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RESUMO 

O Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade (TDAH) pode ser causado por 
fatores genéticos ou ambientais. Dentre os fatores ambientais, as complicações 
perinatais podem estar relacionadas, como a Hipóxia-isquemia (HI) neonatal. Esse 
fator ainda é pouco estudado na relação com o TDAH e trabalhos experimentais 
ainda não foram realizados. Assim, o objetivo do nosso trabalho é investigar se a HI 
neonatal contribui para o desenvolvimento das características 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 combinação da 
oclusão da artéria carótida comum direita ao 7º dia pós-natal com exposição a uma 
atmosfera hipóxica (8% O2 e 92% N2, durante 90 minutos). Durante a fase adulta, os 
animais foram submetidos ao teste do campo aberto, durante uma sessão de cinco 
minutos; e ao teste do 5-Choice Serial Reaction Time Task, durante 16 semanas. 
Neste teste, os animais são treinados a responder a um estímulo 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 atenção, evidenciado pelas alterações de diversos 
parâmetros: diminuição na acurácia, nas respostas corretas, e no número de 
tentativas na sessão, assim como o aumento das respostas incorretas, das 
percentagens de omissões e do tempo para completar a sessão, ao longo de todos 
os estágios de treinamento. Déficits no controle inibitório também foram observados 
pelo maior número de respostas perseverativas, enquanto a atividade locomotora 
global observada no campo aberto não foi comprometida. Com estes resultados, 
inferimos que a HI neonatal pode contribuir para o desenvolvimento das 
características comportamentais observadas no TDAH. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Encefalopatia hipóxico-isquêmica 

A encefalopatia hipóxico-isquêmica  é a causa mais comum de encefalopatia 

entre os neonatos a termo [1], com uma incidência de 2/1000 partos [2]. Essa 

incidência é até dez vezes maior nos países em desenvolvimento [3]. Nos bebês 

nascidos com menos de 35 semanas de gestação, estes insultos hipóxico-

isquêmicos (HI) ocorrem em 20-30% dos casos [4], contribuindo significativamente 

para a mortalidade e morbidade neonatais, incluindo sequelas no desenvolvimento 

neurológico 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 atenção/hiperatividade, comprometimento da 

memória e esquizofrenia [7]. A gravidade da encefalopatia neonatal pode ser 

classificada como leve, moderada ou grave, e a proporção de déficits neurológicos 

graves nessas crianças é de 0% para a fase 1 (leve), 30%-50% para a fase 2 

(moderada), e >90% para a fase 3 (grave) [8].  

As possíveis causas para a encefalopatia hipóxica-isquêmica incluem 

complicações 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 placentária prejudicada, sendo que o fluxo sanguíneo uterino prejudicado, a 

hipóxia materna, a insuficiência placentária e a compressão do cordão umbilical, 

entre outras causas, podem interferir com a transferência de substratos [10, 11]. 

Distúrbios metabólicos levando ao estresse oxidativo, fatores inflamatórios e 

excitotoxicidade são fatores patológicos que contribuem para a lesão cerebral após 

HI [12]. O dano cerebral hipóxico-isquêmico é um processo evolutivo, o qual se inicia 

durante o insulto e estende-se no período de recuperação após a lesão por 

reperfusão [13]. Durante a fase inicial de HI, a depleção de oxigênio impossibilita a 

fosforilação oxidativa e ocorre uma mudança para o metabolismo anaeróbico, este 

sendo um estado de energia ineficiente que resulta na rápida depleção de reservas 

de fosfato de alta energia, incluindo a molécula de adenosina trifosfato (ATP) [14, 

15]. A redução do ATP leva à insuficiência da bomba de Na+/K+ e despolarização da 

membrana, com entrada de sódio (Na+) e água na célula, causando edema 

citotóxico e desencadeando a morte celular por necrose. Com a falha na bomba de 

Na+/K+ também ocorre acúmulo de cálcio (Ca2+) citoplasmático que resulta em 
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disfunção mitocondrial, falência energética, ativação de proteases e de fosfolipases, 

que vão culminar com a morte neuronal por apoptose [16].  

Com a despolarização da membrana, ocorre também a liberação de 

neurotransmissores excitatórios dos terminais axônicos, especificamente o 

glutamato. A transmissão do glutamato é estreitamente regulada por inibição 

retrógrada da recaptação pré-sináptica, bem como por diversos transportadores de 

glutamato localizados primariamente nas células gliais. [17]. Esses transportadores 

são dependentes de energia e, consequentemente, serão prejudicados com a 

falência energética que ocorre na HI, comprometendo a recaptação do 

neurotransmissor na fenda sináptica, onde este atuará por mais tempo.  [18].  As 

concentrações extracelulares de glutamato podem aumentar até dez vezes, e este 

excesso de neurotransmissão glutamatérgica induz à morte celular excitotóxica 

(superexcitação neuronal levando à morte celular). [19]. Com o aumento de 

glutamato na fenda sináptica haverá uma maior ativação de receptores de glutamato 

pós-sinápticos, como NMDA (N-metil-D-aspartato) e AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazol propionato), resultando no influxo de Na+ e Ca2+ aos neurônios pós-

sinápticos. Os efeitos deletérios do aumento de cálcio citosólico incluem a ativação 

da enzima óxido nítrico neuronal (nNOS) para formar óxido nítrico, a geração de 

radicais livres, e degradação de lipídios celulares por ativação de fosfolipases, de 

