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Moreira, RR. Mismatch negativity: analise dos efeitos da hipotermia e
do treinamento auditivo a partir de um modelo de estudo experimental
[tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2008.

INTRODUCAO: Lesdes cerebrais isquémicas ocorrem em indices bastante
significativos, podendo levar a alteragdes cognitivas de graus variados, cujas
repercussdes clinicas podem ser de extrema gravidade para os pacientes
acometidos. Para avaliar as consequéncias destas lesdes nos aspectos
funcionais, pode-se utilizar um dos componentes dos potenciais evocados
auditivos relacionados a eventos, o Mismatch Negativity (MMN).
OBJETIVOS: verificar se o0 MMN é capaz de detectar mudancas
eletrofisiologicas em gerbils submetidos a isquemia cerebral e a hipotermia;
verificar se o treinamento auditivo pode gerar mudancas eletrofisioldgicas
detectaveis pelo MMN, e comparar as laténcias do potencial com as células
sobreviventes do hipocampo de gerbils submetidos a isquemia e a
hipotermia. METODOS: Estudo 1: 44 gerbils (Meriones Unguiculatus)
adultos foram anestesiados com halotano e submetidos a isquemia cerebral
através da ocluséo bilateral das carétidas por sete minutos, e a captacédo do
MMN. Os animais foram divididos nos grupos SHAM, HIPO, NORMO e
HIPER, de acordo com a temperatura a que foram submetidos. Estudo 2: 28
gerbils foram submetidos a uma sessédo de treinamento auditivo com
duracdo de 300 segundos em caixa de esquiva com gerador de
eletrochoque, e ao registro do MMN. Estudo 3: foi captado o MMN de 27
gerbils e, apés terem sido sacrificados, foi realizada a quantificacdo de
células sobreviventes da regido CAl1 do hipocampo através de cortes
histol6gicos. RESULTADOS: Estudo 1: houve 100% de presenca do MMN
no grupo HIPO, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos SHAM e HIPO. Estudo 2: ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre as laténcias do MMN antes e depois do treinamento
auditivo. Estudo 3: observou-se maior nimero de células sobreviventes no
hipocampo nos animais do grupo HIPO, e foi detectada baixa correlacéo
entre 0 numero de células sobreviventes e a laténcia do MMN.
CONCLUSOES: o MMN detectou as mudancas eletrofisiolégicas geradas
pelo efeito neuroprotetor da hipotermia, porém, o protocolo do treinamento
auditivo utilizado neste estudo ndo gerou mudancgas neurais nos animais que
pudessem ser detectadas pelo MMN, e foi observada baixa correlacao entre
a laténcia do MMN e o numero de células sobreviventes na regidao CA1l do
hipocampo de gerbils submetidos a isquemia e a hipotermia.

Descritores: potencial evocado relacionado a eventos, plasticidade neuronal,

iIsquemia, hipotermia.



Moreira, RR.: Mismatch Negativity: analysis of temperature and
auditory training effects from an experimental study model. [Thesis].
Sé&o Paulo: Medicine Faculty, University of Sdo Paulo; 2008.

INTRODUCTION: Significant ischemic cerebral lesions may result in
cognitive disorders of varying degrees, with clinical repercussions that could
be extremely severe for the affected patients. In order to evaluate the
consequences of such lesions upon functional aspects, one of the
components of event-related auditory evoked potentials, the Mismatch
Negativity (MMN), may be used. AIM: to verify whether the MMN is able to
identify electrophysiological changes in gerbils submitted to cerebral
ischemia and hypothermia; to verify if auditory training may generate
electrophysiological changes detectable by MMN, and to compare the
potential’s latencies with the surviving cells of the hippocampus of gerbils
submitted to cerebral ischemia and hypothermia. METHODS: Study 1: 44
adult gerbils (Meriones Unguiculatus) were sedated with halothane and
underwent cerebral ischemia through bilateral occlusion of the carotids for
seven minutes, and the MMN was registered. Animals were divided in four
groups, SHAM, HIPO, NORMO and HIPER, according to the temperature
they were exposed. Study 2: 28 gerbils underwent a session of auditory
training of 300 seconds in a passive shuttle box with an electroshock
generator, and the MMN was registered. Study 3: the MMN of 27 gerbils
were registered and after their scarifice, the amount of surviving cells in the
CALl region of the hippocampus was quantified through histological cuts.
RESULTS: Study 1: the MMN was 100% present in the HIPO group, there
was no significant statistical difference between groups SHAM and HIPO.
Study 2: there was no significant statistical difference between the MMN
latencies before and after the auditory training. Study 3: a greater number of
surviving cells was observed in the hippocampus of animals from group
HIPO, and a low correlation between the number of surviving cells and the
MMN latency was detected. CONCLUSIONS: MMN detected
electrophysiological changes generated by the neuroprotector effect of
hypothermia, nevertheless the auditory training protocol used in this study did
not generate neural changes in the animals that could be detected by MMN,
and a low correlation between the MMN latency and the number of surviving
cells in the CA1 region of the hippocampus of gerbils submitted to ischemia
and hypothermia was observed.

Descriptors: event-related evoked potential, neuronal plasticity, ischemia,
hypothermia.
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1. INTRODUCAO

As doencas cerebrovasculares sao patologias com elevada
incidéncia, tanto na populacao brasileira, quanto na mundial, e que podem
acarretar prejuizos nas habilidades cognitivas do individuo, como memoria e
linguagem, exercendo impacto negativo em sua qualidade de vida.

A isquemia cerebral € uma das doengas mais comuns nos servicos de
emergéncia no Brasil, com altos indices de morbidade e de
comprometimento funcional dos individuos que permanecem vivos apos o
evento isquémico (Hilbig e Coutinho, 1993).

Estudos que se baseiem em como prevenir, diagnosticar e prever 0s
danos que esta patologia pode causar sao imprescindiveis. Nesta
perspectiva, surgem, entdo, os estudos experimentais envolvendo doencas
de alta incidéncia na populacdo, utilizando-se uma espécie animal que
apresente caracteristicas compativeis com o objetivo destes estudos.

Os testes eletrofisiologicos vém sendo utilizados como uma técnica
objetiva na obtencdo de respostas sobre a atividade neural, auxiliando no
diagnéstico funcional do Sistema Nervoso Central. Dentre estes testes, esta
um dos componentes dos potenciais evocados relacionados a eventos, 0
Mismatch Negativity, que surge como um instrumento promissor para fins
desta avaliacdo, pois abrange as regides cerebrais acometidas por lesdes
isquémicas, e ndo depende da atencdo de quem esta sendo avaliado

(Naatéanen et al., 1978).



Outra técnica de avaliacdo dos efeitos da isquemia cerebral em
animais é a analise morfologica, realizada, por exemplo, através da
contagem de células da regido lesada, apés a morte do animal. Modelos de
isquemia cerebral in vivo que utilizaram esta técnica em gerbils (Baena et al.,
1997) demonstraram sua eficiéncia na andlise da preservacao da populacéo
original de neurbnios.

O conhecimento de técnicas de avaliacdo funcional e morfologica do
Sistema Nervoso, associado ao uso de terapias que blogueiem o processo
fisiopatolégico de morte neuronal, constitui um caminho promissor em
direcdo a neuroprotecdo. Portanto, € necessario verificar-se a eficacia de
métodos terapéuticos que preservem as habilidades cognitivas do individuo,
ou que, pelo menos, minimizem os efeitos da lesdo cerebral. E importante,
também, que as novas propostas de tratamentos avaliadas possam ser
aplicadas em modelos experimentais, e, posteriormente, em pacientes,
promovendo o laco de integracdo entre a pesquisa basica e a aplicada
(Price, 1999).

Dentre estas propostas de tratamento estdo a manutencado de baixas
temperaturas cerebrais, a hipotermia, e uma das formas de estimulacdo
ambiental, o treinamento auditivo. Varios estudos, como por exemplo, o de
Baena et al. (2001) e o de Ariga (2005), jA demonstraram que a hipotermia
exerce efeito neuroprotetor em gerbils; porém, técnicas como as que
envolvem o treinamento auditivo ainda precisam ter seu potencial

terapéutico investigado, visto que ha poucos estudos sobre este tema



realizados com esta espécie animal (Ohl e Scheich, 1996; Ohl e Scheich,
1997).

Assim, este estudo foi realizado com o intuito de verificar se a
hipotermia e o treinamento auditivo podem melhorar as conexdes neurais, e
se esta melhora pode ser detectada pelo Mismatch Negativity, em
associacdo a analise morfologica do hipocampo de gerbils, ou seja, se este
potencial evocado pode ser utilizado como um instrumento de avaliacdo dos
déficits cognitivos e da evolucdo da recuperacdo dos pacientes acometidos

pela isquemia cerebral.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Neurociéncia é a ciéncia que tem como objetivo compreender 0s
processos cerebrais pelos quais agimos, aprendemos, percebemos o
ambiente, e nos lembramos, entre outras habilidades. Sua tarefa é explicar o
comportamento em termos de atividades neurais, ou seja, como 0 sistema
nervoso organiza suas células para gerar determinados comportamentos.

Um dos ramos da Neurociéncia mais estudado na atualidade é a
Neurociéncia Cognitiva, campo de pesquisa interdisciplinar, o qual agrega
areas como a Neurofisiologia, Bioquimica, Anatomia, entre outras, e cujo
foco de estudo concentra-se nas habilidades cognitivas.

As cinco principais areas da Neurociéncia Cognitiva sdo percepcao,
acdo, emocao, linguagem e memoria; constituem processos complexos, 0s
quais requerem a integracdo da informacado de varias areas corticais, areas
estas que associam a informacdo sensorial e ainda elaboram a resposta do
individuo a partir destes estimulos (Kandel, 2003).

A Neurociéncia Cognitiva tem enfatizado a importancia de se
compreender 0S mecanismos do processamento das informacdes
sensoriais, como por exemplo a memoria, a qual constitui-se em preé-
requisito para a cognicao.

Pode-se definir memodria como um conjunto de processos
neurobiolégicos e neuropsicoldgicos que permitem a aprendizagem, sendo

eles: aquisicao, selecao, retencdo, consolidacéo e evocacgao; pode-se dizer,



também, que memodria é o processo de arquivamento seletivo de novas
informacdes através do qual podemos evoca-las (Kandel e Pittenger, 1999).

Memoria pode ser classificada em tipos, de acordo com o tempo de
retencdo da informacdo, e quanto a natureza do processo; em relacdo ao
tempo, tem-se a memaria ultra-rapida, com duracdo de alguns segundos, a
memoria de curto prazo, retida por minutos ou horas, e finalmente, a
memoria de longo prazo, a qual estabelece engramas duradouros, pois a
informacéo é retida por dias, semanas ou anos.

Se classificarmos a memoria de acordo com a natureza do processo
envolvido, observa-se a memoria descritiva, a nao descritiva, e a
operacional, sendo que o primeiro tipo refere-se ao que pode ser evocado
por meio de palavras; a nao descritiva relne o que é evocado por
representacdes perceptuais; e a operacional, ou de trabalho, diz respeito ao
armazenamento temporario de informacfBes (teis somente em um
determinado momento (Baddeley, 1994).

