- ??

=

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE TEORIA E PESQUISA DO COMPORTAMENTO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E COMPORTAMENTO

AVALIACAO COMPORTAMENTAL E ELETROFISIOLOGICA DO SISTEMA
VISUAL EM CAMUNDONGOS COM ANEMIA A PARTIR DE UM MODELO DE
COLITE AGUDA.

LUANA APARECIDA SILVA GOMES

Belém

2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE TEORIA E PESQUISA DO COMPORTAMENTO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E COMPORTAMENTO

AVALIACAO COMPORTAMENTAL E ELETROFISIOLOGICA DO SISTEMA
VISUAL EM CAMUNDONGOS COM ANEMIA A PARTIR DE UM MODELO DE
COLITE AGUDA.

LUANA APARECIDA SILVA GOMES

Dissertacdo apresentada como requisito para
obtencdo do titulo de mestre em Neurociéncias
e comportamento, sob a orientagdo do Prof.
Dr. Fernando Allan de Farias Rocha e
Coorientacdo do Prof. Dr. Paulo Roney Killp
Goulart.

Janeiro

2017



Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacao (CIP)
Biblioteca Central — UFPA

Gomes, Luana Aparecida Silva, 1984 -

Avaliacdo comportamental e eletrofisioldgica do sistema
visual em camundongos com anemia a partir de um modelo de colite
aguda. Luana Aparecida Silva Gomes — 2017. 84p

Orientador: Fernando Allan de Farias Rocha.
Co-Orientador: Paulo Roney Killp Goulart

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Pari,
Nicleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento. Programa de Pds-
Graduagdo em Neurociéncias e Comportamento, Belém, 2017.

1. Anemia. 2. Diagndstico de laboratério. 3. Camundongo —
Comportamento. 4. Retina — doencas. 5. Eletrorretinografia. I
Titulo

CDD - 23. ed. 615.152




DADOS DA DEFESA E BANCA

AVALIACAO COMPORTAMENTAL E ELETROFISIOLOGICA DO SISTEMA
VISUAL EM CAMUNDONGOS COM ANEMIA A PARTIR DE UM MODELO
DE COLITE AGUDA.

Candidata: Luana Aparecida Silva Gomes
Data da defesa: 31/01/2017

Resultado:

Banca examinadora:

Prof. Dr Fernando Allan de Farias Rocha
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para Orientador

Prof. Dr. Paulo Roney Killp Goulart
Niucleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento, Universidade Federal do Par4d Coorientador:

Prof. Dr. Givago da Silva Souza (Titular)
Nicleo de Medicina Tropical, Universidade Federal do Para

Prof. Dr. Paulo Elias Gotardelo Audebert Delage (Titular)
Universidade do Estado do Para

Profa. Dra. Mellina Monteiro Jacob (suplente)
Faculdade de Fisioterapia e Terapia Ocupacional, Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal do Para



DEDICATORIA

Ao meu principe Lucas Antonio Silva Gomes



AGRADECIMENTOS
Agradeco a Deus, pelo dom da Vida;

Agradeco a minha mae, por acreditar em mim e pelo incentivo a sempre buscar a ir mais
longe;

A minha irma Nazaré, pelos conselhos e pela mao estendida, que permitiu que eu estudasse e
pudesse dar mais esse passo, cuidando do meu pequeno Lucas;

Ao Thyago e Luiz Costa Junior, pelo apoio e a incansavel companheirismo com minha irma,

Ao meu principe Lucas Antdonio, que embora nio saiba, sempre serd minha maior motivacao
para eu lutar sob as adversidades, superar obstaculos e ser resiliente nos momentos de
dificuldades. Seu sorriso e sua alegria me dao forcas para continuar essa caminhada ao seu
lado;

Ao professor José Ribamar Souza, que me despertou para a docéncia e fez com que hé alguns
anos me motivasse a aperfeicoar, sendo ele um exemplo de grande mestre;

Ao meu orientador Prof. Dr. Fernando Rocha, que com sua sabedoria e simplicidade sempre
mostrou o que ha de mais fascinante na eletrofisiologia visual;

Ao meu co-orientador prof. Dr. Paulo Goulart, pelos seus ensinamentos e paciéncia comigo
ao tentar compreender a Analise do comportamento;

Aos professores Paulo Delage, Givago Souza e Mellina Jacob pelas importantes contribuicdes
neste trabalho;

Aos colegas do LNEOC: Sibele Trindade, Edwiges Oliveira, Matheus Rosa, Hanna Katarine e
Tamara Maués pela contribuicdo nas etapas desse trabalho, companheirismo, apoio e pela
amizade que levarei para a minha vida;

Ao amigo Antonio Carlos Bastos, pelas conversas, parceria desde as primeiras aulas do
mestrado e mao estendida nas horas dificeis;

Aos amigos Bruno Ribeiro, Patricia Seixas e Rodrigo Canto, obrigada por essa trajetéria ter
sido mais leve ao lado de vocés, sempre os levarei comigo;

A CNPq e FAPESPA pelo apoio financeiro.



RESUMO

GOMES, L.A.S. Avaliagdo comportamental e eletrofisiolégica do sistema visual em
camundongos com anemia a partir de um modelo de colite aguda. Dissertacio de mestrado
apresentada ao Programa de pds-graduacio em Neurociéncias e comportamento.
Universidade Federal do Para. 2017. 82 paginas

As doencgas inflamatérias do intestino (DII) correspondem as principais causas da
anemia e deficiéncia de ferro e tendem afetar tecidos metabolicamente ativos e
distantes das 4reas de inflamacdo, como a retina. A partir deste contexto, € interessante
investigar o comportamento responsivo do sistema visual através de testes psicofisicos e
eletrofisioldgico em animais com DII. O presente trabalho objetivou avaliar as alteracdes no
comportamento e na fisiologia do sistema visual em camundongos com anemia induzida, a
partir de um modelo de colite aguda. Para tanto, utilizou-se 18 camundongos, divididos em
trés grupos: controle; anemia (induzida por Dextran Sulfato de S6dio — DSS); e anemia mae
(animais filhos de maes com colite induzida. A indugdao com DSS foi realizada durante 6 dias
antecessores ao teste, que ocorreram no periodo entre 60 e 90 dias de vida dos animais. Apos
a indugdo, as respostas eletrofisioldgicas foram coletadas utilizando-se o eletrorretinograma
de campo total como medida eletrofisioldgica e foram medidas as respostas escotdpicas
(bastonetes, mista 1 e mista 2) e fotopticas (de cones 1Hz, cone S e Flicker em 12, 18, 24 e 30
Hz). Além disso, foram realizados testes comportamentais, com treino ao bebedouro e
avaliacdo da percep¢do de contraste, por meio de estimulo de grades senoidais, disposto em
diferentes frequéncias. A andlise estatistica foi feita com o teste ANOVA uma via, com pos-
teste Tukey, considerando p<0,05, como significante. Foram encontrados redugdo das
amplitudes das respostas em microvolts (uV) aos 60 dias nas seguintes respostas: onda-b de
mista 1 (anemia: 28,12 e £ 7,96; anemia-mae: 42,180 e =8,525), onda-a de cone 1 Hz
(anemia 39,85 e = 12,74); cones S (anemia 36,64 e + 9,09 uV); Flicker de 18 Hz (anemia:
25,12 £ 5,62; anemia mae: 38,37 £ 7,1); 24 Hz (anemia: 22,46 + 8,38; anemia mae: 29,41 +
9,676) e 30 Hz (anemia: 14,4 £3,25; anemia mae: 27,13 = 5,51). Aos 90 dias, reduciao na onda
b de bastonetes (anemia: 57,06 £6,7) , mista 1(anemia: 45,69 * 7,86 e anemia mae: 56,03 +
17,130), onda a de respostas fotdpica de cone 1 Hz (anemia 25,99 + 5,11) e cones S (anemia
31,04 £ 4,83), Flicker 18 Hz (anemia 29,1£9,01) e Flicker 30 Hz (anemia: 41,8 * 5,09;
anemia mae: 32,72 = 11,4). Houve elevacdo no tempo implicito em milisegundos (ms) em
bastonetes (anemia 24,68 + 3,48 ms) e resposta Flicker de 12 Hz (anemia: 21,69 + 4,65;
anemia mae 22,14 * 4,42) aos 60 dias. Cone S (anemia 13,35 *+ 1,18) e Flicker de 24 Hz
(anemia mae 28,4 = 3,87) aos 90 dias. Os testes comportamentais evidenciaram diminui¢ao
das respostas dos grupos anemia e atraso na aprendizagem de resposta de pressdo a barra, em
comparacao ao controle. Portanto, a anemia prejudica a fun¢do visual tanto escotdpica quanto
fotdpica, acometendo as células da retina de roedores com anemia e com anemia de origem
materna, bem como acarreta na dificuldade de execucdo de tarefa de aprendizagem
comportamental no treino realizado na caixa de condicionamento operante.

