI et al., 1982).

Em modelos de oclusdo de 4 vasos, registros eletrocorticograficos (ECoG) na
regido CA1 do hipocampo, de animais em vigilia, revelaram que, imediatamente apos a
oclusao das carotidas, ocorre a atenuacao difusa dos ritmos de base. Entre 15 a 25
segundos de isquemia as células deixam de exibir atividade espontanea. Apds 1 minuto
ndo apresentam mais potenciais evocados. Em torno de 2-3 minutos apos o inicio da
isquemia global os registros do ECoG assumem um padrdo isoelétrico. Este padrao
persiste at¢ que seja desfeita a oclusdo carotidea, e retorne o fluxo sangiiineo

(PULSINELLI & BRIERLEY, 1979; BUZSAKI et al., 1989).

A despolarizagao irreversivel dos neuronios durante uma isquemia ¢ chamada
de despolarizagdo anodxica e ocorre precocemente na regido CAl (SCHMIDT-

KASTNER & FREUND, 1991).

A atividade elétrica espontanea s6 ¢ retomada aos 17 a 20 minutos de
reperfusio, quando os niveis basais de Ca', K', glutamato e aspartato estiverem
restabelecidos (DIEMER et al., 1987). Entretanto, a atividade elétrica permanece com
amplitude e freqiiéncia anormais até cerca de 12 horas de reperfusdao de uma isquemia
letal (BUZSAKI et al., 1989). Em CAl, os registros intracelulares e extracelulares
mostram um aumento dos disparos espontaneos e redu¢do da amplitude dos potenciais
excitatdrios pos-sinapticos no periodo entre 12 e 36 horas de reperfusdo (KIRINO et al.,
1992; GAO & XU, 1996). Apdés o quarto dia ndo ha registro de qualquer atividade

elétrica em CA1 (BUZSAKI et al., 1989).
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Uma isquemia de 10-20 minutos provoca alteracdes patologicas nas zonas
vulneraveis do hipocampo com o tempo de reperfusdo de 48 horas, enquanto que no
estriado sdo necessarios 20-30 minutos de isquemia para ocorrer alteracdes semelhantes

(PULSINELLI et al., 1982).

Nos modelos de isquemia global, foram descritas alteragdes na barreira
hemato-encefalica associadas ao edema vasogénico no hipocampo durante as primeiras
horas de reperfusao, utilizando técnicas imuno-histoquimicas para proteinas séricas e
marcadores intravasculares (SCHMIDT-KASTNER & FREUND, 1991). A quebra da
barreira hemato-encefalica ocorre somente ap6s 15 minutos de isquemia global

(NAGAHIRO et al., 1994).

O exame histolégico realizado neste modelo, com tempos de isquemia de 10-
20 minutos, revela lesdo seletiva nos neuronios hipocampais (PULSINELLI et al.,
1982), devido ao fendmeno denominado vulnerabilidade seletiva. As células piramidais
do setor CAl do hipocampo sdo as células mais vulneraveis em ratos e outros
mamiferos, no entanto, foi observado em gerbilos que alguns interneuronios
hipocampais apresentam-se igualmente vulneraveis (MATSUYAMA et al., 1993;
SUGIMOTO et al., 1993). Apesar de variagdes interespécies, as alteragdes histologicas
que caracterizam a morte celular s6 podem ser observadas apds um periodo minimo de
reperfusdo de 48 horas. Este fenomeno foi relatado inicialmente em gerbilos por Ito
(1975) que o chamou de “fenomeno de maturagdo”, sendo mais tarde designado como
“morte neuronal tardia” (KIRINO, 1982; PULSINELLI et al., 1982). Animais com
longos periodos de reperfusdo preservam os terminais pré-sinapticos enquanto ocorre

atrofia progressiva da regido CA1 (KIRINO et al., 1990).
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1.5 MORTE NEURONAL TARDIA

Os fenomenos de seletividade e morte neuronal tardia observados no modelo

de oclusdo dos quatro vasos em ratos ocorre no hipocampo.

A microscopia Optica revela quatro fases de alteragdes patologicas na isquemia
experimental. Inicialmente, ocorre a fase de (i) microvacuolizacdo seguida pelas fases
de (i1) mudancga celular isquémica, (iii) mudanca celular isquémica com incrustagoes,
(iv) mudanga celular homogenizadora, finalizando com o desaparecimento do neurénio

(KIRINO, 1982; PULSINELLI, 1997).

As 24 horas de reperfusio de uma isquemia letal sdo descritos, em CAl,
neurdnios com corpos celulares edemaciados e cromatina levemente grumosa (fase de
microvacuolizagdo). Apos um periodo de reperfusao de 48 horas estas cé¢lulas comegam
a apresentar fendas citoplasmaticas, com a cromatina apresentando grumos mais
evidentes (fase de mudanga celular isquémica). No 4° dia de reperfusdo, as células
piramidais perdem sua integridade, ocorrendo infiltragdo de células fagocitérias
(mudanga celular isquémica com incrustagdes). Apos 7 dias de reperfusdo, ocorre
fragmentacao progressiva dos neurdnios seguidas de proliferacao glial (mudanga celular
homogenizadora e desaparecimento do neurénio) (KIRINO, 1982; PULSINELLI,

1997).

A andlise ultraestrutural dos neuronios hipocampais, apos a isquemia global de
10 minutos, revela condensacdo da cromatina em todas as células submetidas a
isquemia (DIEMER et al., 1987). Aos 15 minutos de reperfusao ocorre a agregagdo das

vesiculas sinapticas na regido pré-sinaptica (KIRINO, 1982) e desagregacdo dos
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ribossomas (MUNEKATA & HOSSMANN, 1987). Aos 90 minutos de reperfusao

ocorre uma reducgdo das cisternas do aparato de Golgi (RAFOLS et al., 1995).

A analise com microscopia eletronica revela, as 24 horas de reperfusdao, um
discreto edema dos prolongamentos dos astrocitos e alteracdes no reticulo
endoplasmatico, que se apresenta com cisternas aglomeradas (DESHPANDE et al.,
1992). As 48 horas de reperfusio, sio encontrados material eletro-denso no citoplasma,
fragmentacdo dos vacuolos do reticulo endoplasmatico e desorganizagdo do
citoesqueleto. Ainda as 48 horas, ¢ descrito edema e aumento da quantidade de
glicogénio nos prolongamentos astrocitarios. Este aumento de volume dos astrocitos
comprime os neurdnos adjacentes. Isto ¢ observado também a microscopia optica como
impressoes citoplasmaticas dos neurdnios (KIRINO et al., 1990; DESHPANDE et al.,
1992; RAFOLS et al., 1995). As 72 horas de reperfusdo o nicleo apresenta ruptura de
membranas e as mitocondrias encontram-se gravemente alteradas (DESHPANDE et al.,

1992).

1.6 APOPTOSE E NECROSE

A morte celular no sistema nervoso pode ser desencadeada através de uma
série de mecanismos, com a participacao ativa ou passiva das células (CHARRIAUT-
MARLANGUE, et al, 1998). A morte celular fisiologica, ou morte programada, ¢ um
processo natural que desempenha um importante papel no crescimento € na
diferenciagdo de oOrgdos e sistemas de vertebrados e invertebrados. Citando como
exemplo o proprio sistema nervoso, cerca de 50% das células nervosas constantes ao

nascimento morrem naturalmente durante o desenvolvimento. Outra forma de morte
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celular ¢ a patologica que resulta de lesdes por hipoxia-isquemia, agentes tOXicos ou
térmicos (MARTIN et al, 1998).

Apoptose ¢ uma morte celular programada e, como tal, ¢ mediada por
mecanismos intrinsecos que possuem contudo, uma modulagdao exégena. Em contraste,
a morte celular patologica, designada como necrose, ¢ o resultado de mecanismos
extrinsecos que causam uma abrupta perturbagdo das condigdes fisioldogicas (MARTIN

et al, 1998).

A natureza da morte celular tardia ¢ motivo de discussdo, uma vez que ela nao
segue os padroes morfologicos classicos de necrose ou apoptose. A morte neuronal
tardia ndo apresenta as mesmas alteragdes caracteristicas encontradas na apoptose, uma
vez que até o momento ndo foram descritas contragdao nuclear (picnose) e condensacgao
da cromatina (DESHPANDE et al., 1992; NITATORI et al., 1995). Muitos autores
apresentam evidéncias de que a morte neuronal tardia possui “natureza apoptotica”
através da analise da marcacao da atividade lisossomal, da atividade das endonucleases,
da presenca de vacuolos autofagicos e da marcagdo do padrao da quebra do DNA

(HERON et al., 1993; KIHARA et al., 1994; VOLPE et al., 1995).

A morte celular aguda ocorre por necrose, €, além dos neuronios, inclui a glia e
células endoteliais, e ¢ designada como area de infarto (NAKANO et al., 1990). A area
circunjacente possui células vidveis, que podem retomar seu metabolismo normal se o
fluxo de sangue for prontamente restaurado, sendo ela chamada de area de penumbra

(PULSINELLI, 1992).

Em modelos de isquemia focal, a apoptose tem sido descrita na zona de
penumbra, enquanto a necrose predomina no centro isquémico (FERRER et al., 1995).

Drogas inibidoras da sintese protéica, como a anisomicina ¢ a cicloheximida foram
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usadas na isquemia global com o intuito de inibir a apoptose (SHIGENO et al., 1990).
Tanto a anisomicina quanto a cicloheximida injetadas no hipocampo ndo foram efetivas
no modelo de isquemia global. Entretanto, alguns resultados satisfatorios foram obtidos
em modelos de isquemia focal, o que afasta a hipotese de que este fendmeno seja de

natureza apoptotica (DESHPANDE etz al., 1992).

Fukuda e colaboradores (1999) descreveram um tipo de morte neuronal nao-
apoptotica em tecido cerebral, seguindo isquemia transitoria em camundongos. No
mesmo tecido eles encontraram apoptose tipica e também um diferente tipo de
degeneracao onde os nucleos dos neurdnios estavam reduzidos a metade apenas 3 horas
ap6s a isquemia. Nestas células, nem o nucleo nem os corpos celulares, estavam
fragmentados. A andlise ultraestrutural mostrou inumeras particulas interligadas
formando uma delicada rede dentro do nucleo. Esta estrutura é claramente distinta do
modelo nuclear caracteristico da apoptose. Este tipo de degeneragdo celular também
difere da necrose, pois nao apresenta lise celular e hd preservacdo da membrana
mitocondrial. Outra diferenga encontrada pelos autores € o processo de reconhecimento
e remocao rapidos na apoptose, € a fagocitose das células necréticas logo que a
membrana ¢ rompida. Este novo modelo parece ser silencioso por varios dias com lento

processo de degradagao, fazendo seu proprio processo de remogao.

Algumas evidéncias sugerem que a apoptose € a necrose representam as
extremidades de um espectro das possibilidades de morte celular: drogas xenobioticas
que induzem a apoptose, quando administradas em altas doses provocam necrose
celular. Adicionalmente, a necrose celular segue a morte apoptotica em sistemas

experimentais desprovidos de células fagocitarias (LEIST & NICOTERA, 1997).



23

Sendo assim, a morte neuronal tardia ¢ um fendmeno morfologicamente bem
definido, inclusive do ponto de vista ultraestrutural. Entretanto, sua fisiopatologia ¢
complexa uma vez que ha caracteristicas em comum com o0s processos de necrose e
apoptose (NITATORI et al., 1995; LEIST & NICOTERA, 1997, MACMANUS &

LINNIK, 1997).