Memoria de trabalho ou memoria operacional consiste em um
armazenamento temporario da informacéo, utilizado para guiar acdes, sendo
caracterizada pela manutencdo ativa de informacgfes relevantes para um
comportamento que esteja ocorrendo; atividades do cotidiano dependem de
um mecanismo de memoria de curto prazo, o qual integra, momento a
momento, as percepcdes ao longo do tempo, repete-as e as combina,
acessando, simultaneamente, o arquivo de informacdes armazenadas

(Watson et al., 2007).



Qualquer alteracdo na memoéria de trabalho pode fazer com que
problemas no sistema de processamento da informacao afetem processos
cognitivos como a atencao, a leitura e a aprendizagem (Fry e Hale, 2000).

No cérebro, a superficie enrugada, formada por giros e sulcos, € o
cortex cerebral. Em nivel microscopico, tém-se as unidades estruturais e
funcionais do Sistema Nervoso Central, sendo compostas por neurbnios e
também por células gliais. Os neurbnios produzem e transmitem sinais
elétricos, gerando informacdes capazes de codificar as sensacoes; as
células gliais também lidam com sinais, porém, sinais de outra natureza,
como por exemplo, o sinal de orientacdo do crescimento e da migracdo de
neurénios durante o desenvolvimento, de comunicacao entre eles durante a
vida adulta, de defesa e reconhecimento de situacdes patoldgicas, entre
outros (Lent, 2005).

As operacOes neurais responsaveis pelas habilidades cognitivas
ocorrem, essencialmente, no cortex cerebral, resultante das conexdes entre
varias regides funcionais, ou seja, uma unica habilidade apresenta diferentes
componentes, 0s quais sdo processados em regides diferentes do encéfalo
(Kandel, 2003).

Além de outras regifes do cérebro, o lobo temporal e suas estruturas
mais profundas - o hipocampo e a amigdala - estdo bastante relacionados
aos aspectos de aprendizagem e memoria, funcdes cognitivas
extremamente complexas do ponto de vista neurofisiolégico.

O hipocampo, importante estrutura envolvida no processo de

consolidacdo dos engramas da memoria, mantém abundantes conexdes



com as demais regides, como o lobo temporal medial, e, através desta
regido, com o coértex pré-frontal, cortex parietal e regides anteriores e laterais
do lobo temporal (Lent, 2005). Izquierdo et al. (2004) afirmaram que a
consolidacdo da memdria requer a integridade funcional do hipocampo e a
ativacdo de diferentes receptores para remodelar a sinapse e para
proporcionar mudancas morfoldgicas.

Os neurdnios do hipocampo sdo do tipo piramidais, de caracteristica
predominantemente excitatoria, € usam 0 aminoacido glutamato como
neuromediador.

O hipocampo é formado pelas regides CAl, CA2, CA3 e CA4, além
do giro denteado, sendo que as duas principais regifes sdo CAl e CA3; os
neurénios destas duas regifes tém duas arvores dendriticas ao invés de
somente uma; alguns neurocientistas apontam para o fato de que o grande
namero de dendritos e axbnios, que caracterizam este tipo de célula, deve
contribuir para a complexidade do processamento da informacdo nesta
regido do cérebro (Foster e Wilson, 2006).

A regido CA1 do hipocampo parece ser menos resistente as lesdes do
que a regido CA3, e do que o giro denteado, 0 que sugere uma
vulnerabilidade diferente de cada regido do cérebro. Horn (2004) investigou
as proteinas envolvidas na vulnerabilidade seletiva do hipocampo, através
de um estudo com ratos Wistar, e concluiu que o giro denteado consiste na
regido do hipocampo mais resistente a isquemia e a excitotoxinas,
descrevendo a participacdo das proteinas de choque térmico (HSP - Heat

Shock Protein) no processo de resisténcia do giro denteado, visto que estas
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sdo capazes de bloguear a morte celular. Assim, apesar de ocorrer morte
das células piramidais no hipocampo, apés algum tipo de leséo, as células
gliais podem sobreviver, mantendo condicbes para que possa ocorrer
plasticidade cerebral (Schmidt-Kastner e Freund, 1991).

As células poés-sinapticas do hipocampo possuem trés tipos de
receptores glutamatérgicos: N-metil-D-asparato (NMDA), &acido amino-
hidroxi-metil-propriénico (AMPA), e tipo metabotrépico. Os receptores do tipo
AMPA respondem ao glutamato liberado na fenda sinaptica, logo apds os
primeiros potenciais de a¢édo, ocorrendo uma abertura de canais de sodio e
potassio, e provocando despolarizacdo da membrana da célula poés-
sinaptica; ao atingir um certo nivel, esta despolarizacdo remove o0 ion
magnésio que estava blogueando o canal do tipo NMDA, fazendo com que
este passe a se abrir; por este canal passa grande quantidade de calcio do
exterior para 0 meio intracelular; outros canais de calcio dependentes de
voltagem, e ndo ligados ao receptor NMDA, também se abrem, amplificando
o efeito; neste momento, os receptores de glutamato do tipo metabotrépico
sao ativados e aumentam a liberacéo de calcio.

Este fenbmeno pode durar horas ou até mesmo dias, sendo
necessario um mecanismo que prolongue a liberacdo de glutamato; entéo,
entra em agcdo o Oxido nitrico, produzido pela célula pds-sinaptica, o qual,
por ser um gas, tem transito livre para sair e entrar da membrana celular,
gerando um mecanismo retrégrado de aumento da sintese do mediador e,
consequentemente, um aumento de sua liberacdo pelo terminal pré-

sinaptico. Esta cascata de eventos sinapticos pode ser denominada de
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potenciacdo de longa duracdo (long-term potentiation - LTP), processo
correspondente a formacdo da memodria relacionada a paradigmas de
estimulos do tipo frequente/raro (Lisman et al.,, 1998), o que sugere que 0
hipocampo e estruturas adjacentes do lobo temporal tém importante papel,
tanto na memoaria de trabalho de curto prazo, quanto na de longo prazo
(Karlsgodt et al., 2005).

Processos cognitivos complexos como a memoria, assim como as
patologias que causam alteracfes neste processo, podem ser estudados
através de experimentos realizados com animais, estabelecendo-se
parametros controlados de avaliacdo, sendo que a vantagem em se realizar
este tipo de estudo reside no fato de haver uma padronizacdo do modelo
experimental a ser estudado.

Dentre as patologias cerebrais que podem alterar 0s processos
cognitivos, estdo as lesdes isquémicas, bastante estudadas ha varios anos;
estima-se que este tipo de alteracdo atinja cerca de 85% dos pacientes
acometidos por lesdes cerebrovasculares em geral (Sociedade Brasileira de
Doencas Cerebrovasculares, 2002).

A isquemia cerebral é caracterizada pela auséncia, ou pela reducéo
acentuada, na oferta de oxigénio e de outros substratos ao cérebro, devido
ao bloqueio do fluxo sangliineo (Duarte et al., 2003). A regido CAl do
hipocampo e as areas adjacentes apresentam particular vulnerabilidade a
este tipo de leséo, talvez pelo grande niumero de receptores do tipo NMDA
nesta regiao (Choi e Rothan, 1990), podendo ocorrer perda de neurbnios

nestas areas (Kirino, 1982; Herguido et al., 1999).
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O Sistema Nervoso Central pode ser acometido por lesdes
isquémicas globais e focais, e, para ambas as situacdes, hd modelos de
estudos contemplados na literatura (Colli et al., 1998; Martins e Chadi, 2001;
Tardini et al., 2003). Sabe-se que isquemia com duracdo de pelo menos
cinco minutos seguida de reperfusdo ja pode levar a anormalidades
dendriticas no hipocampo (Yamamoto et al., 1986).

Periodos de blogueio do fluxo sangliineo para o tecido neuronal, seja
devido a uma parada cardiaca, seja a uma lesdo cerebral direta, sempre
resultam em neurotoxicidade, pois a privacdo de oxigénio desencadeia uma
diminuicdo dos estoques de energia, consequente liberacdo de radicais
livres e morte neuronal (Siegel et al., 1999). Assim, a lesdo isquémica leva a
uma reducdo de oxigénio, glicose e neurotrofinas, o que gera alteracdes
biodindmicas, bioquimicas e moleculares, ativando os processos de morte
celular (Vaagenes et al., 1996).

Os dois mecanismos mais importantes relacionados a morte celular
sdo a apoptose e a necrose; 0 primeiro refere-se a um processo ativo, e a
necrose a um mecanismo passivo; a apoptose esta ligada a idéia de morte
celular programada, essencial para a manutencdo do funcionamento dos
orgaos e sistemas corporais; porém, patologias como as doencas
neurodegenerativas podem causar uma desregulacdo do mecanismo de
apoptose, gerando morte celular indesejada (Buja et al., 1993).

De maneira mais especifica, apdés a cessacao dos estoques de
energia (adenosina tri-fosfato ou ATP), o potencial de membrana é perdido e

0s neurbnios sofrem despolarizacdo; os canais de célcio dependentes de
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voltagem sdo ativados e o0s aminodcidos excitatérios (glutamato) sao
liberados no meio extracelular; os receptores de glutamato do tipo NMDA
sao ativados, promovendo a abertura dos canais de célcio, e aumentando a
entrada deste ion no meio intracelular; ha a formacao de radicais livres e
dano celular (De Keyser et al., 1999).

Em suma, a liberacdo excessiva de glutamato (excitoxicidade) e o
aumento de célcio intracelular sdo eventos cruciais para a morte celular por
lesé@o isquémica (Bradford e Ward, 1987).

A excitotoxicidade refere-se a participacdo do glutamato na leséo
neuronal isquémica, pois este neuromediador estimula o receptor do tipo
NMDA, permitindo o influxo de volumes exagerados de calcio, o que
desencadeia eventos de cascatas enzimaticas (Figura 1), e que culminam na

morte neuronal (Rothman e Olney, 1987).
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Figura 1 — Esquema da cascata enzimatica envolvendo lesdo neuronal a
partir da isquemia cerebral; adaptado de Siegel et al. (1999)

A maior tarefa dos transportadores de glutamato é limitar a livre
concentragdo deste neuromediador no meio extracelular, prevenindo, assim,
a estimulacdo excessiva de seus receptores, pois, como ja foi citado por
Rothman e Olney (1987), acumulo de glutamato no espaco extracelular e a
consequente ativacado excessiva dos receptores podem resultar em morte
celular (Siegel et al., 1999).

Assim, o glutamato, principal neuromediador do hipocampo, pode ser
uma excitotoxina, especialmente quando o metabolismo de energia esta
comprometido, como no caso de lesé@o isquémica, pois a neurodegeneracao

pode envolver um aumento patolégico do fenémeno de LTP.
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Com o intuito de reverter o estado isquémico, faz-se necesséria a
restauracdo do fluxo sangtiineo; contudo, o suprimento vascular ao tecido
pode ser, paradoxalmente, responsavel por lesdes mais graves do que
aguelas ja geradas pelo evento isquémico (Campos e Yoshida, 2004).

A lesdo gerada pela reperfuséo deve-se a perda da integridade celular
decorrente da formacéo de radicais livres na reoxigenacdo (Castro e Silva
Janior et al., 2002).

