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Aquisicdo de uma Tareta Espacial por Ratos Submetidos a Lesao

Hipocampal Neonatal Induzida por Radiagdo [onizante

Acquisition of a Non-Matching to Place task by Rats with Neonatal
Hippocampal Lesion Induced by Ionizing Radiation

Valéria Catelli Infantozzi Costa®, Rita de Céssia Margarido Moreira,
José Lino Oliveira Bueno**, Gilberto Fernando Xavier** & Barbara Ramos

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil

Resumo

Costa, Bueno e Xavier (2005) mostraram que ratos com lesdo do giro denteado hipocampal produzida por
colchicina apresentam prejuizo de desempenho em testes pés-operatérios em uma tarefa espacial de
discriminagdo condicional (tarefa de non-matching-to-place, NMTP), embora o treino repetitivo promova
recuperagio do desempenho dos animais lesados. O objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho de
ratos com danos seletivos no giro denteado, induzidos pela exposi¢do neonatal a radiagdo ionizante, na tarefa
de NMTP. O grupo irradiado apresentou prejuizo nas primeiras sessdes de treino quando comparado ao
grupo controle; porém, seu desempenho se igualou ao dos animais controles nas tltimas sessoes, replicando
resultados anteriores. Os resultados sdo discutidos no contexto da teoria do mapa espacial cognitivo.
Palavras-chave. Radiagio ionizante; discriminagéo espacial; NMTP; hipocampo; giro denteado.

Abstract

Costa, Bueno e Xavier (2005) showed that rats with hippocampus dentate gyrus lesions produced by colchicine
have post-surgical tests deficits in spatial tasks involving conditional discrimination (non-matching-to-place,
NMTP), although repetitive training does promote the recovery of the lamed subject’s performance. The
purpose of this experiment was to assess the performance of rats with selective lesions of dentate gyrus
induced by neonatal ionizing radiation in the NMTP task. The irradiated group showed deficits in the first
training sessions when compared to the control group. Nevertheless, the performance of lesion and control
groups was similar at the end of the sessions, as previously reported. The results are discussed in light of
the cognitive map theory.

Keywords: Ionizing radiation; spatial discrimination; NMTP task acquisition; hippocampus; dentate gyrus.

Segundo Bueno (1989) a nogdo de representagio ganhou
espaco no contexto de uma mudanga significativa na es-
trutura de pensamento da anélise do comportamento. Em
modelos de andlise do comportamento centrados na apren-
dizagem instrumental ou operante, considera-se que as mo-
dificagdes do comportamento sio instaladas e mantidas
como conseqiiéncia de contingéncias estabelecidas entre um
estimulo, o refor¢o, com classes especificas de comporta-
mento. A tradi¢do pavloviana, por outro lado, enfatiza o
componente associativo da aprendizagem; neste caso, o
modelo é determinado pela reflexologia de origem fisiol6-
gica e diz-se que houve uma transferéncia do controle de
um reflexo, de um estimulo para outro. Nestes dois mode-
los aresposta é o tema organizador central das discussoes
sobre aprendizagem. Bueno (1989) discute se tais descri-
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¢Oes de respostas sdo suficientes para explicar os fendme-
nos psicolégicos identificados nos animais, apresentando
modelos alternativos de anélise do comportamento.
Rescorla e Holland (1982) examinam o condicionamento
pavloviano ndo mais em termos de uma transferéncia de
reflexos. Esses autores sugerem que ndo basta que um esti-
mulo tenha uma relagdo temporal com outro, mas é preciso
que haja uma relagéio 16gica, informativa, entre os dois es-
timulos. Estas relagdes 16gicas dar-se-iam ao nivel das re-
presentagdes internas do mundo que sdo criadas pelas in-
formacdes obtidas dos estimulos ambientais.

Investigacdes experimentais do comportamento animal
sugerem que os organismos sio capazes de adquirir infor-
magdes acerca de aspectos do ambiente e também de seus
préprios atos, de forma a registrar e conservar de modo
codificado, em seu sistema nervoso central (SNC), eventos
relevantes. O registro ou a informagio codificada seria a
representacdo da realidade externa no SNC. Representa-
¢Oes possibilitam a adaptagdo do comportamento animal
aos aspectos ambientais ou contextuais (Gallistel, 1989,
1990), tornando o animal capaz de prever eventos e de pre-
parar-se para agio (Ades, 1993).
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Os animais possuem sofisticados processos sensério-
perceptivos para determinagio das distancias e dire¢des de
estimulos, ou seja, para a formagéo de representagdes das
posig¢des relativas dos estimulos e, portanto, formagéio de
mapas cognitivos.

O conceito de mapa cognitivo refere-se a capacidade de
o organismo estabelecer representagdes entre multiplos es-
timulos do ambiente e suas relagdes de dngulo e disténcia,
independente da posig¢do do sujeito, permitindo definir lo-
cais a partir dessas relagdes, e utilizar tais representagoes
para se orientar no ambiente. £ a multiplicidade das rela-
¢des entre os estimulos que define o espago e ndo um esti-
mulo particular qualquer.