proteínas celulares pela ativação de proteases, e do DNA celular pela ativação de 

nucleases, bem como a acentuação de lesões mitocondriais [15, 20]. Receptores 

NMDA são abundantes no início da vida - pelo seu papel no desenvolvimento 

cerebral, diferenciação celular e crescimento axonal, significando que o cérebro 

imaturo é particularmente vulnerável às lesões excitotóxicas [19]. Na figura 1, 

apresentamos os principais mecanismos envolvidos na HI. 
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A produção excessiva de radicais livres e altos níveis de glutamato 

extracelular levam a uma ativação da resposta inflamatória, que ocorre de três a 

doze horas após reperfusão e reoxigenação do cérebro [21]. Citocinas inflamatórias 

apresentaram uma alta concentração em bebês nascidos a termo que 

posteriormente desenvolveram paralisia cerebral [22] e níveis elevados de IL-6 e IL-

8 no líquido cefalorraquidiano de recém-nascidos têm sido correlacionados com um 

maior grau de encefalopatia e desenvolvimento neurológico pobre [23]. Essa 

resposta inflamatória pode ativar tanto citocinas pró ou anti-inflamatórias, como TNF-

α, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10 [24].  

Estudos epidemiológicos e também experimentais já demonstraram haver 

uma relação  entre isquemia cerebral e distúrbios na produção e liberação de 

Figura 1. Mecanismos fisiopatológicos envolvidos na HI. (Adaptado da referência 25) 
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dopamina. No entanto, os mecanismos envolvidos e os resultados são inconclusivos 

e um tanto discrepantes. Um estudo com microdiálise in vivo demonstrou que há um 

rápido aumento na concentração de dopamina durante o início da isquemia e que 

logo retorna a seus níveis basais após reperfusão, enquanto um experimento de 

isquemia em ratos usando um modelo de embolismo demonstrou uma liberação de 

dopamina logo após a lesão, e depois uma diminuição ao longo do tempo [26]. 

Os encéfalos imaturos dos neonatos são altamente suscetíveis aos danos 

causados pela HI quando comparados aos encéfalos adultos [27], devido à 

importância do suprimento sanguíneo adequado para o 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 

hematoencefálica e da substância branca, e elevada suscetibilidade à 

excitotoxicidade glutamatérgica [29]. As lesões causadas pelos eventos hipóxico-

isquêmicos são  variadas e comprometem estruturas específicas do encéfalo:  córtex 

cerebral, hipocampo, estriado (núcleos da base), tálamo, tronco encefálico e 

substância branca periventricular e subcortical [30]. 

Para compreender melhor a fisiopatologia da doença e proporcionar o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas eficientes [31], foram desenvolvidos 

modelos animais que mimetizam o dano encefálico sofrido por recém-nascidos. O 

modelo animal mais comumente utilizado é o modelo de Levine [32] modificado por 

Rice e colaboradores [27], que consiste na oclusão unilateral permanente da artéria 

carótida comum (isquemia) de animais com sete dias de idade, seguido de 

exposição a um ambiente hipóxico (8% de oxigênio) por até 3h (Figura 2). 
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O encéfalo dos ratos no 7º dia pós-natal é histologicamente comparado ao 

desenvolvimento cerebral de um feto com 32-34 semanas de gestação ou a de um 

recém-nascido, onde as camadas neuronais corticais estão completas, a camada 

germinativa está involuída e a substância branca sofreu pouca mielinização [33]. 

Animais submetidos a esse modelo sofrem alterações cognitivas, morfológicas e 

bioquímicas [34], comparadas àquelas observadas em humanos recém-nascidos 

[35]. As lesões teciduais são observadas no córtex cerebral, hipocampo, estriado, 

tálamo, substância branca subcortical e periventricular [36]. As vantagens desse 

modelo experimental incluem o custo financeiro modesto, o fácil manuseio dos 

animais, reprodutibilidade alta e recuperação do fluxo sanguíneo mesmo após à 

oclusão da artéria [36]. Trabalhos do nosso grupo de pesquisa já demonstraram que 

os animais submetidos à HI tiveram déficits cognitivos na memória de trabalho e de 

referência [35, 37] tanto em ratos adolescentes quanto adultos, e déficits sensório-

motores também já foram encontrados [38, 39], sendo que alguns aspectos 

comportamentais ainda não foram estudados, como a análise da atenção desses 

animais após os eventos de HI. 

1.2 Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade 

O Transtorno do déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) é uma condição 

clínica neuropsicológica das mais importantes nas últimas décadas, com uma 

prevalência que varia de 5 a 10% no nosso país [40]. Segundo o Manual Diagnóstico 

Figura 2. Procedimento de hipóxia-
isquemia de Levine-Rice. 
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e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-IV) há três subtipos de TDAH: 1) TDAH 

predominantemente desatento 2) TDAH predominantemente hiperativo/impulsivo e 

3) TDAH tipo combinado. Essas características apresentam graus muito diversos e 

co-morbidades, como deficiência na aprendizagem e transtornos de humor, que 

também estão relacionadas com esse transtorno [41]. Essas co-morbidades ficam 

mais evidentes na adolescência e na fase adulta dos sujeitos, levando a conflitos 

familiares, dificuldades de relacionamentos, ansiedade, depressão, tabagismo, 

delinquência e abuso de substâncias psicoativas [42, 43]. Os fatores genéticos são 

as causas primárias relacionadas ao TDAH, mas os fatores ambientais também 

podem contribuir como causas secundárias e são focos de várias linhas de estudo 

atualmente. Alguns fatores pré, peri e pós-natais já foram definidos como fatores de 

risco para o TDAH: tabagismo e ingestão de álcool pela mãe, prematuridade do 

recém-nascido, deficiência da tireóide e hipóxia-isquemia neonatal [44]. Sendo este 

último fator ainda pouco estudado na relação com o TDAH. 

