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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) pode ser causado por
fatores genéticos ou ambientais. Dentre os fatores ambientais, as complicacdes
perinatais podem estar relacionadas, como a Hipoxia-isquemia (HI) neonatal. Esse
fator ainda é pouco estudado na relagdo com o TDAH e trabalhos experimentais
ainda ndo foram realizados. Assim, o0 objetivo do nosso trabalho é investigar se a Hl
neonatal contribui para o desenvolvimento das caracteristicas relacionadas ao TDAH
na fase adulta em ratos, através do teste do campo aberto e 5-Choice Serial
Reaction Time Task (5-CSRTT). Para isso, foram utilizados ratos Wistar machos,
divididos em grupo HI e CT. O procedimento de HI consistiu na combinagdo da
oclusdo da artéria cardtida comum direita ao 7° dia pos-natal com exposi¢do a uma
atmosfera hipoxica (8% O, e 92% N, durante 90 minutos). Durante a fase adulta, os
animais foram submetidos ao teste do campo aberto, durante uma sessao de cinco
minutos; e ao teste do 5-Choice Serial Reaction Time Task, durante 16 semanas.
Neste teste, os animais sao treinados a responder a um estimulo luminoso para
receber uma recompensa alimentar e 0s aspectos atencionais e de impulsividade
foram avaliados. Nossos resultados demonstraram que 0os animais HI apresentaram
déficits de aprendizagem e atencdo, evidenciado pelas alteracdes de diversos
parametros: diminuicdo na acuracia, nas respostas corretas, e no numero de
tentativas na sessdo, assim como O aumento das respostas incorretas, das
percentagens de omissdes e do tempo para completar a sessao, ao longo de todos
0s estagios de treinamento. Déficits no controle inibitério também foram observados
pelo maior nimero de respostas perseverativas, enquanto a atividade locomotora
global observada no campo aberto ndo foi comprometida. Com estes resultados,
inferimos que a HI neonatal pode contribuir para o desenvolvimento das
caracteristicas comportamentais observadas no TDAH.
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1 INTRODUCAO
1.1 Encefalopatia hipéxico-isquémica

A encefalopatia hipdxico-isquémica é a causa mais comum de encefalopatia
entre 0s neonatos a termo [1], com uma incidéncia de 2/1000 partos [2]. Essa
incidéncia é até dez vezes maior nos paises em desenvolvimento [3]. Nos bebés
nascidos com menos de 35 semanas de gestacdo, estes insultos hipéxico-
isquémicos (HI) ocorrem em 20-30% dos casos [4], contribuindo significativamente
para a mortalidade e morbidade neonatais, incluindo sequelas no desenvolvimento
neurologico para 25% a 60% dos sobreviventes [5]. Essas sequelas podem ser
vistas como paralisia cerebral, retardo mental, dificuldades de aprendizagem,
epilepsia [6], transtorno de déficit de atencao/hiperatividade, comprometimento da
memoria e esquizofrenia [7]. A gravidade da encefalopatia neonatal pode ser
classificada como leve, moderada ou grave, e a propor¢cdo de déficits neuroldgicos
graves nessas criancas é de 0% para a fase 1 (leve), 30%-50% para a fase 2
(moderada), e >90% para a fase 3 (grave) [8].

As possiveis causas para a encefalopatia hipdxica-isquémica incluem
complicacGes da gravidez e do parto e asfixia fetal [9], esta sendo a causa mais
comum e mais estudada [8]. A asfixia fetal ocorre primariamente como resultado de
troca placentaria prejudicada, sendo que o fluxo sanguineo uterino prejudicado, a
hip6xia materna, a insuficiéncia placentaria e a compressdo do corddo umbilical,
entre outras causas, podem interferir com a transferéncia de substratos [10, 11].

Disturbios metabolicos levando ao estresse oxidativo, fatores inflamatorios e
excitotoxicidade séo fatores patoldgicos que contribuem para a lesao cerebral apés
HI [12]. O dano cerebral hipdxico-isquémico é um processo evolutivo, o qual se inicia
durante o insulto e estende-se no periodo de recuperacdo apdés a lesdo por
reperfuséo [13]. Durante a fase inicial de HI, a deplecdo de oxigénio impossibilita a
fosforilagdo oxidativa e ocorre uma mudanca para o metabolismo anaerodbico, este
sendo um estado de energia ineficiente que resulta na rapida deplecdo de reservas
de fosfato de alta energia, incluindo a molécula de adenosina trifosfato (ATP) [14,
15]. A reducdo do ATP leva a insuficiéncia da bomba de Na*/K* e despolarizacdo da
membrana, com entrada de sédio (Na’) e agua na célula, causando edema
citotoxico e desencadeando a morte celular por necrose. Com a falha na bomba de

Na'/K* também ocorre actimulo de calcio (Ca®") citoplasmatico que resulta em



disfuncdo mitocondrial, faléncia energética, ativagdo de proteases e de fosfolipases,
gue vao culminar com a morte neuronal por apoptose [16].

Com a despolarizacdo da membrana, ocorre também a liberacdo de
neurotransmissores excitatérios dos terminais axoénicos, especificamente o
glutamato. A transmissdo do glutamato é estreitamente regulada por inibicdo
retrograda da recaptacdo pré-sinaptica, bem como por diversos transportadores de
glutamato localizados primariamente nas células gliais. [17]. Esses transportadores
sdo dependentes de energia e, consequentemente, serdo prejudicados com a
faléncia energética que ocorre na HI, comprometendo a recaptacdo do
neurotransmissor na fenda sinaptica, onde este atuara por mais tempo. [18]. As
concentracdes extracelulares de glutamato podem aumentar até dez vezes, e este
excesso de neurotransmissdo glutamatérgica induz a morte celular excitotoxica
(superexcitacdo neuronal levando a morte celular). [19]. Com o aumento de
glutamato na fenda sinaptica havera uma maior ativacao de receptores de glutamato
pés-sinapticos, como NMDA (N-metil-D-aspartato) e AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propionato), resultando no influxo de Na* e Ca** aos neurdnios pos-
sinapticos. Os efeitos deletérios do aumento de calcio citosélico incluem a ativagao
da enzima Oxido nitrico neuronal (NNOS) para formar éxido nitrico, a geracdo de
radicais livres, e degradacédo de lipidios celulares por ativacdo de fosfolipases, de
proteinas celulares pela ativacdo de proteases, e do DNA celular pela ativacéo de
nucleases, bem como a acentuagdo de lesdes mitocondriais [15, 20]. Receptores
NMDA sédo abundantes no inicio da vida - pelo seu papel no desenvolvimento
cerebral, diferenciacdo celular e crescimento axonal, significando que o cérebro
imaturo é particularmente vulneravel as lesbes excitotoxicas [19]. Na figura 1,

apresentamos 0s principais mecanismos envolvidos na Hl.
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Figura 1. Mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na HI. (Adaptado da referéncia 25)