1.7 A FORMACAO HIPOCAMPAL

O termo formagdo hipocampal compreende 6 regides citoarquitetonicamente
distintas, incluindo o giro denteado, hipocampo, dividido em CAl, CA2, CA3,
subiculum, pré-subiculum, parasubiculum e cortex entorrinal, o qual contém duas ou
mais divisdes. A principal justificativa para incluir estas regides sob o cunho de
formagdo hipocampal ¢ porque estdo ligadas umas as outras por amplas projegoes

unidirecionais (AMARAL & WITTER, 1995).

A regido hipocampal ocupa as paredes ventroposterior € ventrolateral do cortex
cerebral. Todos os principais componentes podem ser vistos simultaneamente em

secgoes obtidas no plano horizontal (BAYER, 1985).

O Corno de Ammon, como foi designado o hipocampo, devido a aparéncia
com esta figura mitologica, tem a forma de U e contém uma estreita camada de células
piramidais. Esta extende-se do prosubiculum ao hilo do giro denteado, e contém
diferengas citoarquiteturais. Adjacente ao prosubiculum existe uma camada densa de
células piramidais de tamanho médio. Lorente de N6 (1934), chamou esta regido de
CAl. Seguindo, ha uma regido menos densa, com células piramidais maiores que foi

dividida em CA2 e CA3. CA2 ocupa uma estreita faixa adjacente a CA1l, e pode ser
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distinguida pois CAl apresenta células menores e mais agrupadas. CA2 e CA3 nao

podem ser acuradamente separadas (BAYER, 1985).

Do coértex entorrinal partem projecdes para o giro denteado, chamado via
perforante. Nao ha reciprocidade, pois o giro denteado ndo projeta fibras de volta para
o cortex entorrinal, como ocorre normalmente nas outras regides do encéfalo. O giro
denteado, entdo, lanca suas projecdes para a regido CA3 do hipocampo. Modelo
semelhante encontramos nas conexdes entre CA3 que projeta fibras para CAl e este

projetando para o subiculum (AMARAL & WITTER, 1995).

As células piramidais de CA3 apresentam axonios altamente colateralizados
que distribuem fibras dentro do hipocampo (CA1l, CA2 e CA3) e para o hipocampo
contralateral, a projecdo comissural, e subcorticalmente para o nucleo septal lateral.
Todas as células piramidais de CA3 e CA2 enviam projecoes altamente divergentes para
todas as porcdes do hipocampo.As projecoes para CA3 e CA2 sdo tipicamente
chamadas de conexdes de associacdo, e as projecoes de CA3 para CAl sdo conhecidas

como colaterais de Schaffer AMARAL & WITTER, 1995) (Fig 2).
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Figura 2. Diagrama esquematico das sub-regides e estratificacio laminar do hipocampo
esquerdo em relacio aos elementos da via trissindptica. A linha mais grossa representa a
via perfurante. Esta inicia no cortex entorrinal, segue pelo estrato lacunoso-molecular
até a camada molecular do giro denteado onde faz sinapse com as células granulosas. Os
axonios das células granulosas sio chamados de fibras musgosas e chegam aos dendritos
de CA3 pelo hilo do giro denteado. Os neurdnios piramidais de CA3 emitem axonios
para os dendritos das células CA1, na camada oriens e no estrato radial, limitrofe com o
estrato lacunoso-molecular (adaptado de Amaral & Witter, 1995).

1.8 TOLERANCIA INDUZIDA A ISQUEMIA
A tolerancia induzida é um fendmeno observado em células eucarioticas e em
bactérias. Este fendmeno consiste na resisténcia adquirida a uma condicao

potencialmente letal pela exposi¢cdo prévia ao mesmo agente, porém de forma subletal

(KIRINO, 1997).

Um estudo importante de tolerancia induzida a isquemia foi realizado por
Murry (1986) em tecido cardiaco, que o denominou de pré-condicionamento isquémico.

Este efeito foi observado apds o tecido cardiaco ter sido submetido a periodos de
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isquemia sub-letais, ou seja, periodo de tempo em que a falta de aporte sangiiineo nao
produz morte celular.

Um estudo realizado com caes, que consistia em obstruir o fluxo de sangue ao
miocardio por quatro periodos de 5 minutos (pré-condicionamento), seguidos por 5
minutos de reperfusdo entre eles, e apds uma oclusao sustentada de 40 minutos, mostrou
uma diminuicdo de 25% na é4rea de infarto nos animais submetidos ao pré-
condicionamento (MURRY et al., 1986). No miocardio, a tolerancia a isquemia ¢
observada ja nos primeiros minutos (cerca de 1 a 60 minutos) apos o pré-
condicionamento, € se mantém por aproximadamente 3 horas, sugerindo um mecanismo
de diminuicdo do metabolismo e¢ da demanda energética. Entretanto, alguns casos
apresentaram  protecao até 24 horas apds o pré-condicionamento. Este fato foi
designado como "segunda janela de protecdo", e foi atribuido a sintese de proteinas
(REIMER et al., 1994). Este modelo também foi usado em camundongos, com
resultados semelhantes (GUO et al., 1998).

No tecido cerebral de ratos, observou-se que a producao de isquemia global por
3 minutos, seguido de reperfusdo, ndo foi suficiente para provocar morte celular em
nenhuma estrutura. No entanto, quando a isquemia de 3 minutos foi repetida duas, trés
ou cinco vezes, apoés um tempo de 1 hora de reperfusao entre cada evento isquémico, as
regides mais suscetiveis foram lesionadas, principalmente a regido CA1 do hipocampo,
seguido do cortex parietal e regido CA4 do hipocampo (ou hilo do giro denteado),
semelhante ao que ocorre apds um unico episddio de 10 minutos de isquemia (INOUE
et al., 1992). Kirino e colaboradores (1991) realizaram o pré-condicionamento
isquémico com gerbilos, provocando isquemia de 2 minutos de duragdo, tempo

suficiente para desencadear os mecanismos de protecdo celular contra um evento
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isquémico de 5 minutos. Os animais que nao sofreram o pré-condicionamento
apresentaram grande perda neuronal. Neste mesmo estudo, foi relatado que a protecao

causada pelo evento isquémico ndo-letal persistiu pelo menos por 4 dias.

A hipotermia tem sido empregada por décadas durante a realizagdo de cirurgias
cardiacas, e outras de grande porte, para promover prote¢ao aos tecidos. Somente no
final dos anos 80, contudo tém-se considerado que o resfriamento leve a moderado do
tecido cerebral promova neuroprotecdo e, contrariamente, uma pequena elevacdo da
temperatura no cérebro ¢ capaz de piorar a lesdao (GINSBERG, 1995). As estratégias
que visam a reducdo do dano isquémico baseadas na redugcdo do metabolismo parecem
so ser eficazes quando sdo instaladas previamente ao insulto isquémico (SIMPSON &

ISACSON, 1993; AMES et al., 1995; RIEPE et al., 1996; GINSBERG, 1997).

O estimulo pré-condicionante nao necessariamente implica em um aumento de
metabolismo. Alguns trabalhos tém evidenciado que a depressdo alastrante atua também
como estimulo pré-condicionante em modelos de isquemia focal (KOBAYASHI et al.,
1995; MATSUSHIMA et al., 1996). Parece que os eventos vasculares que acompanham
a depressao alastrante ndo influenciam no pré-condicionamento (MATSUSHIMA &
HAKIM, 1995). Uma isquemia pode também desencadear o fendmeno da depressao

alastrante (ROETTGER & LIPTON, 1996).

Chamam a ateng¢@o algumas caracteristicas em comum da depressdo alastrante
e de um evento isquémico subletal. O pré-condicionamento induzido tanto pela
depressdo alastrante quanto pela isquemia, necessita de um periodo de laténcia minimo
para que possa ser efetivo (MATSUSHIMA & HAKIM, 1995; KIRINO, 1997). Na

~ ++ r r .
depressdo alastrante ocorre uma moderada entrada de Ca’ ™ na célula através de canais



28

voltagem-dependentes (MATSUSHIMA et al., 1996), de forma semelhante ao que

ocorre em uma isquemia subletal (TAKIZAWA et al., 1994).

Finalmente, ocorre que a depressao alastrante pode piorar a patologia de uma
isquemia quando induzida fora dos limites temporais do pré-condicionamento
(GINSBERG, 1995), de forma semelhante ao que ocorre em modelos de
condicionamento rapido ou repetidos insultos subletais (YAMAUCHI et al., 1991;

INOUE et al., 1992; PEREZ-PINZON et al., 1997).

A tolerancia induzida a isquemia cerebral em ratos e gerbilos ¢ produzida por
uma isquemia subletal com 2 minutos de duragdo, que precede um episddio de isquemia
letal. A tolerancia conferida pelo episddio subletal ¢ somente observada em um
intervalo de tempo entre 12 horas e 7 dias de reperfusao (KITAGAWA et al., 1990; LIU
et al., 1992). Este protocolo ¢ especifico para as células piramidais de CAl, nao
preservando as células vulneraveis do hilo do giro denteado ( KOGURE & KATO,

1993; SUGIMOTO et al., 1993).

Em gerbilos, a eficiéncia maxima do pré-condicionamento € obtido aos 4 dias
de reperfusdo, enquanto no rato observam-se bons resultados com o tempo de 24 horas
(KITAGAWA et al., 1990). Nao ocorre pré-condicionamento se o periodo de laténcia
minimo ndo for observado, ou se os animais forem expostos a multiplos episodios de
isquemia, sendo que nesta ultima condi¢do ainda ocorre um maior dano tecidual
(YAMAUCHI et al., 1991; INOUE et al., 1992; PEREZ-PINZON et al., 1997 a;

PEREZ-PINZON et al., 1997 b).

Nao foi observada diferenga na quantidade de glutamato liberado na fenda

sinaptica entre uma isquemia letal e uma subletal. Entretanto, outros fatores
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relacionados as células da regido CA1 do hipocampo parecem ser determinantes neste

condicionamento celular (NAKATA ef al., 1993).

O influxo inicial de Ca™" na célula parece exercer um papel importante no pré-
condicionamento isquémico, uma vez que a pré-administracdo do bloqueador dos
receptores NMDA, MKS801, impede a neuroprotecdo induzida pela isquemia pré-
condicionante (KIRINO, 1997). Ohta e colaboradores (1996) concluiram, por meio de
técnicas de microscopia eletronica, que os animais pré-condicionados apresentam uma
maior eficiéncia nos sistemas de mobilizacdo de Ca'" intracelular, e maior atividade da

Ca' -ATPase da membrana (GASS et al., 1997).

O receptor Al da adenosina também parece possuir um papel de modulagdo no
pré-condicionamento isquémico e anoxico, uma vez que os agonistas deste receptor
facilitam, e os antagonistas inibem, o pré-condicionamento (PEREZ-PINZON et al.,
1996). A imuno-histoquimica para as superoxido-dismutases (MnSOD e CuZnSOD)
revelou que estas enzimas desaparecem nos animais submetidos a isquemia, voltando a
ser expressa nos animais pré-condicionados as 48 horas de reperfusdao (KATO et al.,

1995).

