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RESUMO

A meméria ¢é formada e regulada por vArios sistemas
localizados na amigdala (em tarefas estressantesd, ne hipocampo e
no septo medial C(em tarefas espaciaisd do SNC. Estas trés
estruturas convergem no cértex entorrinal C(C.E.D> através de
aferéncias e eferéncias. Varios estudos mostram evidéncias a favor
do papel integrador deo C.E. Em humanos, nesta estrutura, se inicia
a doenca degenerativa de Alzheimer. Estudos em ratos e primatas
mostram severas alteracdes de meméria, observados apéds remoc3o
ou les30 do C.E. Por outro lado também tem-se observado que a
captac80c de glicose e produclo de lactato dos animais sem o C.E.
encontram-se diminuidos, principalmente no hi pocampo. Neste
trabalho realizou-se 1les8o do C.E. em ratos adultos machos,
(previamente treinados ou n3o) com o aminoidcido excitatorio
N-metil -D-aspartico C(NMDA, S wugd, injetado diretamente através
de cirurgia estereotéxica. Animais controle foram operados com
salina, e foram utilizados também animais n3o operados. Sete dias
apds a cirurgia, os animais lesionados apresentaram amnésia
parcial, na tarefa de esquiva inibitoria, e n8oc apresentaram
amnésia para a tarefa de habituac3o ao campo aberto. JA& na
tarefa de esquiva ativa de duas vias os ratos lesionados
apreséntaram amnésia total, (tanto os animais operados apédés a
sess3o de treino quanto os previamente treinados)>. Com a finalidade
de estudar parametros do metabolismo cerebral dos ratos
lesionados, apdés o treino da tarefa de esquiva inibitoria,
utilizou-se a técnica de incubac3c de microprismas do hipocampo e
do C.E. lesionado. Mediu-se o consumo de glicose e a producfo
de lactato. Os resul tados das medidas ndo mostraram
diferencas significativas em relaclc aos ratos injetados com
salina e aos intactos . Este trabalho mostra que h& alteracio
de meméria do tipo associativa, provocada pela microinjec3o de
NMDA no C.E, mas n3c foram detectadas alteracdes do metabolismo
energético cerebral pela técnica de microprismas de hipocampo e

cértex entorrinal.
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ABSTRACT

Memory is formed and regulated by various systems, located in
the amygdala (for stressful task), hippocampus and medial septum
C(for spatial task> of SNC. The three structures converge upon the
entorhinal cortex CC.E.> through afferent and efferent fibers.
Several studies show evidence for an integrative role of C.E. In
humans, the degenerative lesions of Alzheimer’s disease start by
this structure. Studies on rats and primates show severe memory
deficits after C.E. lesions or ablations. Also, it has been
observed that glucose uptake and lactate production ar impaired,
mainly in the hippocampus, in animals with C.E. lesions. We studied
here the effect of 1lesions of the C.E. caused by the
stereotaxic 1localized infusion of the excitatory aminoacid,
N-Methyl -D-Aspartate (NMDA, S ug>. Control animals were infused
with saline, and unoperated controls were also used. Lesioned
animals showed partial amnesia in an inhibitory avoidance task, no
effect on habituation to an open field, and full amnesia for an
active avoidance task, the latter regardless of whether they
were prior operated or after the +training. With the purpose
of studiyng parameters of cerebral metabolism in the lesioned
rats, glucose consumption and lactate production were measured
in microprisms obtained from the hippocampus and C.E; of
animals sacrificed after inhibitory avoidance training. No effects
of the +training or the C.E. lesion were observed on these
parameters. In conclusion, NMDA lesions of the C.E. alters
associative memory, without inducing brain metabolic

alterations detectable by the technique used.



I. INTRODUCZO

Meméria é a capacidade de armazenar e evocar informacdes
aprendidas. Sem a meméria ndoco existe aprendizado e n3oc hi
aprendizado sem experiéncias (43). As memérias podem  ser
diferenciadas segundo o© tempo entre a aquisic3oc e a evocacilo:
em meméria imediata, que dura de poucos segundos até minutos; a
meméria de curto prazo, que dura umas poucas horas; e a meméria de
longa duracd3oco que dura dias, semanas ou anos (28, 43>. Numa
situacdo de novidade, virias informacdes s30 recebidas e,
apds serem selecionadas, s3o armazenadas ou n3o (26, 43, 71D.

A memdria que é mantida por longos periodos € elaborada numa
sequéncia de eventos: aquisic3o, ou elaboracio de novos padrdes de
comportamento, apds uma nova experiéncia (71D ; consolidac3o, o
tempo imediatamente apds a aquisicdo, quando a meméria fica mais
14bil (43, 46)>; armazenamento, que se define como o processo
neurcnal hipotético onde o aprendizado & fixado. (71> ; evocacio,
que é o uso da meméria em operacdes neurocnais e comportamentais
(2l)>. Memérias diferentes podem usar diferentes vias e processos,
e s3c0 integradas por sistemas moduladores (42, 44, 46). A
consolidac3o é modulada por sistemas, que s3o estudados pel# sua
resposta a drogas, neurotransmissores e horménios (19, 42, 43,

46, 49D, existindo possives interacdes entre estes

diversos sistemas, a nivel central e periférico (20, 46, 47D.

No Sistema Ner voso Central varias entruturas est3o
envolvidas nos processos de consolidacdo,e expressio das memérias:

1



a amigdala, o hipocampo, o septo medial e o cédrtex entorrinal,
que processam diferentes tipos ou aspectos de memérias
(44, 46, 63). Nelas neurotransmissores excitatdérios e inibitérios,
que excercem um papel fundamental, fortalecendo ou inibindo a
consolidacdo (46, 47, 48).

Também nos mecanismos modulatérios da consolidac3o atuam varios
horménios, os quais possivelmente modulam diferentes sistemas de
neurotrasmissores (20, 37, 39, 62).

O fendmeno eletrofisiolédgico chamadao Potenciac3o de Longa
Duracdo (Long-Term-Potentiation ou LTP) (S, 12>, cada vez mais
pesquisado, € proposto como a base para o processamento da meméria,
pelas suas caracteristicas (5, 49). A LTP acontece em sinapses
excitatdérias glutamatérgicas, as mais abundantes no cérebro
(4, 5, 6. A LTP consiste no aumento da resposta sinéptica,
especifica para esa sinapse, como consequencia da estimulac3o
repetitiva e breve, da sinapse (5, 49).

A meméria pode ser medida através da evocac3o. No caso do
hoﬁem a evocacdo pode ser verbal ou n3o. Nos animais inferiores o
compor tamento mede-se de forma n3o verbal (43). A exposic3o de
um animal a um certo ambiente, com estimulos especificos que
levam a emitir ou suprimir uma resposta determinada & chamada de
tarefa (71)5. A primeira exposicio a uma tarefa chama-se treino, e
uma segunda exposicdo € chamada teste. A meméria de uma tarefa
pode ou ndo ser facilitada por uma série de tratamentos, antes ou
apds o treino. O incremento ou a diminuic3c da meméria acontecem
pelos sistemas conhecidos como moduladores, antes mencionados

(18, 71>. O decréscimo ou a disfunc3oc destes sistemas pode provocar

ny



amnésia. HA dois tipos de amnésias : retrégrada , que & a
incapacidade de lembrar memérias do passado, em maior grau as
recentes do que as remotas, e a amnésia anterdégrada, que & a

incapacidade de formar novas memérias. Chama-se amnésia global

quando o sujeito apresenta os dois tipos de anmésia (29, 43D.

1. 1. MODULACAO DA MEMORIA

Os neurotransmissores podem ser modulados por horménios,
perifericamente, que melhoram ou n3oc a meméria na consolidac3o. Os
chamados horménios do estresse como sao a epinefrina,
adrenocoticotrofina CACTHD) e vasopressina, s3o liberados em
proporcdo aoc grau de alerta ou estresse (35, 36>. Trabalhos mostram
que a administracdo de adrenalina, ACTH, ou vasopressina em
altas doses, ou f-endorfina em doses baixas, depois do treino
provoca amnésia. Mas quando administradas as mesmas drogas antes
da sess3oc de teste é revertido o efeito amnésico, em tarefas
de esqui va inibitéria. Assim o aprendizado depende de
diferencas qualitativas e quantitativas do contexto neuro-humoral
presente no treino e no teste (35, 36, 37, 38). Também a glicose
injetada intra-peritonealmente, tem efeitos semelhantes sobre a
meméria s, Estudos mostram que as catecol aminas s3o
alteradas, de forma diferente em diferentes regides cerebrais, por
diversas tarefas comportamentais. A injecao de agonistas
noradrenérgicos ou colinérgicos na amigdala facilita a
consolidacdo (19, 42, 44D.

Os aminodcidos de tipo excitatério como o glutamato e

8]



aspartato (57, 72, 98, e inibitério como é o 4cido gama-
aminobutirico (GABAD (24, 44>, modulam a consolidacio (20, 25).

