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DEFICITS COGNITIVOS E SOCIAIS EM RATOS SUBMETIDOS A HIPOXIA-ISQUEMIA
NEONATAL: AVALIACAO COMPORTAMENTAL E HISTOLOGICA

ANDREO VALENTIM RYSDYK DE SOUZA

tAluno gradugdo em Biomedicina do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude, UFRGS

Resumo

A Encefalopatia Hipoxico-Isquémica é uma condicdo obstétrica altamente debilitante,
podendo levar ao 6bito ou a sérios impactos motores e cognitivos em neonatos, atingindo 3 em
cada 100 nascidos vivos a termo e com mortalidade entre 50% e 89%. O modelo animal de
Levine-Rice é amplamente utilizado para mimetizar a hipdxia-isquemia (HI), na qual ratos séo
submetidos a uma oclusdo da artéria cardtida esquerda, seguida pela exposicao a uma atmosfera
com baixa concentracdo de oxigénio. Para avaliar os danos causados, foi utilizado um protocolo
de reconhecimento social e de objetos e a 5-CSRTT (5 choice serial reaction time task),
combinando analise social e cognitiva. Depois, uma analise histoldgica e volumétrica foi feita
para avaliar danos encefalicos, com foco em estruturas correlacionadas ao aprendizado e
processos atencionais, essas: cortex frontal, estriado e hipocampo.Um dano cognitivo e social
foi verificado nos animais, incluindo déficits atencionais, de aprendizado, de impulsividade e
no reconhecimento social, causados principalmente por dano cortical e estriatal. O modelo pode
ser valido e de interesse para estudos futuros envolvendo doencas além da encefalopatia
hipdxico-isquémica, como o autismo, a esquizofrenia e o transtorno de déficit de atencdo e
hiperatividade (TDAH).

Palavras-chaves: hipdxia-isquemia, comportamento social, atencdo, impulsividade, 5-CSRTT.



1 INTRODUCAO

Encefalopatia Hipdxica-Isquémica € uma condigdo obstrétrica que pode levar ao 6bito
ou a sérios impactos motores e cognitivos em neonatos devido a falta de oxigenacéo cerebral,
que pode ser causada por uma variedade de fatores, incluindo ma nutricdo materna, ruptura de
placenta, prolapso do corddo umbilical e ruptura uterina (J. J. Kim et al., 2013). Numa escala
global, atinge 3 em cada 1000 nascidos vivos em termo e leva a 6bito entre 50% e 89% das
criancas que sofrem Hipoxia-Isquemia Encefalica (HI)(Lai & Yang, 2010). Aquelas que
sobrevivem, em sua maioria, S0 acometidas por transtornos neurais e/ou danos cerebrais, como
por exemplo, paralisia cerebral, correspondendo a 10% a 20% dos casos (Doi et al., 2012; J. J.
Kim et al., 2013).

O dano cerebral da hipoxia-isquemia é progressivo, iniciando-se durante a agressao ao
sistema nervoso central e estende-se durante a recuperacéo ap6s a lesao pela reperfusédo (Busl
& Greer, 2010). A fisiopatologia da HI esté relacionada com a privacao do aporte de glicose e
oxigénio que implica na falha energética e inicia uma cascata de eventos bioguimicos,
ocasionando disfuncéo celular e, ao final, a morte celular (Lai & Yang, 2010). Apos a privacédo
de ATP, ha uma falha nas bombas i6nicas dependentes de ATP dos neurdnios, o que impede 0
neurbnio de manter seu potencial elétrico de repouso, gerando acumulo de ions como s6dio,
calcio e agua, seguidos de uma despolarizacao e a liberacdo de glutamato (excitotoxico quando
em excesso), além do acumulo de radicais livres e dano oxidativo consequente (Lai & Yang,
2010). Observa-se microscopicamente, principalmente no cértex e hipocampo, células
tumefadas, degeneracdo celular, condensacdo e fragmentacdo do nucleo, vacuolizacdo do
citoplasma e desorganizacdo do reticulo (Yao et al., 2016). Estes e outros fatores induzem a
célula para a ativacao de caspases e outras proteinas que mediardo a morte celular (Northington,

Chavez - Valdez, & Martin, 2011). Esse dano € primeiramente celular, mas acaba por danificar

tecidos em grande extensdo, sendo visivel em preparados histoldgicos.

1.1 INTRODUCAO AOS METODOS

O procedimento experimental de hipdxia-isquemia encefélica em ratos vem sendo
amplamente estudado para avaliagdes comportamentais. Esse experimento foi desenvolvido
com o objetivo de mimetizar a encefalopatia hipoxico-isquémica artificialmente e, assim,

fomentar a investigacdo da patologia e de possiveis métodos terapéuticos. Pode-se, entdo, com



esse protocolo estudar a relacdo entre a hipoperfusdo em éreas do cérebro e os prejuizos
cognitivos e comportamentais observados em diversas patologias. Esse procedimento é
realizado no 7° dia de vida pés-natal quando o encéfalo de roedores corresponde, em relacéo ao
desenvolvimento, ao encéfalo humano neonatal, quando as camadas neuronais do cortex estdo
completas (Vannucci & Vannucci, 2005).

A tarefa de tempo de reacdo serial de cinco escolhas ( do inglés Five Choice Serial
Reaction Time Task — 5-CSRTT) baseia-se na tarefa de performance continua, desenvolvida por
Beck, Bransome, Mirsky, Rosvold, and Sarason (1956), para a avaliacdo de disturbios de
atencdo de individuos esquizofrénicos. Essa tarefa parte da apresentacdo em sequéncia de dois
estimulos visuais — letras, por exemplo — ao sujeito, que deve pressionar um botdo quando 0s
estimulos apresentados forem iguais. O individuo pode responder corretamente, identificando
a equivaléncia de estimulos, pode cometer um erro (apertar o botdo quando os estimulos sao
diferentes) ou ainda omitir (ndo apertar nenhum botdo apds a apresentacdo do estimulo)
(Bizarro et al. 2012). Através do nimero de omissGes e a acuracia, ou seja, a porcentagem de
respostas corretas emitidas pelo sujeito, tem-se uma medida de diversos processos cognitivos,
como atencdo e motivacdo. A adaptacdo da tarefa de performance continua para roedores foi
feita por Carli and Samanin (1992). A adaptacdo animal a tarefa consiste numa caixa operante
com 5 aberturas na parede anterior equipadas com lampadas de LED e um alimentador na
parede posterior. Ao detectar o estimulo luminoso aleatério em uma das aberturas e responder
corretamente (inserindo o focinho na abertura em que a luz € emitida) o animal é entdo
recompensado com um pellet de acucar (Bizarro et al. 2012). Um amplo controle sobre as
contingéncias comportamentais, coleta de dados acurada, automatizada e alto indice de
confiabilidade legitimam a utilizacdo desse paradigma e a qualidade dos dados coletados (Bari
etal., 2008), além de fornecer informacdes robustas acerca do desempenho cognitivo do animal.
Embora inimeros argumentos apoiem a utilizacdo da 5-CSRTT, publicagdes que tenham
testado 0 modelo de HI neonatal nessa tarefa ainda séo escassas.