A neurobiologia do TDAH ainda não está 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 recaptação de dopamina e 

noradrenalina pelos seus transportadores, aumentando assim a concentração de 

dopamina na fenda sináptica [45, 46]. Esse fármaco é muito eficiente para o 

tratamento dos sintomas do TDAH, colaborando para essa teoria ganhar crédito no 

meio científico. A disfunção do sistema dopaminérgico pode ser resultante de um 

defeito primário nos neurônios dopaminérgicos ou um defeito secundário pela 

regulação glutamatérgica ou noradrenérgica deficientes [47]. Estudos de imagem 

cerebral demonstraram anomalias estruturais e funcionais em algumas regiões 

encefálicas de pacientes com TDAH. Um circuito cortico-estriatal tem sido proposto, 

onde os lobos frontais e as conexões estriatais parecem estar envolvidos na 

fisiopatologia do TDAH [48]. 

Alguns estudos já demonstraram que a prematuridade aumenta a incidência 

de TDAH [49, 50], mas a razão ainda não é bem estabelecida. Recém-nascidos 

prematuros muitas vezes experimentam episódios repetidos de hipóxia, que pode 

afetar os níveis de dopamina e outras monoaminas [51]. Um estudo com tomografia 

por emissão de pósitrons (PET) de adolescentes com TDAH que tiveram nascimento 

prematuro demonstrou baixos níveis extracelulares de dopamina em regiões 
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encefálicas estriatais [52]. Nascimentos prematuros complicados pela suscetibilidade 

à isquemia cerebral podem contribuir para maior disponibilidade do receptor de 

dopamina, neurotransmissão dopaminérgica deficiente, e posterior desenvolvimento 

de TDAH [48]. Um estudo [53] buscou essa relação de déficit dopaminérgico em 

crianças com TDAH que tiveram parto prematuro e baixo fluxo sanguíneo cerebral 

ao nascer, e viram que a disponibilidade dos receptores dopaminérgicos nessas 

crianças foi alto, apoiando a hipótese da isquemia cerebral como um fator 

contribuinte em crianças suscetíves ao TDAH.  

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

Para o estudo das características comportamentais relacionadas aos 

transtornos que envolvem déficits de atenção, alguns modelos comportamentais 

foram desenvolvidos. O 5-choice serial reaction time task (5-CSRTT) é um teste 

validado na literatura científica que avalia características comportamentais de 

atenção e impulsividade, tais como o TDAH [54]. Nesta tarefa operante os animais 

devem aprender a acompanhar um estímulo luminoso, apresentado de forma 

imprevisível, para receber uma recompensa comestível [55]. O aparato consiste de 

câmaras de acrílico 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 é oferecida após os animais 

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

 

       

 

Figura 3. Diagrama esquemático do aparato do 
5-CSRTT com a divisão espacial das cinco 
aberturas em relação ao compartimento 
alimentar [56]. 
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Se os animais não conseguem responder corretamente, respondem na 

abertura errada ou em um momento inadequado, um curto período de escuridão (TO 

= time out) é apresentado como punição e nenhuma recompensa é entregue [56]. A 

análise do desempenho dos animais é realizada diariamente para saber se o animal 

pode passar para um nível de dificuldade maior, e este é medido pela acurária e 

omissões, apresentados em percentagem.  

As vantagens dessa tarefa incluem a confiabilidade comprovada, devido ao 

seu uso ser generalizado em muitos laboratórios, a análise de múltiplas medidas de 

desempenho, que refletem tanto atenção como velocidade nas respostas e a 

aquisição de dados precisos e automatizados [56,57]. 

A relação entre HI e TDAH em modelos animais, a nosso saber, ainda não foi 

estudada. Embora alguns trabalhos citem a HI como fator de risco para o TDAH, 

estes estudos são de base clínica e pouco estudados, precisando de uma melhor 

compreensão sobre esta relação e mais subsídios para concluir se esta inter-relação 

realmente existe. Assim, o objetivo deste trabalho é investigar se a HI neonatal 

contribui para o desenvolvimento das características relacionadas ao TDAH na fase 

adulta em ratos, através do teste do campo aberto e 5-Choice Serial Reaction Time 