Dos receptores para o GABA, o mais abundante, usado por um
terco de todas as sinapses no cérebro, € do tipo GABA-A; bem

estudado por Izquierdo, Medina e colaboradores (44, 45, 48, 63D,

como modulador negativo da meméria em tarefas de esquiva
inibitéria. O receptor GABA-A €& um complexo macromolecul ar,
acoplado a um receptor para benzodiazepinicos. Este complexc

consiste de diferentes polipeptideos Ca, 3, », &, &£, formando uma
unidade hetero-ocligomérica. A ativac3o de receptores GABA-A aumenta
alostéricamente a permeabilidade da membrana aos iéns cloro,
conduzindo a uma hiperpolarizacdo pds-sindptica (45, 48, 63). Ao
receptor para benzodiazepina unem-se as benzodiazepinas como
o diazepam. A molécula de diazepam, e outras benzodiazepinas tem
sido encontradas em vArios fluidos como no liquor, leite, além de
plantas e microrganismos e em cérebro de mamiferos (63). As

benzodiazepinas cerebrais enddgenas poderiam ser originidrias em

parte da alimentacdo (44, 45, 49, 63>. Sabe-se que as
benzodi azepinas produzem sedacdo, relaxamento muscul ar e
estabilizac3o autonédmica, além de potencializar fortemente

efeitos depressivos de barbitdricos e do Alcool (63D, As
benzodiazepinas incrementam a sensibilidade de receptores GABA-A

ao GABA, e influenciam na forma¢3o da meméria (25, 43, 45, 63D.



1. 1. 1. Potenciac3o de Longa Duracio

CLTPD

A Potenciac3o de Longa Durac3oco C(em 1inglés Long-Term -
Potentiation ou LTP) foi descrita por Bliss e Lemo (8) em células
piramidais do hipocampo Careas CAl e CA3). O processo consiste na
persistencia do incremento na eficdcia sinaptica, durante horas,
dias ou semanas (4, S, 6, ©B8). Para melhor esclarecimento, é
importante caracterizar tres diferentes fases (67), na cascacta de
mudancas moleculares da LTP. 1D Induczo : had consenso que o maijior
evento é o influxo de Ca 2+ pés-sinédptico, principalmente pelos
canais dos receptores NMDA do glutamato (12, 58, 59). 2) Fase
Intermediaria: mudancas iniciais de sistemas de alguns
segundos mensageiros, promovem modificacdes mais estlveis
(598, B7, 95); nesta fase ha aumento da atividade de PKC,
Calcio-calmodulina quinase II e proteases (49, 57, 58, 59, 67).
Na glia também ocorrem mudancas, bloqueando a captacio de
glutamato (4, 72).3> Manutenc3o: uma vez estabelecida a LTP se
expressa pelos receptores AMPA (3, 5, 6. Para manter a LTP tem
sido propostos, os mensajeiros retrégrados: o &cido araquidénico

e o &xido nitrico (4, BD.

1.2. PAPEL DE ESTRUTURAS CEREBRAIS NA CONSOLIDACAO DA MEMGRIA

As estruturas neurocnais centrais que se destacam na modul ac3o
da consolidacdc da memdéria, processando diferentes tipos de
memérias, s3o: a amigdala, o hipocampo, e o septo medial (28, 43,

47>. Estas estruturas est3o interconectadas por vias aferentes e



eferentes, curtas , e recebem por sua vez informac3c polissensorial
que vem da formacdo reticular mesencefilica; projetam ao
diencéfalo, e por meio deste ao cértex (43). Tem-se demostrado que
o dano a nivel destas estruturas prejudica diferentes tipos de
meméria C2, 44, 100D.

A amigdala modula memérias de alto conteddo emocional, e esta
envolvida em processamento de informacd3c do tipo aversiva. O
h;pocampo e o septo medial processam memérias de +trabalho,
espaciais e informac3oc olfativa, mas por mecanismos diferentes
C44>. A administracﬁo sistémica de bloqueadores de receptores
excitatérios glutamatérgicos de tipo NMDA como o Acido
2-amino- BS-fosfonopentandico C(APS), na amigdala, septo medial,
e no hipocampo imedidtamente apdés o treino na tarefa de
esquiva inibitéria causa amnésia retrégrada (26, 44>. Efeito
similar causam agonistas de receptores colinérgicos
muscarinicos como a escopolamina. A picrotoxina, que

bloqueia o canal de cloro, causa facilitac3o, anulando o efeito

do APS5 e da escopolamina (51). A maioria das interacgdes
éntre os mecani smos de neurotransmissores nestas trés
estruturas deve estar excitando as células envolvidas no
processo da consolidac3o, através de mecanismos paralelos e

similares (25, 44, 51).

A estimulacdo de terminais GABA#rgicos modul ados por
benzodiazepinas, inibem estas células. Além disso, a administracio
sistémica intraperitoneal ou a microinjecdc intra-amigdala de

bloqueadores de receptores de tipo GABA-B (pré-sinapticos),



como o baclofem prejudica a retencido, mostrando envolvimento na
amigdala de receptores tipo GABA-B (11, 44). Os receptores GABA-A
inibem a formacio da memdéria , e sdo regul ados pelas
benzodi azepinas: O flumazenil, um antagonista especifico de
receptores benzodiazepinicos injetado na amigdala bilateralmente

apds o treino em esquiva inibitéria, causa facilitacio da meméria.

Também a injecdo imediatamente pés-treino, de flumazenil no
hipocampo e no septo incrementa a retencdo . Mas apenas a injec3o
intra-hipocampal de flumazenil incrementa a retencio da tarefa

de habituacl3o, o que n3oc acontece com igual tratamento nas outras
duas estruturas (42, 44, 98 0. O muscimol um agonista GABAérgico
injetado intra-amigdala, no septo medial ou no hipocampo,
imediatamente pés-treino na tarefa de esqui va inibitéria,

prejudica a retencdo (25, 26, 27, 98).

1. 3. CORTEX ENTORRINAL

0 cértex entorrinal [CE]l] estid conectado diretamente com a
amigdala e o hipocampo e indiretamente com o septo medial; e
também com areas associativas do neocértex (25, 46, 100>. O CE
encontra-se estrategicamente localizado no paleocértex, que em
todos os animais esti na base do telencéfalo, caudal 2 area
prepiriforme, na sua regi3o medial (16D. No homem o C.E.
corresponde a4 area 26 de Brodmann (50, 83). Junto com a amigdala e

o hipocampo, ocupam o 1l1ébulo temporal; a les3oc «cirdrgica



bilateral do lobo temporal, provoca sérios problemas de
memdéria, pri n cipalmente de amnésia  anterdgrada. Também
apresentam problemas de meméria pacientes com doencas que
afetam diretamente o C.E. como a doenca de Alzheimer (44,
50, 51, ©97). Lesdes do CE e areas vizinhas prejudicam o
aprendizado e a meméria em diferentes tipos de tarefa, como
mostram trabalhos com primatas e ratos (2, 66, 85).

A infus3o de ;gonistas ou antagonistas de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, colinérgicos, beta-noradrenérgicos ou
GABAérgicos, na amigdala, hipocampo, e septo medial alteram a
formac3o da meméria (26, 27, 47, 98). No C.E, APS, antagonista de
receptores NMDA, e muscimol , agonista GABAfrgico CGABA-A
provocam amnésia quando injetados no CE, 960 ocu 180 minutos apds o
treino. Estes n3oc tiveram efeito quando injetados nesta
estrutura O ou 360 minutos apds o treino (27, 47, 31). Tais
resultados contrastam com o efeito imediato na amigdala, septo
e hipocampo (25, 51). Estes resultados indicam que o C.E. é
requerido para processar informacdes relativas a memdria 90 - 180
minutos depois do £reino C51).

A doenca de Alzheimer, descrita por Alois Alzheimer em ,
1907 (530, é a mais comum forma de degenerac3o cerebral que
conduz i deméncia. Caracteriza—-se por emaranhamento de filamentos
helicoidais, degenefacéo de terminais nervosos e, presenca
de placas de proteina amiloide (32, 850, 53, 80, 83D.
Jellinger. et al (S0> num estudo de pacientes com a doenca de
Alzheimer e Parki n son , observaram depdsitos amiloides com

degeneracio inicial da camada pré-alfa CII> da regido



entorrinal. Tem sido encontradas também mudancas bioquimicas,

como diminui¢3o de enzimas envolvidas na sintese de acetil colina

e catecolaminas (53,830. Tem - se observado também alteracdes
de: utilizacido de glicose, consumo de oxigénio,e fluxo
sanguinec diminuidos, no cérebro, principalmente no cértex.

(30, 32, 34, 53, 76).