Enquanto ha dados sobre danos na memoria espacial bem consistentes, mostrando que
h& prejuizos observaveis em animais submetidos ao protocolo de Levine-Rice, pouco se
investigou se esses prejuizos se estendem a capacidade de reconhecimento de um objeto ou de
outro roedor conspecifico. Thor and Holloway (1982) demonstraram que a quantidade de
comportamentos sociais direcionados a animais desconhecidos pode ser utilizada para
investigar a memoria de reconhecimento social. Para isso, foram utilizados ratos maduros

(residentes) que foram expostos a dois encontros de 5 minutos cada, com um mesmo rato



juvenil, com grupos alterando o intervalo entre as exposic¢des. Quando o intervalo era menor de
40 minutos, os animais residentes diminuiram significativamente a emissdo de comportamentos
ao outro rato entre o primeiro e o segundo encontro. Num segundo experimento, investigou-se
a interacdo entre animais familiares e ndo-familiares, com 2 exposi¢cdes a0 mesmo intruso ou a
ratos diferentes. Os residentes apresentaram diminuigdo nos comportamentos sociais no
segundo encontro, quando o intruso ja era conhecido. A partir desse estudo (Thor & Holloway,
1982), outros autores passaram a utilizar esse paradigma intruso-residente para investigar a
memoria de reconhecimento social em roedores. Este tipo de metodologia utiliza apenas a
tendéncia natural de investigar objetos ou individuos coespecificos desconhecidos, o que é uma

vantagem por independer de estimulos reforcadores ou punitivos.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Diante disso, este trabalho pretendeu replicar os déficits da hipoxia-isquemia em ratos
e tragar o perfil cognitivo e comportamental dos animais correlacionando-os ao dano estrutural
a que foram submetidos, através da 5-CSRTT, tarefas de reconhecimento social e de objetos, e

dos procedimentos de analise histologica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Através da 5-CSRTT, avaliar os danos promovidos pela HI na cognicdo dos animais,
mais especificamente no que tange a aprendizagem, atencdo e impulsividade.

2. Atraves das tarefa de Reconhecimento Social e da tarefa de Reconhecimento de
Objetos, avaliar os danos promovidos pela HI na capacidade de discriminar animais
coespecificos e objetos.

3. Associar déficits cognitivos testados pela 5-CSRTT, do Reconhecimento Social e
Reconhecimento de Objetos a danos estruturais no cérebro dos animais através de analise
histologica, que ira priorizar areas de interesse, ou seja, aquelas normalmente recrutadas para o
bom desempenho na tarefa comportamental. Dessa forma, possibilitando a relacdo entre as

areas afetadas pelo procedimento experimental com o desempenho dos animais na tarefa.



3 METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 22 ratos machos da linhagem Wistar alojados no Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, departamento de Ciéncias Morfoldgicas (ICBS- UFRGS) em ambiente ciclo
claro/escuro, temperatura e umidade controladas. Esses animais foram mantidos em caixas de
poliuretano com as seguintes medidas: 24 cm de largura, 38 cm de comprimento e 15 cm de
altura, com cerca de quatro animais residindo por caixa. Ao sétimo dia pds-natal, os ratos foram
submetidos a uma cirurgia hipoxico-isquémica, (grupo HI, n = 11), ou cirurgia sham (grupo
controle, n = 11) dependendo do grupo estabelecido aleatoriamente. Apos o desmame, foram
transportados para o Laboratorio de Psicologia Experimental Neurociéncias e Comportamento
LPNeC-UFGRS, e agrupados em caixas com 2 ratos, em estantes climatizadas, com ciclos
claro/escuro de 12h, temperatura mantida entre 20-22°C e umidade relativa do ar entre 40-60%.
O projeto foi submetido & analise do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade

(CEUA — UFRGS) e aprovado (N° 24030). Um cronograma dos eventos pode ser observado na

Figura 1.
7°DPN 45°DPN 48° DPN 53°DPN 2015/2016
Procedimento de Teste de Teste de 5-CSRTT Histologia e
Hipoxia-Isquemia Reconhecimento  Reconhecimento Volumetria

Social de Objetos

Figura 1 - Esquema demonstrando os eventos ocorridos neste estudo cronologicamente. Nota: DPN =
Dias pés-natal

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL DE HIPOXIA-ISQUEMIA ENCEFALICA

Este procedimento foi baseado no modelo de hipdxia-isquemia neonatal proposto por
Levine (1960) e mais tarde modificado por Rice, Vannucci, and Brierley (1981). O modelo
consiste na oclusdo permanente da artéria carotida comum esquerda, seguida por uma exposi¢ao
a ambiente hipoxico, produzindo uma lesao cerebral unilateral em ratos recém-nascidos. Ao 7°
dia pds-natal, os animais designados como HI foram anestesiados com halotano (2-4%), e a

artéria carotida comum direita foi ocluida com acesso através da superficie ventral do pescoco
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do animal. Por volta de 2 a 3h ap0s a cirurgia, os filhotes foram expostos a uma camara com
ambiente hipdxico (8% de oxigénio e 92% de nitrogénio, com fluxo de 5L/min), imersa em
banho-maria para controle da temperatura a 37°C, por 90 min em grupo de 5 animais. Quanto
aos animais do grupo Sham, estes receberam anestesia e incisdo no pescoco. No entanto, a
artéria comum ndo foi ocluida e ndo houve exposi¢do a ambiente hipdxico. A Fig.2 ilustra esse
processo. Acabados os procedimentos, 0s animais retornaram aos cuidados maternos,

permanecendo em suas caixas moradias até o desmame, no 21° dia pds-natal.