Algumas evidéncias indicam que as proteinas de resposta ao estresse possuem
um papel importante no pré-condicionamento. H4 uma maior expressdao de c-jun pelas
células piramidais em animais pré-condicionados, o que sugere uma participacdo dos
genes de resposta precoce na tolerancia induzida (GASS et al., 1997). A utilizagdo de
anticorpos anti-proteinas de choque térmico (anti-hsp-70) bloqueia o processo do pré-
condicionamento (KIRINO et al., 1991; NISHI et al., 1993). Da mesma forma, a
administracdo de bloqueadores dos receptores para interleucinas lo. e B inibem a

protecdo induzida pela isquemia subletal (OHTSUKI et al., 1996).
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Nao menos importante ¢ o papel dos astrécitos no fendomeno de tolerancia
induzida. Estas células desempenham uma funcdo importante de estabilizagao do meio
extracelular para os neuronios, protegendo-os contra os efeitos danosos de aumentos
excessivos de neurotransmissores ou ions. Em eventos isquémicos, estas células
também apresentam alteragdes. Em gerbilos, a isquemia letal provoca uma reagdo de
hipertrofia e reatividade dos astrocitos, associada a uma ativagdo da microglia, que ¢

mais intensa no sétimo dia de reperfusao (ORDY et al., 1993).

A isquemia subletal promove ndo somente uma ativagdo precoce do astrécito,
evidenciada pelo aumento da imunoreatividade a GFAP, mas também da micréglia
(INOUE et al., 1992). Evidéncias de uma maior atividade da enzima citocromo oxidase
no soma neuronal de neurdnios do hipocampo, de ratos submetidos ao pré-
condicionamento isquémico, sugere que esta protecdo envolva, também, mecanismos de

alto gasto energético (ROSA NETO, 1998).

A avaliagdo neurologica motora dos animais submetidos ao pré-
condicionamento mostrou menor grau de comprometimento, ¢ as analises histologicas
confirmaram os achados de protecao contra isquemia mostrando menor grau de morte
celular nos encéfalos desses animais (BARONE et al., 1998). Contudo, nao ha estudos

avaliando as fungdes cognitivas.

1.9 APRENDIZADO E MEMORIA

Aprendizado consiste em mudangas adaptativas no comportamento diante de
alteracdes ocorridas no ambiente, ¢ estas modificacdes podem ser transitdrias ou

permanentes. O comportamento ¢ mediado por varios componentes do sistema nervoso
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central, os quais variam filogeneticamente, sendo os reflexos e os instintos
indispensaveis para a sobrevivéncia dos invertebrados e dos vertebrados inferiores,
enquanto a motivagdo ¢ mais importante para organismos mais complexos
(SHEPHERD, 1994). Memoria ¢ a denominagdo dada a capacidade de armazenar e
evocar informagdes, sendo esta necessaria para o aprendizado (LORENZINI et al.,
1999; 1ZQUIERDO, 1989; SHEPHERD, 1994). Embora nao se possa medir o
aprendizado e a memoria de forma direta, € possivel avaliar a memoria pela evocacgao,
assumindo que a evocagao ¢ funcao da memoria, e esta do aprendizado. Sendo assim,
nos animais, a evocacdo se expressa pela modificagdo do comportamento, € nos

humanos, pelo reconhecimento de pessoas, fatos e lugares (IZQUIERDO, 1989).

Existem varias formas descritas de aprendizado e memoria. A habituagdao ¢ um
tipo de aprendizado que consiste na diminui¢do da intensidade da  resposta
comportamental frente a um estimulo repetitivo (SHEPHERD, 1994). Aprendizado
associativo ou condicionamento cldssico refere-se aquele em que o animal faz a
conexao entre o seu comportamento a um estimulo neutro com um segundo estimulo de
recompensa ou puni¢ao. Em 1900, Ivan Pavlov descreveu este tipo de condicionamento.
Seu estudo consistia em oferecer alimento a um cdo apds o toque de uma campainha
(estimulo neutro). Sempre que o animal ouvia a campainha, este salivava esperando a

comida (SHEPHERD, 1994).

No condicionamento operante, ao contrario do condicionamento cléssico, o
animal deve aprender uma tarefa para resolver um problema, como escapar de uma
caixa, correr em um labirinto ou pressionar um botdo para evitar uma puni¢do ou

receber uma recompensa.
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O aprendizado complexo pode ser dividido em: a) intrinseco, no qual o animal
mantém-se agrupado com seus semelhantes, através do reconhecimento de estimulos
especificos como cor da pelagem, tipo de canto, etc, ¢ um tipo de aprendizado essencial
para muitas espécies; b) aprendizado latente, no qual o animal € colocado, por exemplo,
em um ambiente experimental, como um labirinto, sem o intuito de treinamento, apenas
para um reconhecimento. Quando este animal ¢ colocado novamente neste labirinto
para realizar uma tarefa especifica, este apresenta melhor desempenho que outro que
nao tenha passado pelo labirinto anteriormente; c¢) aprendizado observacional ¢ quando
um animal aprende a realizar uma tarefa simplesmente observando outro realiza-la. E
extremamente importante em humanos, e dificil de demonstrar em outros mamiferos.
Nao hé evidéncias deste tipo de aprendizado em invertebrados ou vertebrados inferiores

(SHEPHERD, 1994).

Quanto & memoria, trés classes podem ser definidas. A memoria imediata ¢
aquela em que as informagdes sdo necessarias apenas por alguns segundos, enquanto
estao sendo utilizadas em alguma atividade mental. Memoria recente € a capacidade de
evocar informagoes recebidas apds minutos, horas ou dias, contrastando com a memoria
remota, que traz a lembranca fatos acontecidos hd meses ou mesmo anos (BROWN &

HACHINSKI, 1994).

Engrama ¢ utilizado como sinénimo de trago de memoria. Lashley (1950), apos
varios estudos concluiu que o engrama ndo esta localizado em uma estrutura particular

no encéfalo, mas esta difusamente distribuida no SNC.

O processo mnemonico ocorre em varias fases seqiienciais, sendo que a
primeira consiste em adquirir a informag¢do (trago de memoria ou engrama), €

sucessivamente o engrama ¢ consolidado, armazenado e evocado, sempre que
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necessario. A fase de consolidagdo ocorre algum tempo apds a aquisicdo e, neste
periodo, a informagdo adquirida ¢ vulneravel e pode ser alterada ou mesmo perdida

(LORENZINI et al., 1999).

A informagdo parece ser armazenada no cérebro como modificagdes na
eficiéncia sinaptica. Trens de impulsos de alta freqiiéncia estimulam vias excitatorias
monosinapticas, causando um abrupto e sustentado aumento da eficiéncia da
transmissao sindptica. Este fendmeno foi denominado potencializagao de longa duragao
(LTP), e foi inicialmente descrito por Bliss em 1973 (BLISS & COLLINGRIDGE,
1993). Contudo, a LTP esta envolvida em algumas, mas ndo em todas formas de

aprendizado (MORRIS et al., 1986; IZQUIERDO & MEDINA, 1995).

McGaugh (2000), em sua revisdao sobre a fase de consolidacdo da memoria
focaliza evidéncias sugerindo que o hipocampo ¢ ativo na consolidacdo inicial da
memoria, € outras regides do cérebro sofrem processos distintos, provavelmente
envolvidos na consolidagdo tardia (dias, meses ou anos), sendo que nesta fase ocorre a
sintese de proteinas. Nao ¢ possivel demonstrar a localizacao isolada do engrama dentro
do sistema nervoso. Regides limitadas podem ser essenciais para o aprendizado ou
retencdo de uma atividade particular, mas dentro de tais regides as partes sao

funcionalmente equivalentes (LASHLEY, 1950).

O processo de consolidacdo pode ser afetado, facilitado ou impedido, por
varios fatores. Neuronios colinérgicos podem desempenhar um importante papel. Uma
droga colinérgica facilita a consolidagdo do trago de memoria e uma droga
anticolinérgica impede o armazenamento da informacdo (BROWN & HACHINSKI,
1994); o eletro-choque, administrado em roedores, causa amnésia retrograda

(McGAUGH, 2000; LORENZINI, 1999).
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Amnésia ¢ o termo usado para designar uma desordem da memoria
caracterizada pela inabilidade de lembrar fatos passados ou aprender novas informagdes
a despeito de um nivel de consciéncia e atencdo normais. Os lobos temporais estao
claramente envolvidos na memoria e, como regra geral, amnésia significante ocorre
somente apos lesao bilateral dos lobos temporais mediais (BROWN & HACHINSKI,

1994).

A amnésia organica ¢ causada por uma lesdo ndo progressiva no cérebro, e
pode se manifestar como amnésia retrograda, caracterizada por ndo evocagao de fatos
passados; e amnésia anterdgrada, caracterizada pela incapacidade de formar novas
memorias. Pode ainda ser global, manifestando amnésia anterograda e retrograda, ou

focal, manifestando apenas um tipo de amnésia (CIPOLOTTI et al., 2001).

O hipocampo ¢ uma importante estrutura relacionada com a memoria tanto em
animais como em humanos, todavia, outras evidéncias apontam também para as
estruturas adjacentes e anatomicamente relacionadas com o cortex do lobo temporal
medial, como os cortices parahipocampal, entorinal e peririnal (SQUIRE, 1992).

Scoville descreveu, em 1954, uma grave perda da memoria recente em
pacientes que haviam sofrido resseccdo cirurgica bilateral da parte medial do lobo
temporal, com lesdo do hipocampo, entre outras estruturas. Este era um tratamento
utilizado para casos de epilepsia resistente a tratamentos conservadores e doencas
psiquiatricas, como a esquizofrenia (SCOVILLE et al.,1957).

Scoville e Milner (1957) descreveram 10 casos de pacientes que foram
submetidos a lobectomia temporal. O caso mais conhecido ¢, sem duvida, do jovem H.
M., que sofreu lobectomia temporal medial para tratamento de epilepsia. Apos a

cirurgia apresentou grave déficit de memoria para fatos recentes, sem comprometimento
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da inteligéncia e da memoria para fatos remotos. Estes autores sugerem, com seus
achados, que a regido hipocampal ¢ importante para o funcionamento normal da
memoria. A ressec¢do bilateral do lobo temporal medial em humanos resulta em um
persistente déficit da memoria recente, quando esta remocgao ¢ suficiente para danificar
a regiao hipocampal.

Varios pesquisadores utilizaram o modelo de lesao hipocampal e estruturas
adjacentes em ratos, e observaram o comprometimento na performance de varias tarefas
como memoria espacial, discriminagdo de odores e tarefas que requerem a relagao
entre estimulos. Ainda observaram que lesdes no hipocampo ou em estruturas
anatomicamente relacionadas causam comprometimento na memoria, mas lesdes na
amigdala ndo produzem déficit de memoria (SQUIRE, 1992). O mesmo autor atenta
para o fato de o hipocampo participar na formagao de um tUnico tipo de memoria, e esta
consiste de diferentes sistemas que dependem da integridade das estruturas cerebrais.
Esta idéia foi fortemente influenciada pelos estudos realizados com pacientes

amnésicos.
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2. OBJETIVOS

Na literatura, encontramos muitos estudos sobre neuroprotecao induzida
de diversas maneiras, tais como hipoxia-isquemia, agentes fisicos (calor, frio) e
varios tipos de farmacos. Os estudos histologicos comprovaram a resisténcia
adquirida pelas células contra estes fatores apds a exposi¢do por tempo
prolongado ou altas doses, entretanto, somente tendo sido submetidas por um
breve periodo ou baixas doses destes agentes previamente.

Também hda, na literatura, estudos comportamentais em animais que
foram submetidos a isquemia sem neuroprotecdo, para avaliar os efeitos da falta
do aporte sangiiineo ao cérebro sobre o aprendizado ¢ memoria deste animais. No
entanto, nao ha trabalhos que correlacionem os achados da tolerancia induzida a
isquemia com testes comportamentais e estereologia.