A teoria do mapa cognitivo (O’Keefe & Nadel, 1978)
sustenta que os animais possuem um sistema que codifica o
ambiente sob a forma de mapas cognitivos e, segundo a
proposta dos autores, a formagdo hipocampal constitui o
substrato neural para a aprendizagem e armazenamento
de tais processos. Segundo esta teoria, as informagoes sdo
processadas em dois sistemas distintos: sistema de tdxon e
sistema de mapeamento. As estratégias comportamentais
baseadas no sistema de tdxon podem ser subdivididas em
estratégias de guiamento e de orientagdo. As estratégias de
guiamento envolvem a identificagdo de um objeto ou uma
pista no ambiente da qual o sujeito deve aproximar-se ou
afastar-se. As estratégias de orientagdo corpérea ou estra-
tégia corpérea egocéntrica envolvem rotagdes corpéreas
egocéntricas em resposta a uma pista ou informagdo. No
sistema de mapeamento é processada a estratégia de lugar
e sdo formados os mapas espaciais. O mapa de um ambien-
te é composto por um conjunto de representacdes de luga-
res conectados entre si de acordo com as regras que repre-
sentam as distincias e diregdes entre os lugares. Os mapas
podem ser utilizados pelos animais para se localizarem no
ambiente, localizarem itens (ou eventos) neste ambiente,
incluindo recompensas e punig¢des. Por exemplo, “no local
A existe alimento” ou “no local B existe estimulagio
aversiva”, ou ainda para se locomoverem de um ponto a
outro, inclusive por caminhos novos ou atalhos nio experi-
mentados anteriormente.

O’Keefe e Nadel (1978) desenvolvem consideragdes de-
talhadas acerca dos efeitos de lesdes hipocampais no com-
portamento animal. Uma das mais importantes predi¢des
de sua teoria propde que tais efeitos podem ser interpreta-
dos como uma perda da aprendizagem de lugar (ou perda
da capacidade de utilizagdo do sistema de mapeamento) e
do comportamento exploratério, sem afetar as estratégias
de guiamento ou de orientagdo egocéntrica. A estratégia
de guiamento envolve, como visto, a aproximacao ou afas-
tamento, por meio de qualquer comportamento disponivel,
de uma pista especifica (ou objeto), enquanto a hipétese
por orientago especifica uma rotagio egocéntrica, cujo eixo
pode ser o corpo, a cabega ou os olhos. Em contraposigdo, o
sistema de mapeamento torna disponivel a outras partes do
cérebro a representacdo de lugares que pode ser utilizada na
solu¢do de problemas. Se um animal estd faminto, o mapa
do ambiente no qual se encontra pode ser consultado para

verificar se hd uma representagio de alimento naquele am-
biente. Se houver, entdo o mapa pode ser usado para gerar
um programa motor, o qual levaré o animal da sua posigao
atual no mapa para a localizagdo do alimento. Lesdes
hipocampais devem resultar em prejuizo no desempenho
de tarefas que envolvem preponderantemente estratégias
de lugar. Por outro lado, determinados tipos de tarefas es-
paciais podem ser resolvidos por uma ou vérias dessas es-
tratégias, nio raro envolvendo combinagdes das mesmas
(Whishaw & Mittleman, 1986). Nestes casos, danos no sis-
tema hipocampal, que impedem a utilizagio do sistema de
mapeamento cognitivo, podem néo resultar em prejuizo de
desempenho uma vez que o mesmo, nessas tarefas, pode
basear-se em estratégias de guiamento ou de orientagdo
egocéntrica.

As estruturas da formagao hipocampal parecem desem-
penhar um papel critico em tarefas espaciais de discrimi-
nacdo condicional, como uma tarefa de non-matching-to-place
(NMTP) (Freeman & Stanton, 1991; Knowlton, Shapiro,
& Olton, 1989; M'Harzi, Jarrard, Willig, Palacios &
Delacour, 1991; Walker & Olton, 1984). Cada tentativa de
uma tarefa de NMTP é composta por duas fases. Em uma
primeira fase (fase de informagéo), uma ou mais alternati-
vas sdo reforcadas. Na segunda fase (fase de escolha), o ani-
mal deve escolher entre duas ou mais alternativas, sendo
que a alternativa reforgada é aquela que nio estava previa-
mente disponivel durante a fase de informagdo. Assim, a
informagéo da alternativa previamente refor¢ada na 1*fase
deve ser processada de tal forma a permanecer retida no
Sistema Nervoso até o momento de ser utilizada, ou seja, a
informagdo deve ser mantida, na memoria, uma vez que
para emitirem a resposta correta na 2° fase eles dependem
dessa informagio. Como a alternativa correta varia aleato-
riamente a cada par de tentativas, essa informacdo é util
apenas durante o desempenho de um par de tentativas, dei-
xando de ser util depois de sua utilizagdo. Assim, essa in-
formacio pode ser apagada da meméria apés seu uso.