7 3\
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Figura 2: Procedimento de hipdxia-isquemia encefalica de

TETTE TR RTYEy

vewew

Levine-Rice

Nota: Adaptado de Rice et al. (1981)

3.3 TAREFA DE INTERACAO SOCIAL E RECONHECIMENTO SOCIAL

Ao 45° dia pbs-natal, os animais iniciaram a tarefa de interagdo social, baseada no
experimento de Engelmann, Wotjak, and Landgraf (1995) e modificado por Marin et al. (2008).
Para esta tarefa, os animais foram postos em um campo aberto, onde se avaliou a interacéo
social e a capacidade de reconhecimento social. A técnica toma como vantagem a capacidade
olfatoria discriminatoria do roedor e 0 seu interesse em investigar animais de mesma espécie,
ambos inatos ao animal. O experimento consiste na exposi¢do do animal avaliado a dois animais
desconhecidos, com idades e pesos semelhantes, durante 5 minutos. Em seguida, o animal

experimental é mantido em isolamento em outra caixa, e apds 30 minutos, retorna ao campo
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aberto. Neste segundo momento no campo aberto, 0 animal se depara com dois animais, sendo
um deles ja presente no primeiro encontro (intruso familiar) e um animal novo (intruso néo-
familiar) por 10 minutos. Foram mensuradas, 0s seguintes comportamentos sociais: cheirar,
cheirar areas genitais, seguir, montar e colocar-se embaixo; e nao-sociais: self-grooming e
rearing, durante ambos os encontros. A comparacdo dos comportamentos direcionados aos
intrusos familiar e ndo-familiar, no segundo encontro, permitiu avaliar a memdria de
reconhecimento dos animais. Ainda, a analise posterior de comportamentos conforme sua
categoria, possibilitou verificar alteracdes na interacdo social entre os grupos pesquisados. Para
a analise da tarefa de reconhecimento social também foi calculado um indice de reconhecimento
expresso pela seguinte razdo SNF/(SNF+SF) [SNF = total de comportamentos sociais dirigidos
ao animal ndo-familiar; SF = total de comportamentos sociais dirigidos ao animal

familiar(Marin et al., 2008). Abaixo, pode-se observar um esquema da tarefa na figura 3.

5 minutos 10 minutos

Figura 3. llustracdo do teste de reconhecimento social.

Nota: A esquerda, o primeiro encontro com dois animais desconhecidos por 5 minutos,
passados 30 minutos de intervalo o segundo encontro com o intruso familiar e o intruso

n&o familiar, por 10 minutos. Adaptado de Marin et al. (2008).

3.4 TAREFA DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Neste estudo, foi utilizado o protocolo de reconhecimento de objetos de Bevins and

Besheer (2006). Neste protocolo os animais aos 48 dias pds-natal foram colocados no campo

12



aberto individualmente, onde puderam interagir com dois objetos iguais (Al e A2) durante 5
minutos. Apds um intervalo de uma hora, eles eram retornados ao campo aberto, contendo um
dos objetos ja conhecido previamente no primeiro encontro e um objeto novo (Al e B1), com
0s quais eles puderam investigar os objetos por mais 5 minutos. O indice de reconhecimento
foi obtido através da comparacdo do tempo que o animal passou interagindo com os objetos. A
fim de averiguar o reconhecimento de objetos, calculou-se um indice de reconhecimento
expresso através da razao TN/(TF+TN) [TF= tempo de exploracédo do objeto familiar (A2) na
primeira se¢do; TN= tempo de exploracdo do objeto novo (B) na segunda secdo](Bevins &

Besheer, 2006)Um esquema pode ser visualizado na Figura 4.

5 minutos 5 minutos

Figura 4. llustrag&o da tarefa de reconhecimento de objetos

Nota:.A esquerda a primeira sessdo com dois objetos idénticos (Al e A2); a direita a segunda sess&o

na qual o objeto A2 é trocado pelo objeto desconhecido B. Adaptado de Bevins and Besheer (2006)

Todos os objetos foram limpos entre as sessdes com uma solugéo de etanol 70%. A partir
das gravacoes, registrou-se o tempo gasto nas exploragdes dos objetos durante as sessdes. Os
videos foram distribuidos aleatoriamente entre dois observadores treinados, cegos em relagdo a
condicdo experimental do animal. Em seguida, 5 videos aleatdrios foram analisados por um
juiz, também desconhecendo o grupo a qual o animal pertencia. O critério para a aceitacdo das

analises dos videos foi de 75% de concordancia entre 0s observadores.
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3.5 TAREFA DE TEMPO DE REACAO SERIAL DE CINCO ESCOLHAS (5-CSRTT)

Para uma melhor descricdo, esta sessdo subdivide-se em Aparato, Habituacao,

Treinamento e Manipulagéo.

3.5.1 Aparato

Para a execucdo desta tarefa, foram usadas oito caixas operantes de aluminio, com
medidas 25cmX25cmX25cm (Med Associates St. Albans, Vermont, USA). O equipamento
possui 5 entradas quadradas de 2,5cm para a resposta dos animais em uma parede lateral
curvadas a 5¢cm do chdo e com distancia de 5¢cm entre cada entrada. Na parede oposta, ha um
alimentador de pellets de sacarose 45mg (Biosery, USA). O equipamento foi alojado em uma
caixa ventilada a prova de som, a fim de evitar estressores. As entradas e o alimentador possuem
lampada de iluminag&o e sensor infravermelho, utilizado para detecgéo de respostas. O software
MED-PC (Med Associates Inc., St. Albans, Vermont, USA) foi utilizado para o controle e
registro das respostas por computador.

O protocolo escolhido para esta etapa do estudo foi aquele utilizado por Carli et al
(1992). Dentro da caixa operante, 0s animais deparam-se a dois painéis, um deles com apenas
um orifio, conectado ao alimentador que libera pellets de acucar de acordo com a resposta do
animal ao teste, e 0 outro contendo as aberturas em que o animal responde posicionando o
focinho dentro. No decorrer da tarefa, analisa-se 0 desempenho através dos seguintes quesitos:
respostas corretas, respostas incorretas, respostas prematuras, respostas perseverativas e
omissBes, que podem indicar déficit na atencdo ou presenca de comportamento impulsivo
dentre outros prejuizos (Robbins, 2002). Uma ilustracdo da caixa operante pode ser observada

na Figura 5.
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Figura 5. Arranjo espacial da caixa de 5-CSRTT.

Em frente ao animal estdo localizadas as cinco aberturas e atrds o alimentador onde
séo dispensados os pellets de agUcar.