O objetivos deste trabalho foram:

1) reproduzir o modelo de neuroprotecao induzida por isquemia em ratos;

2) realizar testes comportamentais de aprendizado e memoria no labirinto
aquatico de Morris, comparando o desempenho dos animais submetidos a
neuroprote¢ao com 0s animais controles € isquémicos;

3) realizar estudo estereoldgico para determinar o volume da camada piramidal
da regido CA1 do hipocampo;

4) correlacionar o desempenho no labirinto aquético de Morris com o volume

da camada piramidal da regido CA1 hipocampal por grupo estudado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ISQUEMIA

Foram utilizados 64 ratos Wistar machos, adultos, provenientes do Biotério do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS. Foram mantidos em caixas-moradia,
em ambiente climatizado (25° C), com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo dgua e
comida ad libitum.

Os animais foram divididos em 4 grupos: a) grupo controle, com animais que
ndo foram submetidos a cirurgia nem a isquemia, e controle-cirirgico, com animais que
foram submetidos apenas a cirurgia (n = 19); b) grupo isquémico de 2 minutos, no qual
os animais foram submetidos a isquemia de 2 minutos de duragdo (n = 15); c) grupo
isquémico de 10 minutos (n = 16); d) grupo isquémico de 2+10 minutos, com animais
que foram submetidos a isquemia de 2 minutos e 24 horas apos sofreram isquemia por
10 minutos (n = 13) (NETO et al., 1993; NELSON et al., 1997, KOGURE & KATO,

1993; SUGIMOTO et al., 1993).

O modelo de isquemia utilizado foi o de isquemia global com oclusao de 4
vasos em animais ndo anestesiados desenvolvido por Pulsinelli e Brierley (1979),
adaptado para o Laboratorio de Hipoxia-isquemia do Departamento de Bioquimica,
ICBS, UFRGS (NETTO et al., 1993) (Fig. 3).

Inicialmente, os animais foram anestesiados com halotano através de mascara
facial e posicionados em decubito ventral com aparelho estereotaxico. As artérias
vertebrais foram cauterizadas atras do forame alar, através de uma incisdo mediana na
regido cervical. As artérias carotidas comuns foram abordadas por via anterior, com

incisdo medial, dissecadas cuidadosamente e isoladas do nervo vago. Um fio de silicone
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foi, entdo, passado ao redor de cada artéria e por entre os orificios de um botdo de

silicone e as extremidades amarradas com um no.

Método de Oclusao dos 4 Vasos

| 1°Fase: Eletrocoagulagao das Artérias Vertebrais |

ANESTESIA

Aparelho

Agulha do
/ Eletrocautério
]

Forame alar
da primeira vértebra

|2!Fase: Isolamento das Artérias Carotidas

Isquemia

Artéria
Carédtida

Fluxo
Interrompido

\gluxo
angiiineo
24 horas apoés
\ 1 ,! - :
'Q‘\\\,l AL ? Cone Plastico Cirurgia
L -l 1 ~

Botao de silicone

Fio de silicone

Figura 3: Ilustracdo resumindo os procedimentos cirirgicos utilizados para a
obtencio de isquemia global por oclusio de 4 vasos em ratos. Na primeira
fase procede-se a eletrocoagulacio das artérias vertebrais ao nivel do forame
alar. Na segunda fase um fio e um botio de silicone sdo acoplados em volta
das artérias carétidas comum de modo a formar um pequeno né. A isquemia
ocorre quando o fio é tracionado através de um cone plastico entre o botio e
0 né do fio de silicone (ARTENI).

Ap6s 24 horas de recuperagdo procedeu-se a oclusdo das cardtidas: um cone de

plastico foi posto sobre o botdo com o fio de silicone puxado dentro deste, prendendo-se
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0 n6 na outra extremidade comprimindo, assim, as carotidas e impedindo o fluxo de
sangue pelo tempo pré-determinado, 2 ou 10 minutos. Apos este tempo, o fio foi
afrouxado permitindo, entdo, a revascularizacdo. O fio e o botdo foram retirados, ¢ a

incisdo suturada.

3.2 TESTE COMPORTAMENTAL

Para os testes comportamentais foi utilizado o labirinto aquético de Morris
(Morris, 1984), que consta de um tanque circular com o fundo e as paredes pintados de
preto. O tanque era preenchido com agua na temperatura de 26°C (+/- 2° C) até uma
altura de aproximadamente 30 centimetros da borda, turvava-se com leite para evitar
que os animais visualizassem a plataforma de escape que ficava submersa (lcm).
Através de linhas imaginarias, o tanque foi dividido em 4 quadrantes (1, 2 ,3, 4), com 4
pontos de largada, que foram nomeados como N, S, L, O. A plataforma de escape era
colocada em um dos quadrantes, a uma certa distancia entre o centro ¢ a parede do
tanque (Fig. 4). Os testes foram divididos por fases, sendo que em cada uma delas a
plataforma foi colocada em um dos quadrantes.

Os animais foram colocados no tanque com a face voltada para a parede em um
dos quatro pontos (N-S-L-O), em uma seqiiéncia de largada que serd descrita mais
adiante. O examinador colocava-se proximo ao ponto S. O tempo gasto pelo animal
para achar a plataforma (laténcia) era cronometrado pelo examinador, que, ao final de
60 segundos, caso o rato avaliado ndo encontrasse a plataforma, o conduzia pela agua
até a mesma, permitindo que ali ficasse por 10 segundos para sua localizagdo. Em um

dia de treino eram realizadas 4 largadas, uma em cada ponto, com 10 minutos de
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intervalo entre cada uma delas. Ap6s cada largada, os animais eram retirados da agua,
enxugados com toalha e recolocados em suas caixas-moradia.

Na sala onde estava localizado o labirinto aquatico, haviam pontos de
referéncia em cada parede para a localizagdo espacial. Um sistema de video VHS
conectado a um monitor permitiu filmar os testes e marcar os locais onde a plataforma
havia sido colocada (Fig. 5).

Os testes iniciaram 3 semanas apOs a isquemia e constaram de 3 fases,
conforme citado acima.

A fase 1 foi composta por 6 dias de treino (fase de aquisi¢ao), com plataforma
colocada no quadrante 4. No primeiro dia a seqiiéncia de largadas foi L-O-N-S. No
segundo dia, N-L-S-O; no terceiro dia foi S-N-O-L; no quarto, O-S-L-N; no quinto, L-
O-N-S; no sexto, L-O-N-S. Apos 24 horas, foi realizado o teste, no qual a plataforma foi
retirada, e foi feita apenas uma largada. O ponto escolhido foi o L (primeiro do ultimo
treino). Durante 60 segundos, foram contados quantas vezes o animal cruzou sobre o
local onde a plataforma esteve durante os treinos, € quanto tempo este permaneceu no
quadrante em questdo. O teste foi filmado para facilitar a andlise.

A fase 2 foi semelhante a fase 1, porém, foi composta por 4 dias de treino, com
a plataforma localizada no quadrante 2. A seqiiéncia de largada dos 4 dias foram,
respectivamente: O-L-S-N; S-L-N-O; L-N-O-S, e N-O-S-L. Para a largada do teste foi
utilizado o ponto N. As duas primeiras fases tinham o objetivo de avaliar a memoria
espacial.

Para determinar quantos dias de treino seria ideal para cada fase, foi calculada
a média das laténcias de cada dia. Com a média dos controles préxima de 10 segundos,

passava-se para o teste.
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A fase 3 foi executada para avaliar a memoria de trabalho, da seguinte maneira:
a) no primeiro dia a plataforma foi colocada entre os pontos O e N, sendo S-L-N-O a
seqliéncia de largada; b) no segundo dia a plataforma estava entre os pontos L e N, com
largadas nos pontos L-O-S-N; c) no terceiro dia a plataforma foi mudada para um local
entre os pontos S e O, com largadas em O-S-N-L; d) no quarto e ultimo dia a plataforma
foi colocada entre S e L com largadas em O-N-S-L.

Um intervalo de 7 dias foi observado entre cada fase de treinamento.

N
3 2
O L
4 1
Plataforma
submersa
S

Figura 4: Desenho esquematico da piscina (Labirinto aquatico de Morris) utilizada para os
testes de aprendizado e memoria .



Sistema de filmagem VHS

Piscina

Figura 5: mostra um esquema do sistema de filmagens localizado no teto da sala de
testes. A lente da cdmara abrange toda a extensdo da piscina.

42
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3.3 ANALISE HISTOLOGICA

Para a anélise histoldgica os animais foram anestesiados profundamente com
hidrato de cloral a 35% (MERCK), perfundidos por via transcardiaca com solucdo
salina 0,9% heparinizada, e fixados com solu¢ao de formol 10%. Os cérebros foram
cuidadosamente retirados da caixa craniana e armazenados em formol 10%.

Foram selecionados 23 cérebros aleatoriamente. Os cérebros foram cortados
em vibratomo (LEICA), em fatias de 40 um de espessura, sendo recolhido em lamina
histologica 1 corte a cada 5 fatias (200 um), em toda a extensdo do hipocampo. Os
cortes foram corados com violeta de cresil (técnica de Nissl), desidratados, clareados e
cobertos com resina Damar e laminulas (MANUAL, 1966).

A regido CA1l do hipocampo foi escolhida para ser avaliada por ser a mais
vulneréavel a isquemia. Os limites entre CA1 e CA2 ndo sdo precisos, porém, em CAl a
camada piramidal ¢ bastante compacta, com somas neuronais pequenos, enquanto que
na regido CA2 os somas sao maiores € mais esparsos.

A determinacao do volume da camada piramidal da regiao CA1 do hipocampo
foi baseado no Principio de Cavalieri. Este calculo foi obtido pela soma das areas
multiplicadas pela extensdo que separa estas areas: V= (T.A;) + (T.Az) +(T.Aj3)
+.....(T.An).

Simplificando V= T.YAi. Onde: V= volume da estrutura (I’), A= 4rea da
estrutura (1?), T= distincia entre as area. Para calcular a area de um quadrado basta
utilizar a formula A = 1? (1 = lado), mas para uma estrutura irregular isto néo é possivel.
O método de Cavalieri ¢ uma importante ferramenta para estes casos.

O Principio de Cavalieri utiliza uma féormula matematica para uma eficiente e

rapida determinacdo do volume das estruturas cerebrais, pois ndo ¢ necessario a
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utilizacdo de todos os cortes do tecido. Importante, porém, ¢ saber a distancia entre
estes cortes, ¢ obter uma boa amostragem para calcular com maior exatidao o volume
total da estrutura estudada (GUNDERSEN et al., 1988).

Para determinar a drea da camada piramidal da regido CAl de cada corte as
laminas foram observadas ao microscopio 6ptico (Nikon eclipse E-600) acoplado a um
sistema de analise de imagens (Image-Pro Plus 4.1). Este sistema permite capturar a
imagem do microscopio e sobrepor a ela uma planilha de cruzes (fig. 6). Cada cruz
representa um quadrado com d&rea definida, por isso apenas um angulo da cruz ¢
escolhido para ser contado e foram contadas todas as cruzes cujo angulo escolhido
sobrepunham-se a camada piramidal da regido CA1(GUNDERSEN et al., 1988). A area
total da estrutura ¢ calculada multiplicando-se a area do quadrado formado pelas cruzes
pelo namero de cruzes contadas.