Palavras chaves: Anemia, Retina, Eletrorretinograma de campo total, Comportamento de
camundongos.
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ABSTRACT

GOMES, L.A.S. Behavioral and electrophysiological evaluation of the visual system in mice
with anemia from an acute colitis model. Master's Dissertation presented to the Graduate

Program in Neurosciences and Behavior. Federal University of Par4, 2017. 82 pages

Inflammatory bowel diseases (IBD) are the main causes of anemia and iron deficiency and
tend to affect metabolically active tissues distant from the inflammation areas, such as the
retina. From this context, it is interesting to investigate the responsive behavior of the visual
system through psychophysical and electrophysiological tests in animals with IBD. The main
objective of the present work was to evaluate the behavioral and physiological changes of the
visual system in mice with induced anemia, from an acute colitis model. For this purpose, 18
mice were used, divided into three groups: control; Colitis (induced by Dextran Sulfate
Sodium (DSS), and colitis mother (animals born from mothers with induced colitis).
Induction with DSS was performed 6 days before the tests, which occurred in the period
between 60 and 90 days of life of the subjects. After induction, the electrophysiological
responses were collected using the full field electroretinogram as an electrophysiological
measure. Scotopic responses (rods, mixed 1 and mixed 2) and photoptic responses (from
cones 1 Hz, S cones and flicker at 12, 18, 24 and 30 Hz) were measured. In addition,
behavioral tests were performed by training with drinking fountain and evaluation of the
perception of contrast, through stimulation with sinusoidal grids, arranged in different
frequencies. Statistical analysis was performed with one-way ANOVA test, using Tukey post-
test, considering (P <0.05) as significant. It was found a reduction in the response amplitudes
in microvolts (uV) at 60 days in the following responses: b-wave of mixed 1 (colitis: 28.12
and * 7.96, mother colitis 42.180 And * 8,525), cone wave 1 Hz (colitis 39.85 and * 12.74);
Cones S (colitis 36.64 and = 9.09 uV); 18 Hz Flicker (colitis: 25.12 + 5.62, mother colitis:
38.37 £ 7.1); 24 hr (colitis: 22.46 = 8.38, mother colitis: 29.41 * 9.676) and 30 Hz (colitis:
14.4 £ 3.25, mother colitis: 27.13 = 5.51). At 90 days, reduction in the b wave of rods (colitis:
57.06 £ 6.7), mixed 1 (colitis: 45.69 * 7.86 and mother colitis: 56.03 * 17.130), wave ‘a’ of
photopic responses (Colitis, 25.1 £ 5.11) and cones S (colitis 31.04 = 4.83), Flicker 18 Hz
(colitis 29.1 = 9.01) and Flicker 30 Hz (colitis: 41, 8 * 5.09, mother colitis: 32.72 * 11.4).
There was an increase in implicit time in miliseconds (ms) in rods (colitis 24.68 + 3.48 ms)
and Flicker response of 12 Hz (colitis: 21.69 * 4.65, mother colitis 22.14 + 4.42) At 60 days.
E cone S (colitis 13.35 + 1.18) and Flicker 24Hz (mother colitis 28.4 = 3.87) at 90 days. The
behavioral tests showed a decrease in the responses of the colitis group and a delay in the
learning on bar pressure response in comparison to the control group. Therefore, anemia
impairs scotopic and photopic visual function, affecting rodent retinal cells with anemia and
maternal anemia, as well entails in difficulties performing a behavioral learning task in the
training performed at the operant conditioning box.

Key words: Anemia, Retina, Full field electroretinogram, Mice Behavior.
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O ferro € um elemento essencial para o metabolismo humano e integra varios
processos metabdlicos (Song & Dunaief, 2012; Cang¢ado & Langhi Junior, 2012). O ferro
participa na formacdo de enzimas, compondo o ciclo do acido citrico e a cadeia de transporte
de elétrons, tornando-se fundamental para a producdo de trifosfato de adenosina (ATP)
(Ugarte, Osborne, Brown, & Bishop, 2013). No sistema nervoso central (SNC), os
oligodendrécitos requerem ferro para sintese e manuten¢do da mielina, que é responsavel por
funcdes cerebrais (Song & Dunaief, 2012). Trata-se de um cofator essencial para a sintese de
neurotransmissores, a exemplo da dopamina, noradrenalina, serotonina e de vérias reagdes
enzimaticas, incluindo heme sintese. (Singh et al., 2014).

Escott-Stump (2011) ressalta que o ferro € componente nutricional basico da proteina
heme do sangue. Ja a hemoglobina, contém ferro existente nos eritrdcitos e atua no transporte
de oxigénio para todas as células do corpo e a transferrina transporta o ferro (Fe’")
proveniente dos intestinos. A absor¢ao de ferro ocorre em sua forma ferrosa (Fez+)1, sendo
este armazenado no figado, bago e medula 6ssea.

A deficiéncia de ferro consiste numa das principais deficiéncias nutricionais
encontradas no mundo (DeMamman, Homem, & Lachat, 2008) e sua ocorréncia é gradual e
progressiva (Paiva, Rondo, Latorre, Cardoso, & Gondim, 2007; De Camargo, Espinosa,
Pereira, & Schirmer, 2013). Pode ser caracterizada como uma diminui¢do na concentracao de
ferro na corrente sanguinea, sendo considerada como principal fator de risco para o
desenvolvimento de anemias nutricionais (World Health Organization and Centers for
Disease Control and Prevention, 2004).

As anemias constituem no conjunto de distirbios hematoldgicos em que hé a redugdo

do nimero de eritrdcitos, quantidade de hemoglobina ou volume globular (hematdcrito). O

! Por ser um metal de transicao, o ferro possui dois nimeros de oxida¢do (Nox), +2 e +3. O ferro com Nox +2 é
denominado ferro (II) ou ferroso; com o Nox +3, ferro (III) ou férrico. Quando o ferro ganha elétrons (sofrendo
reducdo) se estabiliza no estado ferroso e quando perde (sofrendo oxidacdo), se encontra no estado férrico.
Dependendo da substancia que vai interagir com o ferro, um redutor ou um oxidante, o ferro pode assumir um
Nox diferente através de reacdes redox distintas. (Guyton & Hall, 2011)



15

principal distirbio associado é a hip6xia e diminui¢do de transporte de oxigénio. Escott-
Stump (2011) refere que a principal forma de anemia encontrada € a ferropriva, desencadeada
por uma ingestdo inadequada de ferro, comprometendo a eritropoiese” e a absorcio de ferro.

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a anemia afeta cerca de um
quarto da populacdo mundial (World Health Organization, 2008). No Brasil, ndo ha consenso
sobre a prevaléncia de anemia no pais como um todo, pois os estudos realizados por
levantamento retém uma amostra de uma determinada localidade ou servico de saidde (Dani,
Rossetto, Castro, & Wagner, 2008). Goodhand, et al., (2012) afirma que a anemia prevalece
em cerca de 70% dos casos em criancas e 40% em adultos. A anemia e a deficiéncia de ferro
sao provenientes das baixas concentracdes de ferro, perda sanguinea e diminui¢do da absorc¢ao
ou ingestdo de ferro (Bager, 2015).

Em 2006, o Ministério da Sauide realizou a Pesquisa Nacional Demografica de Saide
da crianca e da mulher (PNDS), que apontou uma prevaléncia de anemia em criancas de
20,9% e de 29,4% em mulheres. (Brasil, 2009). No entanto, hi divergéncia desses valores
comparados com estudos locais. Silla et al., (2013) estimam que os valores sejam maiores que
os apontados pelo Ministério da Sadde, correspondendo a um indice de 53% de criangas
afetadas com anemia com idade de 0 a 5 anos.