Nota: Adaptado de “The application of the 5-choice serial reaction time task for the

assessment of visual attentional processes and impulse control in rats” (Bari, Dalley,

& Robbins, 2008)

3.5.2 Habituacéo

Foi iniciada uma restricdo alimentar 15 dias antes do inicio da habituacdo na tarefa. No
primeiro dia de restri¢do, a oferta de alimento foi reduzida a 17g/ dia para cada animal até que
eles atingissem 85% do peso esperado para a sua idade. O peso esperado foi calculado
comparando o peso do animais da tarefa a outros que ndo seguiam essa mesma restricdo. Para
tanto, foram mantidos animais controle com livre acesso a racdo, com a mesma idade e
mantidos nas mesmas condi¢bes de alojamento. Em uma semana, 0 peso dos animais
experimentais encontrava-se no patamar desejado (=85-90% do peso dos ratos controle).

Ao atingirem o peso esperado, foi iniciada a habituacdo dos animais ao aparato da 5-
CSRTT. A habituacdo também seguiu o protocolo de Bari et al. (2008), com variac¢Oes devidas
a especificidade do projeto. Por exemplo, os animais ja vinham sendo manuseados ha algumas
semanas, ndo necessitando essa habituacéo ao experimentadores descritas no protocolo.

A habituacdo ocorreu da seguinte forma: durante 4 dias consecutivos, os ratos foram
alojados na caixa da 5-CSRTT. Foram colocados dois pellets de agucar em cada uma das cinco
aberturas e em torno de 10 pellets foram postos no alimentador. As luzes da caixa eram acesas,
e 0 animal permanecia na caixa por 20 minutos para que coletasse os pellets de acucar.
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3.5.3 Treinamento

Cada sesséo diaria de treinamento durava 100 tentativas, com limite maximo de 30
minutos para o animal realiza-las, o que ocorresse primeiro. As sessdes eram realizadas 5 vezes
por semana. Desta vez, os pellets ndo eram disponibilizados nos orificios do aparato. O animal,
entdo deveria responder a um estimulo luminoso apresentado aleatoriamente em um dos cinco
pequenos orificios da caixa para consegui-los, posicionando seu focinho no orificio iluminado
(nose-poke) A cada resposta correta, o animal era recompensado com um pellet no alimentador.
Nesta fase de treinamento, os parametros utilizados foram os seguintes: duracdo do estimulo
(SD) — tempo em que a luz do orificio mantinha-se acesa — de 30 segundos; limited hold (LH)
— tempo disponivel ao animal para responder apds apresentacdo do estimulo — de 30
segundos; intervalo entre tentativas (ITI1) —periodo de tempo que antecede o novo estimulo —

de 5 seguntos. Para o animal passar para o proximo estagio, ele deve apresentar um minimo de

Respostas corretas

80% de acurécia ( x100) e taxa de omissdes inferiores a 20% em

Respostas corretas + incorretas
trés sessdes consecutivas. A cada novo estagio, a SD era reduzida gradualmente e o LH
aumentado, 0 que representa a passagem a um novo estagio do treinamento da tarefa.

Se as respostas do animal fossem incorretas (aquelas em que o animal punha o focinho
em um orificio ndo-iluminado), antecipatdrias ou prematuras (quando o animal respondia antes
da apresentacdo do estimulo) ou omiss6es (0 animal ndo respondia ao estimulo), seguia-se um
periodo de 5 segundos em que todas as luzes do aparato eram desligadas como forma punitiva.
Respostas perseverativas (quando o animal insistia em um mesmo orificio) foram registradas,
mas ndo puniam o animal. Na tabela 1 é possivel observar os parametros avaliados pela 5-

CSRTT, e 0s respectivos construtos.
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Tabela 1. Construtos avaliados pela 5-CSRTT e a forma como sio aferidos

YVariiveis Forma de colety dos dados

Constratos avalindoes :
e correspondentes na 3-CSRTT

MY e sesstes necessarias
para chegar oo Oltine

Desempenho Coznitivio Aquisicio cda Tareta . . .
N estdgio ¢ média de sessdes
e cada eslisio
Porcentagem de  respostas
Adengio Aeuricia corretas 100" de
cornelas + meorrelas)
- C o Porcentugem  de  respostas
Alenedn Molivagio Chipssoes = :

e realzadas

Eespostas  realizadus  antes
Prematuras da aparngico de estimulo,
durante o ITI

Impulsivdade ¢ Controle
Loabantdora

Respostas  persistentes  em
Compulsividade Perseverativas qualquer  orificio apos  a
apresentacio da recompensa

Tempo que o animal leva

Molrvagio Velocidade de I aténeia para responder ao estimulo

Processamenlo ' lmimesa ¢ para coletar o
petler noe almentador

[empo  pecessario para
completar oz 100 mals ¢
Medidas Awxiliares Tempo e n®de fidals  quantidade de trials

realizados em eada sessio
de tremmmento

Tabela 1- Construtos avaliados pela 5-CSRTT e a forma como sdo aferidos.
Nota: Adaptado de Bari, Dalley, & Robbins, (2008

As sessdes da 5-CSRTT foram realizadas de segunda a sexta, no turno da tarde (entre
13h e 17h) por 22 semanas. Ao adquirirem desempenho estavel com os parametros (SD com
duracdo de 1 segundo e ITI igual a 5 segundos), as dez ultimas sessbes foram usadas como linha

de base e os ratos passaram a um novo estagio do processo, onde manipulava-se SD e ITI.
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3.5.4 Manipulagdo

As manipulacgdes tiveram como objetivo um aumento na demanda atencional, j& que o
animal respondia com parametros diferentes do habituado durante as semanas prévias.

A quantidade de respostas perseverativas pode proporcionar indicios de comportamento
repetitivo e estereotipado, enquanto que o nimero de sessbes que o animal leva para progredir
para estagios mais avancados da tarefa durante o treino indica aprendizado do animal. A
laténcia de resposta nos indica a velocidade de processamento, e a laténcia para coletar o pellet,
a motivacdo do animal pela tarefa. Esses parametros foram analisados para comparar o
desempenho entre animais que sofreram a hipoxia-isquemia neonatal e dos animais controles.