O volume foi calculado multiplicando-se a area total pela distdncia entre os
cortes (200 um). Os hemisférios direito e esquerdo foram calculados separadamente.

O teste estatistico utilizado foi a andlise de varidncia de uma via (ANOVA),
seguido, quando indicado, pelo teste de Duncan. O programa SPSS para Windows 8.0

foi utilizado para as analises estatisticas.

Fr Attt
++ 4+
++ ++
T

Figura 6: Desenho esquematico de uma estrutura de bordos irregulares sobreposta
pela planilha de cruzes. A flexa mostra um angulo escolhido.
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDO COMPORTAMENTAL EM LABIRINTO AQUATICO

4.1.1 Fase 1 : A fase 1 do teste de comportamento no labirinto aquatico de
Morris foi composto por seis dias de treino consecutivos, sendo que, em cada dia foram
realizadas 4 largadas de pontos diferentes. A média do tempo utilizado para encontrar a
plataforma foi calculado para cada dia. No primeiro dia de treino, as laténcias para
encontrar a plataforma submersa foram maiores, como era esperado, pois 0os animais
estavam se familiarizando com o novo ambiente.

Os animais controle apresentaram uma média de laténcia, para encontrar a
plataforma, de aproximadamente 40 segundos no primeiro dia de treino. No segundo
dia, observou-se uma diminuicdo de quase 20 segundos. No terceiro dia houve um
declinio mais sutil, e nos dias 4, 5 e 6 a média ficou em torno 10 segundos.

Os animais que sofreram 2 minutos de isquemia apresentaram resultados
semelhantes aos controle nos 6 dias de treino, iniciando com aproximadamente 40
segundos de laténcia, com uma queda para 20 segundos nos 2° e 3° dias, ¢ mantendo
uma laténcia de cerca de 10 segundos nos dias subseqiiéntes.

Os animais com isquemia de 10 minutos diferem dos animais descritos acima
apenas no 2° dia, quando apresentaram uma laténcia de quase 30 segundos para
encontrar a plataforma. Entretanto esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa.
Nos dias seguintes as médias diminuiram, estabilizando-se em cerca de 10 segundos.

Os animais submetidos a neuroprotecdo isquémica (isquemia de 2+10

minutos), apresentaram, no 1° dia, uma laténcia um pouco menor que 40 segundos, sem
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significado estatistico, contudo, nos outros dias, os resultados foram semelhantes

aqueles ja descritos (Fig. 7).

Laténcia(s

LABIRINTO AQUATICO: FASE 1

O contrde
Wisq. 2min
Oisg. 10min
Misqg. 2+10min

Dias

Figura 7: O grafico mostra a média das laténcias de cada grupo por dia de treino.
O teste estatistico realizado foi ANOVA de uma via. Considerado significativo um

p <0,05.



Tabela 1: Estudo da fase 1
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controle Isq. 2 min. Isq. 10 min. Isq. 2+10 min.
Treino 1 40,49 (12,53) 42,92 (11,58) 42,52 (11,71) 37,77 (11,63)
Treino 2 22,12 (12,02) 21,33 (10,68) 27,38 (11,39) 21,85 (11,12)
Treino 3 17,72 (8,16) 20,43 (10,93) 16,64 (13,34) 15,38 (9,53)
Treino 4 13,11(6,10) 16,67 (10,69) 13,97 (8,56) 14,06 (7,12)
Treino 5 13,28 (5,53) 16,32 (11,28) 12,92 (6,83) 15,92 (12,06)
Treino 6 10,18 (4,84) 11,32 (6,95) 11,28 (7,96) 11,35 (6,41)

Todos os valores estdo expressos pela média e desvio padrao.

4.1.2 Teste da fase 1:

* Numero de Cruzamentos: O teste foi realizado sem a plataforma e foram contados
quantas vezes cada animal cruzou sobre o local onde a plataforma estava localizada.

Os animais controle apresentaram uma média de trés cruzamentos sobre o local
onde a plataforma estivera durante os treinos (3,3 cruzam., desvio padrdo = 1,02). Os
animais isquémicos de 2 minutos tiveram um desempenho similar, com a média de
cruzamentos em torno de trés (3,47 cruzam., desvio padrdo = 1,36).

Os ratos com isquemia de 10 minutos, semelhantemente aos grupos anteriores,
obtiveram uma média de trés cruzamentos sobre o local da plataforma na fase 1 (3,44
cruzam., desvio padrao = 1,79)

Os animais do grupo submetido a isquemia de 2 + 10 minutos tiveram uma
média de cruzamentos um pouco superior aos demais grupos na fase 1 (3,85 cruzam.,

com desvio padrao = 2,08 ), entretanto, ndo foi estatisticamente diferente dos demais

(Fig. 8).
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Teste da fase 1 : N° de Cruzamento

7. O controle
n 6 - Hisg. 2min
o
5 [ Oisq. 10min
Q4 , :
S Oisg. 2+10min
837 \
22
O 1-

0

fase 1

Figura 8: Este grafico mostra a média de cruzamentos, de cada grupo
testado, sobre o local da plataforma na fase 1. O teste estatistico
utilizado foi 0o ANOVA de uma via, o foi considerado significativo um p <
0,05.

. Tempo no quadrante alvo: Um outro elemento do teste da fase 1 foi o tempo
que os animais permaneceram nadando no quadrante alvo. Foi possivel observar que os
animais controle despenderam um tempo substancial no quadrante alvo procurando a
plataforma (27,48 seg., desvio padrao = 9,29) nesta primeira fase.

O grupo isquémico de 2 minutos apresentou resultados semelhantes aos
controles (27,8 seg., desvio padrdo = 7,03).

O grupo de animais submetidos a 10 minutos de isquemia permaneceu mais
tempo no quadrante alvo (29,63 seg., desvio padrio = 6,79). Contudo, a analise
estatistica ndo mostrou diferenca significativa. Os animais que sofreram neuroprote¢ao

isquémica + isquemia de 10 min., também obtiveram resultados similares (27,92 seg.,
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desvio padrao = 7,74). Neste teste também ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos controle e isquémicos (Fig. 9).

Teste da fase 1: Tempo no Quadrante
Alvo
O controle
40 - Hisg. 2min
E gg 4 Oisqg. 10min
é‘ 0 - l Disq. 2+10min
15 -
210 -
5 _
0
fase 1

Figura 9: Este grafico mostra a média do tempo utilizado no quadrante
alvo para cada grupo testado, na fase 1. O teste utilizado foi ANOVA de
uma via, e foi considerado significativo um p< 0,05.
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4.1.3 Fase 2: Na fase 2 do estudo de aprendizado ¢ memoria a plataforma foi
transferida para o quadrante oposto ao da fase 1, e foram realizados 4 dias de treino. O
tempo utilizado para alcangar a plataforma foi de aproximadamente 20 segundos, em
todos os grupos. Observou-se que as laténcias do primeiro dia da fase 2 foram
semelhantes as do 2° dia de treino da primeira fase.

Os animais controle apresentaram uma meédia de 19 segundos no primeiro dia,
diminuindo até proximo de 10 segundos nos dias 2 e 3, e até cerca de 5 segundos no 4°
dia.

Os animais que sofreram isquemia de 2 minutos, mostraram um desempenho
similar aos controles, com a média de tempo diminuindo gradativamente do primeiro ao
quarto dia de treino. Da mesma forma, os animais com isquemia de 10 minutos,
obtiveram o mesmo desempenho que os anteriormente descritos. Embora sem
significancia estatistica, a média alcangada por este grupo no terceiro dia foi menor que
10 seg, mantendo este resultado no ultimo dia.

Os ratos submetidos a neuroprote¢ao apresentaram resultados semelhantes aos
controles, com a laténcia final em torno de 5 segundos (Fig. 10).

Os animais que apresentaram alteracoes motoras em qualquer dia de treino

foram descartados.



LABIRINTO AQUATICO: FASE 2
35
O controle
30 _T . .
Wisg. 2min
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© i
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Figura 10: No grafico 2 os valores estdo representados pelas médias das laténcias
por dia de treino. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA. Considerado

significativo p< 0,05.

Tabela 2: Estudo da fase 2
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controle Isq. 2 min. Isq. 10 min. Isq. 2+ 10 min.
treino 1 18,90 (9,94) 20,57 (8,74) 21,33 (9,26) 24,02 (8,95)
treino 2 11,99 (7,07) 12,28 (10,67) 12,58 (10,58) 13,44 (8,24)
treino 3 9,55 (7,43) 12,17 (8,92) 7,44 (2,75) 13,44 (9,44)
treino 4 7,39 (3,32) 8,75 (4,57) 8,44 (4,46) 8,08 (3,74)

Todos os valores estio representados pela média e desvio padrao.
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4.1.4 Teste da fase 2:

= Nuamero de Cruzamentos: Os animais controle apresentaram uma
média de trés cruzamentos sobre o local onde a plataforma estivera durante os treinos na
fase 2 (2,96 cruzam., desvio padrao = 1,46).

Os animais com 2 minutos de isquemia também tiveram uma média de
cruzamentos em torno de trés (2,93 cruzam., desvio padrao =1,22). Nao houve diferenga
nos resultados obtidos pelos animais com 10 minutos de isquemia (3,25 cruzam., desvio
padrao = 1,81).

No grupo submetido a isquemia de 2 + 10 minutos observou-se uma média de
cruzamentos semelhante (3,15 cruzam., desvio padrdo = 1,41), portanto, ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos controle e isquémicos (Fig. 11).

Teste da fase 2: N° de Cruzamentos

6 O controe
8 N T Misg. 2min
et
54 T Disq. 10

isq. n

£3 q
g 2 l Oisg. 2+10min
L ——
&) 1 -

0

fase 2

Figura 11: O grafico mostra as médias do n° de cruzamentos de cada
grupo na fase 2. O teste estatistico utilizado foi ANOVA, e foi
considerado significativo p<0,05.
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= Tempo no quadrante alvo: Este teste avaliou o tempo que os animais
permaneceram nadando no quadrante alvo.

Nesta fase os animais controles permaneceram cerca de um terco do tempo
nadando no quadrante alvo (22,39 seg., desvio padrdao = 6,79). O grupo isquémico de 2
minutos apresentou resultados semelhantes aos controles (23,60 seg., desvio padrdo =
6,00).

O grupo com animais submetidos a 10 minutos de isquemia permaneceu mais
tempo no quadrante alvo (26,19 seg., desvio padrao = 6,67). Entretanto, ndo foi
estatisticamente significativo. Os animais que sofreram neuroprotecdo isquémica mais
isquemia de 10 minutos também mostraram resultados similares (22,46 seg. com desvio
padrao = 4,16). Neste teste também ndo houve diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos controle e isquémicos ( Fig. 12).

Teste da fase 2: Tempo no Quadrante
Alvo
@ controle
35 - W isqg. 2min
30 - Oisq. 10min
w25 T Oisq. 2+10min
© i
3 20 i
“.9 15 7
8 10 -
5 |
0
fase 2

Figura 12: O grafico esta representado pela média e desvio padrao. O
teste estatistico utilizado foi ANOVA. Considerado significativo
p=<0,05.
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4.1.5 Memoria de Trabalho: Na ultima etapa do estudo comportamental foi
testada a memoria de trabalho, com a plataforma, sendo esta trocada de lugar a cada dia.
Para este teste calculou-se a média das laténcias das 4 primeiras largadas, uma a cada
dia, das 4 segundas largadas e assim sucessivamente.