Neves, Silva e Morais (2005) realizaram um estudo transversal, no qual foram
selecionados 365 lactentes, atendidos em um centro de saide-escola, em Belém (PA), tendo
sido detectada anemia ferropriva (parametros de hemoglobina < 11g/dl e ferritina < 12ug/l)
em 55,1% dos lactentes. A falta de dados consistentes sobre um indice de prevaléncia real da

anemia encontra-se exatamente na amostra, uma vez que sdo criangas selecionadas de um

?A eritropoiese é o processo que corresponde a formacdo dos eritrécitos. Este processo é dinAmico e envolve os
processos de mitose, sintese de DNA e hemoglobina, incorporacio do ferro, perda de nicleo, organelas e resulta
na producdo de glébulo vermelho sem nicleo e com reservas energéticas. (Escott-Stump, 2011)
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determinado servico de saide ou uma amostra da comunidade, ndo abrangendo um
contingente expressivo.

A anemia pode resultar em prejuizos funcionais ao organismo, como retardo do
desenvolvimento infantil, comprometimento da imunidade celular e diminui¢ao da capacidade
intelectual (Assuncdo, Santos, Barros, Gigante, & Victéria, 2007; Santos, et al., 2004). O
periodo neonatal, pds-natal e adolescéncia s@o cruciais de modo que, quando ha deficiéncia de
ferro, pode ocorrer em cada fase uma alteragdo diferenciada. Nos periodos neonatal e pos-
natal, a caréncia de ferro desencadeia alteracdes no desempenho do cérebro de maneira
irreversivel, com consequéncias neurocomportamentais significativas. Georgieff (2011)
assinala que as alteragdes do periodo neonatal incluem modificagdes que acarretam em
conducgdo neural lenta, alta prevaléncia dos reflexos neuronais anormais e pobre capacidade
de discriminagao, dificuldades na memoria, no temperamento e na interagcdo mamae-bebé.

Na etapa pds-natal (seis primeiros meses de vida), estudos de Georgieff (2008, 2011)
destacam o efeito precoce da deficiéncia de ferro, que funcionalmente pode acarretar em
diminui¢do das habilidades so6cio emocionais, motoras, diminui¢do da fungido eletrofisioldgica
do cérebro, e também sugerem que essas criangas possuem processamento
neurocomportamental deficitario no periodo de follow-up, que consiste no acompanhamento
do bebé nos 6 primeiros meses de vida.

Callahan, Thibert, Wobken e Georgieff, (2013) relatam que na deficiéncia de ferro
durante a infancia, € comum observar anormalidades motoras (espasmos, tremores) durante o
sono. J4 no dominio cognitivo, € observada uma pobreza nas habilidades matematicas e na
escrita, com alteragdes em longo prazo no hipocampo e nas funcdes corticais superiores.
Congdon et al., (2012) observou deficiéncia na memoria imediata, atraso na memdria tardia e

de trabalho.
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Em adolescentes, a deficiéncia de ferro pode ser reversivel. As consequéncias a longo
prazo ocorrem principalmente no metabolismo da dopamina, mielinizacao e estruturacao do
hipocampo (Lozzoff, et al., 2006; Georgieff, 2011). Na faixa etaria de 11 a 14 anos, foram
descritos sintomas de ansiedade-depressdo, sendo esses achados condizentes com alteragdes
nos circuitos dopaminérgicos, estriatral-nigral, e no estriatal-frontal. Outras fungdes
cognitivas mediadas pelo lobo frontal também se encontram alteradas, como problemas de
atencdo, déficit na habilidade de planejamento de a¢des e falta de controle inibitério.

Georgieff (2011) descreveu que, em ratos, os efeitos comportamentais a longo prazo
incluem menos exploragdio e medo de novas situagdes, resultados que mapeiam
comportamento semelhante em humanos. Existem areas cerebrais que possuem metabolismo
diferenciado, com a demanda maior de energia, como o hipocampo, cértex frontal e cortex
cingulado. Esse alto metabolismo ocorre em periodos de grande diferenciacdo celular.

Nesse cendrio, as principais causas da anemia e deficiéncia de ferro estdo doencgas
inflamatorias do intestino (DII) (Guagnozzi & Lucendo, 2014).

As DII, principais causadoras da anemia e deficiéncia de ferro, tendem a afetar tecidos
metabolicamente ativos e distantes das suas areas de inflamacdo. Em estudos realizados por
Felekis et al. (2009), 31% dos pacientes com DII apresentaram disfuncdo ocular posterior.
Esses autores sugerem que as manifestacdes oculares posteriores, decorrentes de DII incluem
casos de coroidite, neurite Optica, distirbios do epitélio pigmentado da retina, e descolamento
de retina, sendo a retinite conhecida por ser uma condi¢do potencialmente perigosa, que nao
deve ser ignorada.

1.1 Neurofisiologia visual

A retina € considerada um dos tecidos mais metabolicamente ativos do corpo, pois 0s

fotorreceptores consomem oxigénio em taxas mais elevadas que os neur6nios no cérebro. A

fonte para o metabolismo da retina vascular € proveniente da circulagdo coroidal posterior e
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da artéria central da retina, que basicamente alimenta o epitélio pigmentar retiniano (EPR) e
os fotorreceptores da retina, enquanto a circulagdo proveniente da artéria central da retina
fornece oxigénio e nutrientes para o interior desta (Garcia—Castaneiras, 2010).

Schwartz (2010) descreve que a retina possui duas diferentes camadas: uma camada
pigmentada, externamente, e outra camada neural, internamente. Lateralmente ao disco
Optico, uma area € denominada macula, com sua depressao central, a fovea central, que se
encontra presente em alguns mamiferos.

A retina neural € uma estrutura que dispdem em oito camadas (Figura 1). Em sentido
postero-anterior € composta por: (I) Camada pigmentar, constituida por uma camada de
epitélio pigmentar retiniano (EPR), cujo pigmento das células epiteliais absorve luz visivel,
promovendo nutri¢cdo dessas células e continua renovagao dos segmentos externos e reduz o
reflexo indesejado da luz que entra no olho; (II) Camada de fotorreceptores (CFT), constituida
por bastonetes e cones; (III) Camada nuclear externa (CNE), que contém os corpos célulares
dos bastonetes e cones; (IV) Camada plexiforme externa (CPE), que € uma camada sinaptica,
contendo elementos pré-sinapticos e pds-sinapticos dos fotorreceptores e interneurdnios da
retina (células horizontais e amacrinas); (V) Camada nuclear interna (CNI), que contém
corpos célulares de interneurdnios retinianos, incluindo células bipolares, células horizontais e
células amécrinas; (VI) Camada plexiforme interna (CPI), que constitui a segunda camada
sinaptica, realizando a conexdo de células horizontais e amacrinas com ganglionares ; (VII)
camada de células ganglionares (CCG), que contém os corpos célulares das células
ganglionares, que sdo as células eferentes dos sinais da retina; (VIII) camada de fibras do
nervo optico, formada pelos axonios das células ganglionares, que passam pela retina, entram
no disco do nervo 6ptico e deixam o olho por esse nervo (Schwartz, 2010).

A retina é composta por fotorreceptores ou células fotossensiveis como os cones,

responsaveis pela visdo fotdptica (visdo em ambientes iluminados, com muitos fotons
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disponiveis), e os bastonetes, responsiveis pela visdo escotopica (visdo em ambientes de
baixa luminosidade e poucos fotons disponiveis). Quando estas células sdo ativadas, os sinais

primeiramente sdo transmitidos a sucessivas camadas de neurdnios da prdpria retina e,

posteriormente, sdo repassados para o nervo Optico e cortex cerebral.

Camadas da retina eSS Células

Camada fibras
do n. ético

Membrana limitante
interna
Axd8nios na superficie da
retina, passando via
nervo otico, quiasma e
trato do corpo geniculado
lateral

Camada de células
ganglionares

Camada
plexiforme interna
Células ganglionares

Camada nuclear Células de Muller
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Células bipolares
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3 Células pigmentares
Camada da coroide
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L Seccdo transversal
Epitelio da retina
pigmentar

Figura 1

Representacdo esquematica da estrutura laminar e composi¢do celular da retina.