1. 4. ALTERACOES NEURONAIS E METABOLICAS DO CSORTEX ENTORRINAL

E AREAS RELACIONADAS

O cérebro é& um érg3o processador de informacdes. Trabalha
constantemente e necessita para isto, de abundante suprimento de
oxigénio e glicose trazidos pela circulac3o. Do ponto de vista

energético, ¢é um érg3o altamente eficiente (27). Estudando

variacdes do metabolismo cerebral, Collins. et al 14>
mediram varios parametros metabdlicos apds el etrochoque.
Observaram que as concentracdes de ATP, fosfocreatina e

glicose apresentaram uma queda nos primeiros 20 segundos, a menos

de 850% do normal. A producido de lactato aumentou 220 %,

por 20 segundos posteriores ao eletrochoque, retornando a
niveis normais 8 minutos mais tarde. O lactato por ser um
metabdlito da via glicolitica, serve como medida do

metabolismo cerebral anaerdbico (14). Jorgensen e Wrigth estudaram
alterac®des do metabolismo da glicose das Areas hipocampais
apés a remoc3oc do cértex entorrinal em ratos. O CE foi removido

por aspiracdo transcraneal, unilateral e bilateralmente. Os



autores observaram que 4 dias apéds realizada a cirurgia, 86 %
das sinapses na regido haviam sido perdidas, compar ando-os
com controles normais. O maior decréscimo de utilizac3o de
glicose, observado por autoradiografia, foi registrado no
estrato lacunoso-molecular da area CAl (45 % D; e o menor
declinio na camada molecular do giro dentado, e no "estratum®
“lucTdum da area CA3 (21 %), e ew estratum radiatum” de . CAL (34

0. A diminuic3co aconteceu com maior significAncia nos animais

que sofreram remoc3o bilateral do cértex entorrinal (S50).

Sif.et al (84> reportaram aumento na captacioco de 2-deoxi
glicose no CE, em ratos treinados em provas alimentares. O
trabalho mostra que a maior captacdoco deste composto pelo CE
acontece apdés 2185 minutos, enquanto que no septo medial e no
hipocampo,a captacdo acontece aos 18 mi nutos depois do
treino . |

Convencionalmente o metabolismo da glicose cerebral tem sido
estudado com I[1 4Cj deoxi~glicose (84, 85, 86). O efluxo de
lactato e actimulo de glicose vao depender da atividade

funcional das células nervosas em circunstancias fisiolégicas

c86d. Trabalhos mais recentes, nos quais se utiliza a
técnica de lactografia, mostram variac3c da produgcdo de lactato
“in vive”, em ratos com les3o eletrolitica wunilateral do CE.

Os autores mediram a quantidade de lactato hipocampal extracelular,
antes, durante e depois de choque eletrolitico e estresse. Foi
observada uma atenuac20o significativa dos niveis de lactato

produzidos pelos ratos lesionados, em relacdoc aos n3c lesionados,
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que mantiveram altos os niveis de lactato no teste. (54)D.

Steward. et al (87> estudou comportamento em campo aberto em
ratos com les3oc eletrolitica no CE .Observou uma maxima
atividade exploratéria entre 7 a 10 dias apds a les3o, em relacl3o a
ratos n3o lesionados, que n3o apresentaram esta atividade. Apés
este tempo, os ratos voltaram a niveis normais de exploracio; tempo
necessirio, segundo autores (78, 95 D, para que a organizac3o e
reinervac3o de vias aferentes, sobreviventes no giro denﬁeado
acontecam. Posteriormente Lasher (58), interpretou a natureza da
mudanca comportamental, de retorno aos niveis normais entre os
dias 5 e 10 , como decorrente de alguns ajustes reativos do
cérebro em resposta a injdria.

Além disto, estudos mostram que animais lesionados por succ3o
do cértex entorrinal, mostram algumas irregularidades na atividade

elétrica cerebral (92).

1. 5. EXCITOTOXICIDADE DOS AMINOACIDOS EXCITATORIOS

Os receptores de aminocacidos excitatérios s3o os principais
mediadores da excitacfo sindptica no SNC em mamiferos . Eles est3o
envol vidos ém muitos fendmenos fisioldégicos desde o processo de
informac3oc sensorial, até processos cognitivos de aprendizado e
meméria (S4D. Anormalidades destes ' sistemas observam-se em
certas situacdes tais como epilepsia, esquizofrenia, ou
neurodegeneracdes comc nas doencas de Huntington e Alzheimer.
Estudos de autoradiografia, com antagonistas de NMDA indicam

perda  neuronal de receptores NMDA que acompanham
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estas doencas (64, 84).

Pelo menos +trés classes diferentes de sub-tipos de
receptores de glutamato tém sido identificados usando ligantes e
suas respostas fisioldbgicas c7e, 94). Estes sub-tipos de
receptores glutamatérgicos s3do o AMPA, kainato 57>, os
metabotrépicos (70>, e o NMDA (33, 57, 59, 85, 72).

Aminodcidos excitatorios como o©o cisteato, e a cisteina,
entre outros, atuam parcialmente nos receptores NMDA. o
canal 1ligado ao receptor NMDA €& controladoe por fons Mgzt
bloquaendo a passagén de fons Ca2?* de forma voltagem-dependente
(5, B57>. Além disto a glicina também atua como antagonista do
receptor NMDA. O mais potente antagonista seletivo deste receptor é
o dcido 2-amino-S-fosfonopentandico o APS (72, 94).

Usando radio-ligantes, pode-se observar em autoradiografia a
ampla distribuicdo de receptores NMDA no cérebro. Ele esti
presente em alta densidade no cértex cerebral e hipocampo,
principalmente; tambem esta presente em septo e amigdala
(57, 65, 94, 99). Além disto, a sua localizac3o é sub-celular, uma
evidéncia a favor de seu papel critico em aprendizado,
comportamento e plasticidade sinaptica (33, 65, 94>. O receptor
AMPA apresenta-se amplamete distribuido no SNC, e sua localizac3o
é paralela aos receptores NMDA (3, 57, 72, 94O.

Desde 1957 sabe - se que o L - glutamato é potencialmente

téxico em neurdnios centrais (64, 99. Um padr3oco de danos
neuronais foi evidenciado com a administracdo de andlogos do
glutamato em cérebro de animais adultos. Obser vou-se uma

forte correlacdo entre o potencial neurotdéxico e o© excitatério,
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ficando assim estabelecido o termo excitotoxina (99).

A citotoxicidade do aminocdcido NMDA deve-se ao excessivo
influxo de Ca2?2* (64). Tem - se observado que em fatias de
cerebelc e hipocampo a omiss8c de Ca 2+ na solu¢c3oc de
incubac3doco abole a toxididade em todas as células neurais
(12, 58, 59, 64>. O aé(xmulo de Ca %' intra —celular vail acompanhado
de mudancas citopatoldgicas, relativas ao tempo e 1lugar de
exposic3o envolvidos (8, 64, 80, 86). O peridodo da exposiclo para
causar dano irreversivel nos neurdnios estid relacionado &
concentracio de NMDA (33, 64, 94, 99). Assim altas concentracdes
deste aminocidcido em fatias cerebelares e do hipocampo matam as
células em menos de 5 minutos, enquanto baixas concentracdes
tiveram este efeito em 30 minutos ou mais (8, 62, 87, 88). Em
fatias hipocampais de ratos adultos, 10 uM de NMDA causa a
morte de aproximadamente metade dos neurdénios de CAl em 90
minutos (33, 64, 65).

Di versos trabalhos mostram que o uso de NMDA (figura 1.bD
como ferramenta lesionadora € bastante interessante, pois afeta
apenas oS corpos neuronais e os dendritos, poupando os ax8nios,
terminais pré-sinidpticos e células n3o neurocnais (8, 81, 88). Apds
a les3o, ocorre uma proliferacdo de tecido glial, (8, 80D.

Receptores do tipo NMDA n3c s3c encontrados na glia,

sendo exclusivos dos neurdnios (15, B89. Os mecanismos pelos
quais os receptores NMDA s3o ativados e conduzem A& morte
celular ainda n8o foram bem elucidados, mas mudancas

ultra estruturais tem sido observadas (8, 64, 81>. Elas iniciam-se

com o inchamento do aparelho de Golgi, acUimuloc da cromatina no
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ndcleo, inchamento das mi tocdndrias e finalmente do
citoplasma, Jjuntamente com a perda das funcdes mi tocondrial
e nuclear (64, 81). Enzimas ativadas por Ca 2* devem contribuir com
os efeitos excitotéxicos do aminocadcido (64, 99). As principais
enzimas 2as quais tem sido atribuido um papel neste processo
s3o as enzimas Calpainas 1 e 11, que devem induzir a
quebra do citoesqueleto. A producdo de radicais livres
gerados'durante o metabolismo das purinas tambem deve contribuir
para estes efeitos (64). Além disto estas enzimas s3o
responsiveis pela quebra de PKC para produzir a proteina-quinase M,
o fragmento cataliticamente ativo desta Gltima (64>. A
PKC deve ser responsivel pela prolongada fase de influxo de Caz*l
apés a recepcdo do aminodcido (59, 64, 67). Tambem parecem estar
envolvidos, a Fosfolipase A 2 , que porduz Acido araquidénico,
© qual pode ser metabolizado e produzir radicais livres,
incrementando a liberacdo de glutamato e inibindo sua captacio
pela glia (4, 64, 72>. Também a fosfolipase C, gque gera inositol’
1,4,5 trifosfato C(IP3), o© qual incrementa o Ca 2* citosolico; e
também o diacil glicerol que ativa a PKC (5, 88, 59, 64>). A
Proteina calcio—calmodulina;quinase 11 estia envolvida na LTP
(s8, 64, 67>. Podem ainda estar envolvidos nos mecanismos
de morte neuronal endonucl eases que fragmentam o DNA,
éxido nitrico sintetase, a qual produz oxido nitrico Caltamente
téxico porque colabora com os efeitos citotdxicos de macréfagos
ativados através de inibicéo da respirac3o mitocondrial, da
enzima aconitase do ciclo do 4acido citrico e da inibic3o da

sintese de DNAD (64>.
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2. OBJETIVOS

Apbés provocar lesdes do cértex entorrinal pela microinjec3o

intracerebral, bilateral, de NMDA:

1.- Estudar o comportamento dos animais assim lesionados nas
tarefas de esquiva inibitoria, habituacdo e esquiva ativa de

duas vias.