Granger et al. (1986) descreveram o processo de formacédo de
radicais livres gerados a partir da reperfusdo: durante o periodo de isquemia,
o ATP é degradado até o substrato hipoxantina, o qual se acumula nos
tecidos; o resultado deste estado de baixa energia € a diminuicdo total da
homeostase celular, caracterizado pela perda do gradiente ibnico através da
membrana celular, permitindo o influxo de calcio para as células, o qual, por
sua vez, ativa a protease a converter a xantina desidrogenase em xantina
oxidase. A hipoxantina é o primeiro substrato necessario para que ocorra a
oxidacdo pela xantina oxidase, o que acontece quando o segundo substrato,
0 oxigénio, é fornecido na reperfusdo, formando as espécies reativas do

metabolismo do oxigénio, os radicais livres (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema da producédo de radicais livres e lesdo gerada pela
reperfuséo (adaptado de Granger et al., 1986)

Siegel et al. (1999) também apontaram para o fato de que, apesar da
revascularizacdo sangiinea ser essencial para prevenir a irreversibilidade da
leséo celular, a reperfuséo pode agravar ainda mais as lesdes produzidas na
fase isquémica, ou seja, quando o fluxo sanguineo € restaurado, a
disponibilidade de oxigénio aumenta, bem como as reacfes bioquimicas que
geram radicais livres.

Em resumo, as lesdes cerebrais na isquemia surgem de uma

interacdo de eventos moleculares causados pela isquemia e por eventos
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patolégicos associados a restauracdo do fluxo sanglineo cerebral. Em
relacdo ao prognostico dos efeitos da isquemia-reperfuséo, este € sensivel
ao tempo, ou seja, as intervencdes terapéuticas séo criticas em relacao a
quando sao iniciadas, e dependem da fase em que se encontra a leséo
(Krieger e Yenari, 2004).

Dentre os roedores utilizados no estudo da isquemia cerebral
experimental, o gerbil da Mongdlia (Meriones Unguiculatus) € um dos
animais mais susceptiveis a este tipo de lesao.

Tal fato foi constatado quando Levine e Payan (1966) realizaram os
primeiros experimentos utilizando gerbils, e observaram que estes animais
eram bastante propensos a desenvolver sinais de alteracdes neurologicas
apos oclusédo da artéria cardtida comum. Esta susceptibilidade deve-se ao
fato de que, nesta espécie animal, ha a auséncia do Poligono de Willis,
complexo arterial que fornece suprimento sanglineo apara os hemisférios
cerebrais; assim, nos gerbils, praticamente ndo ha a possibilidade de
circulacao alternativa ou colateral (Levine e Shon, 1969), garantindo que, em
estudos experimentais, havera sucesso na obtencdo do evento isquémico
induzido nestes animais.

Desta forma, estudos experimentais que utilizem esta espécie de
animal podem ser considerados de grande validade, pois é possivel
controlar, efetivamente, o impacto da lesdo isquémica para a analise de
diversos aspectos que envolvem tal patologia.

Em um estudo com gerbils, Kenneth (1972) observou alteracdes como

edema no hemisfério ipsilateral a oclusdo da artéria carétida comum, e
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palidez da massa encefalica, alteracdes estas que regrediram nas primeiras
24 horas seguintes a ocluséo.

Em um estudo sobre lesbes isquémicas e de reperfusdo em gerbils,
Muniz et al. (2004) verificaram alteracdes mais significativas nos primeiros
minutos de reperfusdo, desencadeadas pela mobilizacdo e consumo de
substratos, caracterizando a lesdo de reperfuséao.

Oliveira (2005) submeteu gerbils a isquemia através da oclusdo da
artéria carétida esquerda; a avaliacdo morfolégica mostrou que as areas do
hipocampo acometidas pela lesdo apresentavam palidez, presenca de
macrofagos, edema e alteracdes necréticas em neurénios e células gliais.

Frente aos danos gerados pela lesdo isquémica, € necessario analisar
algumas técnicas de reabilitacdo que promovam protecéo ao tecido cerebral
lesado.

Assim, o objetivo da terapia de neuroprotecao consiste em interceptar
0S mecanismos complexos associados aos danos gerados pela isquemia-
reperfuséo (Pérez de La Ossa e Davalos, 2007).

Muitos estudos tém mostrado a acdo de farmacos na neuroprotecao
cerebral pés-isquemia em animais avaliados em laboratorios de pesquisa;
entretanto, outro importante procedimento de neuroprotecdo, utilizado em
estudos experimentais, € a hipotermia. Trata-se de um método bastante
difundido no que se refere a inducdo de neuroprotecdo frente a lesdes
iIsquémicas.

Ha dados que comprovam que a hipotermia altera uma grande

variedade de efeitos gerados pela isquemia cerebral, incluindo a reducéo da
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atividade metabdlica e enzimatica da regido lesada, a diminuicdo da sintese
de glutamato e sua recapturacéo, e a reducao da inflamacéo local (Krieger e
Yenari, 2004).

Nakashima e Todd (1996) sugeriram que a hipotermia reduz a sintese
de glutamato, assim como a inflamacéo, e, conseqientemente, a formacéo
de radicais livres.

Eberspacher et al. (2005) apontaram para o fato de que a hipotermia
diminui a taxa metabdlica, limita a formacdo de edema, e interrompe o
processo de necrose e apoptose.

Shah et al. (2007) chamaram a atencdo para 0S possiveis
mecanismos de acdo da hipotermia, os quais incluem a reducdo da
demanda do metabolismo neuronal, reducdo do acumulo de toxinas e
prevencao da apoptose.

A acdo neuroprotetora deste tipo de intervencdo ja& vem sendo
evidenciada ha alguns anos, em varios estudos, ja que estes demonstraram
gue a hipotermia pode reduzir a infiltracdo leucocitaria nas areas isquémicas
(Falavigna et al., 2002; Prandini et al., 2005).

Em relacdo as temperaturas utilizadas para promover a
neuroprotecao através da hipotermia, Maier et al. (1998) demonstraram, em
seu estudo, que os efeitos neuroprotetores deste procedimento, em
roedores, foram observados utilizando-se temperaturas inferiores a 35°C.

Do ponto de vista do momento em que a hipotermia deve ser

administrada, Krieger e Yenari (2004) concluiram, em seu estudo, que, para
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ser efetiva, ela deve ser realizada em até trés horas apdés o inicio da
isquemia.

Ja& em estudo realizado por Ikonomidou et al. (1989), a hipotermia
iniciada cinco minutos apdés a isquemia global protegeu neurénios corticais e
do hipocampo; além disso, os autores concluiram, em seu estudo, que a
hipotermia iniciada 30 minutos apds o evento isquémico nao foi efetiva.

Dong et al. (2001) submeteram gerbils a cinco minutos de isquemia
através da oclusao bilateral da artéria carétida comum, e trataram os animais
com hipotermia, uma hora ap0s a cirurgia; os autores observaram que houve
aproximadamente 95% de perda neuronal nos animais nao tratados,
enguanto que os animais submetidos a hipotermia tiveram o numero de
células sobreviventes similar ao do grupo controle, o qual ndo havia sido
submetido a isquemia; assim, concluiram que a hipotermia pos-isquemia
preserva funcionalmente a eletrofisiologia das células da regido CA1l do
hipocampo.

Coimbra e Cavalheiro (1990) submeteram gerbils a cinco minutos de
oclusédo bilateral da artéria carotida comum; dois grupos foram formados, de
acordo com a temperatura a que foram submetidos, ou seja, um grupo em
normotermia (37 a 37,5°C) e o outro em hipotermia (29 a 29,5°C); apos sete
dias, o hipocampo dos animais foram analisados, histologicamente, e os
autores observaram lesdo mais intensa na regido CAl dos animais néo
submetidos a hipotermia; assim, os resultados deste estudo sugeriram que a
hipotermia moderada, induzida precocemente, protege o céerebro contra os

danos gerados pela lesdo de isquemia-reperfuséo.



21

Baena et al. (2001) realizaram um estudo submetendo gerbils a sete
minutos de isquemia, dividindo os animais em quatro grupos, de acordo com
a temperatura a que foram submetidos: normotermia (37°C), hipotermia
(31°C), hipertermia (38°C), e sham; os autores realizaram a contagem de
células sobreviventes na regido CA1 do hipocampo, e confirmaram a grande
vulnerabilidade desta regido frente a lesdes isquémicas, além de terem
observado o efeito de neuroprotecdo da hipotermia para este tipo de leséo.

Ariga (2005) realizou um estudo utilizando cultura de células
neuronais de camundongos albinos, visando verificar a modulacédo da leséo
isquémica pela temperatura, e concluiu que a hipotermia exerce funcédo de
neuroprotecao, uma vez que diminui a ativacdo de processos envolvidos na
morte celular por apoptose.

A partir dos estudos descritos, pode-se concluir que varios
laboratorios por todo o mundo tém demonstrado, através de suas pesquisas,
que a hipotermia reduz a extensdo do dano neuroldgico, constituindo um
procedimento com um grande potencial para o uso clinico.

Um outro tipo de intervencéo, envolvendo o paciente acometido pela
lesdo cerebral isquémica, € a reabilitacdo através do treinamento das
habilidades cognitivas, pois estudos recentes com animais e seres humanos
tém indicado que o cérebro adulto € capaz de se reorganizar, e 0 termo
neuroplasticidade tem sido utilizado para descrever esta habilidade.

A reorganizacdo cerebral pode ser controlada através do input de

estimulos apropriados, 0 que vem trazendo novas perspectivas sobre a
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reabilitacdo dos pacientes acometidos por lesbes cerebrais (Young e Kong,
2007).

O conceito de neuroplasticidade refere-se a capacidade de ocorrerem
mudancas moleculares, morfoldgicas e funcionais no sistema nervoso (Feres
e Cairasco, 2001), e também a como as células nervosas se reorganizam
frente as influéncias do ambiente, sempre acompanhadas de uma mudanca
comportamental (Musiek et al., 2002). J4 sdo conhecidas evidéncias de que
a superestimulacdo pode causar uma reorganizacdo estrutural no sistema
nervoso central (Szczepaniak e Moller, 1996).

A neuroplasticidade baseia-se no fato de que as células nervosas tém
uma capacidade potencial de se regenerar, ou de se diferenciar, passando a
realizar funcdes antes desempenhadas por células que tenham sido lesadas.
Alguns mecanismos envolvidos na neuroplasticidade podem ser o0s
seguintes: entrada em atividade de circuitos previamente existentes, antes
nao ativados; estabilizacdo de conexdes transitorias que desapareceriam em
condicBes normais; brotamento colateral de axodnios vizinhos as regides
lesadas, e diferentes combinacdes das possibilidades anteriores (Stein et al.,
1995).

As neurotrofinas (ou fatores troficos), tradicionalmente vistas como
proteinas envolvidas na diferenciacdo e na sobrevivéncia neuronal, tém,
recentemente, emergido como uma nova classe de neuromoduladores para
a transmissdo e plasticidade sinaptica no sistema nervoso central,
contribuindo também para que ocorra o processo de neuroplasticidade (Lu et

al., 2003).
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Dentre as principais neurotrofinas, encontra-se o Fator de
Crescimento Neural (NGF — Nerve Growth Factor), o qual é secretado pelos
neurbnios do hipocampo, e tem papel fundamental na modulacdo da
memoria de curto prazo e de longo prazo, pois estas moléculas agem nos
receptores de membrana celular, fazendo com que novos canais sejam
produzidos, melhorando a performance das sinapses (Walz et al., 2005).