Fonte: Hansen, J. (2011). Netter Atlas de Fisiologia Humana. Elsevier Brasil.
Nos cones hd moléculas fotossensiveis denominadas de opsinas visuais, e sao
classificadas de acordo com a sensibilidade a diferentes comprimentos de ondas em: opsina S
. . . 3 . L .
(sensivel ao comprimento de onda curto — na faixa azul”), opsina M (sensivel ao comprimento
de onda médio — na faixa verde) e a opsina L (sensivel ao comprimento de onda longo — na

faixa vermelha). Essas moléculas possuem pico de absorcdo quando as ondas luminosas

3 Matiz de referéncia para a faixa de comprimentos de onda a qual a opsina é sensivel, baseado na percep¢io de
matiz de um observador tricromata.
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possuem comprimento de 445 nandmetros (nm) para a opisina S, 535 nm para a opsina M e
570 nm para a opisina L. Nos bastonetes, a opsina encontrada € a rodopsina, a qual tem um
pico de absor¢do na faixa de 500 nm (Schwartz, 2010).

O sistema de transducdo do sinal na célula fotossensivel obedece a trés principios:
deteccao do sinal, amplificacdo e transmissao do estimulo ao sistema nervoso (Kandel, 2003).
No sistema visual, quando a luz incide na retina, o processo de transdugdo se desencadeia por
uma cascata de reacdes fisico-quimicas que se inicia com a estimulac¢do de fotopigmentos. A
fototransdu¢do em cones ainda é pouco compreendida, no entanto, eles possuem proteinas de
transducdo semelhantes as dos bastonetes (Hisatomi, ef al.2002).

Nos bastonetes, o fotopigmento é denominado rodopsina, que € sintetizada a partir de
uma opsina e o retinal, que € derivado da vitamina. Na falta do estimulo luminoso, o retineno
da rodopsina esta na posicdo 11-cis e na presenca de luz, a opsina e o retinal se separam.
Dessa forma, a luz é responsavel por alterar a conformagao da rodopsina 11-cis em 11-trans.
A decomposi¢ido causa modificagdo na conducdo idnica na membrana do fotorreceptor e
provoca um potencial receptor € como consequéncia reajusta a liberacdo de neurotransmissor
glutamato do fotorreceptor. Esse mecanismo ocorre quando ndo ha luz que incida nos
fotorreceptores, pois a membrana dos discos tem a sua permeabilidade alta para os ions sodio
(Na") e ha uma corrente de despolarizagio.

Conforme Guyton e Hall (2011), esses canais de Na" sdo monofosfato ciclico de
guanosina (cGMP) dependentes. Na presenca de luz o fotorreceptor reage fotoquimicamente:
a rodopsina muda de configurac@o e ativa a proteina G, (conhecida como transducina), que
por sua vez, excita a atividade da enzima efetora, uma fosfodiesterase (que converte o cGMP
em GMP). A reducio de cGMP inativa os canais de Na causando uma corrente de
hiperpolarizacdo na membrana do fotorreceptor e por conseguinte, ha reducao de liberacdo de

NT em seu terminal. A luz, causa ainda simultancamente, a reducdo de calcio (Ca)
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intracelular, evento que estimula a guanili-ciclase, enzima que sintetiza o cGMP antecipando-
se para nova situag¢ao de auséncia de luz.

No caso da estimulacdo das células ganglionares somente estas geram potenciais de
acdo, sendo esta atividade ndo observada em células bipolares. Para Guyton & Hall (2011), no
momento em que o fotorreceptor gera potencial receptor hiperpolarizante, ocorre redugao na
liberacdo dos neurotransmissores € como consequéncia, as células bipolares aumentam o
nivel de despolarizacdo e excitam as células ganglionares a dispararem mais potencial de acao
pelas suas fibras aferentes pelo nervo 6tico (Il par craniano).

Em relacdo a fototransdu¢do dos cones, o pigmento deste é composto por dois
elementos: um retinal 11-cis e uma opsina semelhante a rodopsina e sao responsaveis pela
visao detalhada do ambiente, favorecendo a nitidez. A visdo de cores permitiu vantagem aos
ancestrais primatas com a habilidade de distinguir os frutos maduros dos verdes e a
diferenciar animais camuflados no ambiente. Com relagdo aos mecanismos de transdugdo, os
cones também respondem com potencial hiperpolarizante. Os bastonetes possuem apenas um
tipo de fotopigmento € um limiar mais baixo de fotossensibilidade e sdo adaptados para o
ambiente com baixa luminosidade (visdo escotdpica), ou seja, esse fato ndo possibilita nitidez
e definicdo dos objetos. Portanto, em ambiente pouco iluminado, no qual primatas humanos
enxergam utilizando a regido extra-foveal da retina.

Fisiologia visual de roedores

Existem diferencas significativas entre a retina de humanos e de roedores. No que
concerne ao quantitativo de células, a quantidade bastonetes prepondera de cones, abrangendo
cerca de 99% da area da retina de ratos e camundongos e tendo em vista que 0s mesmos Sao
um animais noturnos. Essa maior densidade de bastonetes advém, da necessidade de

sobrevivéncia em seu habitat composto de pouca luminosidade. A distribuicdo de cones e
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bastonetes nao é uniforme ao longo da retina, e ndo contem uma regido delimitada com mais
cones, como no caso da fovea, em humanos (Szel & Rolich, 2000).

Em relagdo ao desenvolvimento dos fotorreceptores da retina do rato, os estudos
iniciaram a partir de investigacdes em camundongo, animal filogeneticamente préximo ao
rato. No primeiro momento, surgem os bastonetes que emergem centralmente na retina no
primeiro ou segundo dia pds natal e posteriormente, surge na periferia. Os primeiros cones
que aparecem sao do tipo UV no quarto ou quinto dia, os ultimos a aparecer sao os cones do
tipo M (Szel, 1993).

Nesse sentido, observa-se semelhanga entre a retina do rato e maioria dos mamiferos,
pois ambas possuem baixas densidade de cones S ou UV nas primeiras semanas. E apds as
outras duas, atinge o pico de desenvolvimento e diminuem o quantitativo. Os cones M
aprecem um pouco mais tarde, mostrando um aumento na densidade, no entanto, eles atingem
um patamar e permanecem elevados ao longo da vida desse roedor (Jacobs, 2009).

As outras diferencas sdo relativas ao numero e a morfologia das células, por exemplo,
as células horizontais em humanos ha dois tipos morfologicamente bem distintos, em ratos, ha
apenas um tipo, chamado de células horizontais do tipo B conforme Wu, S. M., Baehr, W., &
Crair, M. (2004). Na retina de ratos, hd nove tipos morfologicamente diferentes de células
bipolares de cones, e um tipo de célula bipolar no bastonete (Figura 2) classificados como
base padrdo das ramificagdes e no nivel da estratificacio das terminacOes dos axdnios na

camada plexiforme interna.
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Figura 2

Subtipo de células morfologicas de células bipolares em ratos e camundongos, no qual sdo
apresentados desenhos de células bipolares apds injecdo com corantes intracélulares. As células
bipolares estdo numeradas de 1 a 9. As camadas da retina sdo a camada plexiforme externa (OPL), a
camada nuclear interna (INL), a camada plexiforme interna (IPL) e a camada de células ganglionares
(GCL). A linha tracejada a meio do IPL representa a divisdo acima da qual os axdnios de OFF-
bipolars se estendem e abaixo dos quais os axonios de ON-bipolars sdo encontrados.
Fonte: Morrow, E. M., Chen, C. A., & Cepko, C. L. (2008).

A respeito da diferenca entre a retina de roedores e humanos, conforme Andrade,
Pinto & Oliveira (2002), a utilizagdo de ratos como modelos bioldgicos € eficaz, tendo em
vista a ampla utilizacdo desses animais no meio cientifico, e pela aproximacdo da fisiologia

visual, principalmente os humanos. E também possivel o facil manejo e reprodugdo, sendo

esse modelo de grande auxilio para compreensdo da fisiopatologia de algumas doengas.

1.2 Neurofisiologia visual e o ferro

Para Ugarte et al. (2013), o ferro desempenha um papel importante na retina, atuando
como elemento catalitico, estruturador e regulador de enzimas no metabolismo celular de
maneira geral, a exemplo das fungdes mitocondriais, expressdao génica e defesa antioxidante.
Os ions de ferro participam na angiogénese (formac¢do de novos vasos sanguineos), na

mieliniza¢do nervosa, na acdo de endorfinas e na transmissdo sindptica. O ferro participa
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também no processo de fototransducdo (formag¢do de rodopsinas, fosfodiiesterase,
recapturagdo), ciclo visual, neurotransmissao e produgdo de glutamato (Ye & Roualt, 2010).