A producdo excessiva de radicais livres e altos niveis de glutamato
extracelular levam a uma ativacdo da resposta inflamatéria, que ocorre de trés a
doze horas apos reperfuséo e reoxigenacado do cérebro [21]. Citocinas inflamatorias
apresentaram uma alta concentracdo em bebés nascidos a termo que
posteriormente desenvolveram paralisia cerebral [22] e niveis elevados de IL-6 e IL-
8 no liquido cefalorraquidiano de recém-nascidos tém sido correlacionados com um
maior grau de encefalopatia e desenvolvimento neuroldgico pobre [23]. Essa
resposta inflamatéria pode ativar tanto citocinas pré ou anti-inflamatérias, como TNF-
a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10 [24].

Estudos epidemiologicos e também experimentais jA& demonstraram haver

uma relacdo entre isquemia cerebral e distarbios na producdo e liberagdo de
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dopamina. No entanto, os mecanismos envolvidos e os resultados sao inconclusivos
e um tanto discrepantes. Um estudo com microdialise in vivo demonstrou que ha um
rapido aumento na concentracdo de dopamina durante o inicio da isquemia e que
logo retorna a seus niveis basais ap0s reperfusdo, enquanto um experimento de
isquemia em ratos usando um modelo de embolismo demonstrou uma liberagéo de
dopamina logo apés a lesédo, e depois uma diminui¢cdo ao longo do tempo [26].

Os encéfalos imaturos dos neonatos sdo altamente suscetiveis aos danos
causados pela HI quando comparados aos encéfalos adultos [27], devido a
importancia do suprimento sanguineo adequado para o0 seu desenvolvimento
constante [16, 28]. Esta maior fragilidade do encéfalo imaturo também pode ser
concedida pelo maior risco de fracasso energético, pela imaturidade da barreira
hematoencefalica e da substancia branca, e elevada suscetibilidade a
excitotoxicidade glutamatérgica [29]. As lesdes causadas pelos eventos hipdxico-
isquémicos sdo variadas e comprometem estruturas especificas do encéfalo: cortex
cerebral, hipocampo, estriado (nucleos da base), tadlamo, tronco encefélico e
substéancia branca periventricular e subcortical [30].

Para compreender melhor a fisiopatologia da doenca e proporcionar o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficientes [31], foram desenvolvidos
modelos animais que mimetizam o dano encefalico sofrido por recém-nascidos. O
modelo animal mais comumente utilizado € o modelo de Levine [32] modificado por
Rice e colaboradores [27], que consiste na oclusao unilateral permanente da artéria
carOtida comum (isquemia) de animais com sete dias de idade, seguido de

exposicao a um ambiente hipdxico (8% de oxigénio) por até 3h (Figura 2).
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Figura 2. Procedimento de hipéxia- St acsEom

isquemia de Levine-Rice. 92%N, e 8% O,

O encéfalo dos ratos no 7° dia pés-natal € histologicamente comparado ao
desenvolvimento cerebral de um feto com 32-34 semanas de gestacédo ou a de um
recém-nascido, onde as camadas neuronais corticais estdo completas, a camada
germinativa esta involuida e a substancia branca sofreu pouca mielinizagao [33].
Animais submetidos a esse modelo sofrem alterag6es cognitivas, morfologicas e
bioguimicas [34], comparadas aquelas observadas em humanos recém-nascidos
[35]. As lesdes teciduais sdo observadas no cortex cerebral, hipocampo, estriado,
talamo, substancia branca subcortical e periventricular [36]. As vantagens desse
modelo experimental incluem o custo financeiro modesto, o facil manuseio dos
animais, reprodutibilidade alta e recuperacdo do fluxo sanguineo mesmo apds a
oclusdo da artéria [36]. Trabalhos do nosso grupo de pesquisa ja demonstraram que
0s animais submetidos a HI tiveram déficits cognitivos na memaria de trabalho e de
referéncia [35, 37] tanto em ratos adolescentes quanto adultos, e déficits sensorio-
motores também ja foram encontrados [38, 39], sendo que alguns aspectos
comportamentais ainda ndo foram estudados, como a analise da atencdo desses

animais apos os eventos de Hl.

1.2 Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade

O Transtorno do déficit de atencédo e hiperatividade (TDAH) é uma condicdo
clinica neuropsicolégica das mais importantes nas Udltimas décadas, com uma

prevaléncia que varia de 5 a 10% no nosso pais [40]. Segundo o Manual Diagndstico
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e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-1V) ha trés subtipos de TDAH: 1) TDAH
predominantemente desatento 2) TDAH predominantemente hiperativo/impulsivo e
3) TDAH tipo combinado. Essas caracteristicas apresentam graus muito diversos e
co-morbidades, como deficiéncia na aprendizagem e transtornos de humor, que
também estdo relacionadas com esse transtorno [41]. Essas co-morbidades ficam
mais evidentes na adolescéncia e na fase adulta dos sujeitos, levando a conflitos
familiares, dificuldades de relacionamentos, ansiedade, depressédo, tabagismo,
delinquéncia e abuso de substancias psicoativas [42, 43]. Os fatores genéticos sdo
as causas primarias relacionadas ao TDAH, mas os fatores ambientais também
podem contribuir como causas secundarias e sao focos de varias linhas de estudo
atualmente. Alguns fatores pre, peri e pés-natais ja foram definidos como fatores de
risco para o TDAH: tabagismo e ingestdo de éalcool pela mae, prematuridade do
recém-nascido, deficiéncia da tiredide e hipoxia-isquemia neonatal [44]. Sendo este
ualtimo fator ainda pouco estudado na relagdo com o TDAH.