2.- Medir o consumo da glicose em cértex entorrinal e o hipocampo.

3. - Medir produc3oc de lactato em cértex entorrinal e o hipocampo.

16



3 . MATERIAL E METODOS

3 . 1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram usados ratos Wistar machos com idade média de 110
dias (peso entre 280 e 300 gd do biotério do Instituto de
Biociéncias da UFRGS. Os animais eram alimenados " ad libitum *

e eram mantidos em ciclo claro—-escuro de 12 ~/ 12 horas C77).
3. 2. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com injec3o intraperitoneal
(ip> de tiopental mono-sdédico [2,8%], na dose de 40 mg/Kg Cmais
eventuais suplementacdesd e foram colocados em‘ um aparelho
estereotaxico David Kopf # 1404, (figura 2) com inclinacloc da
cabeca de -0,33 cm conforme o atlas de Paxinos e Watson (78) para
tal faixa de pesos.

A superficie do cra3nio foli exposta mediante uma incis3o
sagital e, com o emprego de uma broca odontolégica, foram abertos
dois orificios, um de cada lado nos 1locais correspondentes as
coordenadas antero- posterior C(AP) e latero-laterais C(LLD da
estrutura em quest3o. Uma agulha fina “Mizzy" com diametro
externo de 0,33 mmcalibre (gauged 31, presa a torre mdével era
baixada suavemente através de cada um desses orificios e
introduzida no cérebro até a coordendada dorso-ventral C(DVD final.
Esta agulha estava conectada a uma microsseringa Hamilton de 5 ul
contendo a drog;:; CNMDA 10mg-/ml> ou solucdo salina 0,9 g % (para o
animal controle >, a ser injetada lentamente. A operac3o era

repetida para a estrutura contralateral.
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\PARELHO ESTEREOTA:XICO DAVID KOPF # 1404 USADO PARA REALIZAR

AICROINJECAO DIRECTA NO CORTEX ENTORRINAL.



As coordenadas do cértex entorrinal foram obtidos
inicialmente a partir do atlas de Paxinos & Watson (780 e
confirmadas na pratica, mediante injecdes com o corante azul -
trypan, que €& moderadamente anidnico. As coordenadas finais
Cem cm) obtidas para o cértex entorrinal, foram AP= -0,87: LL= #
0,80 do bregma e DV = - 0,58 apartir da dura mater. A droga era
injetada num tempo de aA minutos, e aguardava-se 5 minutos antes da
agulha ser lentamente retirada, para se obter uma mixima
difus3o da droga, segundo trabalhos que usaram anteriormente o
NMDA para fins semelhantes (8, 81).

Logo apés a microinjec3oc os animais eram suturados com fio
estéril e aplicava-se o antibiético despacilina 400.000 UI
intramuscular 0,1 ml. Cinco a sete dias depois de realizada a
cirurgia com NMDA eram realizadas as tarefas comportamentais, tempo
necessario par estabelecer a lesd3o (8 ou eram sacrificados para

os experimentos bioquimicos.
3 . 3. PROCEDIMENTOS COMPORTAMENTAIS

3.3.1. Esquiva Inibitéria: Foi realizada numa caixa de
condicionamento automatizada Albarsch de acrilico com 50 cm de
comprimento 25 cm de largura, e 25 cm de altura , de face frontal
transparente . O assocalho consistia de‘ uma grade com barras de

bronze cilindricas de 1 mm de didmetro, colocadas paralelamente a 1

cm uma da outra, nas quals se aplicava uma diferénca de
potencial elétrico de intensidade variavel. Do lado
esquerdo da caixa, havia uma plataforma de madeira revesti da

com férmica, com 8 cm de largura e S cm de altura.
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Na sessio de treino, os animais eram colocados

cuidadosamente no canto posterior esquerdo sobre a plataforma,
e liberto o animal, cronometrava-se a laténcia de descida da
plataforma com as quatro patas sobre a grade. Acionava-se

ent3do uma corrente elétrica de 0,5 mA de intensidade, 60 Hz de
frequéncia de forma intermitente de 2 em 2 segundos, a qual era
mantida até que o animal subisse de volta para a plataforma.

Na sess3o de teste, passadas 24 horas apdés o treino, os
animais eram recolocados na caixa de condicionamento da mesma
forma j& descrita . Novamente era medida a laténcia de descida da
plataforma a qual foi adotada como indice de memdéria ou "escore de

retenc3o (35, 38). O tempo foi registrado até que os animais

desciam da plataforma.

3.3.2. Esquiva Ativa de Duas Vias : Realizada numa caixa de
condicionamento automatizada Albarsch com as mesmas dimensdes da
caixa empregada para a esquiva inibitdéria, mas sem plataforma
sobre o assocalho, que estava divididd em 2 metades. A sessioc de
treino comecava por um periodo de 3 minutos para que o animal se
habituasse a caixa , sem receber qualquer estimulo . Logo apés
apresentava-se uma série de 30 tons de S segundos; 70 dB e 1 Khz,
emitidos em intervalos randdmicos variando entre 10 e 50
segundos, seguidos cada éual por um choque elétrico de 0,5 mA de
intensidade nas patas do animal, através da grade metdlica .
Cada choque foi aplicado no lado da caixa em que o animal se

encontrava no momento em que era emitido o tom e era mantido até
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que o animal cruzasse de lado. Para evitar o choque elétrico, os
animais deviam aprender a emitir a resposta de cruzamento ou
esquiva (fugad durante os 5 segundos de apresentacZo do tom,
estivessem do lado que estivessem Cduas vias). A apresentacio dos
estimulos (tom e choque) e o registro das respostas de cruzamento
ou esquiva eram realizados automaticamente por um sistema

eletrdnico.

A sessfo de teste era realizada 24 horas apds o treino,
expondo de novo os animais 2a caixa, mas com o periodo de
habituac3o reduzido de 3 para 1 minuto. A diferenca teste-treino do
numero de respostas de esquiva ou fugas foi usado como medida
de meméria C 35 O, também chamada “escore de retenci3o®". No
treino e no teste, mediu-se também o numero de vezes que o
animal cruzou a caixa de um lado para o outro espontaneamente, n3Xo
em resposta ao estimulo. Tais cruzamentos interprova foram
considerados como um indice de atividade motora dos animais C10D.
3.3.3. Habituac3o Ao Campo Aberto: Foi realizada numa caixa de
madeira envernizada, com 60 cm de largura, 40 cm de profundidade e
50 e¢m de altura, com a parede frontal de vidro. O fundo da caixa
era liso, revestido de 1lindleo , e dividido com linhas pretas
desenhadas formando doze retingulos iguais de 15 cm x 13,3 cm.

No treino, os animais eram colocados com a cabeca voltada para
o canto esquerdo posterior da caixa, e deixados livres para
exploraf a arena por 3 minutos, retornando depois, as suas caixas
moradia C(contou -se o© numero de respostas de orientacio,

elevando © trem dianteiro, “rearings*'>, o nimero de cruzamentos de
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um retangulo a outro (considerado indice de atividade motorad,
e © numero de bolos fecais Ccomo indice de emocionalidade ou medo
geral A situacd3o). Na sess3o de teste, © animal era colocado na

caixa outra vez de forma idéntica & do treino (38, 70).

3 . 4. PROCEDIMENTOS BIOQUIMICOS

3.4.1. Preparacdo da Amostra: Foram usados ratos Wistar adultos,
mantidos como anteriormente citado, para comportamento. Um
grupo de 12 animais foi operado para microinjec3o de NMDA no cértex

entorrinal. Outros 12 ratos foram operados e injetados com soluc3o

salina 0,9%, e 12 foram deixados intactos. sete dias apés
realizadas as operacdes, seis animais de cada grupo foram
treinados na tarefa de esquiva inibitoria, como indicado no

procedimento comportamental acima.