Observou-se, no grupo controle, uma média de 35,2 segundos para encontrar a
plataforma na primeira largada de cada dia de teste (desvio padrao = 9,72 ). Na segunda
largada a média foi de 11,89 segundos, semelhante ao resultado da terceira saida, de
10,80 segundos (desvio padrao = 6,26 e 5,88, respectivamente). A média dos valores da
quarta largada de cada dia foi 7,42 seg. (desvio padrdo = 4,68), .

O grupo de 2 minutos de isquemia apresentou uma meédia de 37,52 seg. na
primeira largada (desvio padrao = 11,16), diminuindo para 19,23 seg. na segunda, ¢
mantendo em torno de 13 seg. nas 3" e 4* largadas (desvio padrao = 8,58; 7,11; 8,61
respectivamente).

Os ratos com 10 minutos de isquemia também iniciaram com médias mais
altas, 34,64 seg. na primeira ¢ 19,61 seg. na segunda largada (desvio padrao = 9,95 e
8,34, em ordem), diminuindo para 11,83 seg. e 10,73 seg., nas duas ultimas (desvio
padrao = 5,86 ¢ 5,35, em ordem).

No grupo submetido a inducao de tolerancia a isquemia foi possivel observar
um padrdo semelhante de comportamento aos outros grupos isquémicos. A média da
primeira saida foi 33,11 seg. (desvio padrao = 11,00); da segunda foi 19,75 seg. (desvio
padrdo = 12,67), da terceira, 16,20 seg. (desvio padrao = 10,80) e da quarta largada foi
13,02 seg. (desvio padrao = 6,00).

Nesta etapa do estudo do comportamento no labirinto aquatico de Morris,

observou-se uma queda progressiva das laténcias a cada largada. Houve diferenca
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estatisticamente significativa na segunda largada comparando os grupos isquémicos

com o controle (Fig. 14). Nao houve diferenga entre os grupos isquémicos.

O controle
Hisq. 2min
Eisqg. 10min
@isq. 2+10min

MEMORIA DE TRABALHO

60 -

50 -
L 4
S *
g 30 | * %
<D
=20
1

10 -

0

1 2 3 4
Largadas

Figura 14: Este grafico mostra a média das laténcias (s) de cada largada. O teste
estatistico utilizado foi ANOVA de uma via seguido pelo teste Duncan. Foi

considerado significativo um p < 0.05 (¥*).

Tabela 3: Estudo da memoria de trabalho

controle Isq. 2 min. Isq. 10 min. Isq. 2+10 min.
Largada 1 35,20 (9,72) 37,52 (11,16) 34,64 (9,95) 33,11 (11,00)
Largada 2 11,89 (6,26) 19,23* (8,58) 19,61* (8,34) 19,75%* (12,67)
Largada 3 10,80 (5,88) 13,16 (7,11) 11,83 (5,86) 16,20 (10,80)
Largada 4 7,42 (4,68) 13,53 (8,61) 10,73 (5,35) 13,02 (6,06)

Todos os resultados estdo representados pela média e desvio padrio.

Diferenca estatisticamente significativa comparando com os demais grupos: *p< 0.05.
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4.2 ANALISE MORFOLOGICA DO HIPOCAMPO

= Animais controles

O hipocampo dos animais controle, estudado com o procedimento de Nissl,
mostrou a organizacao lamelar dos diferentes sub-campos do corno de Ammon assim
como as trés camadas do giro denteado. Foram facilmente identificados, entre os
componentes hipocampais, as camadas piramidal e granulosa, pelo grande niumero de
células nervosas. O corno de Ammon ¢ formado pelo estrato lacunoso-molecular, que ¢
separado do giro denteado pelo terceiro ventriculo, onde se destacam vasos de calibre
grande, o estrato radiatum, o estrato piramidal, o estrato oriens, sendo o mais dorsal o
alveus.

No estrato piramidal do hipocampo os somas das células piramidais estao
muito proximos, € mostram um aspecto arredondado. No entanto, esta camada ndo se
mostrou homogénea, e destacaram-se duas regides paralelas ao alveus. Uma mais
ventral, onde os somas piramidais estdo densamente apertados e a outra, mais dorsal,
onde os corpos neuronais distribuem-se menos compactamente. Os nucleos piramidais
no sub-campo CA1 medem 12 pm. No nucleo destes neuronios identificavam-se um ou
dois nucléolos. Através do soma neuronal ocorriam estruturas intensamente basofilas
que correspondem aos corpusculos de Nissl. Da zona ventral do estrato piramidal
identificavam-se os dendritos apicais de fino didmetro e que percorriam a por¢do dorsal
do estrato radiatum. Entre os corpos das células piramidais observaram-se nucleos
claros e de menor tamanho que correspondem aos astrocitos, assim como capilares

sangiiineos.
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As outras camadas do sub-campo CA1 mostraram menor densidade neuronal,
numerosas c¢lulas gliais e capilares, sendo o neuropilo muito desenvolvido (Figs. 15 e

16).

= Analise dos cérebros de animais submetidos a isquemia de 2 minutos

Os animais submetidos a 2 minutos de isquemia mostraram a camada piramidal
de CA1 com células nervosas de aspecto semelhante as presentes nos animais controles.
No entanto, as vezes visualizavam-se alguns neuronios de contornos irregulares. No

giro denteado nao foram identificadas alteracdes ao microscopio Optico (Figs. 17 e 18).

= Analise dos cérebros de animais submetidos a isquemia de 10 minutos

ApO6s o insulto isquémico de 10 minutos observaram-se diferentes alteracdes no
estrato piramidal de CA1. A densa distribuicdo dos neurénios piramidais, bem como as
duas sub-camadas que se detectaram nos animais controles, foram substituidas por um
frouxa camada de células com muitos espagos entre si, deixados pela morte neuronal
provocada pela isquemia, assim como pela diminui¢ao de sua espessura. Identificaram-
se neurdnios enrugados de formas angulosas, irregulares, mostrando muitas vezes
nicleos heterocromaticos. As vezes, detectaram-se restos neuronais com intensa
basofilia. Também foi observado material arredondad intensamente basofilo o entre os
restos neuronais. Os dendritos apicais eram facilmente observados e caracterizavam-se
pelo aumento de didmetro. Entremeados a estas figuras de degenera¢do neuronal
encontravam-se neuronios de aspecto normal. As células gliais foram mais facilmente

encontradas tanto na camada piramidal como nos outros estratos de CA1 (Figs. 19 e 20).
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= Anadlise dos cérebros de animais submetidos ao pré-tratamento (2 min
de isquemia) e isquemia de 10 minutos

Os animais protegidos antes do tratamento isquémico de 10 minutos mostraram
poucas modificacdes comparados com os animais controles. Na sub-regido CAl
evidenciaram-se novamente as duas sub-camadas do estrato piramidal, contendo
neurdnios com caracteristicas normais, mostrando ntcleo palido com um ou dois
nucléolos ¢ grumos de Nissl distribuidos em todo o citoplasma do soma neuronal. As
vezes, detectavam-se corpos heterocromaticos arredondados, que poderiam
corresponder a algum resto celular. O numero de células gliais estd diminuido se

comparado com os animais tratados com 10 minutos de isquemia (Figs. 21 e 22).
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Figura 15: Fotomicrografia da regido CAl e giro denteado (GD) de um
animal representativo do grupo controle (coloragdo de Nissl). Observar a
espessura normal da camada piramidal de CA1. Barra =100um.

Figura 16: Fotomicrografia da camada piramidal de CAl de um animal
controle. Observar a grande quantidade de células densamente agrupadas, com
somas arredondados, onde percebemos estruturas intensamente basofilas, os
corpusculos de Nissl (seta). O nucleo ¢ palido com 1 ou 2 nucléolos bem
evidentes (n). Barra =20um.
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Figura 17: Fotomicrografia da regido CAl, CA2 e giro denteado (GD) de um
animal representativo do grupo isquémico 2 min. (coloragdo de Nissl). Notar
que em CA1l as células estdo mais compactas, ¢ em CA2 as células estdo mais
esparsas. Observar a espessura da camada piramidal de CA1. Barra =100um.
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Figura 18: Fotomicrografia da camada piramidal de CA1 de um animal com
2min. de isquemia. Observar a camada piramidal densa, grande nimero de
células, com somas arredondados, corpusculos de Nissl bem evidentes (seta).
Os nucleos sdo palidos com 1 ou 2 nucléolos (n). Neste corte podemos
observar alguns poucos neuronios de contornos irregulares(*). Barra =20pum.
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Figura 19. Fotomlcrograﬁa da reglao CAl, CA2 e giro denteado (GD) de um
animal representativo do grupo isquémico 10 min. (coloracdo de Nissl). Notar
que a camada piramidal de CA1 estd menos compacta, com um menor nimero
de células, e em CA2 as células estdo mais esparsas, mas com espessura
normal. Barra =100um.

e -
Figura 20: Fotomicrografia da camada piramidal de CA1 de um animal
com 10min. de isquemia. Notar a diminui¢do da espessura da camada
piramidal, varios neur6énios com somas irregulares e restos celulares com
intensa basofilia (seta). Algumas células de aspecto normal podem ser
vistas (*). Barra =20um.
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Figura 21: Fotomicrografia da regido CAl e giro denteado (GD) de um animal
representativo do grupo com neuroprotecdo + isquemia de 10 min. (coloragdo
de Nissl). Observar a espessura normal da camada piramidal de CAl, com
células densamente agrupadas. O GD também apresenta aspecto normal. Barra
=100pm.

Figura 22: Fotomicrografia da camada piramidal de CA1 de um animal com
neuroprotecdo + 10 min. de isquemia. Notar a camada piramidal densa,
grande numero de células com aspecto normal, somas arredondados,
corpusculos de Nissl bem evidentes (seta). Os nticleos sdo palidos com 1 ou
2 nucléolos (n). Pode-se observar alguns neur6nios de contornos irregulares
e corpos heterocromaticos arredondados, sugerindo restos celulares (cabega
de seta). Barra =20pm.
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4.3 ANALISE ESTEREOLOGICA:

O método de Cavalieri foi utilizado para medir o volume da regido CAl do
hipocampo. Os hemisférios direito e esquerdo foram analisados separadamente para
verificar se isquemia foi efetiva em ambos (Tabela 4). Na anélise do volume houve
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo isquémico (10 min.) e os grupos
controle e neuroprotegidos (p<0,05), com reducdo de 20% no volume total. Nao

houve diferenca significativa entre CA1 direito e esquerdo (Fig. 22).

Tabela 4 : Volume da camada piramidal da regido CA1 hipocampal (mm”)

CA1 direito CA1 esquerdo
Controle (n=6) 0,7840 (0,1093) 0,8105 (0,1252)
Isq. 2min. (n=6) 0,8265 (0,0891) 0,8385 (0,1154)
Isq. 10min. (n=6) 0,6370 * (0,1121) 0,6400 * (0,1362)
Isq. 2+10min. (n=5) 0,7789 (0,1376) 0,7346 (0,1221)

Todos os valores sdo expressos como média e desvio padrio.
Diferenca estatisticamente significativa comparando com os demais grupos: *p<0.05.
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Figura 23: Os valores estdo representados pela média e desvio padrao. O volume
¢ dado em mm’ . O teste estatistico usado foi ANOVA de uma via seguido pelo

teste Duncan. Considerado significativo p<0.05 *.
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5. DISCUSSAO

5.1 ESTUDO COMPORTAMENTAL

Os resultados obtidos no estudo comportamental no labirinto aquatico de
Morris foram diferentes daqueles encontrados pela maioria dos autores citados na
literatura. Inimeros autores tém apontado alteracdes no aprendizado e memodria em
humanos e animais com lesdo hipocampal ap6s isquemia (SCOVILLE et al., 1957,
MORRIS, 1984; SQUIRE , 1992; NETTO et al., 1993; NELSON et al., 1997). Vérios
aparatos e testes sdo utilizados para esta averiguacdo em animais, entre eles, o labirinto
radial, labirinto aquatico e esquiva ativa (BLOCK, 1999).