Costa, Bueno e Xavier (2005) mostraram que ratos com
lesdo do giro denteado do hipocampo, produzida por micro-
inje¢des multiplas e topicas de colchicina, apresentaram pre-
Jjuizo no desempenho dos testes pds-lesdo em uma tarefa es-
pacial de NMTP em um labirinto em MAIS. Nesta tarefa, na
fase de informagio, o reforgo é colocado somente em uma
das caixas localizadas no final dos bragos transversais — o
acesso a outra caixa é bloqueado. Na fase de escolha, o acesso
as duas caixas transversais € liberado e o reforgo é colocado
somente na caixa que nio estava previamente disponivel
durante a fase de informagao. Embora tenha havido um pre-
Jjuizo de retengio e nas taxas de re-aquisi¢do da resposta nos
testes realizados ap6s a lesdo, o treinamento repetitivo fez
com que o desempenho dos animais lesados se equiparasse
ao dos animais controle. Os resultados foram interpretados
no contexto da teoria do mapeamento cognitivo de O "Keefe
e Nadel (1978). Isto ¢é, os autores consideraram que na fase
pré-operatéria os animais adquiriram a tarefa baseando-se
em estratégias de lugar, uma vez que o sistema de
mapeamento cognitivo estava intacto. Porém, como apés
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a lesdo esse sistema deixou de estar disponivel, os animais
tiveram que re-adquirir a tarefa com base em estratégias de
guiamento e egocéntricas. Neste estudo os animais foram
submetidos a indugio da lesdo seletiva quando adultos.
Além de se poder obter uma lesdo do giro denteado do
hipocampo, em roedores, pela aplica¢do tépica de colchicina,
é possivel provocar lesdo semelhante por meio da aplicagdo
de radiagdo ionizante. Ao mesmo tempo, a literatura clini-
ca disponivel sugere que os efeitos cognitivos da radiagido
ionizante em humanos refletem o envolvimento do
hipocampo como componente critico do sistema de memoé-
ria (ver Tada, Parent, Lowenstein, & Fike, 2000). Assim,
devido ao potencial envolvimento do hipocampo nas alte-
ragdes cognitivas induzidas pela radia¢do, encontram-se
vérios estudos sobre a estrutura e fungdo do hipocampo
mostrando os efeitos da radiagdo ionizante em roedores (a)

jovens — 4 semanas de vida (Rola et al., 20045 Silasi et al.,

2004), (b) adultos — de 8 a 13 semanas de vida (Hodges et
al., 1998; Tada et al., 2000), (c) pré-natais (Vitral, Vitral &
Dutra, 2006) ou ainda, (d) neonatais (Czurko, Czeh, Seress,
Nadel & Bures, 1997; Moreira & Bueno, 2003; Moreira,
Moreira, Bueno & Xavier, 1997). Esses estudos mostram
graus variados de mudanga morfolégica no hipocampo e/ou
giro denteado, inclusive uma redugdo no niimero das células
granulares e sugerem que vérias deficiéncias cognitivas pro-
vavelmente sejam devidas as lesdes da formagao hipocampal.
Os mecanismos subjacentes as mudangas nas estruturas
hipocampais ainda nfo sdo claros, embora recentemente te-
nha sido sugerido que mudangas nas células neuronais pre-
cursoras da zona subgranular do giro denteado do
hipocampo podem estar envolvidas nestes mecanismos (Rola
et al., 2004; Silasi et al., 2004; Tada et al., 2000). As mudan-
cas cognitivas induzidas por radia¢io freqiientemente se
manifestam como deficiéncias na aprendizagem e memoéria
dependentes das fung¢des hipocampais, incluindo o
processamento de informagdes espaciais (Hodges et al,,
1998; Rola et al., 2004; Vitral et al., 2006).

Moreira et al. (1997) replicaram a técnica de radiago
ionizante de regides especificas do sistema nervoso de ra-
tos neonatos desenvolvida por Bayer e Peters (1977) e es-
tabeleceram parametros de radiagio para lesar células em
proliferagio, como as células granulares do giro denteado
hipocampal. Tal procedimento induz a uma perda de apro-
ximadamente 85% da populagio destas células. De forma
similar, lesdes por colchicina tém resultado em uma perda
de 90 a 95%. Entretanto, enquanto as lesdes por colchicina
produzem uma pequena perda de células nos campos CA1
(22-28%) e CA4 (33%) (ver Costa et al., 2005; Xavier, Oli-
veira-Filho & Santos, 1999) o procedimento de lesdo por
radiagdo ionizante, empregado por Moreira et al. (1997) e
Moreira e Bueno (2003), ndo produz qualquer perda celu-
lar de outras estruturas hipocampais, além do giro denteado.

Alesdo do giro denteado por colchicina, portanto, causa
prejuizo no desempenho de ratos em uma tarefa espacial de
NMTP em um labirinto em MAIS (Costa et al., 2005); po-
rém, tal lesdo também provoca alguma perda celular em
outros subcomponentes da formagdo hipocampal. Diferen-

temente, a indugdo da perda de células granulares do giro
denteado por irradiagdo ionizante neonatal, de extensdo
similar a induzida por colchicina, parece poupar os demais
subcomponentes da formagdo hipocampal.