Os outros B animais de cada grupo foram diretamente
sacrificados por decapitacio.

O cérebro de cada animal foi removido e imediatamente
transferido a uma placa de vidro sobre gelo. Os bulbos olfatérios,
ponte, medula e cerebelo foram descartados, para uUnicamente separar
duas estruturas, o hipocampo e o cértex entorrinal. Estas
estruturas foram cortadas em um microfatiador ou *“Chopper* de
Mcllwain (figura 3) em duas direcdes para obter microprismas de 40
um de espessura. O tecido era ent3o pesado diretamente em copos de
Becker, onde era mantido em tampdo Krebs-Ringer-bicarbonato
pH 7,0 composto de:

Bicarbonato de Sodio (NaHCOsaD. e 0,65 M (5,460
Fosfato de Potassio Monobadsico (KH2PO4D...0,031 M (0,422
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Cloreto de Potassio CKC1D................. 0,12 M Co,92%

Sulfato de Magnesio CMgSO<4d>............... 0,031 M CO,76%
Cloreto de Sodio CNaClD..............cc.... 3,08 M C 18% D
Cloreto de Calcio CCaCl2>................. 0,085 M (0,98,

disoclvidos em agua destilada.

O pH foi ajustado com NaOH 10 N (22>.

I11.4.2. Consumo de Glicose: Prismas de hipocampo ou cértex
entorrinal pesando 50 mg aproximadamente eram transferidos aos
beckers e, apds adicionado o t,_amp'e‘io (4850 ulD adicionava-se § ul

de glicose na concentracdo de 5 mM. Os prismas eram 1incubados
a 87 ¢ em banho metabdlico com agitacdo (30 agitacdes
por minutod em atmosfera de carbogénio (8% COz : 98% 02

por hora. Apds a i ncubacio » foi retirada uma aliquota de 20 ul do
meio de incubacdo para dosagem de glicose (em duplicatad, pelo
método | da glicose oxidase ¢ 80 >, utilizando um Kit de dosagem de
glicose da Doles.

A captacldo de glicose pelas 2 estruturas foi determinada

a partir da curva padr3c de glicose, subtraindo a quantidade
encontrada apdés a incubacdoc da quantidade total conhecida antes
da incubac3oc; o volume final foi de 0,5 ml. Os resultados foram
expressos como pmol es de glicose consumida e mg de

tecido -/ hora de incubac3o ((22.23).

I11.4.3. Producdo de Lactato : Prismas de hipocampo e cértex
entorrinal foram incubados em tamp3c Krebs-Ringer- bicarbonato
pH 7,0, conforme anteriormente descrito. Apds a

incubac3o, foi adicionado A&cido perclérico 0,6 N no meio de

incubac3o na proporc¢i3oc 2 volumes de acido perclérico para um de meio
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FIGURA 3
MICROFATIADOR DE McILWAIN USADO PARA CORTAR O HIPOCAMPO E O
CORTEX ENTORRINAL (40 um DE ESPESSURA) PARA OBTER MICROPRISMAS
DESTAS ESTRUTURAS.



de incubac3o (concentracl3o final de perclorato = 0,4 N). A mistura
foi centrifugada a 3000 rpm durante B minutos; posteriormene, o pH
foi acertado com indicador universal e neutralizado com 100 ul de
hidréxido de potassio 20% . Para precipitar o perclorato formado,
dei xou-se as amostras no “freezer'" por S5 minutos. Foram retirados
os sobrenadantes para dosagem de lactato. Para tal usou-se um Kit
da Boehringer, sendo o incremento na NADH, medida pela mudanca
de extingcdo a 334 nm é diretamente proporcional A concentracfo
de lactato C73>.
Usando uma curva padr3o para lactato foram medidas as

concentra¢des em umol de lactato formado ~ mg de tecido ~ hora de

incubacgdo (22, 93D.

3. 5. PROCEDIMENTOS HISTOLSGICOS

A fim de verificar se foi atingida a regilo correta do cérebro
do animal pelas injecdes estereotidxicas Cem cmd: AP = -0,87; LL =
*0, 50 .2 DV = =82 finais. foram.examinadeos .corites . histoldgices .de
animais injetados com 0.5 ul de azul de metileno 2 % no cértex
entorrinal, confirmando o lugar. Foram exami nados cortes
histoldégicos de todos os animais lesionados, e também dos ratos
controle operados com salina, que foram utilizados para as tarefas
comportamentais. Os cérebros dos animais recém sacrificados

foram rapidamente di ssecados e colocados em solucido de

formaldeido 3,7% por 24 a 72 | horas. Posteriormente foram
feitos macrocortes, para observar no microscédpio as marcas
deixadas pela agulha no tecido cerebral C(figura 4D. Al guns
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animais foram aleatoriamente selecionados, e sacrificados por

perfus3o com formaldeido a 10 *% , apdés lavagem da Arvore
vascular com solugcldo salina 0,9 g % . Dissecado o cérebro e
fixado em bloco de parafina, foram feitos cortes de 7 micras
em micrdétomo rotatério. O material foi montado em laminas,

corado pela técnica de hematoxilina-eosina (24, 77>, e examinado
ao microscédpio para determinacdc da posic3oc da agulha e o
estabelecimento da lesdo mediante obser vacdo das

caracteristicas celulares na regifo lesionada.
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3 . 6 ANALISE ESTATiISTICA

Os resultados experimentais foram expressos como média =*
desvio padr3o. Para as comparacdes dos resultados bioquimicos
realizou~-se a andlise de varidncia de Duas Vias CANOVA. A
comparac3c de mais de dois grupos, no comportamento foi realizada
por anilise de varil3ncia de Uma Via C(ANOVA), seguida gquando
indicado, pelo teste de Neuman—-Keuls, para clasificacl3oc das médias.

Os dados comportamentas foram submetidos ao teste t de
Student para medidas repetidas (treino e tested de cada grupo. As

anilises foram efetuadas em um microcomputador IBM .~ PC XT

compativel.
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4. RESULTADOS
4.1. EFEITO DA LESA0 PRE-TREINO DO CE SOBRE A TAREFA DE
ESQUIVA INIBITSRIA

Os resultados do trabalho mostraram que a les3o pré-treino do

cértex entorrinal na tarefa de esquiva inibitéria, afeta
© desempenho para esta tarefa. Comparados com oS ratos
controle, injetados com salina e os intactos, os animais
lesionados tiveram um desempénho significativamente diferente no

treino, CANOVA;, p < 0,085),como mostra a tabela I. Também no teste
os ratos 1lesionados demoraran menos tempo para descer da
plataforma. Os controles ficaram em média mais tempo sobre
a plataforma, com diferenca significativa quando comparados,
com os ratos lesionados CANOVA, p < 0,05 . A diferenca
treino - teste obser vada nos grupos separadamente, foi
significativamente diferente péra todos eles (Teste t student, p

< 0,001> Ctabela ID.

4.2. EFEITO DA LESAO PRE-TREINO DO CE SOBRE A TAREFA DE
ESQUIVA ATIVA DE DUAS VIAS

Os animais que foram lesionados antes do treino, na tarefa de
esquiva ativa de duas vias, mostraram uma diferenca significativa
quando comparados com os grupos controle. O grupo salina teve em
media 5 * 0,7 fugas, no treino, semelhante ao desempenho do grupo
lesionado que teve em media 4,3 * 1,9 fugas; ambos os grupos
foram diferentes significativamente do grupo intacto. Ji no teste,
os grupos controle melhoraram significativamente o seu desempenho,
tanto os animais intactos (teste t pareado de Student, p < 0.00i).
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como os injetados com salina (teste t pareado de Student,
p < 0.008>. Os ratos lesiocnados, no entanto, n3o apresentaram
melhora no desempenho, n3c evidenciando assim, meméria para a
tarefa. Os dados est3c mostrados na tabela II. Nesta tarefa
registrou-se também o numero de cruzamentos inter-prova ; como

mostra a tabela III n3oc houve difereca significativa entre os

grupos CANOVA,p > 0,05).
4.3. EFEITO DA LESAO PRE-TREINO DO CE SOBRE A TAEFA DE
HABI TUACAO AO CAMPO ABERTO

Na tarefa de habituac3o ao campo aberto , n3o houve
diferenca significativa no numero de respostas de orientacio
C"rearings*®> no nimero de cruzamentos, nem no ndmero de bolos
fecais entre os grupos (tabelas IV, V e VID, no treino e nem no
teste CANOVA, p > 0,05 . Mostrando, que o grupo lesionado tem

desempenho semelhante aos gurpos controles, para esta tarefa.