A neurobiologia do TDAH ainda nao esta bem estabelecida, sendo a teoria do
déficit no sistema dopaminérgico a mais aceita atualmente. O Metilfenidato, a droga
mais utilizada para tratar o TDAH, bloqueia a recaptacdo de dopamina e
noradrenalina pelos seus transportadores, aumentando assim a concentracao de
dopamina na fenda sinaptica [45, 46]. Esse farmaco € muito eficiente para o
tratamento dos sintomas do TDAH, colaborando para essa teoria ganhar crédito no
meio cientifico. A disfuncdo do sistema dopaminérgico pode ser resultante de um
defeito primario nos neurbnios dopaminérgicos ou um defeito secundario pela
regulacdo glutamatérgica ou noradrenérgica deficientes [47]. Estudos de imagem
cerebral demonstraram anomalias estruturais e funcionais em algumas regides
encefalicas de pacientes com TDAH. Um circuito cortico-estriatal tem sido proposto,
onde os lobos frontais e as conex0es estriatais parecem estar envolvidos na
fisiopatologia do TDAH [48].

Alguns estudos ja demonstraram que a prematuridade aumenta a incidéncia
de TDAH [49, 50], mas a razdo ainda ndo é bem estabelecida. Recém-nascidos
prematuros muitas vezes experimentam episodios repetidos de hipdxia, que pode
afetar os niveis de dopamina e outras monoaminas [51]. Um estudo com tomografia
por emissao de positrons (PET) de adolescentes com TDAH que tiveram nascimento

prematuro demonstrou baixos niveis extracelulares de dopamina em regides
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encefélicas estriatais [52]. Nascimentos prematuros complicados pela suscetibilidade
a isquemia cerebral podem contribuir para maior disponibilidade do receptor de
dopamina, neurotransmissdo dopaminérgica deficiente, e posterior desenvolvimento
de TDAH [48]. Um estudo [53] buscou essa relacdo de déficit dopaminérgico em
criangas com TDAH que tiveram parto prematuro e baixo fluxo sanguineo cerebral
ao nascer, e viram que a disponibilidade dos receptores dopaminérgicos nessas
criancas foi alto, apoiando a hipotese da isquemia cerebral como um fator

contribuinte em criangas suscetives ao TDAH.

1.3 5-Choice Serial Reaction Time Task (5-CSRTT)

Para o estudo das caracteristicas comportamentais relacionadas aos
transtornos que envolvem déficits de atencdo, alguns modelos comportamentais
foram desenvolvidos. O 5-choice serial reaction time task (5-CSRTT) € um teste
validado na literatura cientifica que avalia caracteristicas comportamentais de
atencao e impulsividade, tais como o TDAH [54]. Nesta tarefa operante os animais
devem aprender a acompanhar um estimulo luminoso, apresentado de forma
imprevisivel, para receber uma recompensa comestivel [55]. O aparato consiste de
camaras de acrilico onde na parede traseira encontram-se cinco aberturas
equidistantes com feixes de fotocélulas infra-vermelhos e no lado oposto encontra-
se um compartimento onde uma recompensa alimentar € oferecida apds os animais

tocarem na abertura que apresentou um estimulo luminoso (Figura 3).

Figura 3. Diagrama esquematico do aparato do
5-CSRTT com a divisdo espacial das cinco

aberturas em relagdo ao compartimento ' S ’

alimentar [56]. x

Food
magazine
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Se 0s animais nao conseguem responder corretamente, respondem na
abertura errada ou em um momento inadequado, um curto periodo de escuridédo (TO
= time out) € apresentado como puni¢cdo e nenhuma recompensa € entregue [56]. A
andlise do desempenho dos animais é realizada diariamente para saber se o animal
pode passar para um nivel de dificuldade maior, e este € medido pela acuraria e
omissdes, apresentados em percentagem.

As vantagens dessa tarefa incluem a confiabilidade comprovada, devido ao
seu uso ser generalizado em muitos laboratérios, a analise de multiplas medidas de
desempenho, que refletem tanto atencdo como velocidade nas respostas e a
aquisicao de dados precisos e automatizados [56,57].

A relacao entre HI e TDAH em modelos animais, a nosso saber, ainda nao foi
estudada. Embora alguns trabalhos citem a HI como fator de risco para o TDAH,
estes estudos sdo de base clinica e pouco estudados, precisando de uma melhor
compreensao sobre esta relacdo e mais subsidios para concluir se esta inter-relacédo
realmente existe. Assim, o objetivo deste trabalho é investigar se a HIl neonatal
contribui para o desenvolvimento das caracteristicas relacionadas ao TDAH na fase
adulta em ratos, através do teste do campo aberto e 5-Choice Serial Reaction Time

Task.



2 TRABALHO EXPERIMENTAL NA FORMA DE ARTIGO CIENTIFICO

DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE EM RATOS SUBMETIDOS A
HIPOXIA-ISQUEMIA ENCEFALICA NEONATAL: UMA RELACAO POSSIVEL?

