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RESUMO

Fundamentacdo: O presente estudo € uma continuidade de trabahtesiores do nosso
laboratorio com vistas ao desenvolvimento de umatmdnimal de hipoperfusdo cerebral
cronica e progressiva (HCCP) mediante a oclusddugtae permanente dos 4 principais
vasos que irrigam o cérebro, ou sejam, artéridelweis e artérias carétidas (modelo 4-VO).
O desenvolvimento de modelos animais que reproduzara condicdo de insuficiéncia
vascular-cerebral € essencial para o estudo dgdikilogia das doencas neurodegenerativas
associadas a um estado de hipoperfusao cerebrataroem como para o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas. Nesse contexto, aeismimais idosos torna o modelo mais
clinicamente relevante.

Objetivo: Avaliar os possiveis efeitos neurohistolégios e portamentais (cognitivos) em
funcéo do tipo de vasos ocluidos e da idade doanAtém disso, quantificar a densidade do
namero de células piramidais com nucleos e nudétikiintos das regides CA1, CA2, CA3 e
CA4 do hipocampo e os efeitos dos diferentes tj@eclusdes sobre a integridade estrutural
da retina tendo em vista a importancia da acuidadeal para o comportamento de
aprendizagem e memoria.

Materiais e método: Ratos jovens (3 a 5 meses de idade), adultos (2rmeses de idade)
ou idosos (18 a 20 meses de idade) foram submetidokisdo permanente e gradual de dois
conjuntos de vasos, ou sejam: Artérias vertebr§ ( artérias carotidas comuns (ACC),
conforme a sequéncia AV ACC - ACC (modelo 4-VO/ACC) ou, artérias vertebrais (AV)
+ artérias carétidas internas (ACI), conforme aliéegia AV- ACI - ACI (modelo 4-
VO/ACI). O intervalo de tempo entre os estagiosodrisdo foi de 1 semana. Os grupos
controles (‘sham’) passaram pelo mesmo procedimeinfwgico, porém, sem oclusdes de
vasos. Passados 40 a 45 dias apds o ultimo estéagarlusdo (4-VO), a performance de
aprendizagem e memoria espacial dos diferenteogmexperimentais foi avaliada no teste do
labirinto radial aversivo (LRA), recentemente desdvido em nosso proprio laboratério.
Apoés trés dias de adaptacdo ao ambiente de testanimais foram expostos ao LRA
diariamente, durante 15 dias consecutivos (5 diassa), sendo uma ‘Sessao’ por dia, com
trés tentativas/sessdo. Cada tentativa teve unagd@tumaxima de 4 minutos. O desempenho
de aprendizagem e memoaria foi medido por trés petrést {) ‘laténcia’ para encontrar o
esconderijo durante cada sessao de tastenmero de erros de memoria de referéncia’, e
(iii) ‘numero de erros de memoria operacional’. Aolfdwteste comportamental, o cérebro e
os olhos de cada animal foram extraidos apés @erfidracardiaca com solugdo fixadora, e



processado para andlise histoldgica do hipocamptirg, respectivamente. No hipocampo, a
densidade de neurdnios piramidais foi medida ngises CAl, CA2, CA3 e CA4. Na retina,
a integridade histomorfolégica das diversas camddalulas foi avaliada qualitativamente.
Resultados:O grupo de ratos jovens, submetido ao procedim&m@®/ACC apresentou um
desempenho de aprendizagem e memodéria prejudicamtmlgcomparado com 0 seu grupo
sham. Tal efeito foi estatisticamente significativara os parametros ‘namero de erros de
referéncia’ e ‘numero de erros operacionais’ (P,G001 — 0,05). Uma reducao significativa
na densidade de neurbnios piramidais foi obseneadatodas as regides analisadas do
hipocampo (P < 0,01). O procedimento 4-VO/ACC tdmbresultou em profundas alteracdes
na estrutura morfolégica da retina (analise qualda Em contraste, o procedimento 4-
VO/ACI quando realizado em ratos jovens ou adultod8p causou nenhum déficit
comportamental (P > 0,05 para todos os parametr@g), provocou neurodegeneracao
hipocampal (P > 0,05 para todas as regides analigathem como n&o se evidenciou
alteragcbes estruturais da retina, pelo menos nddesialaquelas observadas no grupo 4-
VO/ACC. Ja no grupo de animais idosos, o procedinés/O/ACI resultou em prejuizo da
capacidade de aprendizagem e memoria, principagmsolbre o parametro ‘laténcia’. O
namero de erros cometidos também foi maior ap0sO#ACI, porém, sem alcancar
significancia estatistica. Entretanto, somenteupgisham se beneficiou das varias sessdes de
treinamento (ANOVA, efeito global das Sessdes:(F0901 — 0,05), indicando que, no grupo
idoso operado, a dificuldade inicial do teste ndiostiperada ao longo das varias sessoes de
teste. No grupo idoso, apenas trés animais apegaemtima reduc¢do no numero de neurbnios
piramidais do hipocampo apos 4-VO/ACI, porém, naliméndo foram diferentes do grupo
sham (P > 0,05). Similarmente, ndo se constatetaglies na estrutura da retina.
Concluséo:Os resultados do presente estudo indicam que,ragptado, o procedimento 4-
VO/ACC causa profundo déficit comportamental e deséuronal no hipocampo, por outro,
também leva a uma leséo retiniana, com conseqiigsfiencdo visual. Este efeito limita,
portanto, a utilidade do modelo 4-VO/ACC para séudss as inter-relacdes entre
hipoperfusdo cerebral cronica, distirbios cogn#jve alteracbes neuropatolégicas e/ou
neuroquimicas centrais. Em contraste, o modelo J/A@Dem ratos jovens ou adultos, nao
causa lesdes da retina, porém, ndo foi suficieata provocar alteragdes cognitivas e/ou
neuropatoldgicas, sendo, portanto, igualmente dioit Diversamente, o modelo 4-VO/ACI
mostrou que pode ser eficaz para provocar altesagderopatoldgicas e comportamentais no
rato idoso, sem a influéncia de lesbes do sistasuml Outras variaveis como a cronicidade

de 4-VO/ACI e a reducdo do intervalo de tempo enseestagios de oclusdo devem ser



determinantes para a validacdo do modelo 4-VO/A€Ihgpoperfuséo cerebral crénica e
progressiva, com vistas ao estudo do potenciapéetaco de drogas. Tais estudos ja se

encontram em andamento.

Palavras-chave: aprendizagem e memoria; danos neuronais; hipocarmpmperfusao

cerebral crbnica e progressiva; lesédo de retinaetood-VO permanente.



ABSTRACT

Continuing with the view to the development of anpanent, 3-stage, 4-vessel occlusion (4-
VO) model of chronic and progressive cerebral hygpfysion in rats, here we evaluated how
the set of vessels that are occluded and the agwiofal affect i) the ability for spatial
learning, (i) the hippocampal cell density andi)( the morfological integrity of retina.
Bilateral occlusion of the vertebral arteries (M&as combined with stepwise ligation of the
common carotid arteries (CCA) (4-VO/CCA model) arternal carotid arteries (ICA)
(VO/ICA model), with 1-week inter-stage intervahd effects of 4-VO/CCA were evaluated
in young rats, while the effects of 4-VO/ICA wergsassed in young, adult or old rats. Forthy
days after completion of the 4-VO stage, or shaerajon, the rats were tested in the
aversive radial maze for 15 consecutive days, aftech the brain and eyes were examined
for ischemic damage. Compared to sham, the 4-VO/GGéng rats exhibited cognitive
impairment (P < 0.0001 - 0.05), hippocampal dam@®&ye 0.01), and retinal degeneration (P
< 0.05). Compared to control, the 4-VO/CCA groug dot benefit from the effect of training
sessions (P > 0.05). In contrast, neither leardieficit nor hippocampal, or retinal damage
were observed in both young and adult rats sulgjectéhe 4-VO/ICA procedure. In old rats,
chronic 4-VO/ICA caused a mild learning deficit,pegssed significantly for the parameter
‘latency’ (P < 0.05). A highly significant effectf ¢raining was observed for the old, sham-
operated rats (P < 0.0001 — 0.001), but not forolde4-VO/ICA rats (P > 0.05). In average,
hippocampal cell density was not changed after 4l@® in old rats, but when analysed
individually, 3 of 10 subjects exhibited reducedamidal cells in all hippocampal sectors.
The morphology of retina appeared unaffected. Thlese suggest that the 4-VO/ICA model
of chronic cerebral hypoperfusion is a more suégtdradigm given the apparent functional
preservation of the visual system, which integistymportant when spatial behavior is to be
measured. Moreover, the age at which 4-VO/ICA ipased represent an important factor for

determining the behavioral and neuropatholoicahges.