4.4. EFEITO DA LESAO PSS-TREINO DO CE SOBRE A TAREFA DE

ESQUIVA INIBITORIA

No treino n3c houve diferenca significativa entre os grupos
CANOVA, p > 0,05). No teste o grupo controle intacto foi
diferente significativamente dos outros 2 grupos oper ados,
que mostraram um menor desempenho para a tarefa CANOVA , p < 0,05).
A diferenca teste - treino entre os grupos também foi
significativa CANOVA, p < 0,05). Houve maior diferenca
significativa entre o grupo lesionado, e © grupo controle intacto
CNeuman-Keuls, p < 0,001> Ctabela VIID.
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TABELA I

Efeito da les3o pré-treino do cértex entorrinal com NMDA sobre o

desempenho dos animais na tarefa de esquiva inibitéria,

expressos como media + erro padr3o Ctreinod

valores

da laténcia para

descida da plataforma (em segundos); choque 0,5 mA.

GRUPO N TREINO TESTE * A TESTE-TRENO %
C. Intacto e 12,4 *+ 1,6 518,90 *+ 58,6 505,8 + 50,4
C. Salina 8 8,5 + 1,5 565,7 + 58,0 557,2 *+ 56.5
L. NMDA 8 5.6 +1,.62 354,090 + 32,4 337,5 + 32,2 2

¥ HA diferenca significativa entre os grupos CANOVA,p < 0,05

a Difere significativamente (teste Neuman-Keuls, p < 0,05).

+ HA diferenca significativa entre treino e teste para cada grupo

separadamente, (teste t pareado de Student, p < 0,0015.
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TABELA II

Efeito da les3oc pré-treino do cértex entorrinal com NMDA, sobre o
desempenho dos animais na tarefa de esquiva ativa de duas vias.

Valores expressos como média * erro padr3o do ndmero de fugas

GRUPO N TREINO * TESTE % A TESTE-TREINO
c. INTACTO 8 11,0 + 1,82 10,38 + 1.3 8.4 +1,3 ¢
C. SALINA 8 5,0 + 0,7 13,75 + 2,5 8,3 1,9 ¢
L. NMDA 8 4,3 + 1,9 5,25 +1,8 P o0,8+1,3 P =

¥ HA diferenca significativa ente os grupos CANOVA,p < 0,05).
a Difere significativamente, (teste Neuman-Keuls, p < 0,085,

b Difere significativamente, teste (Neuman-Keuls, p < 0,01D.
*+ HA diferenca significativa entre treino e teste, para cada grupo
separadamente (teste t pareado destudent p< 0,025).

# N3o difere significativamente (tese t pareado de Student,p >
0. 05>,
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TABELA III

Efeito da les3o do cértex entorrinal pré-treino,

sobre o nimero de

cruzamentos inter prova da tarefa de esquiva ativa de duas vias

valores expressos como media * erro padrio

GRUPO N TREINO A TESTE A
C. INTACTO 8 5,63 + 1,0 4,13 * 0,91
C.SALINA 8 10,0 * 8,0 6,75 + 2,0
L. NMDA 8 8,13 * 2,0 4,13 + 0,8

A. N3o ha diferenca significativa entre os grupos CANOVA,
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TABELA IV
Efeito da les3o pré—-treino do cértex entorrinal com NMDA sobre o
desempenho dos animais na tarefa de habituac3oc ao campo aberto,
dados expressos como média * erro padr3o de ndmero de respostas de
orientacdo (Crearings) e diferenca treino-teste (Cintervalo treino

teste 24 horasD.

GRUPO N TREINO A TESTE A A TREINO-TESTE A
C. INTACTO 9 11,22 + 1,9 8,3 + 1,9 3,0 +1,4 ¢
C. SALINA 12 10,83 * 1,3 9,3 * 1,8 2,9 +1,3 ¢+
L. NMDA 8 12,44 * 2,4 7.2 + 1,7 5.2+1,9 ¢

A N3o ha diferenca significativa entre os grupos ANOVA, p > 0,05
+ Diferenca significativa entre treino e teste, para cada grupo

separadamente (teste t pareado de Student, p < 0,05).
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TABELA V

Efeito da les3oc pré-treino no cértex entorrinal com NMDA socbre o
ndmero de cruzamentos na tarefa de habituac3o ao campo aberto
Dados expressos como média * erro padrio do nimero de cruzamentos

Cintervalo-treino teste 24 horas D.

GRUPO N TEINO A TESTE A

C. INTACTO S 31,56 * B,0 27.44 * 5,0
C. SALINA 12 33,12 * 5,3 28,0 * 3,4
L. NMDA 8 29,67 * 8,0 19.33 *+ 3,3

A N3o had diferenca significativa entre os grupos CANOVA, P > 0,05
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TABELA VI

Efeito da les3oc pré-treino no cértex entorrinal com NMDA
sobre o nimero de bolos fecais. Dados expressos como média + erro

padr3o (Cintervalo treino e tese 24 horasd.

GRUPO N TREINO A TESTE A
C. INTACTO S 2,8 + 0,6 2,44 + 0,5
C SALINA 12 2,67 + 0,8 2,58 + 0,4
L. NMDA 8 3,87 + 0,7 1.89 + 0,7

A N3o ha diferenca significativa entre os grupos CANOVA, p > 0,08).
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4.5. EFITO DA LESAO PSS~-TREINO DO CE SOBRE A TAREFA DE
ESQUIVA ATIVA DE DUAS VIAS

Os resultados dos animais lesionados pés-treino no cértex
entorrinal na tarefa de esquiva ativa de duas vias mostraram que o
numero de fﬁgas no treino n3o foi significativamente diferente
CANOVA, p > 0,05).

J4& no teste, como mostram a tabela VIII, houve diferenca
singnificativa entre os grupos CANOVA, p < 0,085). O grupo intacto,
foi significati vamente diferente do grupo controle salina,
e do grupo lesionade (Neuman-Keuls,p < 0,085). O grupo controle
intacto e o©o grupo controle salina apresentaram aumento
significativo no nuimero de fugas, entre treino e teste Cteste t
pareado dé Student, p < 0,001>. O grupo lesionado n3o apresentou
aumento significativo no nimero de fugas no teste em relac3o ao
treino Cteste t pareado de Student,p > 0,05). Comparando as medias
da diferenca teste menos tréino dos trés grupos, elas foram
significativamente diferenes CANOVA, p < 0,05).

O ndmeroc de cruzamentos inter-prova pode ser observado na
tabela IX . No treino n3oc ha diferenca significativa entre os
grupos. No teste hid uma diferenca significativa entre as medias dos
cruzamentos do grupo lesionado comparados com © grupo controle

intacto e controle salina CANOVA, p < 0,085).
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TABELA VII

Efeito da les3o do cértex entorrinal com NMDA 24 horas apés o
treino sobre desempenho dos animais na tarefa de esquiva
inibitéria, valores expressos como média * erro padr3oc Ctreinod
da laténcia para descida da plataforma Cen segundos) intervalo

treino-teste sete dias.

GRUPO N TREINO A TESTE % A TESTE-TREINO *
C. INTACTO 7 12,4 * 1,6 518,0 * 48,6 b 505,8 * 53,4 t
C. SALINA 8 8,7 +1,8 394,8 * 62,8 386,1 * 62,9 +
L. NMDA 8 14,2 *+ 1,7 199,5 * 16,5 186,7 + 18,1 P =
A N3o h&d diferenca significativa entre os gurpos CANOVA, p > 0,05

% Hi diferenca significativa entre os grupos.(ANOVA, p < 0.05)

b Difere significativamente (teste Neuman-Keuls, p < 0,05).

+ HA diferenca significativa entre treino e teste, para cada

grupo separadamente (Teste t pareado de Student, p < 0,001
# N3oc ha diferenca entre treino e teste (teste t pareado de

Student, p > 0,08D.
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TABELA VIII
Efeito da les3o do cértex entorrinal com NMDA 24 horas apés
treino, sobre o desempenho dos animais na tarefa de esquiva ativa
de duas vias. Valores expressos como média * erro padr3o do numero

de fugas e diferenca teste-treino; intervalo treino teste de 7 dias.

GRUPO N TREINO A TESTE % A TESTE-TREINO %
C. INTACTO 8 11,0 * 1,8 19,3 * 1,3 b 8,4 + 1,3 +

C. SALINA 10 8,7 1,86 13,6 * 1,2 4,9 1,0 +

L. NMDA 10 13.9 + 1,86 9,9 * 1,2 -4,0+1,7 P =

A N3o ha diferenca significativa entre os grupos CANOVA, p > 0,05).
# HA diferenca significativa entre os grupos CANOVA, p < 0.05).

b Difere significativamente (teste Neuman-Keuls, p < 0,05).

+ Diferenca significativa entre treino e teste, para cada grupo

Cteste t pareado de Student,p < 0,001).
# N3o ha diferenca significativa entre treino e tese, para o

grupo lesionado Cteste t, pareado de Student, p > 0,05).
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TABELA IX

Efeito da les3o péds treino do cértex entorrinal com NMDA sobre o

ndmero de cruzamentos inter—-prova na tarefa de esquiva ativa de

duas vias Valores expressos como média * erro padri3o

Cintervalo treino-teste de 7 dias ).