Uma das maneiras de estimulacdo da neuroplasticidade consiste no
treinamento auditivo, o qual pode gerar mudancas nas respostas
neurofisiolégicas do sistema nervoso auditivo central em humanos; em
muitos estudos, pesquisadores tém observado que, ap6s o0 treinamento
auditivo, a magnitude das respostas neurofisiolégicas aumenta, assim como
h&a uma melhora na percepcao auditiva (Tremblay et al., 1997; Tremblay et
al., 2001; Kujala et al., 2001).

Kraus et al. (1995) realizaram treinamento auditivo para discriminacao
de fonemas em humanos, submetendo os sujeitos da pesquisa a seis
sessfes de uma hora cada, e encontraram melhora na resposta do MMN.

Em outro estudo, no qual o treinamento auditivo foi aplicado,
Tremblay et al. (1998) avaliaram 10 individuos adultos ao longo de quatro
dias de treino auditivo; utiizando o MMN para avaliar as mudancas
neurofisiolégicas, observaram que a melhora na resposta ocorreu
imediatamente apds o primeiro dia de treino.

Menning et al. (2000) realizaram um estudo em que foram avaliados
10 individuos adultos que teriam que discriminar dois estimulos do tipo tom

puro com variacdo de frequéncia (estimulo raro 1020 Hz e estimulo
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freqiente 1000 Hz), antes e depois de 15 sessbes diarias de treinamento
auditivo, durante trés semanas; 0s autores observaram melhora na
discriminacdo auditiva dos sujeitos avaliados.

Desta forma, procedimentos que promovem neuroprotecdo, como a
hipotermia e a neuroplasticidade, associados ao treinamento auditivo,
surgem como meétodos promissores no que se refere a reabilitacdo dos
pacientes acometidos por lesbes cerebrovasculares, como a isquemia, e a
consequente melhora em sua qualidade de vida.

Para avaliar a evolucdo do processo de reabilitacdo do paciente
acometido pela lesdo isquémica, existem varios métodos, como por
exemplo, os que avaliam os aspectos funcionais das células do hipocampo.

Os potenciais evocados relacionados a eventos sao testes objetivos,
ndo invasivos, e que avaliam as habilidades perceptuais relacionadas a
processos cognitivos, gerados, predominantemente, no cértex cerebral
(Eggermont e Ponton, 2002).

Hood, em 1999, fez uma revisdo dos métodos eletrofisioldgicos que
avaliam a funcdo das vias auditivas neurais; a autora evidenciou, nesta
revisdo, que estes métodos sdo sensiveis, objetivos e menos variaveis para
acessar disturbios ou patologias neurais, se comparadas as medidas
comportamentais.

Os potenciais evocados relacionados a eventos refletem a atividade
eletrofisiologica cortical envolvida nas habilidades de atencgéo, discriminacéao,
memoria, integracdo e capacidade de decisdo. Estes potenciais podem ser

divididos em potenciais evocados exodgenos, que sao influenciados,
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principalmente, pelas caracteristicas fisicas do estimulo (intensidade,
freqiéncia e duracdo), ou enddgenos, influenciados por eventos internos
relacionados a funcéo cognitiva do individuo (McPherson, 1996).

Os componentes dos potenciais evocados relacionados a eventos
mais estudados sdo: N1, P2, P300 e Mismatch Negativity (MMN) (Purdy et
al., 2001).

Em humanos, a onda formada pelo componente N1 € negativa e
aparece comumente entre 80 e 110 milisegundos, enquanto que a resposta
P2, caracterizada por uma onda positiva, surge entre 150 e 200
milisegundos. O P300 é uma onda de maior amplitude do que o P2 e surge
por volta de 300 milisegundos apds a deteccdo do estimulo. Vale ressaltar
que, tanto o N1, quanto P2 e o P300, surgem a partir da atencdo do
individuo para um estimulo raro que € detectado entre varios estimulos de
mesma caracteristica (paradigma oddball).

O MMN foi descrito, inicialmente, por Naatanen et al. (1978),
pesquisadores que integram um grupo de estudiosos finlandeses, e que vém
conduzindo estudos envolvendo este componente dos potenciais evocados
relacionados a eventos.

Caracterizado como uma deflexdo negativa, a qual ocorre apos a
resposta P2, o MMN é geralmente observado, em humanos, entre 100 e 200
milisegundos apds a deteccdo do estimulo raro (Alho, 1995; Picton et al.,
2000).

O Mismatch Negativity € uma resposta automatica de deteccao de

mudanca do estimulo auditivo, a qual depende da experiéncia auditiva
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armazenada na memoria (Naatanen et al., 1997; Shtyrov e Pulvermiller,
2002).

Sams et al. (1985) descreveram que os centros geradores do MMN
sao o cortex auditivo primario e as areas imediatamente adjacentes a estas.

De acordo com Naatanen (2000), MMN é uma resposta cerebral
elétrica desencadeada por qualguer mudanca discriminavel em algum
aspecto repetitivo da estimulacéo auditiva. E gerado a partir de um "conflito”
entre a representacdo ativa neural desenvolvida pelo estimulo frequente na
memoria e a entrada sensorial de um estimulo diferente (raro); o sistema
auditivo habitua-se a ouvir o estimulo frequente, e, portanto, menos
neurbnios desencadeiam sinapses em resposta a esse estimulo; em relacéo
ao estimulo raro, por ser ouvido menos vezes, faz com que ocorram mais
sinapses, gerando, portanto, uma onda de maior amplitude; assim,
subtraindo-se o estimulo raro do frequente, obtém-se o MMN (Schochat,
2003). Morr et al. (2002) também definiram o MMN como sendo derivado da
subtracdo do potencial obtido para o estimulo freqiiente menos o potencial
obtido para o estimulo raro.

As caracteristicas deste potencial podem indicar de que maneira as
mudancas do estimulo sdo efetivamente percebidas a partir do estoque de
informacédo da memoéria (Novitski et al., 2004); assim, o MMN parece estar
associado aos mecanismos de deteccdo de mudancas e a funcdo da
memoria auditiva de curto prazo (Ceponiene et al., 1999). Ponton et al.
(2000) também evidenciaram que o MMN fornece uma medida dos

processos de memoéria auditiva de curto prazo, bem como da capacidade de
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estocar e discriminar diferencas na entrada do estimulo sensorial auditivo.
Ritter et al. (1995) afirmaram que o MMN também pode ser til para avaliar
os fatores que influenciam a incorporacdo da informacdo sensorial no
armazenamento de longo prazo.

Musiek e Lee (2001) descreveram que o MMN €& um indicador
sensivel da integridade fisiologica da via auditiva aferente, e que fornece
dados objetivos na avaliacdo de pacientes cujas condi¢cbes cognitivas, ou
fisicas, impedem as avaliacbes tradicionais baseadas na resposta
comportamental do individuo, uma vez que o surgimento da resposta do
MMN ocorre sem a atencdo do individuo. Assim, a captacdo do MMN
mostra-se como um meio bastante preciso e objetivo na analise da
discriminacdo e da memdéria auditiva (Ponton et al., 2000), inclusive para a
avaliacdo de pacientes em coma (Naatanen, 2001; Pulvermdller et al., 2001).

Os estimulos auditivos utilizados na aplicacdo do MMN podem variar
guanto as suas caracteristicas, como por exemplo, frequéncia, duracao ou
intensidade, localizacdo espacial, omissdo parcial, ou ainda, diferencas
fonémicas.

O MMN pode ser utilizado em pesquisas clinicas realizadas em
humanos, ou em estudos experimentais que utilizem animais sob efeito de
anestesicos.

Alguns estudos ja foram realizados em algumas espécies de
mamiferos, como gatos (Csépe et al., 1987), porcos (Kraus et al. 1994),

macacos (Javitt et al., 1992), e ratos (descritos a seguir), mas as variacoes
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entre os protocolos de pesquisa sdo enormes, o que dificulta a comparacéo
dos resultados obtidos.

Uma das pesquisas envolvendo ratos foi realizada por Ruusuvirta et
al. (1998), quando estes avaliaram nove roedores da raca Wistar, e
concluiram que o estimulo do tipo oddball pode ser neurofisiologicamente
descriminado por ratos anestesiados, tendo encontrado laténcias do MMN
entre 63 e 246 milisegundos.

Lazar e Metherate (2003) aplicaram MMN em ratos anestesiados,
variando o estimulo auditivo quanto a frequéncia, e observaram que a
resposta varia de acordo com o intervalo espectral entre o estimulo padrao e
0 raro.

Outro estudo realizado com roedores foi desenvolvido por Astikainen
et al. (2006); os pesquisadores avaliaram sete ratos Wistar, e as laténcias do
MMN encontradas situaram-se entre 76 e 108 milisegundos.

Ruusuvirta et al. (2007) realizaram estudo com ratos Wistar
anestesiados, e aplicaram o potencial evocado relacionado a eventos
utilizando tons; os resultados mostraram que 0s animais apresentaram
resposta ao estimulo diferente do padrdo na laténcia entre 106 e 136
milisegundos.

Desta forma, a partir dos varios estudos que vém sendo realizados
com animais, tém-se evidéncias da ocorréncia do MMN, ainda que sob efeito
de anestésicos; além disso, 0 MMN parece ser um instrumento valido para
refletir o processo de discriminacédo auditiva pré-atencional (Rosburg et al.,

2007).
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3. OBJETIVOS

Procurou-se, através deste estudo, analisar se o Mismatch Negativity
€ um bom instrumento para avaliar as alteracdes cognitivas geradas pela
isquemia cerebral; além disso, investigou-se se este € um teste que pode
indicar a evolucdo da recuperacdo dos pacientes acometidos por esta
patologia.

Para tanto, foi aplicado um modelo de estudo experimental com
gerbils submetidos a isquemia cerebral, a hipotermia e ao treinamento
auditivo.

Desta forma, os objetivos especificos deste estudo foram:

o provocar isquemia cerebral em gerbils;

o analisar o efeito da hipotermia na presenca/auséncia e na

laténcia do MMN;

. analisar o efeito do treinamento auditivo na laténcia do MMN;

o comparar as laténcias do MMN com o numero de células

sobreviventes da regidao CA1 do hipocampo.
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4. METODOS

4.1 Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para Anélise
de Projetos de Pesquisa da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (parecer n° 088/05 —
Anexo), de acordo com o0s principios éticos seguidos pelo Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,
padrdes internacionais para uso de animais em pesquisa, € principios éticos

do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).

4.2 Instituicdo

Esta pesquisa foi realizada no Laboratorio de Investigacdo Médica em

Emergéncias Clinicas (LIM 51) da Faculdade de Medicina da Universidade

de Sao Paulo.

4.3 Caracterizacao do estudo

Este estudo caracteriza-se como experimental, controlado,

prospectivo e duplo cego, tendo em vista que a pessoa que realizou a



33

captacdo e a analise dos potenciais evocados ndo tinha conhecimento

prévio sobre o grupo ao qual cada animal pertencia.

4.4 Amostra

Foram utilizados 64 gerbils (Meriones Unguiculatus) machos, com
idade entre 2 e 4 meses, criados no Biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.

Esta espécie de animal foi escolhida por ndo apresentar o Poligono de
Willis, o que possibilitou garantia de obtencéo da isquemia cerebral.

Os animais foram mantidos, um a um, separadamente em gaiolas de
polipropileno forradas com serragem; racdo e agua foram oferecidos a
vontade a todos os animais, e foi respeitando o ciclo claro/escuro de 12

horas.