Os objetivos do presente estudo sio avaliar (a) se a perda
de células granulares do giro denteado por radiac¢io ionizante
neonatal, promove o mesmo tipo de prejuizo comportamental
observado por Costa et al. (2005) apds indugdo de perda ce-
lular por colchicina nessa regido nervosa e (b) se a indugéo
de danos equivalentes nessa mesma regifo, porém em fases
distintas da vida, i.e., danos neonatais, por radiagdo ionizante,
ou danos neurotéxicos quando adulto, produzem resultados
comportamentais equivalentes.

Para isso, um grupo de animais irradiados na fase
neonatal e um grupo de animais controle foram submeti-
dos a uma tarefa espacial de NMTP em um labirinto em
MALIS, seguindo-se o mesmo procedimento utilizado por
Costa et al. (2005).

Método

Sujeitos

Foram utilizados 18 ratos Wistar, machos, neonatos, pro-
venientes do Biotério Central da USP/Campus Ribeirdo
Preto. A partir do 3° més de vida os animais foram submeti-
dos a um esquema de privagdo que limitava o acesso a dgua
de tal forma a manter o peso dos animais em 80% do peso ad
lib. Aos quatro meses de idade os animais foram submetidos
ao procedimento experimental da tarefa espacial NMTP.

Procedimento de Radiagdo-X

O equipamento irradiador é o RT Philips, o mesmo utili-
zado nas radioterapias de orthovoltagem para carcinomas
basocelulares em humanos, tendo sua energia escolhida de
200 kVp e 20 mA. Usou-se cone localizador que distancia a
fonte de raios-X do alvo em 30,0 cm e que permite uma limi-
tagdo do tamanho do campo de irradiagio para localizagdo
da 4rea a ser irradiada. A técnica e procedimento emprega-
dos foram os mesmos utilizados por Moreira e Bueno (2003).
Os dezoito animais neonatos foram distribuidos em dois
grupos: o grupo Irradiado (IR) foi submetido a um procedi-
mento de radiagdo-X, a partir do segundo dia de vida, con-
forme parametros estabelecidos por Moreira et al. (1997),
com uma dose total de 14 Grays, fracionada em sete sessoes,
por dia, de 2 Grays cada, emitindo um fluxo de dose de 0,54
Grays/min, gerando, portanto um tempo de exposi¢io de
3,70 minutos para cada dose didria. Os animais eram manti-
dos iméveis em um aparelho imobilizador de acrilico confec-
cionado especificamente para este propésito. A radiagdo foi
liberada dorsalmente no plano coronal a 4rea que previa-
mente foi determinada conter o hipocampo (Bayer & Peters,
1977); somente as células granulares do giro denteado séo
sensiveis aos efeitos da radiagdo-X neste estdgio do desen-
volvimento. Os animais do grupo Controle (CO) foram sub-
metidos a0 mesmo procedimento de imobiliza¢do, sem que
fossem expostos a radiagdo (ver detalhes em Moreira et al.,
1997 e Moreira, & Bueno, 2003).
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Equipamento

O equipamento utilizado foi o0 mesmo empregado por
Costa et al. (2005). Foi utilizado um labirinto com a forma
de um MAIS, construido em acrilico transparente (Figura 1).
Cada corredor do labirinto (50 x 10 x 10 ¢cm) é conectado a
uma caixa (80 X 30 X 10 cm) construida em acrilico trans-
parente. Todas as quatro caixas de acrilico sdo separadas
dos corredores do labirinto por portas tipo guilhotina. Qua-
tro portas guilhotina separam o quadrado central (10 x 10
X 10 cm) dos corredores; deste modo, pode-se bloquear o
corredor e caixa de safda .§” do restante do labirinto. Nas
caixas A4 e B, a 4 cm da parede oposta a porta, ha um orifi-
cio circular no assoalho no qual podem ser colocadas gotas
de dgua. O labirinto é mantido sobre uma estrutura de
madeira a uma altura de 100 cm do assoalho. Este conjunto
estava localizado em uma sala de 1.85 m por 2.30 m. Além
da experimentadora, os objetos visiveis na sala inclufam a
maganeta da porta, interruptor de luz, tomada de luz, ala-
vanca para abertura da janela da sala (a janela estava enco-
berta por uma cortina da mesma cor das paredes) e trés
barras de ferro horizontais fixadas em uma das paredes.

S’

15 cm

°

S

Figura 1. Labirinto em MAIS. S e S, caixas de saida; A e

B, caixas alvo.