Sigh et al., (2014), Ugarte et al., (2013); Song e Dunaief (2012) e Garcia-Castafieiras
(2010) falam da importancia da participacdo do ferro na retina e como sua caréncia afeta os
processos metabdlicos retinianos. Os trabalhos de DeMamam, et al., (2008, 2010) revelaram
que as consequéncias da restricao de ferro incorrem principalmente na baixa mielinizagao do
nervo 6tico e consequentemente, numa defici€ncia do sinal visual.

Estudos realizados por Monga, Walia, Gandhi, Chandra e Sharma, (2010) revelaram
que, em criangas, a deficiéncia de ferro esti associada a disfuncdo das vias visuais. Em um
estudo realizado com vinte e cinco criangas com defici€ncia de ferro, de idade entre seis e 24
meses, os autores identificaram atraso no tempo implicito das respostas do potencial visual
evocado (VEP) em comparacdo ao grupo controle. A deficiéncia de ferro pode ter
dificultado a fun¢ao de oligodendrdcitos e a mieliniza¢do das vias visuais. O atraso do tempo
implicito pode ter sido resultante de anemia por deficiéncia de ferro e da hipoxia.

Watt s e Harris (2014) referem que o fluxo sanguineo da retina diminui
significativamente no modelo de rato com colite aguda, induzida por ingestdo de sulfato de
sddio dextrano (DSS), que causa diminui¢do substancial de 45% no fluxo sanguineo da retina
e aproximadamente 35% de queda no nivel de hematdcritos, devido a anemia por deficiéncia
de ferro. Esses eventos podem ser responsaveis pela diminui¢do das amplitudes das ondas a e
b, potenciais oscilatorios e aumento do tempo implicito das ondas a e b do eletrorretinograma.
Em estudos realizados com pelo mesmo autor, com humanos, pacientes com anemia
apresentaram alteracdes na camada de fibras do nervo Otico, tortuosidade venosa,
hemorragias, micronaeurismas € neovascularizacao.

Uma forma de realizar a avaliacdo funcional da retina € através do eletrorretinograma

de campo total, pois nele, a atividade das células da retina ¢ mensurada.
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1.3 Eletrorretinograma de campo total — ERG

Uma forma de realizar o estudo da retina € através da técnica do eletrorretinograma de
campo total ou full-field, que € um registro elétrico da retina em resposta a um estimulo
luminoso, que gera estimulacdo simultanea em todo o campo visual, permitindo uma
avaliacdo em massa das células de toda a retina. Esse teste € amplamente utilizado para
avaliar doengas oculares na retina, em humanos e também em animais, enquanto modelos
experimentais para estas patologias (Holmgren, Marmor, & Jacobs, 2009).

Nesse teste, o estimulo luminoso pode ser gerado por um equipamento chamado
Ganzfeld, que em alemdo significa campo total (formado por uma cuipula com interior
constituido de uma superficie difusora de luz branca de alta pureza) ou por fotoestimulador
movel. A estimulagdo € realizada através da modulacdo de fonte luminosa podendo alterar
caracteristicas de estimulos como intensidade, frequéncia temporal e cromaticidade.
(Heckenlively & Arden, 2006)

Os potenciais elétricos sdo captados por diferentes tipos de eletrodos ativos, que
podem ser posicionados em diferentes regides: na cornea (com os eletrodos em forma de lente
de contato do tipo Burian —Alen ou ERG - jet), na conjuntiva com as fibras condutoras do tipo
DTL (Downson, Trick & Litzkow) ou eletrodos em forma de folhas de ouro e na superficie
cutanea com os eletrodos de superficie) (Marmor et al., 2009; Heckenlively & Arden, 2006).

O registro da resposta elétrica da retina é obtido através da diferenca de voltagem
medida entre o eletrodo ativo e eletrodo de referéncia. O eletrodo terra serve de zero, ou seja,
a polaridade de voltagem € positiva (eletrodo ativo) ou negativa (eletrodo referéncia) em
relac@o ao eletrodo terra. Os eletrodos de referéncia e terra sdo geralmente eletrodos cutaneos
e pode ser do tipo agulha (intradérmicos) ou de superficie (epidérmicos), feitos de metal como
platina, prata, ouro, niquel, aco inoxidavel. O eletrodo ativo detecta corrente extracelular

gerada em resposta a um estimulo luminoso (Heckenlively & Arden, 2006).
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1.4 Treino discriminativo por reforco diferencial

Para investigar efeitos comportamentais da anemia, foi escolhida a tarefa de
discriminacao de frequéncias espaciais (grades senoidais), apds treino operante da resposta de
pressdo a barra (RPB) em uma caixa de Skinner adaptada para camundongos, Conforme
Moreira e Medeiros (2007), o comportamento operante € aquele que produz mudangas no
ambiente e que é afetado por elas. Assim, quando € inserida uma nova variavel (o contexto),
conceitua-se sobre os comportamentos operantes discriminados, ou seja, aqueles que se
emitidos em um determinado contexto, produzirdo consequéncias reforcadoras. Por
conseguinte, os estimulos consequentes, cuja apresentacdo eleva a probabilidade de um
comportamento, sdo denominados de reforco. Porém, aqueles estimulos que sdo apresentados
antecedentes ao comportamento e controlam sua ocorréncia sdo considerados estimulos
discriminativos  “S%’. Ao introduzir os Estimulos Discriminativos nas contingéncias,
apresentamos a fundamentacdo de andlise do comportamento operante, no qual Skinner
denominou esse processo de Triplice Contingéncia. A Triplice contingéncia € usualmente
ilustrada pela expressdo “S—R — C” ou “S* =R - C”.

Os estimulos discriminativos “S%”

sinalizam que uma dada resposta sera reforcada
caso de ocorréncia de um comportamento, evidenciando que o s¢ possui um encadeamento
com as consequéncias. Os S* sinalizam que uma resposta nio serd reforcada, ou seja, indicam
a indisponibilidade do refor¢o ou sua extin¢ao. Segundo o autor, a discriminacdo se estabelece
pelo fato de um comportamento ser reforcado na presenca de uma situacao estimuladora e ndo
ser na presenca de outra situagdo estimuladora, processo esse chamado de “reforcamento
diferencial”.

Partindo desses pressupostos, afirma-se que o controle discriminativo de estimulos

estabeleceu-se quando certo comportamento tem alta probabilidade de ocorrer na presenca do

S%e baixa probabilidade de ocorrer na presenca do S*. Nesse sentido, o sujeito aprende a
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discriminar os estimulos devido ao processo denominado treino discriminativo, no qual possui
como objetivo reforcar um comportamento na presenca de um S° e extinguir na presenca de
um S*. Embora o S®assuma um papel importante na triplice contingéncia, ele ndo tem a
funcdo de eliciar uma determinada resposta, apenas estabelecer um contexto, dando
possibilidades para que as respostas ocorram.

Conforme Silva Souza e Abreu-Rodrigues (2012), para estabelecer controle
discriminativo torna-se necessario que haja reforcamento diferencial, ou seja, sob uma
condi¢do de estimulos (SP) uma maior taxa ou amplitude de reforcos deve ser delineada,
comparada com outra condicdo de estimulos (S“). Frequentemente, o treino discriminativo
incide na exposi¢do de um esquema de reforcamento intermitente e de extincdo como
componentes de um esquema multiplo. Na falta de estimulos antecedentes, periodos de
extin¢do também podem assumir fungdes discriminativas.

Nos estudos de Weissman (1960) (apud Silva Souza & Abreu-Rodrigues, 2012)
houve a exposicao de ratos a um dentre trés pares de esquemas mistos: (a) FR Extin¢do; (b)
reforcamento diferencial de baixas taxas (DRL) Extin¢do; ou (¢) FI Extin¢do. Nesse caso, foi
observado que os periodos de extingdo eram acompanhados por uma pausa na resposta até o
final do componente de extincdo, no qual o término era sinalizado. Dessa forma, como ndo
existiam estimulos antecedentes sinalizando o esquema em presente, a pausa durante o
componente de extingdo foi atribuida ao controle discriminativo exercido pela falta de
reforco

Conforme del Prette (2011), o reforcamento diferencial - DR consiste na apresentacao
de consequéncias refor¢adoras, a depender de qual resposta € emitida pelo sujeito. Nos
estudos de Catania (1999), o autor refere que o DR seria a combinagdo do reforcamento das

respostas que se pretende aumentar de frequéncia, associado ao nio reforcamento (extin¢ao)

* Do inglés, differencial reinforcement.
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das respostas que se pretende diminuir. De forma que eles ndo acontecem de forma
dicotomizada, no qual uma interagdo natural, de modo que se torna dificil ndo haver nenhum
tipo de reforco para uma resposta.