Task. 
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Resumo 

O Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade (TDAH) pode ser causado por 
fatores genéticos ou ambientais. Dentre os fatores ambientais, as complicações 
perinatais podem estar relacionadas, como a Hipóxia-isquemia (HI) neonatal. Esse 
fator ainda é pouco estudado na relação com o TDAH e trabalhos experimentais 
ainda não foram realizados. Assim, o objetivo do nosso trabalho é investigar se a HI 
neonatal contribui para o desenvolvimento das características 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 combinação da 
oclusão da artéria carótida comum direita ao 7º dia pós-natal com exposição a uma 
atmosfera hipóxica (8% O2 e 92% N2, durante 90 minutos). Durante a fase adulta, os 
animais foram submetidos ao teste do campo aberto, durante uma sessão de cinco 
minutos; e ao teste do 5-Choice Serial Reaction Time Task, durante 16 semanas. 
Neste teste, os animais são treinados a responder a um estímulo 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 atenção, evidenciado pelas alterações de diversos 
parâmetros: diminuição na acurácia, nas respostas corretas, e no número de 
tentativas na sessão, assim como o aumento das respostas incorretas, das 
percentagens de omissões e do tempo para completar a sessão, ao longo de todos 
os estágios de treinamento. Déficits no controle inibitório também foram observados 
pelo maior número de respostas perseverativas, enquanto a atividade locomotora 
global observada no campo aberto não foi comprometida. Com estes resultados, 
inferimos que a HI neonatal pode contribuir para o desenvolvimento das 
características comportamentais observadas no TDAH. 
Palavras-chave: Hipóxia-Isquemia, Transtorno de Déficit de atenção/Hiperatividade, 
5-Choice Serial Reaction Time Task 
 
1  Introdução 

A encefalopatia hipóxico-isquêmica (HI), frequentemente resultante de asfixia 

perinatal, é a causa mais importante de doenças neurológicas como retardo mental, 

epilepsia, déficit de atenção/hiperatividade e déficit de memória [1]. Estes insultos 

hipóxico-isquêmicos ocorrem em 20-30% dos bebês nascidos com menos de 35 

semanas de gestação [2] e contribui significativamente para a mortalidade e 

morbidade neonatais, incluindo sequelas no desenvolvimento neurológico para 25% 

a 60% dos sobreviventes [3]. Atualmente, ainda não há tratamento adequado para 

HI neonatal, sendo os modelos animais de suma importância para o entendimento 

da fisiopatologia e das consequências funcionais de uma lesão prematura e também 

para desenvolver intervenções terapêuticas 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 já demonstraram que os animais submetidos 
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à este modelo de HI tiveram déficits cognitivos na memória de trabalho e de 

referência [7, 8], tanto em ratos adolescentes quanto adultos, e déficits sensório-

motores também já foram encontrados [9, 10]. No entanto, alguns aspectos 

comportamentais ainda não foram estudados, como a análise da atenção desses 

animais após os eventos de HI. 

O Transtorno do déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) é uma condição 

clínica neuropsicológica das mais importantes nas últimas décadas, com uma 

prevalência de 2,2% a 17,8% [11]. Os fatores genéticos são as causas primárias 

relacionadas ao TDAH, mas os fatores ambientais também podem contribuir como 

causas secundárias e são focos de várias linhas de estudo atualmente. Alguns 

fatores pré, peri e pós-natais já foram definidos como fatores de risco para o TDAH: 

tabagismo e ingestão de álcool pela mãe, prematuridade do recém-nascido, 

deficiência da tireóide e hipóxia-isquemia neonatal [12]. Sendo este último fator 

ainda pouco estudado na relação com o TDAH. Para o estudo das características 

comportamentais relacionadas aos transtornos que envolvem déficits de atenção, 

alguns modelos comportamentais foram desenvolvidos. O 5-choice serial reaction 

time task (5-CSRTT) é um teste validado na literatura científica que avalia 

características comportamentais de atenção e impulsividade, tais como o TDAH [13]. 

Nesta tarefa operante os animais devem aprender a acompanhar um estímulo 

luminoso, apresentado de forma imprevisível, para receber uma recompensa 

comestível [14]. 

A relação entre HI e TDAH em modelos animais, a nosso saber, ainda não foi 

estudada. Embora alguns trabalhos citem a HI como fator de risco para o TDAH, 

estes estudos são de embasamento clínico e pouco estudados, necessitando de 

mais subsídios para concluir se esta inter-relação realmente existe. Assim, o objetivo 

deste trabalho é investigar se a HI neonatal contribui para o desenvolvimento das 

características 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 Comissão de Ética no 

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

Ratos Wistar machos provenientes do Centro de Reprodução e 

Experimentação de Animais de Laboratório (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/UFRGS, em ambiente 

padrão, com ciclo claro/escuro de 12h em ambiente climatizado (25ºC) e recebendo 

ração e água ad libitum. Após este período, os animais foram mantidos no biotério 

do Laboratório de Psicologia Experimental, Neurociências e Comportamento 

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

 

2.2. Procedimento de Hipóxia-Isquemia 

 O modelo de hipóxia-isquemia (HI) neonatal foi baseado naquele proposto por 

Levine [5] e modificado por Rice e colaboradores [6], o qual consiste na associação 

da oclusão permanente da artéria carótida comum direita com exposição à ambiente 

hipóxico para produzir lesão cerebral unilateral em ratos recém-nascidos. No 7º dia 

pós-natal os animais foram anestesiados com halotano (2-4%) e então uma incisão 

na superfície ventral do pescoço foi realizada para exposição e oclusão permanente 

da artéria carótida comum direita. Depois de 2-3h os filhotes foram expostos à uma 

câmara com ambiente hipóxico (8% de oxigênio e 92% de nitrogênio, com fluxo de 

5L/minuto), parcialmente imersa em banho-maria a 37ºC, onde permaneceram por 

90 minutos em grupo de cinco animais. Os animais controles foram submetidos à 

cirurgia Sham, recebendo anestesia e incisão no pescoço, mas não tiveram a artéria 

carótida comum ocluída nem foram submetidos ao ambiente hipóxico.  