Procedimento — Tarefa Espactal

Aos quatro meses de idade, os animais foram individual-
mente submetidos a duas sessdes de pré-exposigdo ao labi-
rinto. Nestas sessoes, as portas do labirinto permaneciam
abertas (com exce¢do do corredor e respectiva caixa §’). O
animal era colocado na caixa S'e tinha livre acesso aos cor-
redores e caixas do labirinto. No orificio das caixas 4 e B
eram colocadas duas gotas de d4gua. A sessdo teve a dura-
¢do de 5 minutos para cada animal. Foram realizadas em
seguida, cinco sessoes de pré-treino, uma por dia, com oito
tentativas por sessdo para cada animal. Cada tentativa con-
sistiu na corrida for¢ada para uma das caixas-alvo (4 ou B):
aporta do corredor de uma das caixas (4 ou B) permanecia
fechada, o outro corredor e caixa correspondente estavam

livres. O animal era colocado na caixa S, podendo dirigir-
se a caixa disponivel onde encontraria as gotas de agua.
Nesta fase, o acesso ao corredor e caixa S’ estava bloquea-
do. Ap6s a fase de pré-treino, os animais foram submetidos
a seis sessoes de treino, uma por dia, em esquema de NMTP.
Cada sessio era constituida de oito tentativas, cada tenta-
tiva contendo uma fase de informagio e uma fase de esco-
lha, com intervalo de 10 minutos entre tentativas.

1. FFase de Informagéo: a porta do corredor de uma das
caixas (4 ou B) permanecia fechada, enquanto a do
outro corredor (e caixa correspondente) permanecia
aberta. Nesta fase, o acesso ao corredor e caixa S’ es-
tava bloqueado. O animal era colocado na caixa S e
podia dirigir-se a caixa disponivel onde encontraria
duas gotas de dgua. Depois de consumir a 4gua dispo-
nivel o animal era colocado na gaiola, onde permane-
cia por 10 min., apds os quais dava-se inicio a tentativa
de escolha.

2. Fase de Escolha - as portas das caixas 4 e Bficavam
abertas, permitindo ao animal deslocar-se para qual-
quer ponto do labirinto (com exceg¢éo do corredor e
caixa §” que estavam bloqueados). Apés o animal be-
ber as gotas de 4gua da fase anterior (de Informagio),
era retirado da caixa onde se encontrava e recolocado
na caixa S; a porta era aberta e, entdo, o animal en-
contraria as gotas de 4gua na outra caixa que nio a
visitada na fase de informagdo. Assim, nesta fase, a
melhor estratégia para o animal é entrar na caixa que
ndo estava previamente disponivel durante a fase de
informagio. Entre uma fase e outra havia um interva-
lo de aproximadamente 8 s. Quando em uma tentati-
va o animal entrasse na caixa incorreta, as portas do
labirinto eram fechadas, encerrando-se tal tentativa e
dando-se continuidade a sessdo.

Os animais eram submetidos, também, a um segundo
esquema de treino: na fase de escolha, o animal era coloca-
do na caixa §’; o acesso ao corredor e caixa S era bloquea-
do. Este esquema garantia que os animais nao utilizassem
uma estratégia de orientagio do eixo do corpo, i.e., virar a
esquerda ou a direita. O procedimento era idéntico ao des-
crito anteriormente, porém o animal ndo poderia associar
a virada do corpo da Fase de Informagdo com a rotagido do
corpo na fase de escolha. Neste caso, garante-se que o ani-
mal ndo estd aprendendo a virar para o lado oposto ao vira-
do na fase de informagao. O treino dos animais nestes dois
esquemas (saida da caixa § e safda da caixa §°) foi pseudo-
randdmico, i.e., os animais foram treinados nos dois esque-
mas o mesmo nimero de vezes em cada sessdo, porém a
ordem dos esquemas no decorrer da sessdo foi aleatéria.

Andlise Histologica

Ao término dos testes comportamentais os animais foram
anestesiados profundamente e perfundidos intracardiacamente
com 400 ml de solugdo de sulfeto tamponada. Apés a perfusio,
os encéfalos foram removidos da caixa craniana, fixados em
Carnoy e processados até sua inclusdo final em parafina.
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Depois de emblocados em parafina, os cérebros foram fatiados
em micrétomo. Uma secgido de 30 mm de espessura foi reco-
lhida em lamina histolégica a cada 10 secgdes, e corada com
violeta de cresila, para evidenciar os corptsculos de Nissl. Essas
secgdes coradas permitiram avaliar a ocorréncia de perda ce-
lular no giro denteado, CA1 e outras estruturas. As laminas
foram analisadas ao microscépio para se avaliar a extensdo
das lesdes produzidas.

Andlise dos Resultados

A partir do ntimero de entradas na caixa incorreta cal-
culou-se o indice de eficiéncia (IE): IE (%) = (8 - n° de en-
tradas na caixa incorreta) x 12,5. O desempenho méaximo
possivel ocorre quando o niimero de entradas na caixa in-
correta é igual a zero. Assim, IE (%)= 8-0x 12,5 = 100%.
Os indices de eficiéncia (IE) didrios dos (n) sujeitos dos
grupos CO e IR ao longo das sessdes foram usados em uma
analise de varidncia para medidas repetidas (ANOVA), uti-
lizando-se “Grupo” como fator entre-sujeitos e “Sessdes”
como fator intra-sujeitos. Esta andalise permitiu a compa-
ragdo entre as curvas de desempenho dos grupos CO e IR ao
longo das sessdes de treino. O Teste de Newman-Keuls foi
utilizado como teste de comparagdes multiplas complemen-
tar a ANOVA para identificagioda origem das diferengas.