Key words: Chronic cerebral hypoperfusion, hippocampus, legrand memory, neuronal

damage, retinal degeneration, stepwise 3-stage 4-VO
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8. INTRODUCAO

Evidéncias clinicas e experimentais apontam paia pnovavel relacéo causal entre a
reducdo cronica e progressiva do fluxo sangiineebca (FSC) e o desenvolvimento de
estados cronicos de deméncia, inclusive aquel@pddoenca de Alzheimer (DA), sendo o
sintoma inicial e predominante, a deficiéncia deeagizagem e memobria. E possivel
também, que os marcos histopatolégicos observaald3An tais como acumulo da proteina
beta-amiléide (8-4) e a diminuicdo de neurbnios colinérgicos, segdteracées secundarias
a deficiéncia cerebrovascular cronica e progresddela Torre, 1994; De la Torre, 2005;
Farkas et al., 2000 a,b,c; Farkas & Luiten, 20@tletola & Gorelick, 2003; Kalaria, 2002;
Sarti et al., 2002). Varias morbidades que afeteepgnderantemente o individuo idoso sdo
reconhecidas como importantes fatores de risco gmestados de deméncia relacionados ao
envelhecimento, e neles incluem: doencas cororemigraves, infarto do miocardio, colapso
cardiocirculatorio, aterosclerose das artérias th® internas, inflamacéo cardiovascular,
hipertenséo, hipotensao, hipercolesterolemia, hgmuocisteinemia, diabetes mellitus e
habitos de vida (tabagismo, alcoolismo e sedenta)igDe la Torre, 2000; Meyer et al.,
2000).

Semelhantemente ao que se observa no humano, vitlmainsuficiéncia
cerebrovascular, um estado de hipoperfusdo cerabéaica (HCC) também pode ser
induzido experimentalmente em animais de labomtdmclusive no rato. O uso de modelos
animais que reproduzem uma condi¢cdo de HCC é umisiessencial para a elucidacao
dos mecanismos neurobiologicos envolvidos na fampgia das doencas cronicas
neurodegenerativas associadas ao envelhecimemocd®o para a avaliacdo do potencial
terapéutico de drogas. Nesse contexto, a oclusdwapente das artérias cardtidas comuns
(EKIOf et al., 1972) em ratos tem sido uma técrdogplamente utilizada para criar uma

condicdo de hipoperfusdo cerebral cronica (model (para revisao, ver Farkas et al.,



2007). Recentemente, outros modelos tém sido piapeasis como 0 modelo 3-VO (ocluséo
das ACC + artéria subclavia) (De la Torre et @92) e o modelo 4-VO (ocluséo das ACC +
artérias vertebrais) (Plaschke et al., 2005). Gimtuantes de discorrermos mais
detalhadamente sobre os modelos animais de hipggerfcerebral crénica, achamos
pertinente fornecer uma descricdo resumida sobpgilesipais vasos sanglineos que irrigam

0 cérebro no homem e no rato.

1.1 SUPRIMENTO MACROVASCULAR DO CEREBRO

O cérebro é perfundido pelo sangue arterial pos gares principais de vasos: as
artérias carotidas internas e as artérias vergebesisas ultimas dédo forma a uUnica artéria
basilar. Os ramos carotideos e vertebrais origisarnemo artérias extracranianas da aorta,
passam pelo pescoco e pela base do cranio pararcoegvidade intracraniana. Dois tercos
do fluxo sangiineo cerebral derivam do sistematickro e o restante do vertebral, sendo que,
0 sistema das car6tidas € responsavel pela ciéaulagterior do cérebro enquanto a artéria

basilar supre a regiao cerebral posterior (Farkasig&n, 2001; Sacco, 1997).

1.1.1 Artérias Cardtidas
A artéria braquiocefalica divide-se em carétida aondireita e subclavia direita. No
alto do pescoco, ao nivel da base da mandibula, gaetilagem tiredide, as duas carétidas

comuns bifurcam-se em carotidas externas e int¢Aikms, 2008; Cerci Neto, 2008).

1.1.1.1 Artéria Cardtida Interna
A artéria carotida interna (ACI) ndo possui ramospescoco. Logo apos penetrar no
cranio, pelo foramdacerum avanca pelo interior do seio cavernoso. Diriggama frente,

mas logo se curva acentuadamente para tras. Egtest recurvado, de convexidade para



frente, chama-se siféo carotideo. Os grandes piEressos que se originam das carotidas
internas (ACIl) sdo as artérias cerebrais anteA@A) e a artéria cerebral média (ACM),
sendo que esta Ultima carrega 80% do sangue carecalos hemisférios cerebrais (Farkas &
Luiten, 2001), os quais compreendem os lobos fign{zarietais e temporais anteriores
(Sacco, 1997). A partir da ACI origina-se a art@terigopalatina (APtP), que penetrando na
cavidade orbitaria, supre o nervo oOptico, retimalsculos extra-oculares (Otha et al., 1997;
Sacco, 1997). Isto explica porque alguns individuos1 doencas oclusivas das artérias
carotidas desenvolvem perda de acuidade visual g@ug& Green, 1991). Efeitos
semelhantes foram descritos no modelo de oclusé@oapente das artérias cardtidas comuns
(ACC) no rato (modelo 2-VO) (Davidson et al., 2000gste modelo, a observacédo de que
somente cerca da metade dos animais desenvolvefiaao nervo Optico e/ou retinopatia
pode ser atribuido a uma circulacéo reserva dgétaide Willis para as (APtP). Entretanto,

porque isto ocorreria somente em parte dos indogaidio € sabido (Davidson et al., 2000).

1.1.1.2 Artéria Carotida Externa
A artéria carétida externa origina-se da artéridtcda comum e anastomosa-se com

ramos da carotida interna (Cerci Neto, 2008).

1.1.2 Artérias Vertebrais

As artérias vertebrais (AV), direita e esquerda, &d@érias encefalicas e medulares, de
importancia fisioldégica consideravel no homem, origtie representam a segunda fonte de
suprimento sangiineo cerebral. Originam-se gerdéméa artéria subclavia, entram pelos
forames da sexta vértebra cervical e sobem petasnfs transversos, passam pelo forame
occipital, atravessam a dura-mater e entram naladeiintracraniana, juntando-se a artéria

vertebral contra-lateral, na juncéo bulbo-pontpera constituir a artéria basilar, a qual marca



sua terminacgéo (Atkins, 2008; Cerci Neto, 2008;c8a4997). As duas artérias, vertebral e
basilar, irrigam a parte postero-inferior do enl®gfgporcdo superior da medula espinhal,
bulbo raquidiano, protuberancia anular, cerebel@dupculos cerebrais, tubérculo
quadrigémino e a parte posterior do cérebro. Apdsguouco diametro da artéria vertebral
sua oclusédo causa isquemia e consequentements adoanalidades ao funcionamento do

sistema nervoso central (SNC), como cegueira digiaréStroke Center, 2008).

1.1.3 Circulo de Willis

Na base do cérebro, os dois sistemas vascularestidem e vertebral, séo
interconectados pelo Circulo ou Poligono de Willisn heptagono de artérias que se
distribuem a todas as regibes do cérebro, fornecatmlhos potenciais entre a circulacao
cerebral lateral e a antero-posterior. Entretasd, circunstancias fisiologicas adequadas, o
sangue que flui através das artérias vertebraiseanistura ao sangue das artérias caroétidas
internas (Farkas & Luiten, 2001). O Circulo de Wilé formado pelas artérias: 1)
comunicante anterior, que se anastomosa as duamsarterebrais anteriores; 2) segmento
inicial das duas artérias cerebrais anterioresteeat origem da carétida interna e da
comunicante anterior; 3) duas comunicantes posgsrioque Sa0 responsaveis pela
comunicacao entre os sistemas carotideo e verteraegmento inicial das duas cerebrais
posteriores, entre a bifurcacdo da basilar e admungcom a comunicante posterior,
bilateralmente. Esta rede protege o cérebro, ens® das artérias principais é ocluida, as
artérias menores distais podem receber alternatinano sangue de outras artérias, a
circulagao colateral (Cerci Neto, 2008; Sacco, 1$ibke Center, 2008).