Patricia Maidana Miguel®, Clarissa Pedrini Schuch®, Luisa Martinato®, Joseane
Jiménez Rojas®, Jaqueline Vieira Carletti®®, Lisiane Bizarro?, Lenir Orlandi Pereira®

a) Laboratério de Histologia Aplicada, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil

b)Laboratério de Isquemia Cerebral, Departamento de Bioquimica, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil

c)Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Neurociéncias, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil

d)Laboratério de Psicologia Experimental, Neurociéncias e Comportamento,

Departamento de Psicologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brasil

Periédico: Behavioural Brain Research



Resumo

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) pode ser causado por
fatores genéticos ou ambientais. Dentre os fatores ambientais, as complicacdes
perinatais podem estar relacionadas, como a Hipoxia-isquemia (HI) neonatal. Esse
fator ainda é pouco estudado na relacdo com o TDAH e trabalhos experimentais
ainda nao foram realizados. Assim, o0 objetivo do nosso trabalho é investigar se a HI
neonatal contribui para o desenvolvimento das caracteristicas relacionadas ao TDAH
na fase adulta em ratos, através do teste do campo aberto e 5-Choice Serial
Reaction Time Task (5-CSRTT). Para isso, foram utilizados ratos Wistar machos,
divididos em grupo HI e CT. O procedimento de HI consistiu ha combinagdo da
oclusdo da artéria carotida comum direita ao 7° dia pés-natal com exposi¢cdo a uma
atmosfera hipoxica (8% O, e 92% N, durante 90 minutos). Durante a fase adulta, os
animais foram submetidos ao teste do campo aberto, durante uma sesséo de cinco
minutos; e ao teste do 5-Choice Serial Reaction Time Task, durante 16 semanas.
Neste teste, 0s animais sao treinados a responder a um estimulo luminoso para
receber uma recompensa alimentar e os aspectos atencionais e de impulsividade
foram avaliados. Nossos resultados demonstraram que os animais HI apresentaram
déficits de aprendizagem e atencdo, evidenciado pelas alteragcdes de diversos
parametros: diminuicAo na acurécia, nas respostas corretas, e no numero de
tentativas na sessdo, assim como 0 aumento das respostas incorretas, das
percentagens de omissdes e do tempo para completar a sesséao, ao longo de todos
0s estagios de treinamento. Déficits no controle inibitdrio também foram observados
pelo maior nimero de respostas perseverativas, enquanto a atividade locomotora
global observada no campo aberto ndo foi comprometida. Com estes resultados,
inferimos que a HI neonatal pode contribuir para o desenvolvimento das
caracteristicas comportamentais observadas no TDAH.

Palavras-chave: Hipoxia-Isquemia, Transtorno de Déficit de ateng&o/Hiperatividade,
5-Choice Serial Reaction Time Task

1 Introducéo

A encefalopatia hipoxico-isquémica (HI), frequentemente resultante de asfixia
perinatal, € a causa mais importante de doencas neurolégicas como retardo mental,
epilepsia, déficit de atencao/hiperatividade e déficit de memoria [1]. Estes insultos
hipdxico-isquémicos ocorrem em 20-30% dos bebés nascidos com menos de 35
semanas de gestagdo [2] e contribui significativamente para a mortalidade e
morbidade neonatais, incluindo sequelas no desenvolvimento neuroldgico para 25%
a 60% dos sobreviventes [3]. Atualmente, ainda ndo ha tratamento adequado para
HI neonatal, sendo os modelos animais de suma importancia para o entendimento
da fisiopatologia e das consequéncias funcionais de uma leséo prematura e também
para desenvolver intervencdes terapéuticas eficientes [4]. O modelo animal de Hi
mais utilizado é o modelo de Levine [5] modificado por Rice e colaboradores [6].

Trabalhos do nosso grupo de pesquisa ja demonstraram que 0s animais submetidos
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a este modelo de HI tiveram déficits cognitivos na memoria de trabalho e de
referéncia [7, 8], tanto em ratos adolescentes quanto adultos, e déficits sensério-
motores também ja foram encontrados [9, 10]. No entanto, alguns aspectos
comportamentais ainda ndo foram estudados, como a andlise da atengdo desses
animais apos os eventos de Hl.

O Transtorno do déficit de atencédo e hiperatividade (TDAH) é uma condi¢cao
clinica neuropsicolégica das mais importantes nas ultimas décadas, com uma
prevaléncia de 2,2% a 17,8% [11]. Os fatores genéticos sdo as causas primarias
relacionadas ao TDAH, mas os fatores ambientais também podem contribuir como
causas secundarias e sdo focos de vérias linhas de estudo atualmente. Alguns
fatores pré, peri e pés-natais ja foram definidos como fatores de risco para o TDAH:
tabagismo e ingestdo de alcool pela mae, prematuridade do recém-nascido,
deficiéncia da tiredide e hipOxia-isquemia neonatal [12]. Sendo este ultimo fator
ainda pouco estudado na relacdo com o TDAH. Para o estudo das caracteristicas
comportamentais relacionadas aos transtornos que envolvem déficits de atencao,
alguns modelos comportamentais foram desenvolvidos. O 5-choice serial reaction
time task (5-CSRTT) é um teste validado na literatura cientifica que avalia
caracteristicas comportamentais de atengdo e impulsividade, tais como o TDAH [13].
Nesta tarefa operante os animais devem aprender a acompanhar um estimulo
luminoso, apresentado de forma imprevisivel, para receber uma recompensa
comestivel [14].

A relacado entre HI e TDAH em modelos animais, a nosso saber, ainda nao foi
estudada. Embora alguns trabalhos citem a HI como fator de risco para o TDAH,
estes estudos sdo de embasamento clinico e pouco estudados, necessitando de
mais subsidios para concluir se esta inter-relacéo realmente existe. Assim, o objetivo
deste trabalho é investigar se a HI neonatal contribui para o desenvolvimento das
caracteristicas relacionadas ao TDAH na fase adulta em ratos, através do teste do

campo aberto e 5-Choice Serial Reaction Time Task.

2 Materiais e Métodos

O experimento com o uso de animais foi aprovado pela Comissdo de Etica no

Uso de Animais (CEUA/UFRGS), com o projeto de nimero 21122.
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2.1. Animais

Ratos Wistar machos provenientes do Centro de Reproducdo e
Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL/UFRGS) foram divididos em
grupos controle (n=12) e HI (n=12). Até os dois meses de vida, os animais foram
alojados no biotério do Departamento de Farmacologia/lUFRGS, em ambiente
padréo, com ciclo claro/escuro de 12h em ambiente climatizado (25°C) e recebendo
racdo e agua ad libitum. ApdGs este periodo, os animais foram mantidos no biotério
do Laboratorio de Psicologia Experimental, Neurociéncias e Comportamento

(LPNeC) da UFRGS, onde foram desenvolvidos os testes comportamentais.