4.5 Critérios de inclusao

Foram incluidos, neste estudo, somente 0s animais que apresentaram
respostas na captacdo do Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico
(PEATE) no primeiro dia de experimento, uma vez que a presenca deste
potencial sugere integridade da via auditiva no tronco encefélico (Matas et

al., 1998).
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4.6 Delineamento experimental: divisdo em estudos

Optou-se em dividir o presente trabalho em trés estudos, devido as

suas diferentes abordagens:

e Estudo 1: andlise do efeito da temperatura na presenca/auséncia, e

na laténcia do MMN;

e Estudo 2: analise do efeito do treinamento auditivo na laténcia do

MMN;

eEstudo 3: analise morfolégica a partir do namero de células

sobreviventes da regido CA1 do hipocampo.

4.6.1 Estudo 1

Os procedimentos realizados foram: registro dos potenciais evocados,

cirurgia experimental de isquemia, e registro dos potenciais apés a isquemia.

4.6.1.1 Material

e anestésico halotano

e mistura de gases oxigénio a 30% e Oxido nitroso a 70%
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e sistema de anestesia marca Matrx Medical Inc.

e respirador para pequenos animais

e lampadas infra-vermelho de 250W Sylvania

e solucao salina

e probes para controle da temperatura corporal e da cabeca

e sistema de controle de temperatura marca Physitemp

¢ medidor de potenciais evocados auditivos marca Intelligent Hearing
Systems, modelo Smart EP

e eletrodos de superficie

e pasta eletrolitica

e equipo para cirurgia de ocluséo das carotidas

e tubo de polietileno P-10 Intramedic

e tubo de duplo lumem fixado com clamps vasculares

4.6.1.2 Registro dos potenciais evocados antes da isquemia

No primeiro dia de procedimentos, o animal foi anestesiado com
halotano 3% para a inducéo, e 2% para manutencdo, em mistura gasosa de
oxigénio 30% e protoxido 70%, e conectado a um respirador para pequenos
animais. Foi realizada tricotomia nas regifes onde foram colocados o0s
eletrodos de captacdo dos potenciais: Cz na por¢ao superior da cabeca

(vértex), A1l na mastoide esquerda, e A na coxa direita (terra) (Figura 3).
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Figura 3 — Procedimento de captacdo dos potenciais evocados

A disposicao dos eletrodos seguiu as normas do Sistema Internacional
10-20 de colocacdo de eletrodos (Figura 4), descrita pela Federacéo
Internacional de Eletroencefalografia e Neurofisiologia Clinica (Jasper,

1958).

Front

Back

Figura 4 — Esquema da posicédo dos eletrodos para a captacao dos potenciais
evocados; o circulo vermelho mostra duas das posi¢des utilizadas neste
estudo.
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Em seguida, foram registrados o potencial evocado auditivo de tronco
encefélico - PEATE, e o potencial evocado auditivo relacionado a eventos -
Mismatch Negativity (MMN). Durante os registros, o animal permaneceu
anestesiado e em uma situacao de escuta passiva.

Para a captacdo do PEATE, foram utilizados 1024 estimulos do tipo
click com polaridade rarefeita e velocidade de apresentacdo de 21.1
estimulos por segundo, a 80 dB NA, através do fone de insercao, estimulo
este que chegou a orelha externa do animal a 70 dB NA; foi utilizado filtro
passa-baixo de 100, e passa-alto de 3000 Hz; a captacéo deste potencial foi
realizada duas vezes para garantir a reprodutibilidade da resposta. Vale
ressaltar que o estimulo tipo click foi escolhido, pois avalia a resposta
auditiva para as frequéncias mais altas, por volta de 3000 a 6000 Hz, e os
limiares auditivos do gerbil encontram-se, aproximadamente, entre 1 e 20
kHz (Ryan, 1976).

J& para registrar o MMN, foi utilizado protocolo constituido de,
aproximadamente, 248 estimulos padrdo (80%) e 62 estimulos raros (20%),
totalizando cerca de 310 estimulos, ja que foram apresentados de maneira
randémica, a 80 dB NA, chegando a orelha externa do animal a 70 dB NA; o
estimulo padréo utilizado foi o tom puro na frequéncia de 4000 Hz, e o
estimulo raro foi o tom puro na freqiéncia de 7000 Hz; o MMN também foi
obtido duas vezes para garantir a reprodutibilidade das respostas. Estes
estimulos foram escolhidos por estarem dentro da faixa de frequéncia

audivel pelo gerhbil.
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4.6.1.3 Cirurgia experimental - isquemia cerebral

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos para a
realizacdo de um modelo experimental de isquemia cerebral global
transitoria, a partir da oclusdo bilateral da artéria carétida comum, seguida
do periodo de reperfuséo.

Esta divisdo foi realizada de acordo com a temperatura corporal e da
cabeca as quais os animais foram submetidos; a caracterizacdo de cada um

dos grupos pode ser observada no Quadro 1.

Quadro 1: descri¢cédo dos grupos do estudo 1 de acordo com as temperatura corporal
e da cabeca, e ocluséo da carétida.

TEMPERATURA TEMPERATURA OCLUSAO

GRUPO CORPORAL CABECA CAROTIDA
SHAM 36 ~ 36,5°C 36 ~ 36,5°C NAO
HIPO 36 ~ 36,5°C 30 ~31°C SIM
NORMO 36 ~ 36,5°C 36 ~36,5°C SIM
HIPER 36 ~ 36,5°C 38~38,5°C SIM

Tiveram inicio os procedimentos de oclusdo bilateral da caroétida
comum, lembrando que os animais foram mantidos em jejum de 12 horas
antes da cirurgia.

Os gerbils foram anestesiados seguindo-se 0S mesmos
procedimentos utilizados para a captacéo dos potenciais evocados auditivos;

passaram, entdo, por tricotomia, para que fosse realizada a incisao na linha
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mediana da face anterior do pescogo (cervicotomia mediana longitudinal
anterior), com dissecacdo da musculatura local. Através desta incisdo, a
artéria carétida direita e a esquerda foram localizadas e expostas, utilizando-
se um tubo de polietileno (Figuras 5 e 6); o animal foi submetido a isquemia
cerebral global por sete minutos, a partir da oclusao bilateral das carotidas
por pincamento, através de um tubo de duplo limem fixado com clamps

vasculares.

Figura 6 — Procedimento de isquemia cerebral
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Durante este procedimento, foi utilizado um probe retal, e outro probe
introduzido no musculo temporal para monitorar a temperatura corporal e a
temperatura da cabeca, respectivamente; os probes estavam conectados a
um sistema de auto-controle, o qual, ao atingir a temperatura desejada,
desliga a lampada automaticamente, voltando a acendé-la quando a
temperatura diminui.

Nos grupos em que a temperatura corporal e da cabeca foram
diferentes uma da outra, os animais foram colocados sobre uma plataforma,
na qual foi fixada uma placa de acrilico perpendicular ao animal na regido
cervical, para manter as temperaturas desejadas, tanto corporal, quanto da
cabeca, evitando a interferéncia de uma na outra. Desta forma, para atingir
as temperaturas desejadas nos grupos SHAM, NORMOTERMICO E
HIPERTERMICO, os animais receberam a incidéncia de uma luz infra-
vermelho de 250W na regido da cabeca, e outra sobre o tronco do animal

(Figura 7).

Figura 7 — Procedimento de manutenc&o da temperatura do animal durante
isquemia cerebral
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No grupo HIPOTERMICO, os animais também receberam a incidéncia
de luz infra-vermelho de 250W sobre o corpo do animal e um jato de ar
resfriado na cabeca.

Os animais do grupo SHAM foram submetidos aos mesmos
procedimentos, exceto a isquemia cerebral global, permanecendo por sete

minutos com as carétidas expostas, porém, sem terem sido ocluidas.

4.6.1.4 Registro dos potenciais evocados apos a isquemia

Foi realizada novamente a captacdo do PEATE e do MMN apéds a
isquemia, periodos que foram denominados de "po6sl”, "pds2", "p6s3" e
"pos4”, sempre com o animal anestesiado. N&do foram realizados
procedimentos no sexto e sétimo dias de experimento.

No Quadro 2, pode-se observar todos os procedimentos que foram

realizados no estudo 1, de acordo com o dia em que foram aplicados.



Quadro 2: Descri¢do dos procedimentos realizados no estudo 1.

DIA PROCEDIMENTO
1° PEA PRE
20 ISQUEMIA
30 PEA POS 1 - 24 horas
40 PEA POS 2 - 48 horas
50 PEA POS 3 - 72 horas
&e7° | -
8° PEA POS 4 - 120 horas

PEA= potenciais evocados auditivos (PEATE e MMN)
PRE= periodo pré isquemia; POS= periodo pds isquemia

4.6.1.5 Anélise dos resultados

4.6.1.5.1 Potencial evocado de tronco encefalico - PEATE

Para a andlise do PEATE,

foram consideradas a presenca,

reprodutibilidade e laténcia da onda V (Figura 8).

O registro deste potencial foi realizado, exclusivamente, com o

objetivo de verificar a integridade da via auditiva, sendo utilizado para

determinar a inclusao do animal no estudo.
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ondaV

%

Figura 8 — Modelo de tracado do PEATE em gerbil

4.6.1.5.2 Mismatch negativity - MMN

Para analisar o MMN, subtraiu-se a onda gerada pelo estimulo raro
daquela gerada pelo frequente, e o valor da laténcia foi estipulado
considerando-se o ponto em que a negatividade foi diferente de zero (Figura

9).

MMN

W

Figura 9 — Modelo de tragcado do MMN em gerbil
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4.6.1.6 Anélise estatistica

Foram calculadas as porcentagens de presenca do MMN por grupo,
além das médias das laténcias e o desvio-padrédo; o Teste t de Student foi
utilizado para verificar o nivel de significancia entre as médias das laténcias
do MMN intergrupos; para este teste foram consideradas significantes as

diferencas inferiores a 0,05 (p<0,05).

4.6.2 Estudo 2

Este estudo abrangeu os procedimentos realizados no estudo 1,

acrescidos do treinamento auditivo e do registro dos potenciais evocados

apos o treinamento; foram avaliados o total de 28 animais.

4.6.2.1 Material

Além dos materiais utilizados no estudo 1 (item 4.6.1.1), foi utilizada

uma caixa de esquiva para o treinamento auditivo.

4.6.2.2 Registro dos potenciais evocados antes da isquemia; cirurgia

experimental; registro dos potenciais evocados apoés a isquemia
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Todos estes procedimentos foram realizados da mesma forma como

foram aplicados no estudo 1 (itens 4.6.1.2, 4.6.1.3 € 4.6.1.4).

4.6.2.3 Confeccéo da caixa de esquiva

Para que fosse realizado o treinamento auditivo, foi confeccionada uma
caixa baseada em principios de um equipamento de esquiva passiva.

A caixa € composta por um compartimento contendo chdo em barras
de aco inoxidavel com espacamento de 12,5 mm e area interna de 200 mm X
75 mm, porta e frente em acrilico transparente, bandeja coletora de dejetos e
urina. Este equipamento contém um microprocessador eletrénico conectado
a um gerador de eletro-choque, o qual é acionado a partir de um sinal de
audio; o software utilizado oferece a possibilidade de controle do inicio,
duracao e periodicidade do choque, assim como a variacdo dos padrdes do
estimulo auditivo gerador.