GRUPO N TREINO A TESTE *
C.INTACTO 8 5,63 1,0 4,13 + 0,9
C. SALINA 10 5.80 % 1.3 0.30 + 0,9
10 9,80 + 2,1 8,90 + 2,4 P

L. NMDA

A N3o ha diferenca significativa entre os grupos no treino

CANOVA,p > 0,08 >
% diferenca singificativa entre os grupos CANOVA,p < 0,08 >

b Difere significativamente, teste Neuman—-Keuls, p < 0,05).
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4.6. EFEITO DA LESAO PSS-TREINO DO CE SOBRE A TAREFA DE

HABITUACAO AO CAMPO ABERTO

Na tabela X se observa que os grupos lesionados pés-treino,
compar ados com os outros dois grupos controle, na tarefa de
habituacio ao campo aberto n3o apresentaram diferenca
significativa no ndmero de respostas de orientacac CANOVA, p >
0,08). Cada grupo independentemente apresentou menor ntmerioc de
respostas de orientac3o no teste em relacdo ao treino .

A tabela XI mostra que ndo ha diferenca significativa
entre os grupos no numero de cruzamentos na tarefa de habituac3o ao
campo aberto CANOVA, p > 0,08). A tabela X1l mostra a média do

nimero de bolos fecais no treino e no teste para cada grupo. N3o

hiA diferenca significativa entre eles CANOVA,p > 0,08).

40



TABELA X

Efeito da les3o pés-treino no cértex entorrinal com NMDA sobre o

desempenho dos animais mas tarefas de habituac3o ao campo aberto
Resul tados expressos como média * erro padrio do nimero de

respostas de orientac3o (rearings), e diferencas treino - teste;

intervalo treino-teste de 7 dias

GRUPO N TREINO A TESTE A A TREINO-TESTE A
C. INTACT 10 12,60 * 1,8 9,7 * 1,5 2,01 + 0,5 ¢
C. SALINA 8 16,10 * 1,3 11,62 + 1,2 4,75 + 1,7 +
L. NMDA 10 16,0 *1,6 13,2 * 1,8 2,9 +1,3 ¢

A N3o ha diferenca significativa entre os grupos CANOVA, p >0,05)

+ Ha diferenca significativa entre treino e teste, para cada grupo

separadamente (teste t pareado de Student, p < 0,008.).
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TABELA XI

Efeito da les3oc pdés—treino do cértex entorrinal, com NMDA, sobre o

ndmero de cruzamentos dos animais na tarefa de habituacio ao campo

aberto. Dados expressos como média * erro padr3c do numero de

cruzamentos Cintervalo treino-teste de 7 dias).

GRUPO N TREINO A TESTE A
C. INTACTO 10 51,90 * 3,0 58,80 + 3,2
C. SALINA 8 46,12 * 1,9 45,12 * 2,0
L. NMDA 10 59,8 + 2,7 51,30 = 3,5

A N3o hA diferenca significativa entre os grupos ¢ anova p > 0,05
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TABELA XII

Efeito da les3o pdés-treino no cértex entorrinal com NMDA sobre
nimero de bolos fecais na tarefa de habituacio ao campo aberto.

Dados expressos como média * erro padr3o do numero de bolos fecai

Cintervalo treino- teste de 7 dias).

GRUPO N TREINO A TESTE A
C. INTACTO 10 3,50 * 0,5 1,60 = 0,5
C- SALINA 8 2,63 * 0,1 0,88 * 0,6
L. NMDA 10 2,90 * 0,3 1,90 * 0,3

A N3o ha diferenca significativa entre os grupos CANOVA,p > 0,05).
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4.7. EFEITO DA LESAO COM NMDA DO CE SOBRE O CONSUMO DE GLICOSE EM

MICROPRISMAS DE HIPOCAMPO

A les3oc do cértex entorrinal ndo teve efeito sobre
a captac3o de glicose.
A tarefa de esquiva inibitéria também n3o alterou o consumo de

glicose do hipocampo CANOVA, p > 0,05 como mostra a tabela XIII.

4.8. EFEITO DA LESAO0O COM NMDA NO CE SOBRE O CONSUMO DE GLICOSE EM
MICROPRISMAS DE CORTEX ENTORRINAL
Al lesido de cértex entorrinal n3io teve efeito
significative no cosumo de glicose, nem o treino em esquiva
inibitéria alteraram o consumo de glicose de microprismas do cértex
entorrinal CANOVA, p > O0,0855. Em relac3c aos grupos controle, os

dados s2o0 mostrados na tabela XIV.

4.9. EFEITO DA LESAO COM NMDA DO CE SOBRE A PRODUCAO DE LACTATO EM

MICROPRISMAS DE HIPOCAMPO

Também resultou negativo o efeito da les3c de cértex
entorrinal e da esquiva inibitéria sobre a producio de lactato em

microprismas de hipocampo CANOVA, p > 0,050, como motra a tabela XV

4.10 EFEITO DA LESAO COM NMDA NO CE SOBRE A PRODUCAO DE LACTATO

EM MICROPRISMAS DE CORTEX ENTORRINAL

A producio de lactato em microprismas de cértex
entorrinal também n3o foi afetada pela les3o de C.E. por NMDA ou
pelo treino na esquiva inibitéria CANOVA, p > 0,085>. Ctabela XVID.
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TABELA XIIX

Efeito da les3c bilateral com NMDA (5 ugdno cértex entorrinal ,
com ou sem treino na tarefa de esquiva inibitoria Cchoque 0,5 mA;

sobre o consumo de glicose em microprismas de hipocampo. Dados
expressos como média * erro padrd3o de pM de glicose consumida ~ mg

de tecido ~ hora de incubacio.

GLICOSE
GRUPO N A
M / mg / hora

0.597 * 0.104
0.444 * 0.043
0.610 * 0.081
0.516 * 0.102
0.540 * 0.065
0.566 * 0.064

1- INTACTO COM TREINO
2- INTACTO SEM TREINO
3~ SALINA COM TREINO
4 .- SALINA SEM TREINO
5~ LNMDA comM TREINO
6. LNMDA seM TREINO

O)c)mo)mm

A N3o hA diferenca significativa entre os grupos C(ANOVA.de duas

vias p > 0.05).
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TABELA X1V

Efeito da les3o bilateral com NMDA (5 ugd no cértex entorrinal,
sobre a captacdo de glicose por microprismas da Area lesionada,
com e sem treino na tarefa de esquiva inibitéria, Cchoque 0,5 mA
e 60 Hz de frequénciad. Dados expressos como média * erro padrio

de uM glicose consumida ~ mg de tecido ~ hora de imcubac3o.

GLICOSE
GRUPO N A

M / mg ~ hora

I+

0.490 0.086
0.473 * 0.094
0.488 * 0.067
0.510 * 0.071
0.603 * 0.110
0.493 * 0.099

1-INTACTO COM TREINO
2-INTACTO SEM TREINO
3-SALINA COM TREINO
4 -SALINA SEM TREINO

5-L.NMDA COM TREINO

O oo 9O 0o oo O

6.-L.NMDA SEM TREINO

A N3aoc ha diferenca significativa entre os grupos C(ANOVA, de duas

vi as p > 0,08 D.
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TABELA XV

Efeito da les3oc bilateral com NMDA (S ug) do cértex entorrinal,
ratos injetados con salina (0,9 20 com ou sem treino na tarefa de
esquiva inibitéria C(choque 0,5 mA, 60 Hz de frequénciad sobre a
producdoc de lactato em hipocampo. Dados expressos como média *

erro padr3oc em M de lactato produzido / mg de tecido .~/ hora de

icubacio.

LACTATO
GRUPO N A

UM -/ mg - hora

0.108 * 0.018

0.101 * 0.023
0.100 * 0.022
0109 * 0.018

1-SALINA COM TREINO
2.-SALINA SEM TREINO

- 3-L. NMDA COM TREINO

O)c)Ulc'J

4-.. NMDA SEM TREINO

A A diferenca entre os grupos n3o é significativa.

CANOVA, de duas vias p > 0,05 5.
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TABELA XVI

Efeito da les3oc bilateral com NMDA (5 ugd do cértex entorrinal
sobre a produc3c de lactato por prismas da Area lesionada, com
ou sem treino na tarefa de esquiva inibitéria C(choque 0.5 mA 60

Hz de frequencia). Dados expressos como média * erro padio de uM de

lactato produzido ~ mg de tecido ~ hora de incubac3o.

LACTATO
GRUPO N A

tM ~ mg -~ hora

1-SALINA COM TREINO 6 0.100 * 0.014
2~-SALINA SEM TREINO 6 0.13 * 0.014
3-LnMDA cOM TREINO 6 0.128 * 0.023
4 ~-LNMDA SEM TREINO 6 0.088 * 0.029

A N3o ha diferenca significativa entre os grupos CANOVA,

de duas vias p > 0,09.
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4. 11 RESULTADOS HISTOLSGICOS

Obser vou-se histoldgicamente todos os ratos lesionados, e os
injetados com salina. Dividiu-se em dois grupos, um para
obser vacdes macroscdpicas, do sinal da agulha deixado na Area do
C.E. lesionado; e o outro para observacdos microscédpicas do tecido
lesionado.