 Após o procedimento de HI, os animais foram mantidos com os cuidados 

básicos de laboratório até atingirem os dois meses de vida, quando iniciaram-se os 

testes comportamentais.  

2.3. Testes Comportamentais 

2.3.1. Teste do Campo Aberto 

 

Para análise da atividade locomotora, os animais foram colocados em uma 

arena circular de madeira, na cor preta, nas dimensões de 60 cm de diâmetro 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 início do teste. Os animais permaneceram nesse aparato por cinco 

minutos, onde puderam explorá-lo livremente e tiveram o seu comportamento filmado. 

As variáveis analisadas foram: 1) distância total percorrida, 2) velocidade média de 

deslocamento, 3) velocidade máxima de deslocamento, 4) tempo de mobilidade, 5) 

tempo de imobilidade, 5) número de cruzamentos, 6) número total de rotações, 7) 

número de rotações no sentido horário (ipsilateral à lesão) e 8) número de rotações 

no sentido anti-horário (contralateral à lesão). As mensurações de todas as variáveis 

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 câmaras 5-CSRTT (Med Associates, Vermont, USA) foram utilizadas 

durante o experimento. Cada câmara (25 x 25 x 25 cm³) é equipada com ventilação, 

isolamento de som, luz ambiente opaca e dispensador de pellet. Em uma parede 

encontra-se reservatório de comida onde os pellets são liberados, e na parede 

oposta encontram-se as cinco aberturas equidistantes onde o estímulo visual é 

apresentado. Todas as aberturas na câmara, incluindo o reservatório de alimento, 

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

 
Habituação  

Vinte e quatro horas após a exposição ao campo aberto iniciou-se o processo 

de habituação e treinamento no 5-CSRTT. Os animais foram divididos em duplas por 

caixa e durante uma semana foram aclimatizados ao novo ambiente, começando o 

processo de habituação gradual à rotina do experimento: manipulação e pesagem 

diária, restrição alimentar e habituação ao aparato. Os animais foram pesados e 

começaram uma dieta de restrição alimentar onde o objetivo foi mantê-los com um 

peso entre 85-90% do seu peso em condições normais de alimentação. 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 habituação ao novo ambiente. Após este período 

de habituação, iniciaram-se as sessões de treinamento.  

Treinamento 

As sessões de treinamento foram realizadas durante cinco dias semanais, e o 

critério para terminá-las foi completar 30 minutos de treinamento ou responder a 100 

tentativas. Para se iniciar uma sessão de treinamento, o rato é colocado no aparato 

e então a luz do compartimento de recompensa alimentar é ligada e um pellet 

comestível é entregue. A partir do momento que o rato toca no compartimento para 

coletar o pellet, a sessão se inicia e a luz do compartimento cessa e começa a 

contar o tempo do intervalo entre tentativas (ITI = intertrial interval). Nesse período o 

animal precisa manter a atenção visual espacial nas cinco aberturas do painel, 

esperando o sinal luminoso que será apresentado no final do ITI. Esse sinal 

luminoso tem uma duração que começa longa (30 segundos) e vai diminuindo ao 

longo do treinamento, e após o momento que a luz cessa, ainda há um tempo limite 

(LH = limited hold), em que as respostas do sujeito serão consideradas. Se os 

animais respondem na abertura errada ou em um momento inadequado, um curto 

período de escuridão (TO = time out) é apresentado como punição e nenhuma 

recompensa é entregue. Os parâmetros utilizados em cada estágio do nosso 

experimento estão especificados na Tabela 1. As respostas do animal durante as 

sessões podem ser as seguintes [16]:  

1) Respostas corretas: Se tocar com o nariz na abertura onde o estímulo 

luminoso está 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 

estímulo não está sendo apresentado ou não foi apresentado (durante o 

LH), recebendo um TO como punição; 

3) Respostas prematuras: Se tocar com o nariz em qualquer abertura antes do 

estímulo ser apresentado (durante o ITI), recebendo um TO como punição; 

4) Respostas perseverativas: Se tocar com o nariz em qualquer abertura após já 

ter feito uma resposta correta ou incorreta, antes de recolher a recompensa 

alimentar;  
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5) Omissões de respostas: Se o animal não tiver nenhuma resposta durante a 

apresentação do estímulo + LH, recebendo um TO como punição; 

Após 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 após a apresentação do estímulo, os 

feixes de fotocélulas infra-vermelhos captam ainda as velocidades nas respostas, 

como latência para as respostas certas, erradas e para o recolhimento da 

recompensa.   

A análise do desempenho dos animais é realizada diariamente para saber se 

o animal pode passar para um nível de dificuldade maior, e este é medido pela 

acurária e omissões, apresentadas em percentagem. A acurácia é a calculada a 

partir das respostas corretas/ (respostas corretas + incorretas) X100 e as omissões 

pelo número de omissões na sessão/ número de trials completados na sessão 

(respostas corretas + incorretas + omissões). Para o animal passar de estágio este 

deve ter um desempenho de mais de 80% de acurácia e menos de 20% de 

omissões, durante três dias de treinamento. Além das diversas variáveis que podem 

ser analisadas durante as respostas dos animais, o tempo que eles demoram pra 

terminar as sessões e o número de tentativas realizadas também podem ser critérios 

que demonstram a aprendizagem e a velocidade durante as respostas. Além disso, 

o número de sessões necessárias para os animais completarem cada estágio 

também é utilizado como um parâmetro de aquisição da tarefa. 