Essas manipulagdes ocorreram em quatro sessoes de teste para cada animal, realizadas

duas vezes por semana, as tercas e quinta-feiras. Seguem os parametros delas ( tabela 2):

Tabela 2 — Manipulagdes dos Parametros

Manipulagéo Tempo de SD (em segundos) Tempo de ITI (em segundos)
A 5 0,5

B 7 1

C 5 1

D 2 1

E importante mencionar que os animais passaram as sessoes de teste (com manipulag&o)
logo apos atingirem desempenho estavel no sétimo e Gltimo estagio. No entanto, nove animais
do grupo experimental ndo foram capazes de atingir a linha de base, em outras palavras, ndo
obtiveram minimo de 80% de acuracia e omissdes inferiores a 20%. Dessa forma, 0s requisitos
foram flexibilidade para minimo de 65% de acuracia e maximo de 20% de omissdes. Ainda
assim, quatro dentre esses nove animais ndo alcancaram desempenho estavel com esses
parametros, sendo entdo mantidos na ultima etapa de treinamento por, no minimo, dez dias para
que atingissem estabilidade na linha de base para enfim serem avaliados pelos testes

manipulados.
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3.6 ANALISES HISTOLOGICA E VOLUMETRICA

Depois de finalizados os testes, os animais foram transportados para o Departamento de
Ciéncias Morfologicas (ICBS- UFRGS) em suas caixas moradia, em veiculo climatizado.
Cortes dos encéfalos dos animais foram submetidos aos protocolos histologicos consolidados e
realizados em estudos prévios (Derksen, Ward, Hartle, & lvanco, 2007; Gharbawie, Gonzalez,
& Whishaw, 2005; MacLellan et al., 2006). Para isso, 0os animais foram anestesiados com
xilazina e quetamina (30% 10mL/Kg) por via intra-peritoneal, sendo realizado, posteriormente,
a toracotomia com exposi¢do do coracdo. A seguir, foram injetados 1000 Ul de heparina sédica
(Cristélia) no ventriculo esquerdo e por meio de incisdo neste mesmo ventriculo foi inserida
uma canula ligada a uma bomba de perfusdo (Control Company). Ap6s uma segunda inciséo,
desta vez no atrio direito, foi perfundida, primeiramente, solucéo salina (150mL), para lavagem
da arvore vascular e posteriormente, solucdo fixadora (200mL) composta de paraformaldeido
(PFA) 4% diluido em tampdo fosfato (TF) 0,1 M pH 7,4. Apo6s este procedimento, os encéfalos
foram retirados por meio da abertura da calota craniana, sendo pos-fixados na mesma solucéo
fixadora utilizada para a perfusdo por mais 4h a temperatura ambiente. Posteriormente, 0s
encéfalos foram crioprotegidos pela imersdao em sacarose 30% diluidas em TF a 4°C, onde
permaneceram até submersdo. Depois de realizada a crioprotecdo, os encéfalos foram
congelados em isopentano resfriado em nitrogénio liquido a -80° C até a realizacdo das anélises

histoldgicas.

Para a analise dos danos cerebrais causados pela hipdxia-isquemia, foram elaboradas
laminas histologicas a partir dos cérebros dos animais. 17 cérebros (8 do grupo Hl e 9 do grupo
Sham) foram fatiados em criostato Microm HM505E (Thermo Fisher), que mantinha os
cérebros congeladosa ~ -23° C durante o processo. Cada corte possuia 50pum de espessura e
com espacamento de 300um entre os cortes utilizados, compreendidos entre as coordenadas do
bregma entre 5mm e -6mm antero-posterior, onde sdo encontradas as estruturas de maior
interesse, principalmente: cortex frontal (coordenadas do bregma entre 5 e -2 mm antero-
posterior), hipocampo (coordenadas do bregma entre -1le -6 mm antero-posterior) e estriado
(coordenadas do bregma entre 2 e -4 mm antero-posterior) (Paxinos & Watson, 2007). As fatias
foram capturadas em laminas histologicas gelatinizadas, coloridas com Hematoxilina e Eosina-

Y, fixadas em etanol, e mais tarde escaneadas a 1200 dpi (HP Photosmart 3160 All-in-one).

Para a analise do volume de cada estrutura e do volume total dos cortes, primeiramente

foi utilizado o software ImageJ (Scion Corporation, Frederick, MD, USA), que calcula a area
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através do numero de pixels de uma certa delimitacdo na imagem. Depois foi utilizado 0 método
Cavalieri (Porzionato et al., 2015), que parte do principio de que, com a soma das areas de todos

os cortes multiplicada pelo intervalo entre os cortes (300um), é possivel estimar o volume.
3.7 ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos da 5-CSRTT, foi utilizada ANOVA (General Linear Model) para
avaliar os efeitos principais de grupo, das manipulagdes e a interacdo entre grupo e
manipulacdes para cada varidvel. O nimero de sessdes necessarias para adquirir o estagio
subsequente (aquisicdo da tarefa) também foi medido atraves de ANOVA. A corregdo de

Greenhouse-Geisser foi utilizada quando o pressuposto de esfericidade foi violado.

Nas comparacgdes histoldgicas e nas tarefas de reconhecimento, a comparacdo foi
realizada através do teste t de Student. Para as correlacdes estatisticas, fez-se uso do Coeficiente

de Correlacdo de Pearson.

Somente os testes de nivel com significancia de 0,05 ou inferior foram considerados
para as hipdteses. Os dados sdo apresentados no formato : Média £ Desvio Padrdo. Em todas
as tarefas, foram utilizados testes para verificar a normalidade dos dados. O software utilizado

para os calculos foi o IBM SPSS Statistics, versao 21.

4 RESULTADOS

4.1 RECONHECIMENTO SOCIAL

Enguanto n&o foi encontrada preferéncia de interagdo com o animal ndo-familiar pelos

animais do grupo HlI, essa preferéncia foi encontrada nos animais Sham (Fig 6).
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Figura 6. Indice de Recohecimento Social.
*Diferenca significativa, t (1,20) = -3,148, p = 0,005

4.2 RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Na tarefa de reconhecimento de objetos, também houve um desempenho inferior dos
animais HI, porém nao houve diferenca (t 1,20 = - 1,366, p = 0,187). Em média, o indice de
reconhecimento (tempo destinado ao objeto B em relagdo ao tempo total de investigacéo de
ambos objetos) do grupo HI foi de 38,97% +15,36%. Em contrapartida o tempo médio do grupo
Sham foi de 46,5% +9,89% ( Figura 7).