2.2. Procedimento de Hipodxia-Isquemia

O modelo de hipoxia-isquemia (HI) neonatal foi baseado naquele proposto por
Levine [5] e modificado por Rice e colaboradores [6], 0 qual consiste na associacéo
da oclusdo permanente da artéria cardtida comum direita com exposi¢cdo a ambiente
hipdxico para produzir lesdo cerebral unilateral em ratos recém-nascidos. No 7° dia
pbés-natal os animais foram anestesiados com halotano (2-4%) e entdo uma incisao
na superficie ventral do pescoco foi realizada para exposicéo e oclusdo permanente
da artéria carétida comum direita. Depois de 2-3h os filhotes foram expostos a uma
camara com ambiente hipoxico (8% de oxigénio e 92% de nitrogénio, com fluxo de
5L/minuto), parcialmente imersa em banho-maria a 37°C, onde permaneceram por
90 minutos em grupo de cinco animais. Os animais controles foram submetidos a
cirurgia Sham, recebendo anestesia e incisdo no pesco¢o, mas ndo tiveram a artéria
carétida comum ocluida nem foram submetidos ao ambiente hipoxico.

Apés o procedimento de HI, os animais foram mantidos com os cuidados
basicos de laboratério até atingirem os dois meses de vida, quando iniciaram-se 0s

testes comportamentais.

2.3. Testes Comportamentais

2.3.1. Teste do Campo Aberto

Para andlise da atividade locomotora, os animais foram colocados em uma
arena circular de madeira, na cor preta, nas dimensdes de 60 cm de diametro X 45

cm de altura. Esta arena foi dividida em 28 quadrantes virtuais e os animais foram
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colocados, individualmente, no quadrante central da arena, voltados sempre para o
mesmo lado ao inicio do teste. Os animais permaneceram nesse aparato por cinco
minutos, onde puderam explora-lo livremente e tiveram o seu comportamento filmado.
As varidveis analisadas foram: 1) distancia total percorrida, 2) velocidade média de
deslocamento, 3) velocidade maxima de deslocamento, 4) tempo de mobilidade, 5)
tempo de imobilidade, 5) nimero de cruzamentos, 6) numero total de rotacdes, 7)
namero de rotacdes no sentido horario (ipsilateral a lesao) e 8) nimero de rotacdes
no sentido anti-horéario (contralateral a lesdo). As mensuragdes de todas as variaveis
foram realizadas por meio do programa Any-Maze Video Traking System 4.73
(Stoelting Co., USA).

2.3.2 5-Choice Serial Reaction Time Task (5-CSRTT)

Os animais foram treinados no 5-CSRTT de acordo com o protocolo

estabelecido por Andrea Bari e colaboradores [15].
Aparato

Oito camaras 5-CSRTT (Med Associates, Vermont, USA) foram utilizadas
durante o experimento. Cada camara (25 x 25 x 25 cm3) € equipada com ventilagao,
isolamento de som, luz ambiente opaca e dispensador de pellet. Em uma parede
encontra-se reservatorio de comida onde os pellets sédo liberados, e na parede
oposta encontram-se as cinco aberturas equidistantes onde o estimulo visual &
apresentado. Todas as aberturas na camara, incluindo o reservatorio de alimento,

foram controladas por um feixe de fotocélulas infra-vermelhos [15].

Habituacao

Vinte e quatro horas ap0s a exposi¢cdo ao campo aberto iniciou-se o processo
de habituacao e treinamento no 5-CSRTT. Os animais foram divididos em duplas por
caixa e durante uma semana foram aclimatizados ao novo ambiente, comecando o
processo de habituacdo gradual a rotina do experimento: manipulagdo e pesagem
diaria, restricdo alimentar e habituacdo ao aparato. Os animais foram pesados e
comecaram uma dieta de restricdo alimentar onde o objetivo foi manté-los com um
peso entre 85-90% do seu peso em condigcdes normais de alimentacdo. Os pellets

foram inicialmente colocados dentro das caixas moradia para habituar o animal ao
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gosto do mesmo, e depois estes foram colocados nas aberturas e no compartimento
de comida dentro do aparato, para habituacdo ao novo ambiente. Apés este periodo

de habituacéo, iniciaram-se as sessodes de treinamento.
Treinamento

As sessdes de treinamento foram realizadas durante cinco dias semanais, € 0
critério para terminé-las foi completar 30 minutos de treinamento ou responder a 100
tentativas. Para se iniciar uma sessao de treinamento, o rato é colocado no aparato
e entdo a luz do compartimento de recompensa alimentar é ligada e um pellet
comestivel é entregue. A partir do momento que o rato toca no compartimento para
coletar o pellet, a sesséo se inicia e a luz do compartimento cessa e comeca a
contar o tempo do intervalo entre tentativas (ITI = intertrial interval). Nesse periodo o
animal precisa manter a atencéo visual espacial nas cinco aberturas do painel,
esperando o sinal luminoso que sera apresentado no final do ITI. Esse sinal
luminoso tem uma duragdo que comeca longa (30 segundos) e vai diminuindo ao
longo do treinamento, e apdés 0 momento que a luz cessa, ainda ha um tempo limite
(LH = limited hold), em que as respostas do sujeito serdo consideradas. Se 0s
animais respondem na abertura errada ou em um momento inadequado, um curto
periodo de escuriddo (TO = time out) é apresentado como punicdo e nenhuma
recompensa € entregue. Os parametros utilizados em cada estdgio do nosso
experimento estdo especificados na Tabela 1. As respostas do animal durante as
sessfes podem ser as seguintes [16]:

1) Respostas corretas: Se tocar com o0 nariz na abertura onde o estimulo
luminoso estd sendo apresentado ou foi apresentado (durante o LH),
ganhando um pellet de recompensa alimentar;

2) Respostas incorretas: Se tocar com o nariz em qualquer abertura onde o
estimulo ndo esta sendo apresentado ou nado foi apresentado (durante o
LH), recebendo um TO como puni¢ao;

3) Respostas prematuras: Se tocar com o nariz em qualquer abertura antes do
estimulo ser apresentado (durante o ITI), recebendo um TO como puni¢ao;

4) Respostas perseverativas: Se tocar com o nariz em qualquer abertura apos ja
ter feito uma resposta correta ou incorreta, antes de recolher a recompensa

alimentar;
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5) Omissdes de respostas: Se o animal ndo tiver nenhuma resposta durante a
apresentacao do estimulo + LH, recebendo um TO como punicéo;

Apés ter recolhido a recompensa ou ter terminado o TO, um novo trial se
inicia a partir do momento que o rato toca no compartimento alimentar. Além das
diferentes respostas que o animal pode ter ap0s a apresentacdo do estimulo, os
feixes de fotocélulas infra-vermelhos captam ainda as velocidades nas respostas,
como laténcia para as respostas certas, erradas e para o0 recolhimento da
recompensa.