2.4  Análise Estatística 

Todas as análises foram realizadas por ANOVA (análise de variância) de uma 

via sendo o fator lesão a variável independente. Os dados foram expressos como 

média ± erro e todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software 

Statistica®. 

3 Resultados 

Dos 24 ratos que iniciaram o experimento, 2 HI morreram durante os eventos 

pós-cirúrgicos e 3 não atingiram os critérios propostos no 5-CSRTT, sendo excluídos 

das análises estatísticas. No grupo CT, 1 animal morreu durante o treinamento e 

outro demonstrou baixa performance no 5-CSRTT, também sendo eliminado da 

análise estatística. Assim, utilizamos 7 animais no grupo HI e 10 no CT para a 
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análise dos resultados. 

3.1  Teste do Campo Aberto 

A ANOVA de uma via demonstrou que não houve diferença significativa entre 

os grupos durante os cinco minutos de exploração no aparato, em todas as variáveis 

analisadas: distância total percorrida, velocidade média de deslocamento, 

velocidade máxima de deslocamento, tempo de mobilidade, tempo de imobilidade, 

número de cruzamentos, número total de rotações, número de rotações no sentido 

horário (ipsilateral à lesão) e número de rotações no sentido anti-horário 

(contralateral à lesão).  Os animais apresentaram um comportamento exploratório 

similar, conforme mostra a Tabela 2.  

3.2  5-Choice Serial Reaction Time Task 

Fase de aquisição da tarefa 

Considerando-se a variável número de sessões de treinamento necessárias 

para completar o critério de cada estágio, observou-se que os animais submetidos à 

HI necessitaram de mais sessões para completar o estágio 1 (p=0,01) e o estágio 3 

(p=0,02) (Figura 1A), em relação ao grupo controle. Também foi maior no grupo HI o 

número total de sessões para completar todos os estágios de treinamento (p=0,01) 

(Figura 1B). 

Avaliando-se a percentagem de acurácia, foram identificados menores índices 

desta variável nos animais submetidos à HI, nos estágios 1 e 3, comparando-se com 

os animais controles (Figura 2A).  A percentagem de acurácia é calculada pelo 

número de respostas corretas/(respostas corretas + respostas incorretas) X 100. 

Tais variáveis foram também avaliadas e são apresentadas na figura 2B e C. A 

ANOVA indicou que o grupo HI apresentou menor número de respostas corretas nos 

estágios 2 e 3 (Figura 2B) e maior número de respostas incorretas no estágio 4 

(Figura 2C). 

A percentagem de omissões, fato que ocorre quando o animal não reage ao 

estímulo visual, foi expressivamente maior no grupo HI, em relação ao grupo 

controle, somente no estágio 1 (Figura 2D).  

Quanto às 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 número de respostas perseverativas no estágio 5, 

quando comparado ao grupo controle. Nos demais estágios e quanto à variável 

respostas prematuras, não houve diferença significativa entre os grupos (Figuras 2E 

e 2F). 

As últimas variáveis apresentadas são o número de tentativas e o tempo 

necessário para completar cada sessão. A análise estatística demonstrou que no 

estágio 1 o grupo HI apresentou menor número de tentativas e maior tempo para 

completá-las por sessão, em relação ao grupo controle (Figura 2G e 2H).   

4 Discussão 

Este trabalho buscou relação entre a HI neonatal e o desenvolvimento das 

características 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 à aquisição da tarefa no 5-CSRTT, 

onde os animais submetidos à HI demonstraram déficits de aprendizagem e de 

atenção quando comparados aos animais controles, assim como um comportamento 

compulsivo, observado pelo maior número de respostas perseverativas. A atividade 

locomotora global, mensurada no campo aberto, não teve alterações quando 

comparada aos controles. 

No presente estudo, analisamos no Teste do Campo Aberto a atividade 

locomotora global dos animais na fase adulta, após o evento lesivo de HI neonatal. 

Os resultados demonstraram um mesmo padrão de comportamento locomotor nos 

diferentes parâmetros avaliados. Alguns pesquisadores [17] já descreveram que não 

há diferenças na motricidade ampla entre animais HI e CT, durante atividades 

locomotoras e posturais. Embora muitos trabalhos corroborem os nossos achados 

[18, 19] outros demonstram que após lesões de HI, os animais apresentam um 

comportamento de hiperatividade, demonstrado pelo maior número de cruzamentos 

durante a exploração no campo aberto, quanto comparados aos controles [20, 21, 

22]. Devemos considerar aqui que nosso teste foi realizado 60 dias após a lesão, e 

que o cérebro dos neonatos apresenta grande plasticidade [23], o que pode ter 

resultado em algum nível de recuperação sensório-motora. Trabalhos com remoção 

bilateral dos núcleos caudados (estriado) em gatos demonstrou uma hiperatividade 

no comportamento destes animais; no entanto, remoções unilaterais do caudado 
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não produziram este mesmo resultado de hiperatividade [24]. Como a lesão de HI 

compromete quase que exclusivamente apenas o hemisfério contralateral à 

isquemia, este pode ser um fator que ajude a compreender os nossos resultados. 