Foram consideradas diferengas significativas as compara-
¢des cujos niveis de significAncia foram iguais ou menores
do que 0,05.

Resultados
Resultados Histologicos

A observagdo e andlise, ao microscopio, das laminas re-
ferentes aos animais submetidos a radiagdo-X (grupo IR)
mostraram que houve extensa lesdo das células do giro
denteado, tanto no hemisfério direito quanto esquerdo, ao
longo de todo o eixo septo-temporal, nio havendo, aparen-
temente, perda celular dos campos CA1 e CA3. Além disso,
nio houve perda aparente de células do cértex sobreposto
ao hipocampo (Figura 2). Para ilustrar quantitativamente o
efeito da radiagido-X foram calculadas as dreas dos campos
CA1, CA3 e giro denteado dos cortes histolégicos apresen-
tados na Figura 2 (programa analisador de imagem Scion
Image, versio Beta 3, Scion Corporation, Maryland, USA).
A comparagio das areas dessas estruturas nas secgdes
coronais dos dois grupos mostrou que houve uma redugio
média de 79 % da 4rea do giro denteado do grupo Irradiado
(Controle=0,43 mm?, Irradiado=0,09 mm®). Além disso, nio
foram encontradas alteragdes relevantes nas dreas dos cam-
pos CA1 (Controle=0,32 mm?®, Irradiado=0,31 mm*®) e CA3

Figura 2. Fotomicrografias de secgdes coronais do pélo septal do hemisfério direito de animais representativos dos grupos Controle
(A) e Irradiado (C) e do pélo intermedidrio do hemistério esquerdo dos grupos Controle (B) e Irradiado (D). As secgdes coronais do
grupo Irradiado (C e D) apresentam uma redugio média de 79% da drea do Giro Denteado (flechas) em relagio as sec¢des coronais
do grupo Controle (A e B). CA1 e CA3 = Cornos de Ammon do Hipocampo; GD=Giro Denteado. Barra de escala igual a 400 pm.
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(Controle=0,35 mm?, Irradiado=0,35 mm?®). Moreira e
Bueno (2003) encontraram uma redugdo de 85% da drea do
giro denteado e no experimento 2 de Moreira et al. (1997)
encontrou-se uma redugio de 80-85% da mesma drea.
Assim, os resultados do presente estudo confirmam os des-
critos por Moreira et al. (1997) e Moreira e Bueno (2003)
que utilizaram o mesmo procedimento de radiagdo-X. Além
disso, Czurko et al. (1997), apesar de terem utilizado uma
dose tinica de raios-X de 9 Grays, também em ratos neonatais,
encontraram uma redugdo de 60 a 80% da drea do giro
denteado, sem danos, no entanto, as células piramidais das
areas CA1-3. Costa et al. (2005) encontram uma redugdo de
86% na area do giro denteado, porém, diferente da lesio por
irradiagdo, a lesdo por colchicina provocou uma redugio de
22% da area do campo CA1. Em nenhum dos estudos cita-
dos acima foram encontradas alteragdes no campo CA3.

Resultados Comportamentais

Os indices de eficiéncia (IE), expressos pela porcenta-
gem de tentativas corretas, dos grupos CO e IR sdo apre-
sentados na Figura 8. Os animais controle apresentaram
um desempenho acima de 80% j4 na primeira sessio de trei-
no. Este nivel de desempenho, em torno de 85%, manteve-
se ao longo das seis sessdes. Por outro lado, os animais ir-
radiados apresentaram nas duas primeiras sessoes, um IE
estatisticamente inferior (em torno de 70%) ao dos animais
controles; a andlise estatistica (ANOVA) indicou diferen-
cas significativas entre os grupos (F'1,16=6,66; p<<0,05) e 0
Teste de Newman-Keuls mostrou que o grupo IR difere
significativamente dos animais controles nas sessoes 1 e 2.

100 -
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Figura 3. Média (+ EP) dos indices de eficiéncia (IE %) dos grupos
Controle (N=9) e Irradiado (N=9) submetidos ao treino pés-
irradiagdo da tarefa espacial NMTP.

Notas. (1) diferenca significativa em relagio ao grupo Controle,
na respectiva sessdo; (2) diferenga significativa em relagio a 6.
sessdo de treino. Teste de Newman-Keuls, p<0.05.

Os animais irradiados mostraram uma melhora do
desempenho ao longo das sessoes, alcangando nas duas tlti-
mas sessdes [Es acima dos 85%; a ANOVA indicou diferen-
cas significativas entre as sessoes (£'5,80=38,27; p<0,05),
porém, ndo houve interagio significativa grupo x sessdo

(F'5,80=1,07; p>0,05). O Teste de Newman-Keuls nio apon-
tou diferencas significativas entre as sessdes, para o grupo
CO, enquanto, as sessdes 1 e 2 do grupo IR diferem signifi-
cativamente da sessdo 6 .