Uma redistribuicdo compensatoria de sangue no IGider Willis ou talvez outros
processos que neutralizem o declinio repentino 8@ Bodem ser esperados (Farkas &

Luiten, 2001) quando o limen de uma artéria indr@ana € estreitado, devido, por exemplo,



a aterosclerose severa (Farkas & Luiten, 2001)uandp as artérias carotidas comuns ou as
artérias cerebrais médias de animais de laborag@ocexperimentalmente ocluidas para criar
um modelo de isquemia cerebral (Farkas & LuitenP120 A Figura 1 demonstra

similaridades e as diferencas entre a anatomiamal@ de Willis visto no homem e no rato.

ACOA

HUMANO

Figura 1 — Anatomia do Circulo de Willis no humdAd e no rato (B). ACA-artéria cerebral

anterior, ACOA-artéria comunicante anterior, ACMéaia cerebral média, AClI-artéria

carotida interna, ACP-artéria cerebral posteriocf,OF-artéria comunicante posterior, ACS-
artéria cerebelar superior, AB-artéria basilar, AC#&téria cerebelar antero-posterior, AV-
artéria vertebral, AEP-artéria espinhal posteniepioduzido de Farkas & Luiten, 2001).

1.2HIPOPERFUSAO CEREBRAL CRONICA NO RATO

A ocluséo crénica e simultanea das artérias ca®tmmuns (ACC, modelo 2-VO)
em ratos reduz 25 a 50% do fluxo sanglineo coréchipocampal (EkIof et al., 1972),
resultando em mudancas neurofisioldgicas cerebaieracoes do endotélio microvascular,
neurodegeneracdo no hipocampo, bem como disfundéesprendizagem e memoria

(Davidson et al, 2000; Ohta et al., 1997; Saralgt2002). O modelo 2-VO permanente tem



sido amplamente usado para se estudar alguns espeat® doencas cronicas
neurodegenerativas que afetam o humano, incluigdelas que resultam primordialmente
em deficiéncias cognitivas, tal como a doenca ddimer (Farkas & Luitten, 2001; Farkas
et al., 2007). Entretanto, o uso do modelo 2-VOnic@ para se estudar alteracdes
comportamentais (aprendizagem e memoria), sofrentk limitacdo importante. A ocluséo
permanente das artérias cardtidas comuns (ACCjromee o fluxo sangilineo para as
estruturas oculares, a quais sao primordialmergadas pela (APtP), a qual deriva do ramo
interno da artéria carétida (Davidson et al.,, 2008borne et al., 2004). Disso resulta
degeneracéo do nervo Optico e retinopatia em pelwos50% dos animais (Davidson et al.,
2000). Tais alteracdes no sistema visual do rafeitsuao procedimento 2-VO sé&o
remanescentes das alteracdes observadas no hotimamnde doencas oclusivas da (ACC) ou
da artéria cardtida interna (ACI) as quais resultaansindrome isquémica ocular. Esta
sindrome tem como principais manifestacdes clinpgada da acuidade visual, inflamacdes
da conjuntiva, cornea e Uvea anterior, neovasealgdd da iris, miose, catarata, glaucoma,
retinopatias, amaurose fugaz, perdas de célulagligaares e lesdo do nervo Optico (Farkas
et al., 2007; Lavinsky et al., 2006; Osborne et2404).

A degeneracéo do sistema visual apos oclusdo penteadas (ACC) no rato limita o
uso deste modelo quando o objetivo do estudo éaawalcapacidade de aprendizagem e
memoria de tarefas espaciais, tal como os testdabgato. O desempenho dessas tarefas
pelo rato depende da integridade do sistema vipo#, 0 teste requer a presencga de pistas
visuais extra-labirinto distribuidas aleatoriamembéeambiente (Farkas & Luiten, 2001). Por
causa disso, Ohta e cols. (1997) aperfeicoaram delm®@-VO mediante a oclusdo seletiva
dos ramos internos das artérias carétidas (moda&l@/ACI), preservando assim o fluxo
sanglineo através da (APtP). Entretanto, nenhum dganeurodegeneracdo hipocampal foi

observado, pelo menos até 3 meses apés 2-VO/AGa @tlal., 1997), devido provavelmente



a existéncia de uma vasta circulacdo cerebraleralaEKI6f et al., 1972), bem como pela
extraordinaria capacidade do rato jovem para adalacdo do fluxo sanglineo cerebral
(Farkas & Luiten, 2001).

Visando obter um modelo de hipoperfusacelmal capaz de produzir um padréo
consistente de neurodegeneracdo, porém, que passera integridade das estruturas visuais,
nosso laboratério vem trabalhando no desenvolvilméatum modelo de oclusdo gradual, em
3 estagios, das artérias vertebrais (AV) e artédadtidas (modelo 4-VO cronico e
progressivo) (Neto et al., 2005). Ratos submetatmprocedimento 4-VO com oclusdo das
artérias carétidas comuns (ACC, modelo 4-VO/ACCYr mm periodo de 30 dias,
apresentaram neurodegeneracdo hipocampal e deici@e aprendizagem no teste do
labirinto radial. Em contraste, a oclusdo das iadévertebrais e artérias carotidas internas
(modelo 4-VO/ACI) resultou também em lesdo hipocalmi@@m menor grau), porém, a
capacidade de aprendizagem nao foi afetada, mepo® G0 dias de hipoperfusdo. Esses
dados sugerem que o déficit comportamental obsemadjrupo submetido ao procedimento
4-VO/ACC deve ser consequente a disfuncdo visuguanto no grupo com 4-VO/ACI as
estruturas visuais tenham permanecido intactaseasgta de acordo com a literatura (Ohta et
al., 1997).

Entretanto, o modelo 4-VO/ACI usado no rato jovparece nao ser eficaz para
produzir alteragbes neuropatolégicas e comportaigntpelo menos nas condicdes
experimentais usadas até o presente. Além do @peados ocluidos (AV + ACC ou AV +
ACI), outras varidveis como a idade dos animaiseneexercer influéncias importantes no
sentido de determinar as sequelas resultantes dentenvencao tal como o procedimento 4-
VO/ACI. Por exemplo, é sabido que a capacidadeédebco para compensar uma deficiéncia
de fluxo sanguineo cerebral pode estar reduzidadieiduo idoso (De la Torre et al., 1992,

He et al., 1997). Portanto, nossa proposta é adeamtinuidade nas investigagdes com vistas



ao desenvolvimento de um modelo animal de hipopaduerebral crénica capaz de produzir

sequelas neuropatoldégicas e comportamentais, psénto de alteracdes visuais.

2.0 OBJETIVOS

S&o dois os objetivos do presente estudo: compasaefeitos causados pelos
procedimentos 4-VO/ACC ou 4-VO/ACI sobre a capadedde aprendizagem e memoria,
densidade neuronal nas varias regides do hipocampobre a integridade histomorfologica
da retina em ratos jovens. Esse experimento vieas@&onfirmar resultados anteriores do
nosso laboratoério (Neto et al., 2005), mas tamlb@meter para uma analise neurohistologica
mais detalhada das células Ce&oinu ammonisdo hipocampo (CAl, CA2, CA3 e CA4),
além de se investigar se os procedimentos 4-VO/ACEVO/ACI afetam a integridade
histomorfologica da retina. O segundo objetivo éeoverificar se os resultados observados
apos 4-VO/ACI em ratos jovens, isto é, auséncides@o hipocampal e auséncia de déficit
cognitivo, poderiam ser diferentes em animais idosobmetidos a esse modelo de
hipoperfuséo. Isto se justifica com base nas eeidénde uma reducdo na capacidade do
cérebro idoso para auto-regulacdo do fluxo sangidaeebral (De la Torre et al., 1992; He et
al., 1997), ou seja, a questéo € saber se, nad@to, 0 modelo 4-VO/ACI de hipoperfusao
cerebral cronica poderia ser efetivo no sentidpmeuzir neurodegeneracéo hipocampal e

déficit cognitivo.

3.0 MATERIAIS E METODOS
3.1ANIMAIS

Foram usados 50 ratos Wistar, machos, jovens (&sphesdultos (12 meses) e idosos
(18 meses), pesando 270-280 g, 350-400 g e 50@6fspectivamente. Os animais foram

alojados em caixas de plastico (39x33x16 cm) enpame trés ou quatro, a temperatura



controlada (22+1°C). O ciclo de luz (claro/escum)controlado automaticamente e mantido
em 12h, sendo as luzes acessas as 07h00Omin. Aagdmwo ar atmosférico permaneceu
constante através de um exaustor e a alimentagigua ofertadosd libitum. Todos os

animais usados eram provenientes do Biotério Getdrbniversidade Estadual de Maringa e
0s procedimentos experimentais respeitaram aosipids éticos da Faculdade Brasileira de
Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pelo @®mde Etica em Experimentacio

Animal da Universidade Estadual de Maringa.