Segundo o mesmo autor, em relagcdo a modelagem de animais, pode-se dizer que ela
envolve um reforcamento diferencial de respostas, no entanto, esse procedimento é realizado
ao longo de um continuum a partir das respostas que o individuo ja emite, gradualmente se
aproximando da resposta final.

No presente estudo, uma vez que o responder discriminado entre fundo neutro e grade
senoidal estivesse estdvel, os animais seriam submetidos a sessdes de teste, nas quais a
frequéncia espacial das grades seria manipulada. A perda de precisdo no teste seria
interpretada como indicativo de que o animal ndo € capaz de diferenciar o estimulo de teste do

neutro.
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OBJETIVO
Geral
Avaliar as alteragdes no comportamento e na fisiologia do sistema visual em
camundongos Mus musculus induzidos a anemia, a partir de um modelo de colite aguda.
Especifico

e Reproduzir um modelo de colite aguda em camundongo utilizando Dextran
Sulfato de Sédio (DSS);

* Avaliar, através do ERG de campo total, as alteragdes funcionais da retina
provocadas pela anemia induzida pela colite aguda em camundongos jovens,
medindo as seguintes respostas: escotOpica de bastonetes, escotOpica mista
(bastonetes e cones), fotoptica de cones e fotoptica de Flicker;

e Avaliar se ha repercussdes comportamentais da anemia induzida por colite
aguda, por meio responder discriminado a grades senoidais. (Por motivos que

serdo descritos na discussio dos resultados, esse objetivo ndo foi alcangado).
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METODO
Ambiente
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Neurofisiologia Dr. Eduardo
Oswaldo Cruz, situado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB da Universidade Federal do
Para-UFPA. A sala de procedimentos era ampla, com iluminagdo artificial, bem como natural,
durante o dia. Nesta, constavam os equipamentos necessarios (fotoestimulador, amplificador,
computadores, caixa de condicionamento operante) para a realizacdo de todos os

experimentos propostos nesse estudo.

Sujeitos

Este estudo seguiu as normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal (COBEA) e teve inicio a partir do da liberagdao do protocolo (CEPAE-UFPA: BIO
033.2015), que estd de acordo com os principios €ticos em testes em animais adotado pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal do Para.

Utilizou-se 18 camundongos Mus musculus, da linhagem albino suico,
experimentalmente ingé€nuos (machos e fémeas) provenientes do Biotério da Universidade
Federal do Pard. Os animais foram alojados em gaiolas-viveiro (45 x 28 x 13 cm) de
polietileno e mantidos em um ciclo claro-escuro de 12 horas (com a fase clara de 7:00 as

19:00h) a 25 = 1° C, com 4gua e ragdo ad libitum.

Inducio e mensuracio da colite aguda
Realizou-se a inducdo de colite aguda nos animais através da ingestdo de 4gua

potavel com de 5% de DSS (dextran sulfato de sédio, 40 kD; ICN Biomedicals, Aurora, OH)
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durante seis dias. A dgua contendo DSS foi fornecida aos ratos pareados por idade. Os pesos

corporais foram registrados nos dias iniciais e finais do protocolo.

O grupo controle — (GC) era composto por 6 sujeitos que nao receberam solucao com

DSS e submetidos ao ERG entre o 60°% 90° dias de vida. No primeiro grupo experimental

(Anemia-mae), duas fémeas reprodutoras em acasalamento receberam agua com solucdo de

DSS, aproximadamente no 60° dia de vida ou que possuiam o peso entre 23 a 45g, durante

seis dias. Desta ninhada, nasceram 8 animais e foram submetidos ao ERG a partir do 60° dia

de vida, conforme esquema da figura 3:

Nascimento

P

3 e @ ©

150¢ dia testes
psicofisicos

Fémea 602 dia 90¢ dia 1200
DSS por 6 dias ERG ERG dia
Testes comportamentais
Figura 3

Representagcdo esquemética do grupo anemia-mae

No segundo grupo experimental (anemia-camundongos), 6 animais com 60 dias de

vida ou com peso entre 23 a 45g receberam a solug¢do com DSS por seis dias, uma unica vez

e realizou-se ERG a partir do 67° dia de vida, conforme esquema da figura 4

Inicio DSS  Fim DSS
602 dia 662 dia

¢

1502 dia testes
psicofisicos

P O O O ) @
T 300 dia 67¢ dia 979 dia 1202
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Figura 4

Representacdo esquemética do grupo anemia
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Durante os primeiros 120 dias de vida, todos os animais obtiveram livre acesso a dgua
e comida, exceto o grupo que recebeu a inducdo de DSS, em que a agua foi trocada pela
solucdo. Durante o periodo de teste comportamental, os animais foram mantidos em provacao
hidrica, por aproximadamente 24 h para a realizacdo dos testes, sendo fornecida agua
diariamente por 10 minutos.

Houve a preferéncia em selecionar camundongos machos para a composi¢do dos
grupos, devido os mesmos apresentar massa corporal superior das fémeas, garantindo maior
sobrevida durante o experimento. Neste estudo, a distribui¢do foi de 65% de machos e 45% de
fémeas.

Em relacdo a afericdo da anemia dos animais, foram coletadas amostras de sangue,
através do método de puncido cardiaca, a quantidade correspondente cerca de 6 a 8% do seu
peso corporal, ou seja, de aproximadamente 1 a 2 ml por 30 g de peso ao término do
tratamento com a solucdo de DSS (dia 6). Os animais pertencentes ao grupo anemia mae
tiveram suas amostras coletadas entre os 60 e 90 dias de teste, assim como Os animais
controles. As amostras foram analisadas por laboratorio particular de Belém e teve como
valores de referéncia para anemia, hemoglobina < 11g/dl e o nimero de hemaécias a< 13
milhdes/mm3.

O monitoramento da anemia também foi investigado pela pesagem do animal, no

primeiro e o sexto dia que animais que receberam solugdo com DSS.

Eletrorretinograma (ERG)
Procedimentos

Inicialmente, os animais foram anestesiados através de uma injecdo intraperitonial,
utilizando a associacdo Ketamina 10% (50mg/kg) e Xilazina (5 mg/kg) 2%, numa propor¢ao

de 3:1. Verificada a auséncia de reflexos, o animal foi posicionado na gaiola de Faraday e
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colocado para anestesia monocular, utilizando cloridrato de proximetacaina 0,5% (anestesia
local); tropicamida 1 % (dilatacdo pupilar) e metil-celulose 2 %. Estes procedimentos foram
realizados pela experimentadora, previamente treinada para a execugdo destes.

Ap6s esse procedimento, um eletrodo terra (com formato de um disco) (Figura 5-A), foi
instalado na regido interna do l6bulo da orelha do animal, apds escarificacdo (esfoliagdo) local
para retirada de pelos presentes, residuos de fluidos corporais, diminuindo possiveis
interferéncias. Primeiramente foi utilizada pasta escarificadora (NuPrep, D.O.WEAVER) e
para fixacdo foi utilizada pasta eletrolitica (Tem 20 D.O. Weaver), que auxilia na captacio

dos sinais elétricos.

Figura 5

Eletrodos utilizados no eletrorretinograma. A) Eletrodo terra; B) eletrodo ativo e C) Eletrodo
referéncia. Fonte: arquivo pessoal

Paralelamente, foi afixado um eletrodo referéncia (Figura 5-B), em forma de agulha,
instalado na regido subpalpebral, onde sua extremidade foi posicionada adjacente a cornea e
um eletrodo registro (Figura 5-C), que consiste num fio de prata, que situado sobre a retina é
capaz de captar os sinais provenientes desta. A figura 6 mostra o animal com os eletrodos

instalados, pronto para inicio do teste.
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Figura 6

Animal anestesiado com eletrodos posicionados para inicio do teste

Fonte: Rodrigues, 2013.

Os animais foram colocados no interior da gaiola de Faraday (46,5 x 40,3 x 30), a 30
cm do fotoestimulador (Figura 7). O registro do ERG foi realizado em diferentes condicdes de
adaptacdo, sendo possivel isolar células (cones ou bastonetes) para obter respostas, por meio
da manipulacdo da intensidade da luz e o nivel de adapta¢do do animal (adaptado ao claro ou
escuro), para fins de registros fotdpicos e escotdpicos. Os padrdes esperados para estas

repostas podem ser visualizados na figura 8.