Além disso, os animais do grupo HI obtiveram um percentual de investigacdo de objetos
(tempo destinado a investigacdo) menor que os animais controle (HI — média 16,77% + 5,82%;
Sham — média 26,30% * 9,15%). Essa diferenca manteve-se significativa para os dois objetos

analisados (Figura 8).
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Figura 7. Resultado do teste de reconhecimento de objetos.

t(1,20) = - 1,366, p = 0,187
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Percentual de Investigagdo

Figura 8. Percentual de Investigacao

Nota: Gréfico A ilustra a diferenca entre s grupos na investigacdo dos objetos. O gréafico B
mostra que o indice de investigacdo dos animais do grupo HI foi menor para os dois
objetos testados. Média HI: Objeto A 9,85% + 4,13%, Objeto B 6,75% + 3,10; Média
SHAM: Objeto A 14,33% = 5,56, Objeto B 12,14% + 3,96%.* Diferencas foram
significativas ,t (1,20) = - 2,913, p = 0,009 ** t (1,20) = - 2,150, p = 0,044 ***t (1,20) = -
3,551, p = 0,002
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4.3 RESULTADOS DA 5-CSRTT

Os dados relatados a seguir tiveram efeito principal de grupo:

4.3.1 Aquisicao da tarefa
No que diz respeito a aquisicdo da tarefa, observou-se um efeito principal de grupo, em

outras palavras, os grupos diferiram quanto ao nimero de sessGes necessarias para avancar de
estagio F (1,20) = 14,89, p = 0,001. Esse efeito foi expressivo, especialmente, nos primeiros
estagios: nesses, 0s animais HI precisaram de muito mais treinamento para conseguir atingir
0s critérios necessarios para a progressao na tarefa (Fig. 9). Ainda, foi observado efeito do
estagio da tarefa, ou seja, dependendo do estagio os animais tiveram mais dificuldade em
avancar no treinamento F (2,8; 57) = 6,14, p = 0,001). Todavia a interacdo entre grupo e nimero

de sessBes por estagio ndo foi significativa F (2,8; 57) = 1,88, p = 0,146.

Grupos

HH
] sHAM

30 A

20 A

10

NUmero de sessoes

00 -

Estagio

Figura 9: NUmero médio de sessdes por estagio.
Nota: Sdo demonstradas a média e erro padrdo do nimero de sessdes necessarias para atingir 0s

critérios desejados em cada estagio da tarefa. Colunas brancas representam o grupo SHAM e
barras pretas o grupo HI.

4.3.2 Acuracia

Quanto a acuracia, efeito principal de grupo indicou que a acuracia foi menor no grupo
HI, se comparados ao grupo Sham, (F (1,20) = 15,47, p = 0,001) ( Fig. 10A). O efeito principal
da manipulacdo apontou que a alteracdo de parametros, como esperado, modificou a acuréacia,
sobretudo na manipulacéo A, que conta com reducao da duracdo do estimulo de 1 segundo para
0.5 segundos. Tal efeito também foi encontrado na manipulagdo D, na qual o ITI foi diminuido,
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de 5 para 2 segundos, (F (4,80) = 39,27, p < 0,001). N&o houve interacdo entre os fatores
manipulagdes e grupo para esta variavel, (F (4,80) = 1,62, p = 0,176).

4.3.3 Prematuras

Quando comparado ao grupo Sham, o grupo HI teve uma maior média de respostas
prematuras em todas as condic¢des, como indicou o efeito principal de grupo (F (1,20) = 5,35,
p=0,031) ( Fig 10B). O efeito principal da manipulacdo dos parametros mostrou que a alteracdo
dos mesmos modifica 0 numero de respostas antecipatdrias. Um aumento do nimero desse tipo
de resposta foi observado tanto na manipulagdo A, quando reduz-se SD, como na manipulagéo
B, quando o ITI é acrescido em 2 segundos. Contudo, as prematuras diminuiram quando a
duracdo do estimulo também diminuia, o que ocorre na manipulacdo D (F (2,5; 51) = 8,73, p <
0,001). Né&o foi observada interagdo entre as manipulacées e o grupo (F (2,5; 51) = 0,97, p =
0,39).

4.3.4 Laténcia de recompensa

O efeito principal de grupo indicou diferenca para a variavel laténcia de recompensa. O
grupo HI obteve uma laténcia maior para coletar a recompensa em todas as condi¢es quando
comparado ao grupo Sham (F (1,20) = 12,48, p = 0,002) (Fig. 10G). Em contrapartida, o efeito
principal de manipulacdo ndo se mostrou signicativo para esta variavel (F (1,4;29) =0,82, p =
0,413), dessa forma, os grupos séo diferentes ndo importando a manipulacdo a que foram
expostos. Por fim, ndo houve interagéo significativa entre grupo e manipulagéo (F (1,4; 29) =
1,30, p = 0,278).
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Figura 10 : Desempenho nas sessdes de teste.

Nota: Sdo demonstrados em média e erro padrdo da média todos os parametros comportamentais
avaliados para ambos 0s grupos, HI (colunas pretas) e SHAM (colunas brancas). Da esquerda para a
direita: Linha de base, LB (média das dez Gltimas sessdes), com os parametros SD = 1s e ITI = 5s.
Manipulacéo A (diminuicdo da duragdo do estimulo), SD =0,5s e IT I= 5s. Manipulagdo B (aumento
do intervalo entre tentativas), SD = 1s e ITI = 7s. Manipulagdo C, (manipulagdo controle, mesmos
pardmetros da linha de base). Manipulacéo D (diminuicdo do intervalo entre tentativas), SD =1 e ITI
= 2s. O efeito principal de grupo foi significativo nas varidveis: acuracia, prematuras, laténcia de
respostas corretas e laténcia de recompensa. O efeito principal de manipulacdo foi encontrado em
todas as variaveis analisadas exceto no tempo, trials e laténcia de recompensa. Interacéo entre grupo
e manipulacéo foi observada somente na variavel omissoes.

4.4 HISTOLOGIA E VOLUMETRIA

De uma forma geral, a lesdo pretendida com hipdxia-isquemia foi alcangcada, como
pode-se perceber na figura 11. Apesar do volume total do cérebro dos animais ndo ter sido
significativo entre os grupos (t(15)=1.88 p<0.88), houve uma diferenca significativa no volume
do lado direito (lado lesado) de estruturas de interesse : cortex frontal direito (t(15)=3.43
p<0.004); estriado direito (t(15)=2.79 p<0.016) ; hipocampo direito (t(15)=2.66 p<0.018). Em
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relacdo as estruturas contralaterais, ndo foi observada diferenca estatistica : Cortex frontal
esquerdo (t(15)=1.10 p<0.28); estriado esquerdo (t(15)=-1.18 p<0.264); hipocampo esquerdo
(t(15)=0.34p<0.44). Ao considerar as estruturas de forma inteira, isto é, sem dividi-las em
hemisférios, obteve-se diferenca somente no cortex frontal (t(15)=2.65 p<0.018), devido a lesdo
acentuada no cortex frontal direito dos animais HI. Essas informacgdes podem ser vistas nas
Figuras 12 a 15.