3.2DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Os animais utilizados foram divididos em 4 grupmms)forme o tipo de vasos ocluidos
(AV + ACC ou AV + ACI) e a idade do animal (3, 121 d8 meses). O quadro abaixo

esquematiza o protocolo experimental.

Grupo Idade Vaso ocluidg Intervalo | Vaso ocluidg Intervalo | Vaso ocluidg
(més)| (12. etapa) (dias) | (22. etapa) (dias) | (32. etapa)
1 3 AV bilateral 7 ACC direita 7 ACC
esquerda
2 3 AV bilateral 7 ACI direita 7 ACI
esquerda
3 12 AV bilateral 7 ACI direita 7 ACI
esquerda
4 18 AV bilateral 7 ACI direita 7 ACI
esquerda
3.3CIRURGIA

Os animais foram submetidos a oclusdo permaneggAN) e (ACC) ou (ACI),
sendo anestesiados por via intramuscular pelaiagsdocde Quetamina (15mg/kg) e Xilazina
(1,0mg/kg). A Figura 2 mostra um desenho esquemdtclocalizacdo anatébmica dos pontos

de ocluséo da artéria carotida nos modelos 4-VO/A@S/O/ACI em 2 estagios.



Internal carotid a.
Common carotid a.

Figura 2 - Desenho esquematico mostrando a localizalas artérias carotida comum e
interna e 0s respectivos locais de oclusdo nos lomdeVO/ACC (A) e 4-VO/ACI (B),
(modificado de Ohta et al., 1997).

Apos fixagdo auricular do animal na base de um ediparesteriotaxico, uma incisdo
longitudinal medindo 3 cm, foi realizada na porgévical para expor o forame alar,
localizado na primeira vértebra cervical. Os missw@djacentes foram dissecados e a ponta
do eletrodo foi introduzida no forame e girada clamente até que a presenca de
hemorragia comprovasse o rompimento das AV bilmenate, a qual foi prontamente
controlada com o auxilio de um eletrocauterizaddessas condigbes, considerou-se
permanentemente ocluidas as artérias vertebrai9. (AMncisdo foi suturada com fio de
algoddo e o animal devolvido ao biotério setoriRdssados sete dias da primeira etapa
cirtrgica (estagio 2-VO), os animais foram novareesnestesiados e submetidos a oclusao
permanente das artérias carétidas comum (ACC) tarnim (ACI) direita, mediante um
incisdo longitudinal (3 cm) na por¢éo ventral dgqoeo, conforme as técnicas de rotina do
laboratério. A incisdo cervical foi suturada e oinaad conduzido ao biotério setorial.

Novamente, sete dias mais tarde, procedeu-se aaoclpermanente das ACC e ou ACI

esquerda, completando assim as sequéncias- AVC - ACC (modelo 4-VO/ACC) ou



AV - ACI - ACI (modelo 4-VO/ACI). Os animais dos grupos colso (“sham”) foram

submetidos aos mesmos procedimentos cirirgicoépmaem oclusdes.

3.4ANALISE COMPORTAMENTAL
3.4.1 Aparato de teste

O labirinto radial aversivo (LRA) € composto porl@acos radiais (55cm X 15cm)
gue se projetam a partir de uma plataforma poligoeatral com dezesseis lados (71 cm
lado-a-lado). Na extremidade de cada braco, unvaabg9cm de diametro) fornece o acesso
a caixa de madeira escura (23 X 11 X 9,5 cm), & ppde ser introduzida e removida como
gaveta posicionada logo abaixo das aberturas siergomo um refugiogpal boxou zona de
recompensa) para o rato, em relagdo a superfioeinhda, aversiva do labirinto. Dos 8
bracos, somente um contém o reflgio verdadeirobregos restantes, as caixas ndo possuem
fundo. Nas bordas dos bracos erguem-se paredexitiecatransparente (2,5 cm de altura)
para impedir que o animal caia. A &rea centraparsela internamente dos bracos por portas-
guilhotina, também de acrilico transparente (19damaltura). O labirinto eleva-se 90 cm
acima do solo, podendo girar livremente em torngelo eixo central. A partir de uma ante-
sala, um sistema de cordas e roldanas conectaidadimnente cada porta-guilhotina,
permitindo que o experimentador controle o confieatn do animal na arena central, antes
de libera-lo para explorar os bragos. Diversasapisgxtra-labirinto (tais como objetos
tridimensionais) ficam disponiveis na sala de tddte pequeno ventilador gera um constante
ruido de fundo durante todo o experimento, amedzassim a interferéncia de barulhos
bruscos e imprevisiveis. Duas lampadas de 200W\¢ fiigam fixas no teto, 180 cm acima
do labirinto. A camera de video € posicionada a @20de distancia e 130 cm acima do

labirinto. Para a analise descritiva dos dados beacos foram numerados de acordo com a



posicdo em relacdo as pistas extra-labirinto, dfotema que a sequéncia e a frequéncia das
visitas a cada diferente posicdo podem ser redesra

A Figura 3 mostra um desenho do labirinto radversivo de 8-bracos desenvolvido
em nosso laboratério (Benetoli et al., 2004; Netaale 2005; Paganelli et al.,, 2004) e
utilizado no presente estudo para avaliacdo dawgfeognitivos da hipoperfusdo cerebral

cronica progressiva.

Figura 3 — Representacao do labirinto radial aversem sua versao de confinamento. A
versao confinada consiste na colocacao de portahtdada de cada braco, as quais podem
ser fechadas ou abertas pelo experimentador. Estedgimento evita que comportamentos,
tais como entradas em bracos consecutivas adjacesglam utilizadas pelo animal,
(reproduzido de Neto et al., 2005).
3.4.2 Procedimento do Teste

Transcorridos 45 dias ap6s o ultimo estagio desady4-VO), os animais receberam,
primeiramente, um periodo de adaptacdo ao ambgmteste. Para tanto, as pistas extra-
labirinto foram retiradas do ambiente de testen{al foi colocado na arena central por 30

segundos, e entdo liberado para explorar o intdoerbracos. Ao entrar em um determinado

braco, o acesso aos demais bragos foi fechado.etonar para a arena central, o braco



recentemente visitado foi fechado, ficando o anicw@ifinado por 10 segundos e entéo
novamente liberado para mais uma tentativa parenérac o esconderijo. Este procedimento
foi repetido até que um tempo maximo de 4 minutesse transcorrido. Caso o animal nao
encontrasse no braco correto, este era conduzidepperimentador ao braco correto, sendo
colocado no esconderijo, ali permanecendo por lutminApds este periodo, o animal era
levado ao biotério e o labirinto limpo, retirando excesso de fezes e urina e o esconderijo
trocado de braco aleatoriamente. A posi¢cado espaaiaksconderijo em relacdo as pistas extra-
labirinto foi, contudo, mantida constante. O pracezhto de adaptacédo foi aplicado 1 vez ao
dia, durante 3 dias. Concluida a adaptacdo, o arfohaubmetido ao teste de aquisicao
(aprendizagem da localizacédo espacial do escoojl@gr um periodo de 15 dias, sendo 3
tentativas/dia, com uma laténcia maxima de 4 mgetn cada tentativa. Os procedimentos
foram os mesmos empregados durante a adaptac&bo exe agora as pistas extra-labirinto
estardo dispostas em seus lugares. A performamopoctamental foi medida pelo tempo
(laténcia) gasto para encontrar o esconderijo, pélmero de erros de referéncia e pelo
namero de erros operacionais. Durante cada teatatia erro de referéncia sera contado toda
vez que 0 animal entrar, pela primeira vez, nuntdi@ntendo um esconderijo falso. Um
erro de memoria operacional sera registrado todajue o rato tornar a entrar em um brago
previamente visitado. Por essa definicdo, o anuiita-se da memoaria de referéncia para
recordar que apenas um, dos oito bracos, contémec@mpensa, e que a sua relativa
localizacdo espacial manteve-se inalterada ao lalegearias sessdes de teste, indicando,
portanto, uma memoaria de curto-prazo. Uma visitardgistrada quando o rato alcancar a
metade do braco. O animal seré considerado folaam quando estiver com as quatro patas

e mais a cauda sobre a plataforma.