Figura7
Representagdo esquematica do posicionamento do animal para testes e equipamento

Fonte: MATA et al, 2013 (modificado) http:// www.retinalphysician .com/ articleviewer.aspx
?articleID=108861
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Figura 8

Padrdes de respostas esperadas no eletrorretinograma. As setas indicam o inicio do estimulo,
as setas pretas indicam a amplitude das ondas a e b e a seta tracejada indica o valor de tempo

implicito. Fonte: Costa (2013).

Para as medicdes escotOpicas, os animais permaneceram por pelo menos 14h, em
ambiente sem nenhum tipo de iluminagdo (overnight). Apds esse periodo, foram fornecidos
estimulos luminosos (flashes) com a intensidade de 0,09; 0,378; 10, 215 cd/m?, utilizando-se
filtros para obtencdo de resposta escotdpica maxima. Na condi¢do fotdpica, o animal foi
adaptado durante 10 minutos em ambiente com boa luminosidade, utilizando-se flashes com
intensidade de 30 cd/m2, sendo mantida uma luz de fundo.

Equipamentos

Os estimulos luminosos foram apresentados por um fotoestimulador modelo
PS33-PLUS, posicionado a 30 cm do animal. Realizou-se a captagcao do registro por meio de
um amplificador diferencial de alta impedancia de entrada AC (Grass Technologies modelo
P511), ajustado com filtragem de 0,3 Hz (passa alta) e 300 Hz (passa baixa), com

amplificacdo de 20000 x. Os registros foram monitorados por um osciloscépio (Protek,
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modelo 6510) e continuamente digitalizados numa faixa de 1 KHz, por um computador com
uma placa de aquisicdo de dados A/D (National Instruments, Austin, TX). O software
utilizado para os registros das respostas do ERG foi o Labview 3.0 (National Instruments,
Austin, TX).
Andlise das respostas do eletrorretinograma
Os parametros do ERG mensurados, em geral, sdo o tempo implicito e a
amplitude das ondas a e onda b, descritas da seguinte forma e ilustradas na figura 9:
* Tempo implicito da onda a: medida que avalia o tempo implicito entre o inicio do
estimulo e o platd de resposta da onda a, expressa em milissegundos (ms);
e Tempo implicito da onda b: medida que avalia o tempo implicito entre o inicio do
estimulo e o plato de resposta da onda b, expressa em milissegundos (ms);
e Amplitude da onda a: € mensurada a partir da linha de base até o primeiro pico
(componente negativo), expressa em microvolts (uv);
* Amplitude da onda b: € medida pico a pico, corresponde a distincia entre o pico
da onda a (negativa) e o pico da onda b (positiva), expressa em microvolts (uv);
* Respostas de Flicker:
e Tempo implicito da onda b: medida que avalia o tempo implicito entre o
inicio do estimulo e o platd de resposta da onda b, expressa em

milissegundos (ms);

® Amplitude da onda b: é medida a partir da linha de base até o primeiro

pico (componente positivo), expressa em microvolts (1v)
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Figura 9
Parametros do ERG mensurados no eletrorretinograma, onde: a) tempo implicito da onda a; b) tempo

implicito da onda B; c) amplitude da onda a e d) amplitude da onda b .

Fonte: http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/24200/24200_26.png

Tabela 1

Tipo de respostas obtidas com o ffERG

Tipo de Escotopica de Escotopica  Escotopica  Fotopica de Fotopica de
resposta bastonetes mista 1 mista 2 cones Flicker (12,
18,24 ¢ 30
Hz)
Adaptacdo Escotdpica Escotdpica Escotdpica Fotépica Fotépica
(=14 h) (=14 h) (=14 h) (10 min) (10 min)
Intensidade do <0,09 0,378 10, 215 10, 215 10, 215
estimulo cd.s/m? cd.s/m? cd.s/m? cd.s/m? cd.s/m?
Duragdo do 10 ms 10 ms 10 ms 10 ms 10 ms
estimulo
Intervalo entre 15s 15s 15s 4s 5a30s
estimulos
Resposta Bastonetes Cones + Cones + Cones Cones

Bastonetes Bastonetes
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Protocolos
O protocolo utilizado foi uma ampliacdo do protocolo proposto pela International
Society for Clinical Eletrophysiology of Vision (ISCEV), baseado em pesquisas anteriores
realizadas com animais que também se utilizaram desse protocolo de experimento,
sintetizados na tabela 1 e constou das seguintes etapas:
* Estimulo com flash tinico com duragao de 10 ms por um periodo de um minuto;
Em seguida, foi avaliada a resposta fotdpica, realizando-se a adaptagdo do animal
por aproximadamente 10 minutos, de acordo com as seguintes etapas:
e Estimulo com flash tinico com dura¢do de 10 ms por um periodo de um minuto;
e Estimulo com flash tnico com dura¢do de 10 ms por um periodo de um minuto,
com a utilizacao de filtros de luz (vermelho, verde e azul);
e Estimulos luminosos intermitentes com 12, 15, 18 e 30 Hz de flashes com duracao

de 10 ms, por um periodo de 15s.

Resposta de pressao a barra e reforco diferenciado em camundongos com anemia

A preparacdo para os testes psicofisicos consistiu em treino discriminativo numa
camara de condicionamento operante (figura 10 e 11), onde a resposta de pressdo a barra
(RPB) foi refor¢cada diferencialmente com intervalos de razio fixa2e 3.

A caixa de condicionamento operante foi modificada para trabalhos realizados
com camundongos, tendo sua barra de acionamento rebaixada em 03 cm (figura 9), por uma
placa de aluminio vazada. Realizou-se a reducdo pela metade da cupula para agua, que
possuia a capacidade de 12 ul para 6 ul. A camara interna também foi reduzida a metade, de
35 cm para aproximadamente 16 cm. A diminui¢dao foi motivada pela grande dispersao do
animal pelo interior da camara e a redugdo favoreceu para uma maior concentracdo do animal

proximo a barra de acionamento.
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Figura 10
Caixa de condicionamento operante adaptada para o experimento psicofisico. Fonte: arquivo

pessoal

Figura 11

Detalhe da adaptacdo da barra da caixa de condicionamento operante Fonte: arquivo pessoal
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Grupos e preparo do animal

Para o experimento, foi proposto o arranjo em quatro grupos: grupo controle
(GC), com 2 animais, anemia aprendizagem (GCA), com 4 animais, subdividido em: dois que
receberam a inducdo e iniciaram os testes comportamentais e dois que comecaram o treino
comportamental e receberam a solu¢do com DSS e anemia mae (GCM), com 2animais. Como
procedimento para as etapas de modelagem, resposta a pressdo a barra e avaliacdo do
desempenho visual dos camundongos através do teste psicofisico, os animais foram privados

da ingestdo de 4gua por 24 horas antecedentes as sessoes, sendo esta o fator de reforcamento.

Procedimento geral

As sessdes experimentais foram realizadas diariamente, cinco dias por semana, de
modo que cada sessdo de coleta de dados teve duracdo maxima de 10 minutos. Os registros
foram registrados em protocolo préprio, criado pela pesquisadora. (APENDICE 1). Como
protocolo de preparacdo para os testes, os animais seriam submetidos a seguinte sequéncia de
procedimentos: modelagem da resposta de pressdo a barra (Fase 1), treino em esquema de
refor¢camento intermitente (Fase 2) e treino discriminativo com estimulos em grades senoidais
(Fases 3 e 4). Quando o desempenho apresentasse estavel, os sujeitos seriam submetidos aos
testes com novas variacdes das grades senoidais (Fase 5). Entretanto, por motivos que serdao
descritos em Resultados e Discussao, foram executadas somente as fases 1% e 2%. Ainda assim,
o procedimento originalmente previsto serd apresentado na integra, a seguir.
Fase 1 — Modelagem de Pressdo a Barra e Reforcamento Continuo (CRF)

Os sujeitos passaram por um treino preliminar, que consistiu de uma sessdo de
modelagem, na qual a resposta de pressionar a barra (RPB) foi refor¢ada diferencialmente por

aproximacoes sucessivas com a liberagdo de uma goticula de 4gua para o animal. Instalada a
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resposta, os sujeitos foram expostos a trés sessdes de CRF, com 60 reforcadores cada,
objetivando fortalecer a resposta anteriormente modelada.
Fase 2 — Treino do Responder sob Esquema de Intervalo Fixo (FI)

Nessa segunda fase, foi realizada de 2 a 3 sessdes de 10 minutos em esquema FI
razdo 2, duas a 3 sessOes de 10 min de FI razdo 3 e, finalmente, duas sessdes de 10 min cada
de FI Razdo 4. A apresentacdo do estimulo em grades diante da caixa de comportamento
operante pelo monitor permanecera presente no decorrer de todas as sessdes dessa fase.