No primeiro dia de treino, as laténcias foram mais elevadas em todos os
grupos. O comportamento dos ratos foi mais exploratorio, permanecendo grande parte
do tempo junto as paredes da piscina ou mesmo mergulhando. Nao houve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos, pois todos os animais estavam em uma
mesma situacao, a de reconhecimento de um novo ambiente.

Morris (1984), ja descreveu o comportamento dos ratos de iniciar a exploragao
da piscina (labirinto aquatico) junto as paredes, por este motivo a plataforma de escape
foi colocada em um ponto intermedidrio entre o centro e a parede da piscina. Estes
animais sdao nadadores naturais, ndo necessitando de outra motivacao para realizarem a
tarefa.

No segundo dia de treino houve diminui¢ao das laténcias em todos os grupos.
Duas hipoteses foram sugeridas para estes resultados: 1) a familiarizacdo com a piscina
aumenta as chances de encontrar a plataforma pois os animais cruzam mais o labirinto e
ndo ficam explorando tanto as bordas; 2) houve um aprendizado real da tarefa

(MORRIS, 1984).
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Nos dias subseqiientes (3°, 4°, 5°, 6° dias), houve uma diminui¢do acentuada
das laténcias, que foi uniforme em todos os grupos, sugerindo que todos os animais
aprenderam a tarefa de forma eficaz, ou que os animais isquémicos tenham se guiado
pelo odor dos animais que perfizeram o trajeto antes, visto que os animais controle
realizaram o treino sempre antes dos demais.

Morris (1984), descreveu alguns testes realizados no labirinto aquatico,
chamando a atengao para o fato de que a dgua controla o fator olfativo, e também que o
aprendizado se deve a memorizagdo de sinais extra-labirinto. Portanto, podemos
desconsiderar a hipotese que os ratos submetidos a isquemia tenham se utilizado da
olfacdo para seguir os rastros de odor dos outros animais. Além disso, as lesdes
hipocampais nao s6 comprometem a memoria espacial, como também a discriminacao
olfativa, entre outras (SQUIRE, 1992).

Na fase 2 (com a plataforma colocada no lado oposto a fase 1), também nao
houve diferenga estatisticamente significativa, sugerindo que os ratos, sete dias apos,
lembravam da tarefa anterior e foram capazes de aprender a nova localizacdo da
plataforma de escape com grande rapidez. E provavel que o teste realizado sem a
plataforma, 24 horas apds o término da fase 1, possa ter colaborado com a maior rapidez
no aprendizado na fase seguinte, pois a ultima memdoria que estes animais tiveram em
relacdo ao labirinto aquatico foi a de ndo encontrar a plataforma no local em que esteve
durante os treinos, e, como havia uma plataforma, seria razoavel procurar em outro local
na piscina.

O teste realizado sem a plataforma para averiguar o nimero de cruzamentos, ¢
0 tempo que os animais permaneceram no quadrante alvo, também ndo mostrou

diferenca estatisticamente significativa entre o grupo isquémico de 10 minutos e os
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outros grupos, tanto na fase 1 quanto na fase 2. Este resultado ndo surpreende, posto que
os resultados anteriores falharam em mostrar tal diferenca, e o teste ¢ apenas um reflexo
do desempenho demonstrado nos treinos. Kiyota e col. (1991), relataram que os animais
controles permaneciam mais tempo explorando o local onde a plataforma estava,
enquanto os ratos isquémicos exploravam mais proximos da parede, entretanto, o
numero de cruzamentos sobre o local da plataforma nao diferiram. Estes achados
sugerem que os animais isquémicos podem encontrar a plataforma utilizando uma
estratégia diferente.

O aprendizado consiste em responder de uma determinada maneira frente a um
determinado estimulo. A extingdo ¢ um tipo de aprendizado em que se deixa de
responder a um estimulo especifico quando este ndo vem mais acompanhado de outro
que, anteriormente poderia ter sido fonte de prazer ou medo. Este tipo de aprendizado,
em que um estimulo vem acompanhado de outro ¢ chamado condicionamento classico
(IZQUIERDO, 1989). O teste sem a plataforma pode ter provocado o aprendizado de
extingdo, pois, ao seguir os sinais extra-labirinto (estimulo 1), ndo foi possivel encontrar
a plataforma (estimulo 2). Esta situacdo repetiu-se no primeiro dia de treino da fase 2,
pois a plataforma de escape havia sido transferida para o quadrante oposto, refor¢ando
este aprendizado. No mesmo modelo experimental, Rodrigues (2001) estudou a
extingdo de tarefas espaciais em labirinto aquatico em ratos Wistar submetidos a 10
minutos de isquemia e observou que estes animais tinham uma resisténcia a extingao,
mas esta resisténcia ndo foi encontrada nos animais que sofreram 20 minutos de
isquemia.

Um estudo utilizando o labirinto aquatico para avaliar fungdo do hipocampo,

com animais submetidos a 15 minutos de isquemia por oclusdo de 4 vasos, com perda



69

neuronal de 80 a 85% na regido CAl, mostrou que ndo houve comprometimento do
aprendizado na fase de retencdo padrdo (realizada logo apds a fase de aquisi¢do). Foi
observado um pior desempenho, dos animais isquémicos, na fase de retengdo, com um
regime de treino modificado e na fase reversa com a plataforma no lado oposto a da fase
anterior. Estes resultados foram comparados com animais submetidos a isquemia e
transplante de tecido hipocampal fetal, os quais obtiveram melhores resultados em todos
os testes (NETTO et al., 1993). Estes autores realizaram varias fases de teste, enquanto
que no nosso trabalho utilizamos apenas duas (fase de aquisicao e fase reversa), € nao
encontramos diferenca estatisticamente significativa nas laténcias entre os grupos.
Como os resultados citados referem-se a animais com tempos de isquemia diferentes
(15 e 10 min., respectivamente), poderiamos sugerir que os ratos com 15 min. de
isquemia necessitam de um maior nimero de sessdes de treino para aprender esta tarefa.

Block e Schwarz (1997) relataram que animais isquémicos apresentam um
déficit de aprendizado no inicio dos testes comportamentais e que este déficit diminui
com o aumento do niimero de treinos.

A isquemia global por 5 minutos em gerbilos foi suficiente para comprometer o
aprendizado espacial destes animais no labirinto de Morris (IQBAL et al., 2001).

Utilizando o modelo de isquemia global transitoria por oclusdo de 4 vasos em
ratos, e por oclusdo de 2 vasos em gerbilos, varios autores descreveram um déficit de
aprendizado no labirinto aquatico. Os autores que nao descreveram o déficit, iniciaram
os testes com um tempo maior de reperfusdo. Todos os trabalhos diferem na
metodologia, como tempo de isquemia e reperfusdo, numero de treinos, temperatura da
agua, tamanho da piscina, e também na porcentagem de perda neuronal em CAl

(BLOCK, 1999). Green e colaboradores (1992) estudaram ratos com 12,5 minutos de
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isquemia por oclusdo de 4 vasos associado a hipotensdo resultando em 90% de perda
neuronal em CA1l, 5 semanas apos a reperfusao, em uma piscina com agua a 21°C, com
um total de 40 treinos, ndo encontrando diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos. Block e Schwarz (1997) utilizaram ratos com 20 minutos de isquemia por
oclusdo de 4 vasos com dano neuronal na regido CAl de 90 a 100%, testando-os, no
labirinto aquatico, 1 semana ap6s a reperfusao. A piscina continha agua a 26°C e foram
realizados 20 treinos. Neste estudo, houve um comprometimento do aprendizado e
memoria dos animais submetidos a isquemia comparados com os controles.

Kiyota e colaboradores (1991), estudaram o comportamento de ratos
submetidos a isquemia de 5 e 20 minutos, ap6s 6 semanas de reperfusao, no labirinto
radial de 8 bragos, e no labirinto aquatico de Morris apos 13 semanas, observando que
0s animais isquémicos apresentaram um desempenho tdo bom quanto os animais
controles em ambos os testes. Em seu estudo piloto, eles evidenciaram um
comprometimento na tarefa de escape na agua nos animais submetidos a 20 minutos de
isquemia, com 1-2 semanas de reperfusdo, porém, com melhora apos 4 semanas,
sugerindo, entdo, que o déficit observado pode ser devido mais a um disturbio funcional
transitorio do cérebro, e menos relacionada com o dano do hipocampo. Gionet e
colaboradores (1991), também nao observaram diferenca estatisticamente significativa
em tarefa de aprendizado e memoria em labirinto aquatico. Estes autores realizaram
isquemia por oclusdo de 2 vasos com hipotensdo em ratas Sprague-Dawley.

No presente trabalho utilizamos ratos Wistar submetidos a 10 minutos de
isquemia global. Estes ratos foram testados em piscina com agua a 26°C apds 3 a 4

semanas de reperfusdo, em duas fases totalizando 10 sessdes de treino. Nao houve



71

déficit no aprendizado. A metodologia e os resultados sdo condizentes com os
encontrados por Kiyota e col. (1991) e Green e col. (1992).

Os experimentos citados acima sugerem que algumas variaveis podem
interferir com os resultados, como o tempo de reperfusdo e o grau de lesdo no
hipocampo.

O evento isquémico desencadeia uma cascata de processos patofisioldgicos
que culminam com a morte celular (BLOCK, 1999). Apds 7 dias de reperfusdo, ocorre
progressiva fragmentacdo dos neurdnios seguidas de proliferacao glial (KIRINO, 1982;
PULSINELLI, 1997). E importante salientar que, 1 semana apds a isquemia ainda estdo
ocorrendo alteragdes celulares nas regides mais vulneraveis do encéfalo, fato este, que
pode justificar o pior desempenho dos animais com isquemia quando testados neste
periodo de tempo. E provavel que as células hipocampais sobreviventes, apds ter
passado a primeira semana de alteracdes patofisioldgicas, iniciem um processo de
plasticidade, e/ ou sejam suficientes para manter as fungdes do hipocampo, ao menos
neste modelo animal. Isto pode explicar o desempenho idéntico entre os animais
isquémicos e os controles nas tarefas de aprendizado espacial.

Neste experimento também foi testado a memoria de trabalho, em que os
animais tinham que achar a plataforma de escape em um local diferente a cada dia, e
observou-se que os animais controle obtiveram melhor desempenho na segunda e na
quarta largadas. Os animais dos grupos isquémicos de 2 ¢ 10 minutos e os do grupo
neuroprotegido (2 + 10 min.) tiveram um pior desempenho quando comparados com os
controles, mas nao houve diferenca quando comparados entre eles. Ratos submetidos a
isquemia global de 12,5 minutos a uma temperatura de 37°C, exibiram grave perda

neuronal em CAl e comprometimento significante no teste de memoria de trabalho
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quando comparados a ratos que sofreram isquemia a uma temperatura de 30°C
(hipotermia) (GREEN et al., 1992).