3.5PROCEDIMENTO HISTOLOGICO

Um a trés dias ap0s o término do teste comperitah) os animais foram
submetidos a anestesia com éter etilico e em segsdreram perfusdo transcardiacamente
com solucéo salina (0,9%) e solucdo de Bouin deraniminutos (20 ml/min). Durante o
procedimento, as solu¢des foram mantidas a 1-28@abeca apos decapitada, mantida em
banho de gelo (2-4 °C) durante 1 hora.

O cérebro, dividido em 2 partes e os olhos de aadaal foram mantidos em solucao
fixadora de Bouin, inicialmente por 2 horas ouata desidratacdo em alcool. Esta conduta
foi tomada para diminuir ou evitar qualquer danoidieal que pudesse interferir nos
resultados da analise histoldgica. As partes seadas do cérebro (proximo ao quiasma
optico), foram emblocadas em parafina e 8 a 126gsccoronais semi-sequenciais, obtidas
através de um microtomo, medindo 7um de espes$oram tomadas em um nivel
esteriotaxico correspondente a 3,80 mm posterior lmegma, e coradas por
hematoxilina/eosina. Trés cortes foram escolhidag pepresentar quantitativamente os
neurbnios piramidais aparentemente normais daeegCAl, CA2, CA3 e CA4 dos
hipocampos bilaterais.

Para o processamento adequado da retina, os olfezs Extraidos e junto, tomou-se
grande quantidade de tecido periocular que imedette, foram imersos em solugéo
fixadora. Apds 2 horas, o globo ocular e o tecidageular foram retirados, expondo-se 0
olho integro. A imersdo do material em solucdodira facilitou a enucleacdo do olho,
evitando a manipulacdo desastrosa da retina. Orialanatomico foi desidratado e
emblocado em parafina, seguindo o mesmo protocstoldgico do cérebro. Dez a doze
cortes coronais semi-sequenciais de cada olhordosi, obtidos por microtomo e medindo

7 um de espessura foram tomados e corados em h@mateosina. Seis cortes,



representando os olhos direito e esquerdo de cadwlaforam selecionados para posterior

analise qualitativa das camadas da retina.

3.6 ANALISE HISTOLOGICA

Em relacdo ao cérebro, uma anélise quantitativatmhoero de células piramidais do
hipocampo dos dois hemisférios foi realizada. Asittade celular foi expressa através da
contagem de 3 cortes coronais (objetiva 40X, Olyshgemi-seqienciais de cada individuo,
considerando-se as células piramidais com nucleosléolos integros e distintos das regides
CAl, CA2, CA3 e CA4. Uma média do numero de céluesializadas em 6 campos
microscopicos (objetiva 40X) de cada regido do ¢wpapo foi feita, sendo a mensuragéao
total da densidade celular representada por 4 séeiarentes as regibes CALl, CA2, CA3 e
CAA4.

Usando um microscopio Olympus (BX41), acoplado @ wamera fotografica de alta
performance, Olympus (QColor3), foram capturadasriens (objetiva 20X) software Q
Capture, da regido entre o disco 6ptico e o cafanetina em seis cortes coronais das retinas
bilaterais de cada animal. Utilizando-se essasemsga integridade morfoldgica da retina foi
avaliada com base nos seguintes parametipsnddia do numero de células na camada
ganglionar (CCG) contadas em milimetro linearii edesestruturacao, reducdo ou auséncia
das camadas plexiforme externa (CPE), nuclearnat€CNI), plexiforme interna (CPI) e
nuclear externa (CNE). Através de uma andlise coatipa e qualitativa entre as retinas do
grupo operado e grupo controle, considerou-seriadio todas as retinas que apresentaram,

pelo menos, uma deformidade segundo os parametnsglerados.



3.7ESTATISTICA

A analise de variancia (ANOVA) de duas vias par@asinas repetidas foi usada para a
comparacao da performance comportamental obsemaslaanimais controle (“sham”) e
aqueles submetidos ao 4-VO/ACC ou 4-VO/ACI, sensloratamentos (“sham”, 4-VO/ACC
ou 4-VO/ACI) o fator ‘entre grupos’, e os ‘dias tteinamento’ (blocos de 3 dias) o fator
‘dentro do grupo’. Em caso de um efeito global rergrupo’ estatisticamente diferente, o
Teste t de Student foi usado para se distinguiremoatos (dias) nos quais 0s grupos “sham”
e operado foram diferentes entre si. Para anabsepdrametros ‘laténcia total’ e ‘numero
total de erros’ empregou-se também o Teste t déeStuO Teste U de Mann-Whitney foi
usado para se comparar os efeitos das diferentedicées de 4-VO sobre a densidade
neuronal nas varias regides do hipocampo. A siiftia estatistica foi considerada quando

p < 0,05.

4.0 RESULTADOS
4.1 MORTALIDADE

Dos 16 animais pertencentes ao grupo 4-VO/ACC,d¥iduos (12,5%) morreram
logo apds a primeira etapa das oclusdes (artédadsbrais). Dois ratos (12,5%) morreram
durante a primeira semana apoés o estagio 3-VOdq@alda artéria carétida comum direita), e
6 animais (37,5%) morreram em diferentes temposs agumpletar o estdgio 4-VO,
totalizando ao final (62,5%) de mortalidade. Nopgrd-VO/ACI (12 meses de idade), de 10
animais operados, 6 individuos (60%) morreram apéstagio 4-VO. Entre os ratos jovens
submetidos a 4-VO/ACI ndo houve morte. O grupo denais idosos submetidos a 4-
VO/ACI era inicialmente de 20 animais, porém duzarg 45 dias de intervalo até o inicio dos
testes de comportamento, 8 animais morreram, ealdalse uma taxa de mortalidade de

40%.



4.2 PERFORMANCE DE APRENDIZAGEM EM FUNCAO DO TIPO DE \8OS
OCLUIDOS E DA IDADE DO ANIMAL
4.2.10cluséo das artérias vertebrais e artérias car@sccomuns em ratos jovens.

Neste experimento, ratos jovens foram submetidogldsdo permanente dos 4 vasos
conforme a sequéncia AV ACC - ACC, sendo de 1 semana o intervalo entre um es¢agi
outro de ocluséo. A performance de aprendizageraredria medida no LRA comecou a ser
avaliada 45 dias ap0s o ultimo estagio de ocluséwmg, 4-VO/ACC. Os dados de ‘laténcia’,
‘nimero de erros de referéncia’ e ‘nUmero de eppEracionais’ observados ao longo de 15
dias de treinamento foram agrupados em blocososgne cada bloco compreende a média
de 3 dias consecutivos (5 blocos, 3dias/bloco)garéd 4 mostra a performance de aquisicdo
(aprendizagem) medida pelos parametros de ‘latéacimimero de erros’ cometidos pelos
grupos controle (“sham”) e 4-VO/ACC. No painel stpe a performance de aquisicao esta
representada ao longo do vérios blocos de treineam@nANOVA para amostras repetidas
revela um efeito de grupo significativo para osapstros ‘nimero de erros de referéncia’
(F1, 44=5,81; p = 0,012) e ‘numero de erros operacioffgis,, = 9,08; p <0,0001). O tempo
gasto para encontrar o esconderijo (‘laténcia’)@m foi maior para o grupo 4-VO/ACC,
porém, esse efeito ndo alcancou significancia istitat (R 44 = 4,43; p = 0,07). O
treinamento exerceu um efeito global significatbabre todos os parametros, (7= 5,61 a
9,65; p <0,0001 — 0,01). Porém, se uma ANOVA écadh aos dados de cada grupo
individualmente, verifica-se um efeito do treinar@mte para o grupo “sham” ke = 9,90;
p< 0,0001), indicando que os animais com 4-VO/AGfas ndo os “sham”, foram
prejudicados nos testes de aprendizagem. Resulsadosihantes sdo observados quando os
parametros comportamentais sdo medidos cumulativena longo dos 15 dias de teste
(painel inferior). Refletindo os dados da andlis®id, diferencas significativas entre grupo

“sham” e grupo operado foram observadas para damdros ‘namero total de erros de



referéncia’ (t = 3,04; p = 0,011) e ‘numero totel @ros operacionais’ (t = 2,44; p = 0,033),

ficando o parametro ‘laténcia’ no nivel marginal significancia estatistica (t = 2,11; p =

0,058).
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Figura 4 - Efeito do procedimento 4-VO/ACC em rgtmeens sobre a aquisicdo medida no
LRA. O painel superior mostra a performance de sagio medida diariamente ao longo de
15 dias, porém, plotada em blocos de 3 dias. Omemeho comportamental € expresso pelos
parametros ‘laténcia’, ‘nimero de erros de refdeére ‘nUmero de erros operacionais’. A
‘laténcia total’ e o ‘numero total de erros’ (sogréd dos 15 dias de teste) sdo mostrados na
parte inferior da figura. A deficiéncia de aprerdjem causada pelo 4-VO/ACC é expressa
por todos os parametros medidos diariamente ou latiamente (p* < 0,05; **p < 0,01,
***p < 0,0001 vs “sham”). Um efeito significativo do treino ocoarsobre o grupo “sham”
somente (p <0,0001). Os valores representam a médRM do grupo. “Sham”, n = 6; 4-
VO/ACC,n=7.