A caixa de esquiva utilizada neste estudo foi confeccionada a partir da
colaboracdo de um engenheiro, que desenhou um equipamento compativel
com os objetivos da pesquisa, 0 que pode vir a contribuir para a realizacéo
de outros estudos similares a este, visto que, até entdo, ndo havia pesquisas

deste tipo realizados no Brasil.
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4.6.2.4 Treinamento Auditivo

O protocolo utilizado neste estudo foi desenvolvido especificamente
para esta pesquisa, visto que foram encontrados poucos trabalhos na
literatura sobre treinamento auditivo envolvendo gerbils. O tempo de
treinamento utilizado neste protocolo foi estipulado a partir de um teste
realizado com cinco gerbils, para o qual foi observado o tempo médio que
cada animal necessitou para diferenciar dois estimulos sonoros, esquivando-
se do choque aplicado quando da exposicdo ao estimulo de 7000 Hz; o
tempo médio apresentado foi de cinco minutos ou 300 segundos.

Seguindo este protocolo, cada animal foi submetido a uma sesséo de
treinamento auditivo de aproximadamente 120 horas apds a isquemia; o
treinamento teve duracdo de 300 segundos, colocando-se o animal
acordado dentro da caixa de esquiva passiva, e estimulando-o auditivamente
com tons puros; as frequéncias utilizadas foram 4000 Hz e 7000 Hz
apresentadas randomicamente a 80 dB NA, através do fone TDH 39
encostado na caixa; o tom de 4000 Hz foi apresentado 80% das vezes e 0
de 7000 Hz 20% das vezes (mesma padronizacdo da captacdo do MMN); o
gerador de eletro-choque de 0,4 mA (mili ampére) era acionado sempre que
0 equipamento gerasse 0 estimulo sonoro de tom puro na frequéncia de

7000 Hz.
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4.6.2.5 Registro dos potenciais evocados apos o treinamento auditivo

Apos o treinamento auditivo, foi realizada nova captacdo do PEATE e
do MMN, periodos que foram denominados de "pds5" e "pos6".
No Quadro 3, pode-se observar todos os procedimentos realizados no

estudo 2, separados por dia de avaliacéo.

Quadro 3: Descri¢cdo dos procedimentos realizados no Estudo 2, por dia de avaliacdo.

DIA PROCEDIMENTO
1° PEA PRE
20 ISQUEMIA
30 PEA POS 1 - 24 horas
40 PEA POS 2 - 48 horas
50 PEA POS 3 - 72 horas
ge70 |
PEA POS 4 - 120 horas
8° TREINO E\UDITIVO
9 PEA POS 5 - 144 horas
10° PEA POS 6 - 168 horas

PEA= potenciais evocados auditivos (PEATE e MMN)
PRE= periodo pré isquemia; POS= periodo pds isquemia
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4.6.2.6 Analise dos resultados

Os resultados foram analisados seguindo-se 0s mesmos passos do

estudo 1 (item 4.6.1.5).

4.6.2.7 Anéalise estatistica

Foram calculadas as médias das laténcias do MMN, e também o
desvio-padrao em cada momento do estudo; foi aplicado o Teste t de
Student para verificar a presenca de diferencas significantes entre as

laténcias antes e depois do treinamento auditivo.

4.6.3 Estudo 3

Os animais foram submetidos ao registro dos potenciais evocados
antes da isquemia, a cirurgia experimental com a variacdo de temperatura
da cabeca do animal, ao registro dos potenciais ap6s a isquemia (itens
4.6.1.2, 4.6.1.3, 4.6.1.4); também foi realizada analise morfolégica através
da contagem das células sobreviventes da regido CA1 do hipocampo.

Neste estudo, foram analisados os resultados apresentados por 27

animais.
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4.6.3.1 Material

Para este estudo, foram necessarios os materiais utilizados no estudo

1, e, além destes, 0s seguintes itens:

formol a 10%

laminas

e hematoxilia-eosina
e Xxilol
e analisador de imagens LEICA

e microscopio LEICA

4.6.3.2 Registro dos potenciais evocados antes da isquemia; cirurgia

experimental; registro dos potenciais evocados apds a isquemia.

Estes procedimentos foram realizados seguindo-se a mesma

padronizacao do estudo 1 (itens 4.6.1.2, 4.6.1.3 € 4.6.1.4).

4.6.3.3 Perfusado e anélise morfoldgica

No ultimo dia de experimento, os animais foram anestesiados e seus

cérebros perfundidos por via intra-cardiaca com solucdo salina a 0,9%,

seguida de formol a 10% em tampé&o fosfato 0,1M.
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Os tecidos cerebrais foram, entdo, processados e, a partir destes,
produziu-se cortes histoloégicos de 5 um (micrébmetro) da regido CA1l do
hipocampo para que fosse realizada a contagem das células.

As laminas contendo os cortes histolégicos foram fixadas com alcool
(absoluto, 95° e 70°), lavadas com &gua corrente e incubadas com
hematoxilina de Harris por um minuto para coloracdo de nucleos
(hematoxilia-eosina - HE). Apds lavagem com agua corrente, as laminulas
foram submetidas a banho com diferenciador (HCI 1%), banho de agua
corrente, e banho de agua amoniacal (hidroxido de aménia 1%), antes de
nova lavagem com &gua corrente. Em seguida, as laminulas foram
submetidas a segunda desidratacdo com alcool 95° e incubadas com uma
solugéo de eosina + floxina (composi¢cdo em ml/L: eosina 1% 111,73; floxina
1% 11,17; alcool 95° 871,51; acido acético glacial 5,59) por 35 segundos. A
seguir, as laminulas sofreram novas desidrataces com alcool (trés vezes
com alcool 95° e quatro com absoluto) para, finalmente, passarem por
lavagem com xilol (trés vezes) e montagem em lamina com resina sintética
para fixacao.

No Quadro 4, pode-se observar os todos os procedimentos que foram

realizados neste estudo, separados por dia de avaliagao.
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Quadro 4: Descricdo dos procedimentos por dia de avaliacdo no estudo 3

DIA PROCEDIMENTO

1° PEA PRE

20 ISQUEMIA

30 PEA POS 1 - 24 horas
40 PEA POS 2 - 48 horas
50 PEA POS 3 - 72 horas

gOe70 |
8° PEA POS 4 - 120 horas
9 PEA POS 5 - 144 horas
10° PEA POS 6 - 168 horas
11° PERFUSAO E
MORFOLOGIA

PEA= potenciais evocados auditivos (PEATE e MMN)

PRE-= periodo pré isquemia; POS= periodo pés isquemia

4.6.3.4 Anélise dos resultados

Os resultados foram analisados seguindo-se 0s mesmos passos do
estudo 1 (item 4.6.1.5.2).

Os cortes histoldgicos da regido CA1 do hipocampo foram analisados
estabelecendo-se o percentual de células sobreviventes em um analisador
de imagens LEICA (QUANTIMET 520 - LEICA), adquiridas através de um

microscépio LEICA com aumento de 400 vezes.
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Foi calculada a porcentagem de nucleos das células piramidais
presentes em relacdo a area total de 3.000 um?, em 3 regides determinadas
(A, B e C) na area CAl do hipocampo de cada hemisfério cerebral (Figura

10).

4.6.3.5 Andlise Estatistica

Foram calculados as médias das porcentagens das células
sobreviventes da regido CA1 do hipocampo e o desvio-padrdo; para verificar
o nivel de significancia entre as médias das porcentagens do numero de
células intergrupos foi utilizado o Teste t de Student; calculou-se também as
médias das laténcias do MMN e o desvio-padréo para cada grupo. Para
verificar a correlacdo entre o nimero de células sobreviventes e as laténcias
do MMN, em cada grupo, foi utilizado o teste de correlacdo. Diferencas
inferiores a 0,05 (p<0,05) foram consideradas significantes para o teste t, e
os valores mais proximos de 1,00 foram tidos como aqueles com melhor

correlacéo.



=> (=

Esquema das areas analisadas A

Figura 10 - Esquema das areas analisadas daregido CAl do
hipocampo (A) e corte da regido CA1 do hipocampo de gerbil com aumento
de 50 vezes (B).
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5. RESULTADOS

5.1 Estudo 1

O estudo foi iniciado com uma amostra de 64 gerbils; foram
descartados os resultados de 11 animais, pois ndo apresentaram o PEATE
no inicio do estudo; outros nove animais também tiveram seus resultados
descartados, pois tiveram Obito durante a pesquisa.

Portanto, serdo descritos, a seguir, os resultados obtidos a partir da

analise dos procedimentos realizados com 44 animais.

5.1.1 Analise do MMN: presenca do potencial

Estdo descritas, na Tabela 1, as porcentagens de presenca do MMN
em cada um dos momentos do estudo, analisando-se os resultados por
grupo.

Anteriormente a isquemia, todos 0S grupos apresentaram
porcentagem total de presenca do MMN; apdés a isquemia, 0 grupo que
apresentou a maior porcentagem foi o HIPO, em comparacdo com o0s
demais, apresentando 100% de presenca no momento “pos4”,

assemelhando-se ao grupo SHAM.
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Tabela 1: Porcentagem de presenca do MMN por grupo em cada momento do

estudo, e N correspondente.

SHAM HIPER NORMO HIPO
MMN (N=11) (N=8) (N=18) (N=7)
% - N % - N % - N % - N

PRE 100,0 - 7 100,0 - 8 100,0 - 16 100,0 - 6
POS1 71,4-5 87,5-7 56,2-9 100,0 - 6
POS2 57,1-4 37,5-3 56,2-9 83,3-5
POS3 85,7-6 75,0-6 68,7 - 11 100,0 - 6

POS4 100,0 - 7 75,0-6 75,0 -12 100,0 - 6

5.1.2 Analise do MMN: comparacao entre 0s grupos

A partir da comparacdo das médias das laténcias do MMN entre os
grupos experimentais, pode-se observar, na Tabela 2, que, cerca de 96
horas ap0s a isquemia (“pds4”), as menores médias pertencem aos grupos
SHAM e HIPO, e as maiores médias referem-se aos grupos HIPER e

NORMO.



57

Tabela 2: Média + desvio padréo (DP) das laténcias do MMN por grupo em todos os

momentos do estudo.

SHAM(N=7) HIPER(N=8) NORMO(N=16) HIPO(N=6)
PRE 95,82+29,95 81,75+29,82 97,47+40,02 80,43+25,81
POS1 115,36+92,57 109,25+81,12 192,00+108,06 80,57+20,74
POS2 158,45+92,91 224,88+104,01 171,53+91,36 110,14+85,72
POS3 112,09+70,59 138,88+103,66 195,60+91,36 75,86+20,37
POS4 84,55+18,39 123,75+110,12 171,07+98,07 87,43+21,08

A Tabela 3 apresenta os niveis de significancia encontrados a partir

da comparacéo intergrupos das meédias das laténcias do MMN em cada

momento do estudo; ndo foram encontradas diferencas estatisticamente

significantes entre 0s grupos no momento “pré-isquemia”; porém, foram

observadas diferencas estatisticamente significantes em alguns momentos

do estudo entre os grupos HIPER e HIPO (“p6sl” e “pds2”), entre 0s grupos

HIPER e SHAM (“p6s3”), NORMO e HIPO (“p6sl”, “p6s3” e “p6sd’), e,

finalmente, entre os grupos NORMO e SHAM no momento “p6s4”. Nao

foram detectadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos

HIPER e NORMO, assim como quando foram comparados os grupo SHAM

e HIPO, em nenhum momento do estudo.
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Tabela 3. Nivel de significAncia a partir da comparacao intergrupos das médias das

laténcias do MMN em cada momento do estudo, a partir do Teste t.