A analise do desempenho dos animais € realizada diariamente para saber se
o animal pode passar para um nivel de dificuldade maior, e este € medido pela
acuraria e omissoes, apresentadas em percentagem. A acuracia € a calculada a
partir das respostas corretas/ (respostas corretas + incorretas) X100 e as omissdes
pelo nimero de omissdes na sessdo/ numero de trials completados na sesséo
(respostas corretas + incorretas + omissdes). Para o animal passar de estagio este
deve ter um desempenho de mais de 80% de acuracia e menos de 20% de
omissdes, durante trés dias de treinamento. Além das diversas variaveis que podem
ser analisadas durante as respostas dos animais, o tempo que eles demoram pra
terminar as sessdes e o numero de tentativas realizadas também podem ser critérios
gue demonstram a aprendizagem e a velocidade durante as respostas. Além disso,
0 numero de sessbes necessarias para 0s animais completarem cada estagio

também é utilizado como um parédmetro de aquisi¢cao da tarefa.

2.4 Anélise Estatistica

Todas as andlises foram realizadas por ANOVA (andlise de variancia) de uma
via sendo o fator lesdo a variavel independente. Os dados foram expressos como
média £ erro e todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
Statistica®.

3 Resultados

Dos 24 ratos que iniciaram o experimento, 2 HI morreram durante os eventos
pés-cirdrgicos e 3 ndo atingiram os critérios propostos no 5-CSRTT, sendo excluidos
das andlises estatisticas. No grupo CT, 1 animal morreu durante o treinamento e
outro demonstrou baixa performance no 5-CSRTT, também sendo eliminado da
andlise estatistica. Assim, utilizamos 7 animais no grupo Hl e 10 no CT para a
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analise dos resultados.

3.1 Teste do Campo Aberto

A ANOVA de uma via demonstrou que nao houve diferenca significativa entre
0s grupos durante os cinco minutos de exploracdo no aparato, em todas as variaveis
analisadas: distancia total percorrida, velocidade média de deslocamento,
velocidade maxima de deslocamento, tempo de mobilidade, tempo de imobilidade,
namero de cruzamentos, numero total de rotacées, numero de rotacbes no sentido
horério (ipsilateral a lesédo) e numero de rotagbes no sentido anti-horario
(contralateral a lesdo). Os animais apresentaram um comportamento exploratério

similar, conforme mostra a Tabela 2.

3.2 5-Choice Serial Reaction Time Task
Fase de aquisicao da tarefa

Considerando-se a variavel numero de sessdes de treinamento necessarias
para completar o critério de cada estagio, observou-se que os animais submetidos a
HI necessitaram de mais sessfes para completar o estagio 1 (p=0,01) e o estégio 3
(p=0,02) (Figura 1A), em relacdo ao grupo controle. Também foi maior no grupo HI o
namero total de sessbes para completar todos os estagios de treinamento (p=0,01)
(Figura 1B).

Avaliando-se a percentagem de acurécia, foram identificados menores indices
desta variavel nos animais submetidos a HI, nos estagios 1 e 3, comparando-se com
0s animais controles (Figura 2A). A percentagem de acuracia € calculada pelo
namero de respostas corretas/(respostas corretas + respostas incorretas) X 100.
Tais variaveis foram também avaliadas e sdo apresentadas na figura 2B e C. A
ANOVA indicou que o grupo HI apresentou menor nimero de respostas corretas nos
estagios 2 e 3 (Figura 2B) e maior nUmero de respostas incorretas no estagio 4
(Figura 2C).

A percentagem de omissdes, fato que ocorre quando o animal ndo reage ao
estimulo visual, foi expressivamente maior no grupo HI, em relacdo ao grupo
controle, somente no estagio 1 (Figura 2D).

Quanto as respostas perseverativas e prematuras, as quais indicam um

comportamento compulsivo e impulsivo, respectivamente, a ANOVA indicou que o
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grupo HI apresentou maior namero de respostas perseverativas no estagio 5,
guando comparado ao grupo controle. Nos demais estagios e quanto a variavel
respostas prematuras, nao houve diferenca significativa entre os grupos (Figuras 2E
e 2F).

As Ultimas variaveis apresentadas sdo o numero de tentativas e o tempo
necessario para completar cada sessao. A analise estatistica demonstrou que no
estagio 1 o grupo HI apresentou menor niumero de tentativas e maior tempo para

completa-las por sessado, em relacao ao grupo controle (Figura 2G e 2H).

4 Discusséao

Este trabalho buscou relacéo entre a HIl neonatal e o desenvolvimento das
caracteristicas comportamentais relacionadas ao TDAH na fase adulta em ratos,
através do teste do campo aberto e 5-Choice Serial Reaction Time Task. Os
principais achados do nosso trabalho referem-se a aquisicdo da tarefa no 5-CSRTT,
onde os animais submetidos a HI demonstraram déficits de aprendizagem e de
atencao quando comparados aos animais controles, assim como um comportamento
compulsivo, observado pelo maior nimero de respostas perseverativas. A atividade
locomotora global, mensurada no campo aberto, ndo teve alteracées quando
comparada aos controles.