4.2.20cluséo das artérias vertebrais e artérias car@gdnternas em ratos jovens e adultos.
Os efeitos de 4-VO/ACI crénico sobre a performadeeaprendizagem medida em
ratos jovens (3 meses) ou adultos (12 meses) namfdiferentes entre si. Portanto, os
resultados comportamentais desses animais foraopadps e ilustrados na figura 5. Os
animais operados foram submetidos & mesma seqidncelusdes descritas para o modelo
4-VO/ACC, agora porém, as oclusdes ocorreram riasas vertebrais e artérias carotidas
internas (sequéncia A¥VACI—ACI). Tanto a analise dos dados medidos diariamgugato
cumulativamente, revelam que o procedimento 4-VOQ/A& causou nenhum prejuizo de
aprendizagem e memoria (painéis superioress & 0,02 a 0,17; p> 0,05; painéis inferiores: t
= 0,24 a 0,45; »0,05). Porém, o efeito global do treino foi altamente #igativo (F4 76 =
8,92 a 47,82; p <0,0001) e ambos os grupos, cengrdkVO/ACI, apresentaram desempenho
semelhante podendo ser comprovado quando umaeandé@ligariancia € aplicada para cada
grupo individualmente (grupo “sham”: F.9 = 5,22 a 22,28; p <0,0001 a 0,01; grupo 4-

VOIACI: F 4 5= 4,00 a 27,31; p <0,0001 a 0,01).
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Figura 5- Performance de aprendizagem apés 4-VO&hCtatos jovens (3 meses) e adultos
(12 meses). O desempenho de aprendizagem é exprageomos de ‘laténcia’ e ‘nUmero de
erros’ medidos diariamente e plotados em blocostrée dias (painéis superiores) ou
cumulativamente pela soma dos 15 dias de treinméggainferiores). Nenhum sinal de
deficiéncia cognitiva pode ser observado apds 4ACD/ em comparagdo com O grupo
“sham” (p> 0,05; “sham’vs operados). O efeito do treino foi semelhante @ardos os
grupos (p<0,0001). Os valores sdo a médiEPM do grupo. Grupo “sham” (jovem, n = 6;
adulto, n = 4), Grupo 4-VO/ICA (jovem,=7; adulto, n = 4).



4.2.30cluséo das artérias vertebrais e artérias caragdnternas em ratos idosos.

A figura 6 mostra o desempenho de aprendizagemagns rdosos submetidos ao
procedimento 4-VO/ACI. Neste grupo etario, a oaus@dnica e progressiva dos 4 vasos
conforme a sequéncia AVACI—ACI aumentou significativamente o tempo gasto
(‘laténcia’) para aprender a localizacdo do escojpdao LRA (painel superior esquerdo:
Fis6 = 11,51; p = 0,004; painel inferior esquerdo: 839; p =0,011). O desempenho
cognitivo medido pelos parametros ‘nimero de edesreferéncia’ e ‘numero de erros
operacionais’ nao foi estatisticamente diferentieeens grupos “sham” e 4-VO/ACI (painéis
superiores, ‘erro de referéncia’i & = 3,51; p = 0.082; ‘erro operacionak & = 1,17; p >
0,05; painéis inferiores, ‘erro de referénciax 1,82; p = 0,09 ‘erro operacional: t = 1,06; p
> 0,05). Um efeito global do treino foi reveladdgp@&NOVA de duas vias para todos os
parametrogF,, s¢ = 3,10 a 15,67; p <0,0001 — 0,05). Porém, quanddl@VA de uma via
para uma amostra é repetida e usada para cadaigdiygdualmente, verifica-se que o grupo
sham aprendeu a tarefa ao longo do treing & 6,91 a 17,41; p <0,0001 a 0,01); o mesmo
nao ocorreu para o grupo 4-VO/ACI idosa ¢g= 0,53 a 2,88; p = 0,051 a 0,53), indicando
que os ratos idosos com 4-VO/ACI foram prejudicadasaquisicdo da tarefa medida no

LRA.
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Figura 6 — Performance de aprendizagem apds 4-VOEKC ratos idosos (18 meses). O
desempenho de aprendizagem € expresso em termdaté&teia’ e ‘numero de erros’
medidos diariamente (painéis superiores) ou cuinalaente (painéis inferiores). A
‘laténcia’ foi significativamente maior no grupod/ACI (painel superior esquerdo: P <0,05
vs “sham”). O ‘numero de erros’ medido diariamentairfel superior) ou cumulativamente
(painel inferior) também foi maior apos 4-VO/AChHrgm, o efeito global ‘entre-grupos’ néo
alcancou significancia estatistica. Um efeito digaiivo do treinamento ocorreu sobre o
grupo “sham” (p < 0,0001 — 0,01), porém, ndo sabgeupo 4-VO/ACI, (p> 0,05), indicando
um déficit de aprendizagem neste ultimo. Os valogpsesentam a médiaEPM do grupo.
Grupo “sham”, n=10; Grupo 4-VO/ACI, n = 11.



4.3 ALTERACOES NEUROHISTOLOGICAS E DIFERENCAS MORFOLOGAS EM
FUNCAO DO TIPO DE VASOS OCLUIDOS E DA IDADE DO ANIKL
4.3.1No hipocampo

A figura 7 mostra os efeitos dos procedimentos 4ACL ou 4-VO/ACI crénicos
sobre a densidade de células piramidais nas re@aés CA2, CA3 e CA4 do hipocampo.
Comparado com o grupo “sham”, o niumero de céluisidgnificativamente reduzido apos 4-
VO/ACC (painel B) em todas as regifes hipocampaadisadas (CAl: 65,0%, p = 0,0043),
(CA2: 66,4%, p = 0,0022), (CA3: 72.4%, p = 0,0022)(CA4: 64%, p = 0,0043).
Contrariamente, o procedimento 4-VO/ACI em rate®f ndo causou nenhuma alteracéo na
densidade de células piramidais em qualquer repigocampal (painel C). Os dados
histologicos referentes aos animais adultos (12es)es submetidos ao procedimento 4-
VO/ACI (4 “sham” e 4 operados) ndo aparecem noigrafpainel C), pois a analise
histol6gica do cérebro desses animais ndo podeesdivada devido a perda do tecido
(ressecamento) durante a obtencdo dos cortes emtonim. Nos ratos idosos (18 a 20
meses), o procedimento 4-VO/ACI também ndo caukeraedes significativas na densidade
de células piramidais quando calculado pela médigrdpo (p > 0,05/s grupo “sham”).
Contudo, nota-se claramente que em pelo menosn®aemio niumero de células piramidais
ficou abaixo do valor minimo encontrado para o grigham”, indicando que um processo
neurodegenerativo poderia estar em curso (paineNBY) foi observada correlacéo entre o
namero de células piramidais e o desempenho coarperital nos grupos submetidos ao 4-
VO/ACC ou 4-VO/ACI (Spearman 'R' = 0,029 - 0,26; p705). A Figura 8 mostra
fotomicrografias representativas das varias regliipecampais de ratos submetidos aos

procedimentos 4-VO/ACC ou 4-VO/ACI.
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Figura 7- Efeitos dos procedimentos 4-VO/ACC (paBeou 4-VO/ACI (painel C = ratos
jovens; painel D = ratos idosos, ICA = ACI) sobrdemsidade de neurbnios piramidais nas
regides CAl, CA2, CA3 e CA4 do hipocampo (painel B). O painel A mostra um corte
coronal e unilateral do hipocampo (coordenada est&xica: -3,80 mm, aumento 50X),
indicando os pontos aproximados (circulos) ondeomtagem de células piramidais foi
realizada em cada uma das respectivas regidoesO@l¥s “sham”.