PRE POS1 POS2 POS3 POS4
HIPER X NORMO NS NS NS NS NS
HIPER X HIPO NS 0,05 0,03 NS NS
HIPER X SHAM NS NS NS 0,01 NS
NORMO X HIPO NS 0,001 NS 0,0001 0,006
NORMO XSHAM NS NS NS NS 0,004
HIPO X SHAM NS NS NS NS NS

NS = ndo houve diferenca estatisticamente significante
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5.2 Estudo 2

Os dados que serdo demonstrados a seguir foram obtidos a partir dos
resultados da analise dos animais submetidos ao treinamento auditivo

(N=28).

5.2.1 Anélise do MMN: laténcias

A média e o desvio padrdo das laténcias do MMN podem ser

observados na Tabela 4 e no Gréfico 3; apds a isquemia, a maior média

encontra-se no momento “p6s2”, e as menores meédias estdo nos momentos

“pos4” (antes do treinamento) e “pds5” (24 horas apOs o treinamento).

Tabela 4: Média + desvio padrédo (DP) das laténcias do MMN em cada momento do estudo.

MEDIA+DP
PRE 95,04+39,28
POS1 140,32+95,14
POS2 174,64+107,66
POS3 138,60+89,20
POS4 127,88+81,08
POS5 127,88+90,82

POS6 128,12+92,14
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5.2.2 Andlise do MMN: laténcias antes e depois do treinamento

auditivo

As Tabelas 5 e 6 referem-se a comparacdo das laténcias do MMN
entre 0s momentos “posl” (24 horas apds a isquemia) e 0 “pds5” e 0 “pds6”,
respectivamente, ou seja, foram comparadas as laténcias obtidas apds a
isquemia com aquelas obtidas ap6s o treinamento auditivo. Nado foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes em ambas as

comparagoes.

Tabela 5: Média + desvio padréo (DP) das laténcias do MMN no momento 24 horas apos a
isquemia (“p6s1”) no pds 5 (24 horas apds o treinamento auditivo), e o nivel de significancia
entre ambos (p), a partir do Teste t.

POS1 POS5 p

MEDIA+DP 140,32+95,14 127,88+90,82 NS

Tabela 6: Média + desvio padréo (DP) das laténcias do MMN no momento “p6s1” e no “pés
6” (48 horas apds o treinamento auditivo), e o nivel de significancia entre ambos (p), a partir
do Teste t.

POS1 POS6 p

MEDIA+DP 140,32+95,14 128,12+92,14 NS
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5.3 Estudo 3

Serdo apresentados os resultados da andlise de 27 animais, pois
houve perda de material de alguns animais durante o processamento dos

tecidos.

5.3.1 Analise morfoldgica: numero de células sobreviventes

Na Tabela 7, pode-se observar as médias das porcentagens e 0s
respectivos desvios-padrdo do numero de células sobreviventes da regido
CA1 do hipocampo de cada grupo. Nota-se que had uma porcentagem maior
de células no grupo HIPO, valores muito préximos aos do grupo SHAM; ja os

menores valores sdo observados nos grupos NORMO e HIPER.

Tabela 7: Média das porcentagens + desvio padrédo (DP) do nimero de células
sobreviventes da regido CA1 do hipocampo de cada hemisfério cerebral de acordo com o

grupo.
MEDIA % NUMERO MEDIA % NUMERO
GRUPO (N) DE CELULAS + DP DE CELULAS + DP

(HEMISFERIO ESQUERDO) (HEMISFERIO DIREITO)

SHAM (N=4) 39,05£11,52 31,85+£19,59
NORMO (N=13) 21,58 £ 3,82 17,29+ 3,81
HIPER (N=6) 17,88 £ 10,26 16,94 £ 6,54

HIPO (N=4) 37,17 +7,92 30,94 £7,41
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Na Figura 11 podem ser observados os cortes da regido CA1l do
hipocampo de gerbils, de acordo com os grupos estudados nesta pesquisa;
0s cortes mostram maior quantidade de células nos grupos SHAM e HIPO, e
menor numero destas nos grupos HIPER e NORMO. Além disso, pode-se

observar maior integridade do tecido também nos grupos SHAM e HIPO.

Figura 11: Cortes da regido CA1 do hipocampo de gerbil de acordo com o grupo:
Hipertérmico (A), Normotérmico (B), Hipotérmico (C) e SHAM (D).
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5.3.2 Analise morfoldgica: comparagcdo entre os grupos

Em relacdo a comparacdo do numero de células sobreviventes da
regido CAl do hipocampo entre o0s grupos, observou-se diferenca
estatisticamente significante quando o grupo NORMO foi comparado ao
grupo SHAM e ao grupo HIPO, e quando foi realizada a comparacéo entre
os grupos HIPO e HIPER; houve diferenca também quando comparados os
grupos SHAM e HIPER utilizando o Teste t (nivel de significancia p<0,05)
(Tabela 8).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes a
partir da comparacao entre os grupos NORMO e HIPER, e entre 0s grupos

SHAM e HIPO.

Tabela 8. Nivel de significancia a partir da comparacao intergrupos entre a média do
percentual do numero de células sobreviventes da regido CAl do hipocampo a partir do

Teste t.
GRUPOS COMPARADOS p
SHAM X NORMO 0,03
SHAM X HIPER 0,01
SHAM X HIPO NS
NORMO X HIPER NS
NORMO X HIPO 0,04
HIPER X HIPO 0,03

NS = ndo houve diferenca estatisticamente significante
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Na Tabela 9, estdo descritas as médias das laténcias do MMN de

acordo com cada grupo.

Tabela 9: Média + desvio padréo (DP) das laténcias do MMN por grupo em todos os

momentos do estudo.

SHAM (N=5) HIPER (N=4) NORMO (N=13)  HIPO (N=5)
PRE 76,25+31,84 83,25+38,29 116,00+39,90 84,00+32,93
POS1 129,75+¢114,49  92,25+37,72 201,15+98,15 80,25+26,11
POS2 246,75+106,50  19550+120,71  172,46+110,31  134,25+112,22
POS3 129,75+114,48  74,00+35,99 171,85+78,11 80,25+24,19
POS4 86,00+9,63 7150542240  161,00+82,51 100,00+9,83
POS5 92,75+7,23 140,00+111,81  134,85+98,15 95,00+19,30
POS6 78,25+23,84  180,50+137,99  117,69+69,67  131,75+113,47

5.3.4 Correlagdo entre numero de células e laténcias do MMN

Na analise da correlacdo entre o numero de células sobreviventes e

as laténcias do MMN, esperava-se um coeficiente de correlacdo negativo,

pois a relacdo entre o numero de células sobreviventes deveria ser

inversamente proporcional a laténcia do MMN, ou seja, quanto menor o

namero de células, maior a laténcia do potencial.
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Na Tabela 10, pode-se observar os coeficientes desta correlacéo, e o
melhor deles esta no grupo HIPER, no momento “pds3”, e o pior coeficiente

foi detectado também no grupo HIPER, no “pds4”.

Tabela 10. Coeficiente de correlagéo entre o numero de células sobreviventes da
regido CA1 do hipocampo e alaténcia do MMN em todos os animais e em cada
momento do estudo.

SHAM (N=4) HIPER (N=4) NORMO (N=13) HIPO (N=4)

PRE -0,22 0,39 -0,21 -0,34
POS1 -0,35 0,09 -0,20 -0,29
POS2 -0,83 -0,32 -0,07 0,67
POS3 -0,73 -0,87 0,30 -0,73
POS4 0,90 0,96 0,22 -0,81
POS5 -0,28 0,34 -0,26 0,92

POS6 -0,80 0,72 -0,30 0,68
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6. DISCUSSAO

6.1 Estudo 1

O estudo 1 teve como objetivo analisar o efeito da temperatura na
presenca/auséncia e na laténcia do MMN em gerbils submetidos a isquemia
cerebral.

Primeiramente, foi necessario avaliar a integridade da via auditiva até
o tronco encefélico, procedimento realizado através do registro do PEATE
(Matas et al., 1998). Apesar deste potencial ter sido utilizado apenas como
critério de inclusdo dos animais na pesquisa, alguns aspectos referentes a
sua aplicacdo devem ser relatados, como por exemplo, a relativa dificuldade
em localizar as cinco ondas, geralmente identificadas neste potencial;
porém, a onda V, a mais importante e proeminente, foi facilmente
identificada e se reproduziu em todos os tracados.

Em relacdo ao MMN, houve certa dificuldade em visualizar este
potencial, o que exigiu que a andlise fosse realizada por duas pessoas com
a finalidade de estabelecer concordancia sobre a presenca do potencial
evocado e sobre os valores de laténcia.

Apesar do potencial ndo ter sido facilmente visualizado, foi possivel,
neste estudo, registrar e captar o MMN em gerbils anestesiados, cujas

laténcias ocorreram entre 54 e 184 milisegundos, a partir da utilizacdo de
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estimulo sonoro do tipo tom puro, e que variou somente em relacdo a
frequéncia.

Estes resultados vdo ao encontro de achados obtidos em outros
estudos que registraram MMN em roedores, como por exemplo, Ruusuvirta
et al. (1998), que encontraram laténcias do potencial entre 63 e 246 ms; no
estudo de Astikainen et al. (2006) as laténcias do MMN encontradas
situaram-se entre 76 e 108 ms; e, em outro estudo de Ruusuvirta et al.
(2007), o potencial foi detectado entre 106 e 136 ms.

Os resultados referentes ao MMN mostraram que, antes da isquemia,
todos o0s animais apresentaram presenca do potencial (Tabela 1),
caracterizando-se como um grupo homogéneo.

Observando-se os grupos estudados, HIPO e SHAM apresentaram a
mesma porcentagem de presenca do MMN (100%) no momento “p6s4”
(Tabela 1), ou seja, todos animais do grupo HIPO apresentaram
recuperacdo do potencial evocado, equiparando-se a condicdo dos animais
do grupo SHAM, animais estes que nao foram submetidos a isquemia.

Desta forma, pode-se tracar um paralelo entre estes resultados e
agueles apresentados em estudos que avaliaram o progndstico de
recuperacdo de pacientes em coma, pois, tais estudos revelaram que a
presenca do MMN sinaliza boas chances de melhora funcional cerebral
nestes casos. Kane et al (1996) descreveram que a laténcia do MMN foi o
melhor indicador na avaliacdo de pacientes que retornaram do coma, pois
mostrou 100% de especificidade e 89,7% de sensitividade. Fischer et al.

(1999) relataram que o MMN, como instrumento de prognadstico na avaliacdo
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da retomada da consciéncia apdés o0 coma, apresentou alta especificidade
(90,9%), porém, com baixa sensitividade (31,6%). Em outro estudo, Fischer
et al. (2004) descreveram que o MMN foi detectado em 88,6% dos pacientes
que retornaram do coma, e nenhum paciente, em que o potencial estava
presente, permaneceu em coma.