No presente estudo, analisamos no Teste do Campo Aberto a atividade
locomotora global dos animais na fase adulta, apés o evento lesivo de HI neonatal.
Os resultados demonstraram um mesmo padrao de comportamento locomotor nos
diferentes parametros avaliados. Alguns pesquisadores [17] ja descreveram que néo
ha diferencas na motricidade ampla entre animais HlI e CT, durante atividades
locomotoras e posturais. Embora muitos trabalhos corroborem os nossos achados
[18, 19] outros demonstram que apdés lesdes de HI, os animais apresentam um
comportamento de hiperatividade, demonstrado pelo maior nimero de cruzamentos
durante a exploracdo no campo aberto, quanto comparados aos controles [20, 21,
22]. Devemos considerar aqui que nosso teste foi realizado 60 dias apés a leséo, e
gue o cérebro dos neonatos apresenta grande plasticidade [23], o que pode ter
resultado em algum nivel de recuperacdo sensorio-motora. Trabalhos com remocéo
bilateral dos nucleos caudados (estriado) em gatos demonstrou uma hiperatividade

no comportamento destes animais; no entanto, remocdes unilaterais do caudado
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nao produziram este mesmo resultado de hiperatividade [24]. Como a lesdo de HI
compromete quase que exclusivamente apenas o0 hemisfério contralateral a
isquemia, este pode ser um fator que ajude a compreender 0s nossos resultados.

Comprometimentos cognitivos apds eventos de HI no modelo de Levine-Rice
estdo bem descritos na literatura cientifica, como déficits de memoria no labirinto
aguatico de Morris [8, 25, 26, 27], esquiva inibitoria [28], labirinto radial [29] e teste
de reconhecimento de objetos [8]. Esses déficits sdo frequentemente relacionados
com o hipocampo, que & predominantemente vulneravel a HI. Ja foram descritos
diminuicdo do volume hipocampal [7, 8, 25] e morte de neurdnios piramidais da
regido CALl imediatamente apés a lesdo [30]. Muitos destes testes utilizados para
avaliar memoria envolvem o componente atencional para realizacdo das tarefas,
porém ndo € claro na literatura se a HI pode gerar déficits de atencdo e
hiperatividade, tais como aqueles descritos pelo TDAH.

O 5-choice serial reaction time task (5-CSRTT) é um teste validado na
literatura cientifica que avalia diferentes tipos de desempenho que incluem aspectos
de atencdo e de inibicdo de comportamentos, como respostas compulsivas
(perseverativas) e impulsivas (prematuras) [31]. Neste estudo, animais submetidos a
HI neonatal foram treinados durante a fase adulta no 5-CSRTT para avaliagcdo do
desempenho durante a aquisicdo da tarefa operante e dos parametros atencionais
relacionados a mesma. Nossos resultados demonstraram que o0s animais HI
apresentaram déficits de aprendizagem, evidenciado pelas alteracdes de diversos
parametros analisados: diminuicdo na acuracia, nas respostas corretas, e no namero
de tentativas na sessdo, assim como 0 aumento das respostas incorretas, das
percentagens de omissdes e do tempo para completar a sessao, ao longo de todos
0s estagios de treinamento.

Ainda que inexistam trabalhos envolvendo o estudo do comportamento no 5-
CSRTT, estudos envolvendo lesGes de areas cerebrais que sdo afetadas apds HI ja
foram realizados. Le Pen e colaboradores [32] induziram lesdo hipocampal em ratos
de sete dias de idade (modelo de esquizofrenia), e analisaram o comportamento
destes animais durante a fase adulta no 5-CSRTT. Durante a aquisicdo da tarefa,
estes animais necessitaram de mais sessfes de treinamento para atingir o critério
proposto em todos os estédgios, assim como tiveram uma diminuicdo da acuracia

guando comparado aos controles. Os resultados apresentados neste estudo
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corroboram os nossos achados e devido ao fato da lesdo hipocampal deste estudo
ser no 7° dia pos-natal, assim como 0 nosso modelo de lesdo, essa comparacao
apresenta-se mais fidedigna. Com isso, podemos inferir que os déficits de
aprendizagem observados na aquisicdo da tarefa no 5-CSRTT podem ser devido a
um comprometimento da regidao hipocampal.

Sabe-se, porém, que 0 hipocampo ndo € a Uunica estrutura encefalica
acometida na lesdo hipoxico-isquémica. Danos nos nucleos da base e no cortex
encefalico também séo frequentemente descritas [33, 34, 35]. Estudos enfocando a
atencao investigam também outras areas encefalicas, tais como as afetadas na Hl.
Lesdes estriatais também foram induzidas em ratos adultos [36] e 0 comportamento
observado destes animais no 5-CSRTT mostrou uma diminuicdo na acuracia e no
numero de respostas corretas, assim como um aumento nas respostas incorretas e
perseverativas. Acredita-se que o estriado tenha um papel crucial para a integragéo
e a retransmissdo de informacdes sensoério-motoras, emocionais e cognitivas de
areas do cortex de associagcdo para as areas motoras inferiores, e no
estabelecimento de habitos motores através da aprendizagem associativa, uma
funcdo bem investigada em testes operantes [36]. Nestes testes, lesOes estriatais
resultam em perda de acuracia nas respostas associado a respostas perseverativas
[37, 38]. Considerando-se que a HI também gera dano no estriado, € compreensivel
0s achados do presente estudo.

Outro efeito da HI observado no 5-CSRTT foi o aumento do nimero de
respostas perseverativas. E descrito na literatura que a perseveracio refere-se a
uma continuacao inadequada ou repeticdo de uma resposta ou atividade [39]. Este
comportamento é determinado pela incapacidade de inibir o controle cognitivo
(funcdo executiva), definido como um conjunto de funcdes de ordem superior que
otimizam as funcbes de ordem inferior [40]. Este controle cognitivo parece ser
mediado por circuitos fronto-estriatais, visto que lesbes no estriado em ratos
treinados no 5-CSRTT aumentou o numero de respostas perseverativas e
prematuras [41], assim como um estudo com remocao bilateral dos nucleos
caudados em gatos demonstrou comportamento de perseveracdo em tarefas com
recompensa alimentar [24]. Ratos com lesfes no estriado medial podem
desenvolver uma inflexibilidade de comportamento que resulta no desempenho

inadequado das respostas, tais como as perseverativas [42]. Ja4 € bem descrito na
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literatura que individuos com TDAH apresentam falhas no controle inibitério [12, 43,
44, 45], assim como analisado no comportamento dos animais Hl.