Figura 11. Imagens da histologia
Nota: A esquerda, na figura 11A, uma fatia do cérebro de um animal do grupo HI e a direita, figura

11B, uma fatia do cérebro de um animal do grupo Sham, ambos a 3,24 mm anteriores ao bregma.
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Figura 12. Comparacdo da media dos volumes totais das areas
cortadas dos cérebros entre os grupos HI e Sham, a qual sem
diferenca signicativa t(15)=1.88 p<0.88
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Figura 13. Comparacao do volume do cortex frontal (total e dividido em
hemisférios) entre o0s grupos estudados. Houve diferenca estatistica no
cortex frontal direito entre os grupos t(15)=3.43 p<0.004 e no cértex de
forma total. * - p<0,05 **- p<0,01
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Figura 14. Comparacao do volume do estriado (total e dividido em
hemisférios) entre os grupos estudados.



Nota: Houve diferenca estatistica no estriado direito entre os grupos
t(15)=2.79 p<0.016.*- p<0,05
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Figura 15. Comparagéo do volume do hipocampo (total e dividido em
hemisférios) entre os grupos estudados. Houve diferenca estatistica no
hipocampo direito entre os grupos t(15)=2.66 p<0.018. * - p<0,05

Ao parearmos o0s volumes das estruturas cerebrais lesadas ao indice de Reconhecimento
Social, houve uma correlacdo significativa entre volume do cortex frontal direito (r=0,511
n=17 p=0,036), estrutura com ja diferenca entre 0s grupos. Quanto ao reconhecimento de
objetos, ndo houve interacéo significativa entre as estruturas e o desempenho dos animais a esta
tarefa. Ademais, ndo foi observada correlacdo entre 0 nimero de cruzamentos e o volume de
qualquer estrutura de interesse.

Em relacdo aos dados oriundos da 5-CSRTT, houve diversas correlagdes estatisticas. As
respostas prematuras correlacionaram-se negativamente ao volume do cérebro total dos animais
(r=-0,684 n=17 p=0,002), do cortex frontal direito (r=-0.551 n=17 p=0,022), do cortex frontal
total (r=-0,542 n=17 p=0,025), do hipocampo (r=-0,565 n=17 p=0,018) e do estriado de forma
global, tanto inteiro quanto separado em hemisférios( r=-0,490 n=17 p=0,046), (r=-0,720 n=17
p=0,001), (r=-0,809 n=17 p=0,000), estriado esquerdo, direito e total, respectivamente.

O numero de sess@es relacionou-se negativamente ao volume do cértex frontal direito
(r=-0,544 n=17 p=0,024), ao cértex frontal inteiro (r=-0,499 n=17 p=0,041) e ao estriado
direito (r=-0,563 n=17 p=0,019).
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J& a acurécia, essa relacionou-se linearmente ao volume do cérebro total dos animais
(r=0,618 n=17 p=0,008), do cortex frontal direito (r=0,653 n=17 p=0,005, do cértex frontal
total (r=0,571 n=17 p=0,017), do estriado direito (r=0,728 n=17 p=0,001), do estriado total
(r=0,665 n=17 p=0,004), do hipocampo direito (r=0,593 n=17 p=0,012) e do hipocampo total
(r=0,482 n=17 p=0,050).

5 DISCUSSAO

Este trabalho encontrou evidéncia de que a hipdxia-isquemia neonatal afeta diversos
aspectos do comportamento dos animais. Os ratos submetidos a hipdxia-isquemia tiveram
menor capacidade de reconhecimento social, entretanto o reconhecimento de objetos néo foi
afetado; tiveram déficits na aquisicdo da tarefa, e tiveram uma performance mais pobre na 5-
CSRTT, com menor acurcia, maior numero de respostas prematuras e maior laténcia para
coleta da recompensa no alimentador. A lesdo ndo s tornou estruturas cerebrais menores, bem
como atingiu de forma abrangente diversas estruturas do hemisfério direito, destacando-se o
cortex frontal, hipocampo e estriado, demonstrada nas tarefas comportamentais e confirmada

na histologia.

A hipdxia-isquemia vem sendo utilizada em diversos trabalhos, com diversos resultados
sobre 0s danos a que esse procedimento pode levar. Danos de memaria espacial, por exemplo,
foram observadas por de Paula et al. (2009) e Arteni et al. (2010). Arteni et al.
(2010)encontraram inclusive hiperatividade locomotora nos animais, dados que também
corroboram com o estudo de Smith, Schmidt-Kastner, McGeary, Kaczorowski, and Knopik
(2016), que indicou uma maior vulnerabilidade para TDAH ( transtorno do déficit de atencéo e
hiperatividade) em animais HI. Por outro lado, Miguel et al. (2015), verificaram impulsividade,
compulsividade, déficits em atengdo, o que pode sugerir base etioldgica similar para TDAH.
J4, Bellot et al. (2014) encontrou mudangas em frequéncia respiratdria, sugerindo que a lesdo

afeta também o tronco cerebral.

Na primeira tarefa deste estudo, realizada ao 45° dia p6s-natal, os animais foram testados
quanto a sua capacidade de interacdo e reconhecimento social. Esse estagio se relaciona com
aumento na quantidade de tempo gasto em investigacao social e interagdo com outros animais,
além da busca por situacdes novas e exploragdo do desconhecido; comportamentos que se
atenuam em outras fases de vida (Spear, 2000). No entanto, estudos mostram que dano cerebral
pode causar diminuigéo na interagéo e reconhecimento social (Chou, Morganti, & Rosi, 2016;
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Semple, Canchola, & Noble-Haeusslein, 2012), concordando com estes resultados. Mesmo que
diversas estruturas tenham sido lesadas pela hipdxia-isquemia, a Unica estrutura que apresentou
correlacdo linear ao desempenho dos animais na tarefa foi o cortex frontal direito, embora o
hipocampo fosse a estrutura que mais se relaciona a comportamentos ligados a memoria.
Hipotetiza-se que o dano hipocampo foi o que produziu o prejuizo, mas a gravidade do dano
flutuou devido ao dano cortical, explicando a correlagéo.

No 48° dia, os animais foram submetidos ao teste de Reconhecimento de Objetos, e ndo
houve diferengas significativas, indicando diferentes circuitos de processamento entre
reconhecimento social e de objetos (Warburton & Brown, 2015; Winslow & Insel, 2004). Em
outros estudos, dados foram controversos, por exemplo, S. Kim et al. (2016) encontraram
déficits nos mesmos dois experimentos de reconhecimento mediante lesdo hipocampal
oxidativa, enquanto Peres et al. (2015) verificaram alteragdo nos ratos somente no
reconhecimento social, mas ndo em reconhecimento de objetos, quando o hipocampo e 0
estriado eram lesados com manganés. Danos no cortex frontal, encontrados neste estudo,
também ndo alteraram a preferéncia por objeto novo em experimento conduzido por Cross,
Brown, Aggleton, and Warburton (2013), mas houve efeito quanto a mudanca de posi¢do do
objeto. A hipdxia-isquemia, por outro lado, foi significante no recente estudo de Schuch et al.
(2016) envolvendo reconhecimento de objetos. Dessa forma, pode-se inferir que os sistemas
responsaveis por reconhecimento ndo foram totalmente esclarecidos, e que o reconhecimento
social parece ser bem mais vulneravel a diferentes tipos de lesdo do que o reconhecimento de

objetos, talvez por uma maior exigéncia de estruturas intactas.