Esses resultados indicam que os animais controle man-
tiveram seu nivel de desempenho ao longo das sessoes de
treino; por outro lado, os animais irradiados apresentaram
um comprometimento do desempenho nas primeiras ses-
sdes do treino, porém, apresentaram uma recuperagio ao
longo das sessoes.

Discussiao

As diferencas no [ndice de Eficiéncia mostraram um
prejuizo no inicio da aquisigéo da tarefa NMTP para ani-
mais com lesdo neonatal do giro denteado induzida por
radiacdo ionizante. Apesar disso, nas tltimas quatro ses-
soes, os animais lesados atingem o mesmo nivel de de-
sempenho que os animais com o hipocampo intacto. Es-
tes dados se assemelham aos obtidos com lesdes por
colchicina onde ratos pré-treinados nesta mesma tarefa
também apresentam déficits iniciais quando testados apés
alesdo, com recuperagio posterior de desempenho (Costa
et al,, 2005). Enquanto no presente estudo a perda celu-
lar foi induzida por radiagio ionizante neonatal, portan-
to, quando as células granulares ainda ndo haviam esta-
belecido todas as suas conexdes com as demais regides do
sistema nervoso, no estudo de Costa et al. (2005) a perda
celular foi induzida na idade adulta e, portanto, as cone-
xdes desta populagio de células com as demais regides do
sistema nervoso j4 estavam estabelecidas. Assim, apesar
de as lesdes terem sido produzidas em estagios diferentes
de desenvolvimento, podendo haver respostas plasticas
distintas, o resultado comportamental foi equivalente. Em
conjunto, esses resultados representam uma demonstra-
¢do do envolvimento das células granulares do giro
denteado nas fun¢des requeridas para o desempenho des-
sa tarefa comportamental.

O fato de a lesdo por radiagdo ionizante ser realizada no
perfodo inicial da vida do animal permite considerar a pos-
sibilidade de reorganizagdo neural, o que poderia explicar
a recuperagio comportamental apresentada pelos animais
irradiados na tarefa de NMTS na idade adulta. No entanto,
Moreira e Bueno (2003) ndo encontraram projegio das fi-
bras musgosas do giro denteado aos subcampos pirami-
dais hipocampais em animais submetidos a0 mesmo proce-
dimento de lesdo neonatal por radiagdo-X. Outra evidéncia
a ser considerada, é a permanéncia da leséo do giro denteado
resultante da radiagdo-X neonatal até trés a cinco meses de
idade dos animais, apontada por Czurko et al. (1997).

Freeman e Stanton (1991) mostraram que a destrui¢io
mecAnica do hipocampo ao longo do eixo septo-hipocampal
provocou prejuizo em uma tarefa de alternagio esponté-
nea, mas ndo em uma discriminagio simples em um labi-
rinto em T. Os resultados obtidos no presente estudo estdo
de acordo com os dados de Freeman e Stanton, pois, embo-
ra ndo tenha sido testada uma discriminagio simples, exis-
te uma semelhanga entre a tarefa de NMTP e a alternagio
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espontanea, as duas envolvendo uma discriminagio condi-
cional. Animais com lesdes hipocampais apresentaram pre-
juizo de desempenho em tarefas de NMTP realizadas tanto
em um labirinto radial (Knowlton et al., 1989) como em
um labirinto em T (Markowaska, Olton, Murray & Gaffan,
1989). De forma similar, ratos irradiados na fase neonatal
por Czurko et al. (1997) apresentaram prejuizo no desem-
penho de tarefa de discriminagéo espacial em um labirinto
aquatico. Nestes estudos, porém, nio foi observada melho-
ra de desempenho ao longo das sessdes, como a obtida por
Costa et al. (2005) e no presente estudo. Tal diferenga po-
deria ser explicada pela extensio das lesoes produzidas. Nos
estudos de Knowlton et al. (1989) e Markowaska et al.
(1989) foram realizadas lesdes extensas, que danificaram
todos os campos hipocampais, assim como fibras de passa-
gem. No trabalho de Czurko et al. (1997), danos causados
pela radiagdo-X a outras estruturas cerebrais, como por
exemplo o corpo caloso e cértex visual, ou ainda, a prépria
complexidade da tarefa, podem ter sido responséveis pela
nio recuperagio do desempenho dos animais irradiados.
Por outro lado, os resultados de Handelmann e Olton (1981)
e Emerich e Walsh (1989), onde sio produzidas lesoes res-
tritas ao CA3 e giro denteado, respectivamente, mostram
uma recuperagio no desempenho dos animais, semelhante
a recuperagio encontrada nos trabalhos de Costa et al.
(2005) e no presente estudo.

Assim sendo, os resultados do presente estudo sdo con-
sistentes com os resultados encontrados na literatura: le-
soes hipocampais, independentemente do perfodo de indugio
da lesdo, promovem prejuizos no desempenho de ratos em
tarefas espaciais. Além disso, os resultados mostram que a
lesdo do giro denteado do hipocampo provoca prejuizo na aqui-
sigdo de uma tarefa espacial de NMTP e que a lesdo induzida
por radiagdo ionizante (que nio provoca dano em outras es-
truturas hipocampais) promove o mesmo tipo de prejuizo de
desempenho que a lesdo por colchicina.