Comprometimentos cognitivos após eventos de HI no modelo de Levine-Rice 

estão bem descritos na literatura científica, como déficits de memória no labirinto 

aquático de Morris [8, 25, 26, 27], esquiva inibitória [28], labirinto radial [29] e teste 

de reconhecimento de objetos [8]. Esses déficits são frequentemente relacionados 

com o hipocampo, que é predominantemente vulnerável à HI. Já foram descritos 

diminuição do volume hipocampal [7, 8, 25] e morte de neurônios piramidais da 

região CA1 imediatamente após a lesão [30]. Muitos destes testes utilizados para 

avaliar memória envolvem o componente atencional para realização das tarefas, 

porém não é claro na literatura se a HI pode gerar déficits de atenção e 

hiperatividade, tais como aqueles descritos pelo TDAH.  

O 5-choice serial reaction time task (5-CSRTT) é um teste validado na 

literatura científica que avalia diferentes tipos de desempenho que incluem aspectos 

de atenção e de inibição de comportamentos, como respostas compulsivas 

(perseverativas) e impulsivas (prematuras) [31]. Neste estudo, animais submetidos à 

HI neonatal foram treinados durante a fase adulta no 5-CSRTT para avaliação do 

desempenho durante a aquisição da tarefa operante e dos parâmetros atencionais 

relacionados à mesma. Nossos resultados demonstraram que os animais HI 

apresentaram déficits de aprendizagem, evidenciado pelas alterações de diversos 

parâmetros analisados: diminuição na acurácia, nas respostas corretas, e no número 

de tentativas na sessão, assim como o aumento das respostas incorretas, das 

percentagens de omissões e do tempo para completar a sessão, ao longo de todos 

os estágios de treinamento.  

Ainda que inexistam trabalhos envolvendo o estudo do comportamento no 5-

CSRTT, estudos envolvendo lesões de áreas cerebrais que são afetadas após HI já 

foram realizados. Le Pen e colaboradores [32] induziram lesão 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 aquisição da tarefa, 

estes animais necessitaram de mais sessões de treinamento para atingir o critério 

proposto em todos os estágios, assim como tiveram uma diminuição da acurácia 

quando comparado aos controles. Os resultados apresentados neste estudo 



25 
 

 
 

corroboram os nossos achados e devido ao fato da lesão hipocampal deste estudo 

ser no 7º dia pós-natal, assim como o nosso modelo de lesão, essa comparação 

apresenta-se mais fidedigna. Com isso, podemos inferir que os déficits de 

aprendizagem observados na aquisição da tarefa no 5-CSRTT podem ser devido a 

um comprometimento da região hipocampal.  

Sabe-se, porém, que o hipocampo não é a única estrutura encefálica 

acometida na lesão hipóxico-isquêmica. Danos nos núcleos da base e no córtex 

encefálico também são frequentemente descritas [33, 34, 35]. Estudos enfocando a 

atenção investigam também outras áreas encefálicas, tais como as afetadas na HI. 

Lesões estriatais também foram induzidas em ratos adultos [36] e o comportamento 

observado destes animais no 5-CSRTT mostrou uma diminuição na acurácia e no 

número de respostas corretas, assim como um aumento nas respostas incorretas e 

perseverativas. Acredita-se que o estriado tenha um papel crucial para a integração 

e a retransmissão de informações sensório-motoras, emocionais e cognitivas de 

áreas do córtex de associação para as áreas motoras inferiores, e no 

estabelecimento de hábitos motores através da aprendizagem associativa, uma 

função bem investigada em testes operantes [36]. Nestes testes, lesões estriatais 

resultam em perda de acurácia nas respostas associado à respostas perseverativas 

[37, 38]. Considerando-se que a HI também gera dano no estriado, é compreensível 

os achados do presente estudo. 

Outro efeito da HI observado no 5-CSRTT foi o aumento do número de 

respostas perseverativas. É descrito na literatura que a perseveração refere-se a 

uma continuação inadequada ou repetição de uma resposta ou atividade [39]. Este 

comportamento é determinado pela incapacidade de inibir o controle cognitivo 

(função executiva), definido como um conjunto de funções de ordem superior que 

otimizam as funções de ordem inferior [40]. Este controle cognitivo parece ser 

mediado por circuitos fronto-estriatais, visto que lesões no estriado em ratos 

treinados no 5-CSRTT aumentou o número de respostas perseverativas e 

prematuras [41], assim como um estudo com remoção bilateral dos núcleos 

caudados em gatos demonstrou comportamento de perseveração em tarefas com 

recompensa alimentar [24]. Ratos com lesões no estriado medial podem 

desenvolver uma inflexibilidade de comportamento que resulta no desempenho 

inadequado das respostas, tais como as perseverativas [42]. Já é bem descrito na 



26 
 

 
 

literatura que indivíduos com TDAH apresentam falhas no controle inibitório [12, 43, 

44, 45], assim como analisado no comportamento dos animais HI. 

Alterações em sistemas de neurotransmissores também podem estar 

relacionadas com algumas características comportamentais observadas no 5-

CSRTT. Alguns estudos já demonstraram que a prematuridade aumenta a incidência 

de TDAH [46, 47], propondo-se a isto o fato de que recém-nascidos prematuros 

muitas vezes experimentam episódios repetidos de hipóxia, podendo afetar os níveis 

de dopamina e outras monoaminas [48]. Como o desequilíbrio no sistema 

dopaminérgico é a teoria mais aceita para explicar o comportamento desatento no 

TDAH, o comprometimento deste sistema causado pela hipóxia pode contribuir com 

as características comportamentais relacionadas ao TDAH.  