Figura 8- Fotomicrografias representativas de secc¢Boronais de varias regides do
hipocampo de ratos representados na Fig. 7. Ass detdlicam neurdnios piramidais
considerados morfometricamente integros. Colorab@&matoxilina/eosina; objetiva 40X.
Barra de calibracdo: 50 pm.

4.3.2Na retina
A figura 9 mostra os efeitos dos procedimentos 4AGL ou 4-VO/ACI crénicos sobre a

integridade histomorfolégica da retina. Todos osnais submetidos ao procedimento 4-
VO/ACC apresentaram profundas alteracdes na esiratas camadas celulares da retina,
com destaque para a reducdo (qualitativa) na dmeside células da camada ganglionar
(CCG) e reducdo na espessura ou mesmo desaparecid@sncamadas plexiforme externa
(CPE), nuclear interna (CNI), plexiforme internaP(Ce nuclear externa (CNE). Os olhos de
3 animais ndo puderam ser aproveitados para ardgigdo dificuldades para se obter os

cortes. De modo geral, tais alteracdes apresentseariateralmente, porém, ndo ao longo de



toda a extensao da retina. A lesdes sdo mais fiezgie intensas na regido central da retina.
Em contraste, nos animais submetidos a 4-VO/AChtotgjovem quanto idoso, nao

apresentaram nenhuma alteracdo estrutural quesemealhasse aquelas observadas no grupo

sham Oper-1 Oper-2 Oper-3

4-VO/ACC
JOVEM

4-VO/ACI
JOVEM

4-VO/ACI
IDOSO

Figura 9- Fotomicrografias representativas da aedie ratos submetidos aos procedimentos 4-
VO/ACC ou 4-VO/ACI cronicos. Os animais “sham” nrast a organizacdo das camadas de
células ganglionares (CCG = GCL), plexiforme inge(@PI = IPL), nuclear interna (CNI =
INL), plexiforme externa (CPE = OPL), nuclear erteCNE = ONL) e cones e bastonetes
(CCB = CBL). Os efeitos de 4-VO/ACC ou 4-VO/ACI oiéos, em funcdo da idade
(margem esquerda) sdo mostrados por trés animasadygs (oper) de cada grupo,
respectivamente (oper-1, oper-2 e oper-3). Notdagamente a desestruturacao morfolégica
da retina nos animais submetidos ao 4-VO/ACC, entraste aos animais submetidos ao
modelo 4-VO/ACI, tanto jovem quanto idoso, cujardstra das camadas celulares parecem
preservadas. Coloracéo: hematoxilina/eosina; ebj@DX.



A Figura 10 ilustra a média (células/mm) do nundeocelulas ganglionares apos 4-
VO/ACC ou 4-VO/ACI. Uma reducéao significativa fobservada no grupo 4-VO/ACC (p =
0,04 vs “sham”). Nos grupos submetidos ao procedimento 4AGD (jovens e idosos), O
namero de células ganglionares observado ndo feretite daquele encontrado para os
respectivos grupos controles (p > 0,05). Tal coemr@u com os cérebros, os olhos dos ratos
adultos (12 meses) também ndo puderam ser aprogifra analise histoldgica da retina,

em virtude de dificuldades técnicas durante a @@i@wlos cortes histoldgicos.
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Figura 10 — Média do numero de células na camadécganglionar (CCG) em funcdo do
conjunto de vasos ocluidos (4-VO/ACC ou 4-VO/ACKaidade dos animais. *P < 0,08
“sham”.



5.0 DISCUSSAO

O presente estud® uma continuacao de trabalhos anteriores do rlakeaatorio cujo
objetivo central é o desenvolvimento de um modeimal de hipoperfusdo cerebral crénica
(HCC) e progressiva mediante a oclusado gradualdasos (4-VO), o qual pudesse resultar
em alteracfes cognitivas e neuropatologicas cemsest, sem a interferéncia de lesdes visuais

periféricas.

Em um estudo prévio do nosso laboratério (Netolet2805) observamos que o
modelo 4-VO/ACC quando imposto a ratos jovens, &adsficits cognitivos e lesdo
hipocampal, os quais se manifestam dentro de ufadmede 30 a 50 dias de 4-VO/ACC. Em
contraste, nenhuma alteracdo comportamental ouolistolégica pode ser encontrada
quando o modelo 4-VO/ACI foi usado. Esses resuftaidoam reproduzidos no presente
estudo, indicando claramente que as sequelas pdagumo modelo 4-VO progressivo de
hipoperfusédo cerebral crénica (HCC) depende crmeiate do conjunto de vasos ocluidos.
Em outras palavras, enquanto o procedimento 4-VQ/AE capaz de deixar sequielas
funcionais e estruturais, o modelo 4-VO/ACI ndosstis resultados comportamentais apos 4-
VO/ACC, concordam com aqueles descritos por (Plesait al.,, 1999) usando outros
modelos comportamentais.

A julgar pelo grau de lesdo hipocampal e déficigréitivo observados em nossos
estudos, é bem provavel que o modelo 4-VO/ACC tesein um grau de hipoperfusao
cerebral mais severo que aquele causado no modé@/ACI. Entretanto, a forma como o
FSC é alterado ao longo do tempo apés a oclusdmicaré progressiva dos 4 vasos, ndo é
sabida (Plaschke et al., 2003). Independente dsmatudo, os dados do presente estudo
confirmam nossos resultados anteriores no sentdgueé o modelo 4-VO/ACC é capaz de
causar sequelas comportamentais e lesdo neuramgibtamtes. No que tange ao modelo 4-

VO/ACC, entretanto, um dado importante do presestedo refere-se a ocorréncia de severa



degeneracéo retiniana, uma sequela que ndo tentc@daderada nos estudos de Plaschke e
colaboradores, embora seja bem documentada no on2d&D (Davidson et al., 2000; Ohta
et al., 1997; Osborne et al., 1999; 2004). No preesestudo, todos os animais cujos olhos se
mantiveram viaveis para a analise histologica (47¥esofreram profundas alteracbes na
estrutura morfoldgica da retina. Esse resultad@sparado, pois a ocorréncia de retinopatia e
atrofia do nervo optico tém sido consistentemebteo/adas no modelo 2-VO (Davidson et
al., 2000; Ohta et al., 1997; Osborne et al., 120®4). Portanto, € bastante provavel que a
deficiéncia de aprendizagem e memodria observadasayO/ACC seja devido, pelo menos
em parte, a uma deficiéncia visual causada pels@aldos vasos que irrigam o globo ocular,
pois a realizacdo da tarefa no labirinto radiaklzse na utilizacédo, pelo rato, da disposicéo
espacial de pistas extra-labirinto. Portanto, estglela visual representa uma limitacao
importante do modelo 4-VO/ACC quando a performadeeaprendizagem e a memoaria
espacial fizerem parte do protocolo experimentad. fato, tem sido observado que o
desempenho cognitivo de ratos foi prejudicado &¥© quando os mesmos foram testados
para a aprendizagem de tarefas espaciais no lbaguatico de Morris, mas ndo quando
testados em modelos de esquiva usando um estirantoyas como elemento condicionante
(Asakura & Hirate, 1999).

Embora nédo seja sabido em que extensdao o modelO/AGC afeta as funcdes
visuais mais que o modelo 2-VO, certamente, a aolwas (AV) seguida da oclusdo das
(ACC) devem resultar em uma isquemia ocular corameportanto, mais severa (Osborne et
al., 2004). Assim, se por um lado o modelo 4-VO/A@Gstra-se eficiente para provocar
déficits cognitivos consistentes e duradouros (Ngtal., 2005; Plaschke et al., 1999; dados
presentes), bem como neurodegeneracao hipocamgial €@Nal., 2005; dados presentes), por

outro, o comprometimento das fungdes visuais dthca interpretacdo dos resultados das



inter-relacdes entre hipoperfusdo cerebral croniaieracdes neuropatologicas e/ou
neuroquimicas e disfuncdes cognitivas.