Alteracbes em sistemas de neurotransmissores também podem estar
relacionadas com algumas caracteristicas comportamentais observadas no 5-
CSRTT. Alguns estudos ja demonstraram que a prematuridade aumenta a incidéncia
de TDAH [46, 47], propondo-se a isto o fato de que recém-nascidos prematuros
muitas vezes experimentam episédios repetidos de hipdxia, podendo afetar os niveis
de dopamina e outras monoaminas [48]. Como o desequilibrio no sistema
dopaminérgico é a teoria mais aceita para explicar o comportamento desatento no
TDAH, o comprometimento deste sistema causado pela hipdxia pode contribuir com
as caracteristicas comportamentais relacionadas ao TDAH.

Considerando os achados deste estudo que indicam um déficit atencional e
de controle inibitério a longo prazo nos animais submetidos a hipoxia-isquemia
neonatal, € possivel concluir que esta lesdo pode estar relacionada com o
desenvolvimento de TDAH ao longo do desenvolvimento. Para nosso conhecimento,
a relagéo entre HI neonatal e o desenvolvimento de caracteristicas comportamentais
observadas no TDAH em pesquisa experimental, ainda ndo havia sido estudada.
Embora alguns trabalhos citem a HI como fator de risco para o TDAH, estes estudos

sdo escassos e de embasamento clinico.
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APENDICES



Tabela 1. Parametros dos diferentes estagios de treinamento no 5-CSRTT.

Estagio de Duracdo do ITI LH Critério para

treinamento  estimulo passar de
estagio

1 30 2 30 >80% Acurécia

<20% Omissoes

2 20 2 20 >80% Acuracia
<20% Omissdes

3 10 5 10 >80% Acuracia
<20% Omissoes
(em 3 sessdes)

4 5 5 5 >80% Acuracia
<20% Omissoes
(em 3 sessdes)

5 2.5 5 5 >80% Acuracia
<20% Omissoes
(em 3 sessdes)




Tabela 2. Performance durante a atividade exploratéria dos animais CT e HI durante 5
minutos no Campo Aberto. Dados representam média + erro de animais sham (n=7) e

controle (n=10).

Parametros

Controle (CT)

Hipoxia-Isquemia (HI)

Distancia percorrida (m)
Vel média (m/s)

Tempo mobilidade (s)
Tempo imobilidade (s)
Cruzamentos
Velocidade maxima (m/s)
N° de rotacdes

Rotagdes ipsilaterais a
lesdo

Rotac¢Bes contralaterais a
lesdo

Rearings

Tempo periferia (s)
Tempo central (s)

16,22 £ 1,57
0,054
181,28 + 16,04
118,72 + 16,04
195,1 + 16,48
0,73+ 0,03
11,6 £ 1,06
6,7+0,78

4,9+0,45
34,4 + 4, 06

290,38 £ 2,24
9,62 + 2,24

18,30 + 1,01
0,061
206,44 + 16,34
93,55 + 16,34
207,71 + 14,88
0,79 + 0,04
12,42 £ 0,71
585+1,1

6,57 + 0,84
36,85 + 6,16

290,62 + 2,33
9,37 + 2,33
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Figura 1. Sessdes de treinamento necessarias para atingir os critérios propostos nos 5
estagios - E1, E2, E3, E4 e E5 (A) e nas sessdes totais até completar o Ultimo estagio (B)
durante o 5-CSRTT. O critério para o estagio 1 e 2 era atingir >80% de acuracia e <20% de
omissdes em uma sessao, e a partir do estagio 3 esse mesmo critério foi proposto mas para
trés sessbes de treinamento. Dados representam média + erro de animais sham (n=7) e
controle (n=10). *p<0,05 (ANOVA de uma via).
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Figura 2. Performance dos animais durante a aquisicdo da tarefa no 5-CSRTT, nos 5
estagios de treinamento (E1, E2, E3, E4 e E5). Os parametros avaliados foram: acuracia (a),
respostas corretas (b), incorretas (c), % omissdes (d), respostas perseverativas (e),
prematuras (f), tentativas (g) e tempo (h) por sessdo. Dados representam média + erro de
animais sham (n=7) e controle (n=10). *p<0,05 (ANOVA de uma via).



3 CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Encontramos neste trabalho um déficit de controle inibitério, assim como déficits
de aprendizagem, nos animais adultos submetidos a HI neonatal, quando
comparado aos controles. Estes resultados observados no 5-CSRTT foram os
seguintes:

- Maior nimero de sessdes de treinamento necessarias para completar 0s
critérios de cada estagio

- Menores indices de acuracia, assim como de respostas corretas

- Maiores indices de omissdes

- Maior nimero de respostas perseverativas

- Menor namero de tentativas completadas nas sessfes

- Maior tempo para completar as sessoes

Na anadlise da atividade locomotora global no teste do campo aberto, ndo
verificamos diferengas significativas entre os grupos. Considerando os achados
deste estudo que indicam um déficit de controle inibitério nos animais submetidos a
hipoxia-isquemia neonatal, e sabendo que falhas no controle inibitério sdo comuns
em pacientes com sindromes disexecutivas, como o TDAH, & possivel concluir que
esta lesdo pode estar relacionada com o desenvolvimento de TDAH ao longo do
desenvolvimento.

Os resultados que obtivemos no 5-CSRTT envolvem principalmente a
aprendizagem da tarefa neste aparato. Embora seja necessaria a atencao quando
0s parametros mudam de estagio para estagio, a analise desta é principalmente
mensurada nos estagios finais, quando os animais atingem um desempenho estavel
e 0s parametros sao manipulados de forma variada. Os resultados mostrados neste
trabalho envolvem apenas a primeira parte do nosso estudo, que ainda esta em
desenvolvimento.

Analises histologicas dos encéfalos dos animais utilizados no nosso estudo
devem ser realizadas para comprovacdo da lesdo e do tamanho da mesma.
Posteriormente, para compreensdo dos mecanismos envolvidos na relacdo entre
hipoxia-isquemia e transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade, analises dos

sistemas dopaminérgicos e glutamatérgicos devem ser realizadas.
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