Considerando os achados deste estudo que indicam um déficit atencional e 

de controle inibitório a longo prazo nos animais submetidos à hipóxia-isquemia 

neonatal, é possível concluir que esta lesão pode estar relacionada com o 

desenvolvimento de TDAH ao longo do desenvolvimento. Para nosso conhecimento, 

a relação entre HI neonatal e o desenvolvimento de características comportamentais 

observadas no TDAH em pesquisa experimental, ainda não havia sido estudada. 

Embora alguns trabalhos citem a HI como fator de risco para o TDAH, estes estudos 

são escassos e de embasamento clínico. 
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Tabela 1. Parâmetros dos diferentes estágios de treinamento no 5-CSRTT. 
 

Estágio de 
treinamento 

Duração do 
estímulo  

ITI LH Critério para 
passar de 
estágio 

 
1 

 
30 

 
2 

 
30 

 
>80% Acurácia 
<20% Omissões 
 

2 20 2 20 >80% Acurácia 
<20% Omissões  
 

3 10 5 10 >80% Acurácia 
<20% Omissões 
(em 3 sessões) 
 

4 5 5 5 >80% Acurácia 
<20% Omissões 
(em 3 sessões) 
 

5 2.5 5 5 >80% Acurácia 
<20% Omissões 
(em 3 sessões) 
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Tabela 2. Performance durante a atividade exploratória dos animais CT e HI durante 5 
minutos no Campo Aberto. Dados representam média ± erro de animais sham (n=7) e 
controle (n=10). 

Parâmetros Controle (CT) Hipóxia-Isquemia (HI) 

Distância percorrida (m) 16,22 ± 1,57 18,30 ± 1,01 

Vel média (m/s) 0,054 0,061 
Tempo mobilidade (s) 181,28 ± 16,04 206,44 ± 16,34 
Tempo imobilidade (s) 118,72 ± 16,04 93,55 ± 16,34 
Cruzamentos 195,1 ± 16,48 207,71 ± 14,88 
Velocidade máxima (m/s) 0,73 ± 0,03 0,79 ± 0,04 
Nº de rotações 11,6 ± 1,06 12,42 ± 0,71 
Rotações ipsilaterais à 
lesão 

6,7 ± 0,78 5,85 ± 1,1 

Rotações contralaterais à 
lesão 

4,9 ± 0,45 6,57 ± 0,84 

Rearings 34,4 ± 4, 06 36,85 ± 6,16 
Tempo periferia (s) 290,38 ± 2,24 290,62 ± 2,33 
Tempo central (s) 9,62 ± 2,24 9,37 ± 2,33 
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Figura 1. Sessões de treinamento necessárias para atingir os critérios propostos nos 5 

estágios -  E1, E2, E3, E4 e E5 (A) e nas sessões totais até completar o último estágio (B) 
durante o 5-CSRTT. O critério para o estágio 1 e 2 era atingir >80% de acurácia e <20% de 
omissões em uma sessão, e a partir do estágio 3 esse mesmo critério foi proposto mas para 
três sessões 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 aquisição da tarefa no 5-CSRTT, nos 5 
estágios de treinamento (E1, E2, E3, E4 e E5). Os parâmetros avaliados foram: acurácia (a), 
respostas corretas (b), incorretas (c), % omissões (d), respostas perseverativas (e), 
prematuras (f), tentativas (g) e tempo (h) por sessão. Dados representam média ± erro de 
animais sham (n=7) e controle (n=10). *p<0,05 (ANOVA de uma via). 
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3 CONCLUSÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

Encontramos neste trabalho um déficit de controle inibitório, assim como déficits 

de aprendizagem, nos animais adultos submetidos à HI neonatal, quando 

comparado aos controles. Estes resultados observados no 5-CSRTT foram os 

seguintes: 

- Maior número de sessões de treinamento necessárias para completar os 

critérios de cada estágio 

- Menores índices de acurácia, assim como de respostas corretas 

- Maiores índices de omissões  

- Maior número de respostas perseverativas 

- Menor número de tentativas completadas nas sessões 

- Maior tempo para completar as sessões 

Na análise da atividade locomotora global no teste do campo aberto, não 

verificamos diferenças significativas entre os grupos. Considerando os achados 

deste estudo que indicam um déficit de controle inibitório nos animais submetidos à 

hipóxia-isquemia neonatal, e sabendo que falhas no controle inibitório são comuns 

em pacientes com síndromes disexecutivas, como o TDAH, é possível concluir que 

esta lesão 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 necessária a atenção quando 

os parâmetros mudam de estágio para estágio, a análise desta é principalmente 

mensurada nos estágios finais, quando os animais atingem um desempenho estável 

e os parâmetros são manipulados de forma variada. Os resultados mostrados neste 

trabalho envolvem apenas a primeira parte do nosso estudo, que ainda está em 

desenvolvimento.   

Análises histológicas dos encéfalos dos animais utilizados no nosso estudo 

devem ser realizadas para comprovação da lesão e do tamanho da mesma. 

Posteriormente, para compreensão dos mecanismos envolvidos na relação entre 

hipóxia-isquemia e transtorno de déficit de atenção e hiperatividade, análises dos 

sistemas dopaminérgicos e glutamatérgicos devem ser realizadas.  
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