Diferentemente dos efeitos causados pelo modelAEC, o procedimento 4-
VO/ACI néo causou nenhuma alteragcdo comportamentaleurohistolégica em ratos jovens
e/ou adultos. Esses resultados confirmam novanosntiados anteriores do nosso laboratério
(Neto et al., 2005). O novo dado é que o modeldD4ALI de hipoperfuséo cerebral crénica
nao afeta a integridade estrutural da retina. Apaissao, entretanto, ndo podemos descartar a
possibilidade de alteracbes mais sutis da func&aoalji talvez em nivel eletrofisioldgico,
sinaptico, etc. Também ndo podemos desprezar @ihdssle de disfuncbes visuais caso a
cronicidade de 4-VO/ACI seja aumentada para alén3@e 50 dias. De fato, disfuncbes
eletrofisiologicas e degeneracao de fotorreceptfmesn encontradas ap0s nove meses, mas
nao apos 3 meses de 2-VO (Osborne et al., 1999Mtu@m, mesmo considerando a
possibilidade de alteracdes visuais sutis apos AAZD a despeito da aparente integridade
morfologica da retina, o fato é que a capacidadapdendizagem e memoaria nao foi alterada
no rato jovem. Dada a auséncia de lesao hipocaapdal 4-VO/ACI em ratos jovens, entdo a
auséncia de déficits cognitivos seja mais uma &gdic de que as func¢des visuais ndo foram
afetadas apdés 4-VO/ACI. Se o modelo 4-VO/ACI ndixaleseqlelas visuais, uma questao
interessante refere-se ao suprimento sangliineoogacthos, jA que no presente modelo as
artérias caroétidas internas (ACI) foram ocluidas wm ponto anterior ao ramo da artéria
pterigopalatina, a qual representa a via mais itapteg de suprimento sangtineo para o olho
do rato. Pelo menos no homem, sabe-se que asaffigial, maxilar e meningea média fazem
importantes anastomoses com a artéria oftadlmicaguess funcionam como colaterais
primérias frente a uma redugdo do fluxo sanguine@ @ olho. Além disso, as artérias
cardtidas interna e externa fazem conexdo (Liedsk2©03). Se tal arquitetura vascular

colateral poderia estar presente ou ter um equiieleo rato ndo se sabe. Apesar dos



resultados do presente estudo indicarem a ausé@edietinopatia apés 4-VO/ACI crdnico no
rato, ndo descartamos a necessidade de estudasnagicincluindo o uso de parametros
histoquimicos e/ou eletrofisioldgicos, tal como tgido feito no modelo 2-VO (Osborne et al.,

1999).

Se por um lado o modelo 4-VO/ACI de hipoperfusaceloeal cronica ndo resulta em
alteracOes cognitivas e neurodegeneracao quanmadpla ratos jovens ou adultos, 0 mesmo
nao ocorre em animais idosos. Nestes animais,éaciat para encontrar o esconderijo no
labirinto radial foi significativamente maior quguela do grupo “sham”. O niamero de erros
também foi maior, porém, sem atingir significanestatistica. Apesar disso, a tendéncia para
um déficit cognitivo mais expressivo parece comsie. De fato, se uma ANOVA para
amostras repetidas € aplicada para cada grupoasepaente, sendo as ‘sessdes’ de treino o
anico fator da ANOVA, verifica-se que 0 grupo “sHaapresenta uma boa performance de
aprendizagem (efeito principal do treino), o que aéorre com o grupo 4-VO/ACI. Esse dado
indica que o modelo 4-VO/ACI em ratos idosos é zapa causar deficiéncia cognitiva, ao
contrario do que se observa em ratos jovens ouasdortanto, comparado com os efeitos de
4-VO/ACC em ratos jovens, é possivel que os efatiservados no rato idoso ap6s 40 a 55
dias de 4-VO/ACI representem o inicio de uma dé&ficia cognitiva leve, a qual poderia se
tornar progressivamente mais severa a medida quenidade de 4-VO/ACI aumenta. Algo
semelhante ocorreu com o efeito da 4-VO/ACI sobhgpocampo de ratos idosos. Embora a
densidade de neurdnios piramidais calculada peldiardb grupo nado tenha sido diferente
entre 0s grupos “sham” e operado, alguns animasosl com 4-VO/ACI apresentaram uma
reducdo do nimero de células em todas as regipesampais analisadas. Isto poderia refletir
o inicio de um processo neurodegenrativo, cujarénora deve estar associada ao grau de
hipoperfusdo cerebral crébnica em cada individuoisMeportante, o déficit cognitivo

observado em ratos idosos apés 4-VO/ACI ocorreuespalto da aparente auséncia de



retinopatia. Esses dados sugerem, portanto, qédiat dognitivo causado pelo procedimento

4-VO/ACI em ratos idosos seja devido predominantgmea uma disfuncéo cerebral associada
a hipoperfusédo cerebral. E bem provavel que taisamiiéncias funcionais e estruturais
resultantes do modelo 4-VO/ACI em ratos idososerse mais severas a medida que a

cronicidade de 4-VO/ACI aumente ou o intervalo et oclusdes diminua.

Com base nesses resultados, uma questédo a sate¥gar qué o modelo 4-VO/ACI é
capaz de causar sequelas cognitivas e neuropaia$ogo rato idoso, mas nao no rato jovem,
pelo menos durante o periodo de tempo transcomdopresente estudo. Tem sido
demonstrado que ratos adultos, com 12 meses de,idad capazes de desenvolver uma
pronunciada circulacdo arterial colateral para campr a queda de FSC apés 4-VO/ACC
cronico (Plaschke et al., 2003; 2005). Similarmeriéen sido descrito que ratos jovens
submetidos ao procedimento 2-VO por 6 meses, debamm alteracbes na arquitetura
vascular cerebral, as quais incluem arteriogénditeacao e tortuosidade da artéria basilar.

Tais alteragfes coincidem com a normalizacdo do&savel do controle (Choy et al., 2006).

Outro estudo mostra que em ratos jovens submetidasiodelo 2-VO (oclusdo das
ACC) hé redistribuicdo do FSC da porcéo infrateatgrara a supratentorial do encéfalo.
Entretanto, tal resposta ndo se desenvolve ademeata no rato idoso (He et al., 1997).
Usando o modelo 3-VO cronico (oclusédo da artérmlgwia + cardtidas comuns) verificou-se
gue o FSC se recupera ao nivel do controle 9 semapis 3-VO no rato jovem, mas ndo no
rato idoso (De la Torre et al., 1992). Esses daaldisam que a capacidade do cérebro idoso
para a auto-regulacdo do FSC diminui, tornandorebcé mais vulneravel aos efeitos de um
evento hipoxico/isquémico. Isto concorda com asasdes sobre o desenvolvimento de
alteracOes esclerdticas nos vasos cerebrais de idhi®os, e que tais alteracdes associadas a
idade devem dificultar uma resposta vasodilata@egaada a redugéo de perfusdo cerebral (He

et al, 1997). Além disso, a idade avancada é unoitapte fator para o desenvolvimento de



uma seérie de alteracdes microvascular e metabobepszes de determinar o grau de
comprometimento da reatividade vascular cerebealtdra uma série de estimulos neuronais,

quimicos e fisicos (Farkas & Luiten, 2001).

6.0 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram quedelan4-VO/ACC em ratos jovens
causa um importante déficit de aprendizagem e manu@ tarefas espaciais medidas no
labirinto radial aversivo e reducdo acentuada dmard de células piramidais nas regides
CA1l, CA2, CA3 e CA4 do hipocampo. Entretanto, o slodl-VO/ACC resulta também em
profundas alteracfes estruturais da retina, o grtarnente, deve provocar deficiéncia visual
importante ou mesmo cegueira. Este efeito tornaodeto 4-VO/ACC limitado para se
estudar as inter-relacdes entre hipoperfusdo @dretydnica, distarbios cognitivos, e
alteracOes neuropatoldgicas e/ou neuroquimicasat®nEm contraste, o modelo 4-VO/ACI
nao foi eficaz na producédo de sequelas cognitikas reurohistologicas quando aplicado em
ratos jovens ou adultos. Diferente do modelo 4-OZA o modelo 4-VO/ACI ndo causou
alteracdes morfoldgicas da retina. Por outro lgdendo aplicada a ratos idosos, o modelo 4-
VO/ACI mostrou-se capaz de provocar alterac6esopeatiologicas e comportamentais, sem a
influéncia de lesbes do sistema visual. Em conjurgaesultados do presente estudo sugerem
gue o modelo 4-VO/ACI em ratos idosos pode ser wdelo adequado para se estudar os
aspectos neurodegenrativos relacionados a hip@derfaerebral cronica. Outras variaveis
como a cronicidade de 4-VO/ACI e a reducao do waler de tempo entre os estagios de
oclusdo devem ser determinantes para a validacaomadielo 4-VO/ACI de hipoperfuséo

cerebral crbnica e progressiva com vistas ao estagmtencial terapéutico de drogas.
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