Em relacdo a presenca do MMN ap0Os a isquemia, o potencial foi
detectado com maior freqiiéncia no momento “p6és4”, ou seja, 120 horas (ou
seis dias) apds o evento isquémico, e com menor freqiéncia no “pos2” (48
horas ap0s a isquemia) (Tabela 1). Este dado pode ser explicado pelo fato
de que, apos este periodo (120 horas - “pds4”), os efeitos da isquemia ja
tenham sido minimizados pela propria diminuicdo do edema do tecido
lesado. Estes resultados corroboram o que foi descrito na literatura por
Oliveira et al. (1995), ja que, segundo estes autores, o edema cerebral
instala-se dentro de minutos, tendo seu pico entre 24 e 96 horas apés a
isquemia.

A andlise das laténcias do MMN também mostra semelhanca entre
todos os grupos estudados antes da isquemia (Tabela 2), o que também
caracteriza sua homogeneidade; houve confirmacédo destes achados através
do teste estatistico, o qual mostrou auséncia de diferenca estatisticamente
significante entre eles.

Considerando-se ainda as laténcias do MMN, observou-se que a
menor média foi observada no grupo em que foi aplicada a hipotermia
(HIPO), enquanto os grupos NORMO e HIPER apresentaram médias

bastante elevadas comparativamente (Tabela 2), o que sugere que a
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hipotermia exerceu o efeito de neuroprotecdo, preservando a atividade
cerebral, e que este efeito pdde ser verificado a partir do MMN.

Assim, o potencial evocado MMN foi capaz de diferenciar os grupos
que foram submetidos aos diferentes fatores térmicos. O fato de que as
médias das laténcias encontradas no grupo HIPO néo diferiram daquelas
pertencentes ao grupo SHAM (p<0,05) (Tabela 3), corroboram os achados
de Dong et al. (2001), reafirmando o efeito da hipotermia na manutencéo
funcional cerebral, e confirmando novamente que, através do MMN, foi
possivel detectar o efeito da hipotermia nos animais estudados.

Para que ocorra a resposta eletrofisiolégica que desencadeia 0 MMN,
€ necessario que areas do hipocampo sejam ativadas, sendo responsaveis
pela memoria, especialmente a regido CAl. Tendo em vista que esta area
foi a mais atingida pela lesdo causada nos animais deste estudo, 0s
resultados obtidos confirmam o que foi descrito por Izquerdo et al. (2004),
que afirmam que a consolidacdo da memoaria requer a integridade funcional
do hipocampo, através da ativacdo de receptores que modelam as sinapses,
e que, conseqlentemente, proporcionam mudancas morfologicas que
podem ser captadas pelo MMN.

Em outra analise, foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes, quando as médias das laténcias apresentadas pelos grupos
foram comparadas entre si, principalmente na comparacao do grupo HIPO
com os grupos HIPER e NORMO (Tabela 3), o que também fala a favor do
efeito de neuroprotecdo causado pela hipotermia ter ocorrido nos animais

deste estudo.



71

Outro resultado obtido neste estudo que confirmou este efeito foi a
auséncia de diferenca estatisticamente significante, quando comparados os
grupos SHAM e HIPO, em todos os momentos do estudo, dado este ja
encontrado quando foi analisada a presenca do MMN nestes grupos.

Tais resultados também corroboram outros estudos que verificaram o
efeito de neuroprotecéo da hipotermia (Krieger e Yenari, 2004; Nakashima e
Todd, 1996; Eberspacher et al., 2005; Shah et al., 2007; Falavigna et al.,
2002; Prandini et al., 2005; Krieger e Yenari, 2004; Ikonomidou et al., 1989).

Assim, os resultados desta pesquisa mostraram que o efeito da
neuroprotecdo gerado pela hipotermia foi comprovado, além de terem
demonstrado que este efeito pode ser detectado através do registro do
MMN, tanto no que se refere a presenca deste potencial, quanto as sua
laténcia.

Pode-se dizer, entdo, que, a partir dos resultados deste estudo, o
MMN pode ser utilizado para analisar o aspecto funcional durante a
reabilitacdo de pacientes acometidos por isquemia cerebral, pois mostrou

ser um teste com 6timo indice de especificidade.

6.2 Estudo 2

Analisar o efeito do treinamento auditivo sobre a laténcia do MMN foi

0 objetivo do estudo 2, o qual teve como hipotese a diminuicdo da laténcia

do potencial evocado apos a realizacéo do treinamento.



72

A laténcia é a diferenca de tempo entre o inicio do estimulo até o pico
da resposta (Musiek e Lee, 2001), e indica, portanto, o tempo de
processamento cerebral; sendo assim, quanto menor a laténcia, melhor o
prognéstico do aspecto funcional.

Os primeiros resultados deste estudo foram obtidos a partir da analise
das médias das laténcias do MMN registradas em cada momento da
pesquisa (Tabela 4). Observou-se maior média no momento “p0s2”, ou seja,
24 horas ap0s a isquemia, a resposta eletrofisiolégica ndo apresentou bons
resultados; ja as menores médias foram detectadas nos momentos “pds4” e
“pos5”.

Da mesma maneira como foi observado no estudo 1, estes resultados
também corroboram os achados de Oliveira et al. (1995), que descreveram o
pico do edema cerebral ocorrendo entre 24 e 96 horas apés a isquemia.

Analisando-se as laténcias do MMN depois do treinamento, esperava-
se aumento da magnitude das respostas eletrofisiologicas (Tremblay et al.,
1997; Tremblay et al., 2001 e Kujala et al., 2003) em relacédo aquelas obtidas
logo apdés a isquemia. Porém, fazendo-se estas comparacfes, houve
diminuicdo na média absoluta das laténcias ap6s o treinamento auditivo,
mas nao a ponto de mostrar diferencas estatisticamente significantes entre
elas (Tabelas 5 e 6). Este resultado pode ser explicado pelo fato de que
apenas um pequeno numero de animais foi submetido ao treinamento
auditivo (N=28), o que sugere que outros estudos devam ser realizados,
utilizando-se um namero maior de animais, para que se possa ter certeza do

efeito do treinamento sobre os aspectos funcionais, ja que este efeito
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benéfico vem sendo citado por outros autores (Musiek et al., 2002;
Szczepaniak e Moller, 1996; Kraus et al., 1995; Tremblay et al., 1998;
Menning et al., 2000).

Outro fator que pode ter influenciado este resultado foi o protocolo de
treinamento auditivo utilizado; a escolha deste protocolo baseou-se no
tempo médio que os animais utilizaram para diferenciar dois estimulos
sonoros, ou seja, cinco minutos ou 300 segundos. Entretanto, parece que
somente o tempo desta aprendizagem nao foi suficiente para promover a
neuroplasticidade em gerbils detectavel através do MMN.

A comparacdo intra-grupos também ndo resultou em diferenca
estatisticamente significante, 0 que sugere que o treinamento auditivo
aplicado neste estudo ndo provocou mudancas detectaveis no MMN, em
termos de laténcia. O fato de que o treinamento tenha sido aplicado apenas
no sexto dia apds o evento isquémico também pode ter colaborado para que
ndo tenham sido encontradas estas diferencas, pois, neste periodo, a
maioria dos animais ja vinham apresentando recuperacdo do quadro
isquémico, pela diminuicdo do edema tecidual.

A partir destes resultados, néo foi possivel afirmar, entdo, que o MMN
foi sensivel para detectar mudancas funcionais em gerbils submetidos a este
protocolo de treinamento auditivo.

Portanto, sugere-se que outros estudos sejam realizados utilizando-se
um protocolo de treinamento auditivo que contenha maior numero de
sessOes, para que se possa verificar se esta técnica de reabilitacdo pode

promover neuroplasticidade em pacientes acometidos por isquemia cerebral.
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Sugere-se, também, que sejam realizadas pesquisas que comparem
dois protocolos diferentes de treinamento auditivo, para que seus efeitos
possam ser avaliados, o que pode trazer grande contribuicdo para a

reabilitacdo destes pacientes.

6.3 Estudo 3

O objetivo do estudo 3 foi comparar o0 numero de células
sobreviventes da regido CA1l do hipocampo e as laténcias do MMN; assim,
guanto mais células presentes, e quanto menor a laténcia do potencial,
maior o efeito da neuroprotecdo nos animais estudados.

Os resultados deste estudo mostraram que, comparando-se 0S
grupos estudados, houve um numero maior de células sobreviventes na
regido CA1l do hipocampo dos animais do grupo HIPO; se comparados ao
grupo SHAM, que nao foi submetido a isquemia, estes nimeros mostram-se
muito proximos, 0 que sugere que a hipotermia atuou de maneira benéfica,
pois houve preservacédo da populacado de células desta regido (Tabela 7).

Quando comparados entre si, foram observadas diferencas
estatisticamente significantes sempre que o grupo HIPO foi comparado aos
demais, exceto com o SHAM, dados que também sugerem que houve o
efeito de neuroprotecao da hipotermia nestes animais (Tabela 8).

Além disso, o fato de n&o ter sido detectada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos NORMO e HIPER (Tabela 8)

sugere certa semelhanca entre eles, no que se refere a auséncia de agente
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neuroprotetor, pois o percentual de células sobreviventes foi baixo, se
comparados aos grupos SHAM e HIPO, resultados que corroboram aqueles
apresentados por Baena et al., 2001 e Ariga, 2006.

De maneira semelhante, todos os resultados deste estudo
confirmaram os efeitos benéficos da hipotermia como agente neuroprotetor,
corroborando os estudos acerca deste tema (lkonomidou et al., 1989;
Nakashima e Todd, 1996; Falavigna et al., 2002; Krieger e Yenari, 2004;
Eberspacher et al., 2005; Prandini et al., 2005; Shah et al., 2007), além de
sugerir que este modelo de estudo experimental mostrou-se sensivel para
detectar o efeito da hipotermia na regido CA1 do hipocampo de gerbils,

Quando foi realizada a comparacdo entre o numero de células
sobreviventes do hipocampo e as laténcias do MMN, foram detectados
poucos coeficientes com boa correlacdo (Tabela 10). Deve-se lembrar,
entretanto, que as medidas eletrofisiolégicas mais utilizadas para propositos
clinicos sdo as da laténcia (Musiek e Lee, 2001), e que a variabilidade
destes valores costuma ser menor do que a da amplitude (Durrant, 1986).
Porém, o parametro que melhor indica o numero de células neurais ativas no
processo de discriminacdo entre os estimulos auditivos € a amplitude do
potencial, e, neste estudo, a correlacéo foi realizada utilizando-se a laténcia
do MMN, pois o0 equipamento utilizado na sua captacdo nao permitiu a
analise da amplitude.

Desta forma, sugere-se que outros estudos sejam realizados
analisando também a amplitude do MMN, correlacionando-a com o0 numero

de células sobreviventes do hipocampo para verificar esta correlagéo.
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7. CONCLUSOES

e 0 modelo experimental aplicado neste estudo mostrou-se
efetivo, pois provocou isquemia cerebral nos animais

estudados, o que possibilitou a analise dos efeitos da leséo;

e o0 efeito da neuroprotecdo gerado pela hipotermia foi
comprovado; além disso, este efeito p6de ser detectado
atraveés do registro do MMN, tanto no que se refere a presenca

deste potencial, quanto as sua laténcia;

e houve diminuicdo na média absoluta das laténcias do MMN
apOs o treinamento auditivo, mas ndo a ponto de mostrar

diferencas estatisticamente significantes entre elas;

e a comparacao entre o numero de células sobreviventes do
hipocampo e as laténcias do MMN ndo mostrou boa correlagao

neste estudo.
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