O treinamento na 5-CSRTT comecou no 53° dia pos-natal, quando os ratos ja haviam
atingido o estagio de jovem adulto (Sengupta, 2013). Os animais HI realizaram essa tarefa de
maneira inferior, o qual foi verificado a partir da menor acuracia ao responder a tarefa, maior
namero de respostas prematuras e, por fim, maior laténcia para coletar a recompensa. De acordo
com Bari et al. (2008), essas variaveis podem ser traduzidas como aprendizado mais lento,
impulsividade, menor velocidade de processamento e desatencdo, respectivamente. A maior
parte dessas variaveis (exceto 0 numero de sessdes para avancar na tarefa) correlacionaram-se
ao volume do cértex frontal direito, do estriado direito e do hipocampo direito. Assim sendo,
ndo havia como apontar num primeiro momento qual estrutura afetou o desempenho dos
animais em cada parametro por simples causa-efeito, pois a lesdo abrangeu proporcionalmente

essas estruturas. Todavia, 0 modelo traz maior similaridade com o que ocorre no caso de um
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problema obstétrico, patologia bastante prevalente em humanos e mesmo em paises com alto

grau de desenvolvimento (Kurinczuk, White-Koning, & Badawi, 2010) .

Contudo, o cortex frontal sozinho pode ter sido responsavel pela maior parte do dano
funcional, visto que a estrutura esta entre as responsaveis por: atencdo (i.e explicando o motivo
pela menor acurécia entre o grupo experimental), controle inibitério (i.e sugerindo o maior
numero de respostas prematuras) e velocidade de processamento ( i.e condizendo com a maior
laténcia de recompensa) (Siddiqui, Chatterjee, Kumar, Siddiqui, & Goyal, 2008). O tempo
necessario para avancgar na tarefa, que indica a dificuldade em aprender a tarefa, correlacionou-
se com o volume do cortex frontal ( que também tem um papel na codificacdo da memdria) e
com o estriado, mas ndo com o hipocampo. Isso pode ser explicado pela 5-CSRTT acabar
tornando-se muito mais baseada em memoria processual (Bear, Connors, & Paradiso, 2007), e
do que uma memoria “de dados” pela repeticdo. Mas de forma alguma se sugere a
imparcialidade do dano hipocampal no desempenho dos animais. Estudos futuros podem tentar

especificar a subregido cortical mais envolvida nesse dano.

E importante mencionar que o fato da 5-CSRTT ser um ambiente desafiador e
estimulante para os ratos, esta tarefa pode ter desempenhado o papel de um meio enriquecido,
esse capaz de proporcionar efeitos positivos na neuroplasticidade e neuroquimica dos animais
(Vega-Rivera et al., 2016), entretanto isso ndo foi avaliado. Todavia, o estudo desenvolvido por
Yhnell, Lelos, Dunnett, and Brooks (2016), indicou uma melhora num modelo da doenca de
Huntington através da 5-CSRTT. Dessa forma, pode-se sugerir que os desempenhos cognitivo
e comportamental dos animais deste estudo pudessem ter sido ainda inferiores do que os

observados, inclusive os dados histoldgicos sem esse efeito benéfico da 5-CSRTT.

Estudos ainda correlacionam, em humanos, eventos isquémicos, com certas doencas
psiquiatricas. Getahun et al (2013). realizaram 2 estudos caso-controle, um envolvendo autismo
e outro TDAH nos quais houve uma forte associacéo de condi¢des hipoxico-isquémicas a essas
patologias (Getahun, Fassett, Wing, & Jacobsen, 2013; Getahun, Rhoads, et al., 2013). Brown
(2011), em uma metanalise, cita a hipoxia perinatal como um fator de risco para esquizofrenia.
Neste estudo, o comportamento dos ratos HI teve algumas caracteristicas comuns a essas
psicopatologias. Quanto a esquizofrenia, os animais HI também apresentaram sintomas
cognitivos da doenca, como pobre funcdo executiva, déficits atencionais e de memoria, pelo
perfil na tarefa da 5-CSRTT (NIMH, 2009); em relacdo ao TDAH, a impulsividade e também
0 déficit de atencdo; e em respeito ao transtorno do espectro autista, houve déficits sociais

31



(déficit em reconhecimento social, mas ndo de objetos). Esperava-se que houvesse respostas
perseverativas com relacdo aos animais controle para entdo poder observar também a
estereotipia motora nos animais HI, entretanto, em funcao da opcéo metodologica escolhida na
tarefa ndo foi possivel observar tal comportamento. Ainda assim, mesmo nao abrangendo
determinada patologia especificamente, a hipdxia-isquemia ndo deve ser descartada como meio
de estudo para essas doengas, visto que conseguiu mimetizar diversos aspectos que elas
possuem. Estudos futuros, entdo, podem concretizar a hipoxia-isquemia como essa ferramenta
de estudo de grupos de sintomas especificos de patologias com déficits sociais e/ou cognitivos

como o autismo, a esquizofrenia e o TDAH.
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6 CONCLUSAO

A realizacdo deste trabalho permitiu concluir que os animais submetidos a hipdxia-
isquemia neonatal apresentam desempenho cognitivo, desempenho atencional, velocidade de
processamento e controle inibitério inferiores ao animais controle, além de déficits no
comportamento. Esse prejuizo se correlacionou com a lesdo abrangente do hemisfério direito
dos animais, principalmente por danos ao cortex frontal e ao estriado, e em menor grau, ao

hipocampo.

Foi possivel observar que esse modelo pode ser relevante no entendimento de déficits
cognitivos em sujeitos que sofreram hipdxia-isquemia neonatal, e auxiliar na compreenséao de
varias patologias com prevaléncia importante e debilitantes como o TDAH, esquizofrenia e
autismo. Assim, investigacdes que busquem entender a base fisiopatoldgica dessas doengas

virdo a contribuir a construcdo de possiveis ferramentas terapéuticas.
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