As deficiéncias encontradas em animais hipocampais em
tarefas de NMTP, em um labirinto em T ou Y, refletem a
inabilidade dos animais em distinguirem entre varios even-
tos (pistas ou objetos) idénticos, somente em termos da sua
localizagdo espacial (O'Keefe & Nadel, 1978). Em uma tarefa
de NMTP, os animais aprendem na fase de informagdo que o
LOCAL A éigual a reforco (alimento), enquanto na fase de
escolha o LOCAL B é igual a refor¢o e LOCAL A éigual a
nio reforgo. Neste caso, um evento - refor¢o — esté associado
a diferentes locais do ambiente (local A e B); entretanto, os
animais hipocampais, ndo podendo utilizar o sistema de
mapeamento, teriam dificuldades para solucionar tal proble-
ma. Além disso, um mesmo local pode estar associado a re-
forgo ou a ndo-reforgo dependendo da fase do experimento.
Na fase de informagio o LOCAL A é igual a reforgo e na fase
de escolha 0 mesmo local é igual a ndo-reforgo. Neste caso,
um mesmo local tem valores (significado, informagao) dife-
rentes —ora é um local de reforgo, gerando aproximagio, ora
¢ um local a ser evitado, pois nio é refor¢ado. Os animais
hipocampais desprovidos do seu sistema de mapeamento tém
dificuldades de resolver prontamente tal ambigiiidade.

Mesmo sendo disponivel aos animais hipocampais o sistema
de taxon, o uso das estratégias de guiamento ou orientacdo
dificulta a resolugio adequada (resolvem mais lentamente)
da distingdo entre um evento (refor¢o) que ocorre em dois
locais distintos (local A e B). Por meio destas estratégias,
os animais também tém dificuldade de resolverem (resolvem
mais lentamente) a ambigiiidade da ocorréncia de diferentes
efeitos, refor¢o e nao-reforgo em um mesmo local.

Por outro lado, a tarefa de NMTP realizada em um la-
birinto em T é considerada uma tarefa onde os animais
usam a memoria operacional para processarem as infor-
magoes e realizarem a tarefa adequadamente (Meck,
Church & Olton, 1984; Olton, 1986). Neste caso, os ani-
mais precisam armazenar na memoria operacional a in-
formacdo sobre o local da caixa com reforco. Na fase de
escolha, os animais precisam recuperar essa informagio
da memoria operacional para poderem decidir nesta fase
qual é a caixa com o reforgo. A resposta adequada em um
momento depende da informagao obtida em um momento
anterior, e esta informagio varia de tentativa para tenta-
tiva. Esse processamento é realizado na memoria
operacional. Os animais hipocampais apresentariam um
prejuizo de desempenho nesta tarefa, pois estéio impossi-
bilitados de processarem informag¢des na memobria
operacional. Portanto, segundo a teoria do mapa cognitivo
e a teoria da meméria operacional, os animais com lesdo
da estrutura hipocampal apresentariam um prejuizo de
desempenho em tarefas de NMTP em um labirinto em T.

Os dados obtidos por Costa et al. (2005) e no presente
experimento confirmam um prejuizo na capacidade de uti-
lizagdo de informagdes espaciais pelos animais lesados ou
um prejuizo na capacidade de processamento na memoria
operacional. Contudo, o desempenho adequado em uma ta-
refa espacial é recuperado com o treino repetitivo (Costa et
al., 2005) ou aprendido apds extensivo treino (presente es-
tudo). Esta recuperagio de desempenho ou aprendizagem
nio pode ser explicada pela teoria da memoéria operacional.
Por outro lado, estes resultados podem ser devidos a utili-
zagdo de uma estratégia de guiamento (teoria do mapa es-
pacial). Mesmo encontrando-se na literatura experimen-
tos que mostram que animais lesados no hipocampo sio
capazes de realizar tarefas como uma discriminagéo condi-
cional espacial (Markowaska et al., 1989), a teoria do mapa
espacial sustenta que tais tarefas podem estar sendo resol-
vidas pelo sistema de tdxon. Neste caso, o limite entre atri-
bui¢des exclusivas do hipocampo (sistema de mapeamento)
e outras estruturas responsaveis pelo sistema de tdxon ndo
se torna claro, pois se permite, sempre, atribuir ao sistema
de tdxon a resolugio da tarefa.

Os dados obtidos sugerem, portanto, que lesdes das
células granulares do giro denteado, tanto induzidas por
radiagdo ionizante quanto por colchicina, resultam em um
prejuizo na utilizagido de informagdes espaciais em uma
tarefa de discriminagio condicional. Contudo, esta defi-
ciéncia inicial nos animais lesados é superada ao longo dos
treinos, o que pode ser explicado pela utilizagdo de uma
outra estratégia na solugdo da tarefa.
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