As memorias de trabalho e de referéncia, testadas no labirinto radial de 8
bragos, mostrou o comprometimento no aprendizado dos animais isquémicos, embora
de dificil explicagdo, os ratos isquémicos mostraram maior déficit na memoria de
trabalho que na de referéncia (KIYOTA et al., 1991).

Analisando os resultados obtidos no teste de memoria de trabalho, observamos
que os animais controles apresentaram um melhor desempenho, porém os outros
animais dos grupos isquémicos mostraram um desempenho semelhante aqueles obtidos
nas fases 1 e 2, sugerindo que ndo houve piora do desempenho destes animais, e sim,

uma melhor realizacdo do teste por parte dos controles.

5.2 ANALISE MORFOLOGICA:

O hipocampo dos animais controles e dos submetidos a isquemia de 2 minutos,
corados com violeta cresil, mostraram uma organizagdao lamelar normal, os somas das
células da camada piramidal muito proximos e com aspecto arredondado, com nucleo
palido, 1 ou 2 nucléolos, e estruturas intensamente basofilas que ocorriam através de
todo o citoplasma (substancia de Nissl). Algumas células gliais também puderam ser
visualizadas. Segundo Eke e colaboradores (1990), estas células apresentam-se com
aspecto normal, pois os nucleos podem ser prontamente diferenciados do citoplasma
circundante.

Os animais controles e aqueles submetidos a isquemia sub-letal tampouco
apresentaram morte neuronal (KIRINO et al., 1991; GREEN et al., 1992; NETTO et al.,

1993; GIONET et al., 1991).
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Diferentemente, os animais que sofreram isquemia de 10 minutos mostraram
uma distribuicao mais frouxa dos somas neuronais, com muitos espagos entre as células
decorrentes da morte neuronal. Muitos neurdnios de aspecto irregular foram
visualizados, e, as vezes, restos neuronais com basofilia intensa. As células gliais foram
mais facilmente visualizadas, assim como varios neurdnios de aspecto normal. Nao
houve perda macica dos neuronios de CAIl.

Os neurdnios em degeneragdo apresentam-se com aumento da densidade
citoplasmatica, e com o nucleo em desintegragao, nao sendo possivel a diferenciagdao. O
tamanho e a forma das células também estdo alterados (EKE et al., 1990). Gionet e
colaboradores (1991), observaram densa acidofilia em sec¢des de hipocampo corados
com azul celestina e fucsina acida, obtidos de ratos que sofreram 10 minutos de
isquemia. Estes autores encontraram 100% de perda neuronal na camada piramidal da
regido CA1 hipocampal do cérebro de ratos. Perda neuronal de cerca de 80% foi
também descrito no modelo de isquemia global em ratos (NETTO et al., 1993).
Ginsberg e Busto (1989) mostraram dano neuronal de 40% e 85% em 10 minutos e 20
minutos de isquemia, respectivamente.

Os animais submetidos a neuroprotecao (2 minutos de isquemia) € isquemia
de 10 minutos mantiveram as caracteristicas celulares normais, semelhante aos
controles, com poucos corpos heterocromaticos, sugestivos de algum resto celular. Estes
resultados demonstram que a tolerancia induzida a isquemia protege as células contra
um evento isquémico letal. Estes resultados sdo compativeis com os encontrados na
literatura sobre neuroprotecio por evento isquémico (NETTO et al., 1993; KIRINO et
al., 1991), por hipotermia (GREEN et al., 1992; COLBOURNE & CORBETT, 1994),

ou por farmacos (IQBAL et al., 2001; TUOR, 1997).
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5.3 ANALISE ESTEREOLOGICA :

Através do método de Cavalieri, foi avaliado o volume do subcampo CA1 do
hipocampo, em ambos os hemisférios cerebrais. Os resultados obtidos mostraram
diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) nos animais isquémicos comparados
com o0s animais controles, isquemia 2 minutos e com os submetidos a neuroprote¢ao
(2+10 min.). Nao houve diferenca entre os dois hemisférios. A diminui¢do do volume
de CA1 foi de aproximadamente 20% nos animais isquémicos sem neuroprote¢ao.

Maier e West (2001) determinaram o volume da regido CA1 do hipocampo de
ratos Sprague-Dawley com 10 dias de vida pds-natal, encontrando um valor médio de 2
mm.? (+/- 0.1) nos animais controles. Utilizando ratos Wistar adultos, Rodrigues (2001)
calculou um volume médio em torno de 2.45 mm? para os controles e 1.8 mm? para os
animais sujeitos a 10 minutos de isquemia. Na nossa andlise, encontramos um volume
médio de 1.59 mm? para os controles e 1.27 mm? para os isquémicos. Estes resultados
sdao distintos daqueles mencionados acima, mesmo deste ultimo que utilizou uma
metodologia semelhante.

Estas diferencas nao podem ser facilmente explicadas, pois ndo had outros
trabalhos sobre volume da regido CA1 hipocampal em ratos Wistar. Uma hipdtese seria
diferengas na preparagdo do encéfalo, como a coloracdo, por exemplo (HE, Nissl), e
outra seria causada por diferengas na afericao.

Na literatura, encontramos dados referindo perda neuronal total ou quase total
na regido CA1 do hipocampo apds 20, 15 ou 10 min. de isquemia (NETTO et al., 1993;
BLOCK & SCHWARZ, 1997). Como a analise histologica utilizada ndo é a mesma,

nao se pode comparar diretamente estes dados de perda neuronal com os da redugdo do
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volume. Entretanto, pode-se afirmar que ndo ocorreu morte celular total apés 10 min. de
obstru¢do ao fluxo de sangue cerebral, com base no volume e na analise morfologica.
Todos os pesquisadores que observaram um pior desempenho em estudos de
aprendizado e memoria em ratos submetidos a isquemia, também relatam grande perda
neuronal no hipocampo (SQUIRE , 1992; NETTO et al., 1993; NELSON et al., 1997,
BLOCK, 1999). Olsen e colaboradores (1994), demonstraram que animais com uma
lesdo total da regido antero-dorsal de CAl, apresentaram um comprometimento nas
tarefas de memoria, enquanto que os animais com lesdo parcial, circunscritas a regiao
antero-dorsal de CA 1, ndo mostraram déficit significativo, sugerindo uma relacao linear
entre o numero de células viaveis na regido CA1 do Corno de Ammon e o déficit no
desempenho em labirinto aquatico.

Os efeitos da indugdo de tolerdncia a isquemia foram reproduzidos neste
estudo, submetendo os ratos a 2 minutos de isquemia global transitoria, seguido por
uma isquemia de 10 minutos, apds 24 horas. A tolerancia conferida pelo episddio
subletal ¢ somente observada em um intervalo de tempo entre 12 horas e 7 dias de
reperfusdao (KITAGAWA et al., 1990; LIU et al., 1992). Este protocolo ¢ especifico
para as células piramidais de CAl, e ndo protege as células vulneraveis do hilo do giro

denteado (KOGURE e KATO, 1993; SUGIMOTO et al., 1993).

As estratégias que visam a reducao do dano isquémico parecem soé ser eficazes
quando sdo instaladas previamente ao insulto (SIMPSON e ISACSON, 1993; AMES et

al., 1995; RIEPE et al., 1996; GINSBERG, 1997).

A hipotermia ¢é outra importante estratégia empregada para promover prote¢ao
aos tecidos. Desde o final dos anos 80, tém-se observado que o resfriamento leve a

moderado do tecido cerebral promove neuroprote¢do, e, contrariamente, pequena
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elevacdo da temperatura no cérebro ¢ capaz de piorar a lesdo (GINSBERG, 1995 b).
Doze horas de hipotermia pds-isquémica, reduziu significativamente a perda neuronal
na regido CA1 hipocampal, contra uma isquemia de 5 minutos (COLBOURNE &
CORBETT, 1994; COLBOURNE et al., 1998). Green e colaboradores (1992), também
demonstraram a protecao conferida aos neuroénios contra uma isquemia de 12,5 minutos,
com hipotermia intra-isquémica. Esta prote¢do manteve intacta a funcdo do hipocampo,

que pode ser visto através dos resultados dos testes comportamentais.

O estresse prolongado também ¢ um fator prejudicial para as fungdes
cognitivas, tanto em humanos quanto em animais. O estresse provoca uma resposta de
liberacao de catecolaminas e glicocorticodes, que em niveis moderados e breves causa
alteragdes reversiveis nas células mais vulneraveis do hipocampo e do cortex, porém em
niveis mais elevados e por tempo prolongado causa alteragdes irreversiveis de perda
neuronal, particularmente em animais mais velhos (McEWEN & SAPOLSKY, 1995).
Entretanto, foi demonstrado que doses de dexametasona administrado, no minimo 3-4
horas antes de um insulto hipoxico-isquémico, causa protegdo em animais jovens, mas

nao nos mais velhos (TUOR, 1997).

A revisdo da literatura mostrou resultados similares aos obtidos neste
experimento (GREEN et al., 1992; KIYOTA et al., 1991), entretanto, outros autores
obtiveram resultados diferentes (SQUIRE , 1992; NETTO et al., 1993; NELSON et al.,
1997). Resumindo, ndo ¢ possivel fazer uma correlacdo direta dos resultados obtidos
neste estudo com os da literatura, devido as diferentes técnicas e metodologias
empregadas. No entanto, podemos inferir que, uma diminui¢do de 20% no volume da

camada piramidal de CA1l ndo ¢ suficiente para provocar déficit de aprendizado no
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labirinto aquatico de Morris, ou, que o tempo de reperfusdao tenha permitido adaptagdes

plésticas no hipocampo destes animais.

6. CONCLUSOES

Com o presente trabalho podemos concluir que:

1)

2)

3)

O modelo de tolerancia induzida a isquemia foi reproduzido submetendo
um grupo de animais a 2 min de isquemia e, 24 horas apds, a uma isquemia
de 10 min. Nao houve diferenca estatisticamente significante no volume
calculado da regido CA1 do hipocampo destes animais comparados com os
animais controle € com os animais que sofreram apenas uma isquemia de 2
min. Este resultado demonstra que a isquemia de 2 minutos desencadeou

fatores de protegao celular contra uma isquemia mais prolongada (10 min.).

Os animais submetidos a neuroprotecao mais isquemia de 10 minutos nao
tiveram déficit de aprendizado no labirinto aquatico de Morris, em todas as
tarefas, quando comparados com os grupos controle, isquemia de 2 min. e
isquemia de 10 min. Os animais submetidos a isquemia de 10 min. também

nao apresentaram déficit nestas tarefas

O volume da camada piramidal da regido CA1 do hipocampo dos grupos
controle, isquemia 2 minutos e isquemia 2+10 min foram semelhantes
entre si. O grupo isquémico de 10 min. apresentou um valor 20% inferior
aos demais. Este valor ¢ estatisticamente significante, confirmando que 10

minutos de isquemia global provoca morte celular.
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4) Nao houve déficit de aprendizado em nenhum dos grupos estudados: a) no
grupo controle ndo era esperado comprometimento pois nao ha lesao; b) no
grupo isquémico de 2 minutos também nao ha déficit, pois este tempo de
isquemia nao provoca morte neuronal, como foi confirmado com o volume;
¢) o grupo submetido a neuroprotecdo também ndo apresentou
comprometimento de aprendizado, sugerindo que houve protecdo tanto
morfologica quanto funcional; d) o grupo que sofreu 10 min. de isquemia
também nao apresentou déficit de aprendizado embora tenha apresentado
morte neuronal (diminui¢ao de volume), sugerindo que a perda neuronal

observada nao foi suficiente para  provocar comprometimento do

aprendizado.
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