Observacdes Macroscdédpicas. Dos cérebros escolhidos para tal, 84,4 %
apresentaram o sinal da agulha corretamente no C.E. bilateralmente
Cfigura 4>. Os 12,7 % dos cérebros observados, também apresentaram
o sinal correto unilateralmente. Os restantes 4,9 % dos cérebros
que n3c apresentaram o sinal corretamente, foram excluidos dos
experimentos comportamentais ou bioquimicos.

Observacdes Microscépicas. Foram escolhidos aleatoreamente 25 %
do total de cérebros, para observar o C.E. lesionado pela
técnica de hematoxilina-eosina. Destes 84,3 % correspondentes
aos ratos injetados com NMDA no C.E. apresentaram mudancas do
tecido cortical, similares ao descrito na literatura (8, 62, 78);
em contraste com o tecido do C.E. dos ratos controle intacto,(3,2 %
dos‘ escolhidos). As mudancas observadas consistem, na perda de
células neuronais, proliferac3o do tecido glial, e eventual mente
foram observados macréfagos. © 10,8 % correspondente aos ratos
injetados com salina, apresentaram unicamente o sinal da agulha. Os
2 % injetados com NMDA, mas que n3oc apresentaram nenhuma mudanca na
regi3o-alvo, foram eliminados dos experimentos comportamentais ou
bioquimicos.
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ENTORRINAL)

FIGURA 4
CORTES CORONAL (A)> HORIZONTAL (B) E SAGITAL (C) DO CEREBRO DE RAT(C

C(ATLAS DE PAXINOS E WATSON 1986). AO NIVEL DO CORTEX ENOTORRINAL.
REGIAO MARCADA INDICA AREA-ALVO ATINGIDA PELO NMDA.



5. DISCUSSAO

Este trabalho teve por objetivo obser var possiveis
alteracdes no comportamento de animais lesionados com NMDA no
cértex entorrinal ,assim como observar possiveis mudancas no
metabolismo energético cerebral através da medida do consumo de
glicose e da producdco de lactato em microprismas de hipocampo e

cébrtex entorrinal.

5. 1  COMPORTAMENTO

Os resul tados compor tamentais mostraram que ratos
lesionados no cértex entorrinal tém uma laténcia menor para descer
da plataforma em relacdo aos ratos controle CANOVA,p < 0,08). Os
ratos lesionados apresentaram amnésia parcial para a tarefa de
esquiva inibitéria . Os valores obtidos pelo teste t pareado de
Student, mostraram que em cada grupo houve diferenca
significativa entre a sessd3o de treino e o teste. Algo parecido
aconteceu nos ratos lesionados pds-treino. O teste t pareado de
Student, também foi significativamente diferente, entre treino e
teste de cada grupo (teste t pareado de Student, p< 0,001D.

0 grupo intacto na sess3oco de teste, teve um desempenho
melhor n3oc apenas em relac3o aos ratos operados com NMDA

Clesionados) mas tambem em relaclo ao grupo de animais controle
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operados com salina CANOVA, p < 0,08. No entanto, comparando
as diferencas entre treino e teste dos grupos, a maior diferenca
esti entre o grupo intacto e o grupo lesionado CANOVA, p < 0,01).
Efeito amnésico tem sidoe observado, injetando agonistas de
receptores inibitérios GABAérgicos dC(muscimold ou antagonistas
de recepores excitatérios glutamatérgicos C(APS) (25, 26, 49, S1D.

A perda neuronal provocada pelo NMDA na mesma regiilo,
provocou amnésia parcial da tarefa.

Os animais lesionados pré-treino e pés-treino na tarefa de
esquiva ativa de duas vias mostraram um comportamento semelhante
nas duas situacdes. A les3oc no cértex entorrinal afetou a memdéria
deste grupo. Isto indica que esta tarefa é mais sensivel a esta
les80c que a esquiva inibitéria. Dado o papel integrador do C.E.
para informacdes adquiridas consecutivamente (26, 46, 49, 100>, é
possivel que o efeito da lesdo sobre esta tarefa se deva ao
cariter consecutivo da aquisicdo da mesma: usando virios processos
(31D em vez de sé um como na esquiva inibitéria.

Os ratos lesionados pés treino apresentaram um numeroc de
cruzamentos interprova significativamente maior no teste, em
relac8o aos dois grupos controle, nesta tarefa. Isto sugere uma
hiperatividade motora no momento do teste, conforme descrito por
outros autores (78, 87, 92>. Porém, na tarefa de habituacldo aco
campo aberto, n3c houve evidéncia alguma de hiperatividade
pés-les3o, nem medida pelos cruzamentos nem pelos ‘‘rearings®.

Os resultados da les3c pré—-treino na tarefa de habituacio ao
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campo aberto, no numero de respostas de orientac3o (rearings),
ou cruzamentos, mostraram que todos os grupos lembram bem da
tarefa. Dado o carater n3o associativo desta meméria C40, 68, 87D,
é possivel concluir entdo que o C.E. n3oc tem um papel importante
neste tipo de memérias, em contraste 3 aquelas que exigem um maior
grau de associacdoc ou integracdo (10, 24, 35, 42, 71)D.

Virios estudos também mostram, a existencia de vias que
se conectam entre o hipocampo e a amigdala (2, 79, 970, e que a
remocdo destas duas estruturas, n3c uYnicamente de uma delas,
causa amnésia de tarefas em primatas (2, 686, 100). Sugere-se entio
que, informacdes aferentes e eferentes, provenientes destas duas
estruturas, sejam especialmente importantes, para a tarefa de

esquiva ativa de duas vias, onde a amnésia foi total nos ratos.

S. 2. METABOLISMO ENERGETICO e SUA RELACAO COM O

COMPORTAMENTO

Os resultados obtidos em animais controles no presente
trabalho s3o compativeis com os dados prévios da literatura. Os
valores por nés obtidos s3o menores que os relatados para ratos
necnatos (14, 20, 21, 93D.

E conhecido que hid um incremento na produc3o de lactato pela
estimulacio de receptores NMDA, particularmente com glutamato
durante estresse e isquemia (20, 55, 82>.

No entanto, a falta de efeito tanto da les3o como do treino
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em esquiva sobre producdoc de lactato ou consumo de glicose, indicam
que estas medidas n3oc s3o nem adequadas nem suficientes para
detectar alteracdes metabdlicas devidas a estas variiveis.

Nossos dados indicam que outras técnicas, talvez "in situ"
s3o necessirias para esse propdsito (91). Por exemplo a lactografia
e técnicas de autoradiografia usadas por alguns autores (83, 84,
89).

Porém, surge-nos a ddvida sobre o real valor de tais
técnicas, aplicadas a segmentos ou setores grandes de tecido “in
situ", dada a delicada especificidade do efeito da les3oc de C.E.
sobre um ou outro tipo de meméria relatada acima.

O modelo de les3oco permanente do cértex entorrinal com
NMDA , guarda uma relacdc com © que acontece nos estagios
iniciais da doenca de Alzheimer, onde o© padrio neuronal de
degeneracdo, no CE deve explicar o dano cognitiveo (1, 49, S50, 64,
83). Assim também na les3c com NMDA hid perda de sinapses no CE, e
provoca amnésia total em tarefas de tipo associativo.

Sera interessante, no futuro, complementar este tipo de
estudo com anidlises neuroquimicas ou inmunocitoquimicas das vias

lesadas pela les3o do C.E. com NMDA.
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6. CONCLUSBES

1.- Animais lesionados no CE pré-treino e pds-treino na tarefa de

esquiva inibitéria apresentam amnésia parcial em relacio

aos controles no teste.

2.- Animais lesionados no CE pré-treino e pés—-treino na tarefa de

esquiva ativa de duas vias apresentam amnésia total para a

tarefa.

3.- Animais lesionados no C.E. pré-treinoc e pds-treino na tarefa

de habituacdo ao campo aberto n3o tem alteracio de meméria,

nem da atividade motora.

4.- Animais lesionados no CE, apresentam maior alteracio de meméria

em tarefas associativas , do que nas tarefas de exploracio.
S.- N3o hid alteracdes no consumo de glicose nem na Area lesionada
do C.E. nem no hipocampo , 7 dias apdés a cirurgia, medida

pela técnica de micrprismas.

6. - N3o ha alteracdes na produclio de lactato nem em microprismas
de CE. lesionado, nem em microprismas de hipocampo , 7 dias
apds a cirurgia , medida pela técnica de microprismas.

7.- O treino de esquiva inibitéria n3o afetou significativamente o

consumo de glicose, nem a producdo de lactato, medida pela

técnica de microprismas.
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