Fase 3 — Treino Discriminativo em Esquema Miuiltiplo

Na terceira fase, para colocar as respostas de pressdo a barra sob controle
discriminativo, os animais seriam expostos a um esquema multiplo FI Razdo 3 por 10
segundos e extin¢cdo (EXT) com componentes de 10 segundos.

Durante o componente de FI razdo 3, o estimulo de grades senoidais (S+) seria
apresentado e, durante o componente de extin¢ao, o fundo acromético seria exibido (S-). Cada
um dos componentes seria apresentado 25 vezes por sessdo, constituindo sessdes de 10 min
de duragdo. A ordem de apresentagdo dos componentes seria semi-randomica, com repeticao
de cada componente em, no maximo, duas vezes consecutivas (ou seja, 2 minutos no mesmo
componente).

Essa fase seria encerrada quando o sujeito atingisse trés sessdes consecutivas em
que o Indice Discriminativo (ID = razdo entre a taxa de respostas em S+ e a taxa total de

respostas) fosse maior ou igual a 80% em cada sessdo.
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Anadlise de dados e estatistica

Para o processamento dos dados obtidos a partir dos registros eletrofisiolégicos,
utilizou-se o programa Signal 3.0 (Cambridge Eletronic Designer), que avaliou € mensurou as
ondas a e b produzidas em respostas das células retinianas ao estimulo luminoso. Em seguida,
os dados foram calculados pelo programa Calc (Apache OpenOffice Calc).

Para os testes comportamentais, a andlise dos desempenhos individuais seria
baseada na porcentagem de acerto para cada valor do estimulo de teste e a taxa de respostas,
tomando cada sujeito como seu proprio controle. O limiar de sensibilidade ao contraste seria
definido no valor, em cpg, do estimulo para o qual o desempenho do sujeito caisse para
proximo do nivel do acaso. Uma aproximacdo da curva de sensibilidade ao contraste seria
obtida pela plotagem da porcentagem de acerto para cada frequéncia espacial apresentada no
teste.

Para a andlise no nivel populacional, os dados obtidos passaram por anilise
estatistica, na qual foi utilizado o programa GraphPad5, onde foram atribuidos a média e
desvio padrdo dos grupos experimentais. Posteriormente, os resultados foram comparados
pelo teste de Andlise de Varidncia (ANOVA), uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey. Os

valores de p< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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RESULTADOS
Parametros clinicos para a caracterizacao do modelo experimental
A partir da andlise do peso corporal e hemograma, podemos delinear a

caracterizacdo de cada grupo experimental que constituiu este estudo.

Avaliagdo da massa corporal dos camundongos

O peso corporal dos animais foi mensurado anteriormente a realiza¢do dos testes
de eletrorretinograma, bem como anteriormente a inducdo pelo DSS 5%, conforme tabela 2 e
a variagdo registrada na tabela 3:
Tabela 2

Média da massa corporal dos grupos do estudo

Controle Anemia Anemia mae
60 dias 26 + 1,35 20 +3.78 21 £ 1,41
90 dias 32+2.94 27 £1,99 28 £2.05

Tabela 3

Variag¢do da massa corporal durante o periodo de indugdo pelo DSS 5%

Anemia
1° dia ~20g
3°dia ~21g
6° dia ~23¢g

Este dado evidenciou um dos efeitos colaterais da colite no camundongo, uma vez
que ha o ganho de aproximadamente 15% de a massa corporal devido o animal ser acometido

pela inflamagdo no colon, caracteristica da colite aguda.
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Neste estudo, foi realizada analise dos niveis de hemécias e hemoglobina,

conforme protocolo descrito na metodologia. Realizou-se a amostragem om dois animais por

grupo, escolhidos aleatoriamente e os achados da pesquisa encontram-se sumarizados na

tabela 4.
Tabela 4

Valores de hemograma e hematocrito

Controle Anemia Anemia mae

CTL1 CTL2 C1 C2 CM1 CcM2
Hemdcias 13,8 11,5 6,54 7,72 8,34 8,44

milhdes milhdes milhdes/ milhdes/  milhdes milhdes

/mm3 /mm3 mm3 mm3 /mm3 /mm3
Hemoglobina 11,0 g/dl 12,3 g/dl 14 g/dl 13,9 g/dl
Aniosocitose + +
Policromasia + + +

Este dado caracteriza a baixa concentracdo de heméacias e hemoglobina circulante

nos animais, o que ratifica a efetivacdo do uso de DSS 5%, caracterizando o quadro de

anemia. Foi também notificado no exame dos animais Cl, C2 e CM2 a presenca de

policoromasia e aniosocitose. A condi¢do tende a ser mais um sintoma da anemia comum,

como pode ser devido anemia por deficiéncia de 4cido f6lico, anemia hemolitica, anemia

ferropriva, anemia perniciosa, anemia falciforme ou por substancias quimicas conhecidas por

eritropoietina.
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Respostas do eletrorretinograma
As respostas eletrofisiologicas dos grupos experimentais foram calculadas,

seguindo os padrdes da Sociedade Internacional Eletrofisiologia Clinica da Visao (ISCEV-
International Society of Electrophysiology of Vision). Os dados a seguir serdo descritos em

tabelas e graficos contendo média por grupo e desvio padrao

Resposta escotopica de bastonete

Em relacdo a onda B, foram encontradas diferencas significativas nesse grupo em
relacdo a amplitude, aos 90 dias entre os grupos controle e anemia. Em relagdo ao tempo
implicito, a diferenca foi encontrada apenas no grupo anemia no 60° dia de teste (tabelas 5 e
6, figuras 12 e 13)

Tabela 5

Meédias e desvio padrdo das amplitudes da onda B em resposta escotopica de bastonetes

Controle Anemia Anemia mie
60 dias 105,10 =*36,36 4573 +9,73 128,70 £40,12
90 dias 83,39 +544 57,00 £6,77 65,21 £5,56

Tabela 6

Médias e desvio padrdo do tempo implicito da onda B em resposta escotopica de bastonetes

Controle Anemia Anemia mae

60 dias 19,15 £0,05 24,68 +3,48 36,46+ 3,12

90 dias 14,78 +£0,22 18,5 £2,01 26,69 £4,73
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Amplitude da onda-b em resposta escotdpica de bastonete aos 60 e 90 dias de teste.
Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via compds teste de Tukey,
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Figura 13
Tempo implicito em resposta escotdpicas de bastonete aos 60 e 90 dias de teste. Resultados
expresso em média e em DP. Teste ANOVA uma via compds teste de Tukey, *< 0.05 em

relac@o ao grupo controle.
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Resposta escotopica (Mista 1)
Os dados a seguir sdo referentes a amplitude da onda B da resposta mista 1(cones

e bastonetes), na qual é utilizado estimulo com intensidade de 0,378 cd.s/m2. Em relacdo a
amplitude, houve diferencas significativas aos 60 e 90 dias de experimento nos grupos
anemia e anemia mae em relacdo ao grupo controle.

Em relagdo ao tempo implicito, ndo foram encontradas diferencas significativas

entre os grupos estudados aos 60 e 90 dias. (tabelas 7 e 8, figuras 14 e 15)

Tabela 7

Meédias e desvio padrdo das amplitudes de onda B em resposta escotopica mista 1

Controle Anemia Anemia mie
60 dias 104,60 £ 19,18 28,12 7,96 42,18 £8,52
90 dias 102,06 £ 12,30 45,69 = 7,86 56,03 £17,13

Tabela 8

Meédias e desvio padrdo do tempo implicito de onda B em resposta escotopica mista 1

Controle Anemia Anemia mie

60 dias 18,95 *0,006 26,94 3,62 30,62 + 4,30

90 dias 15,31 £0,39 16,08 + 0,88 30,940 + 8,45
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Figura 14

Figura amplitude da onda-b em resposta escotOpicas mista 1 aos 60 e 90 dias de teste.
Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via com poés teste de Tukey, *<
0.05 em relacdo ao grupo controle, os resultados foram significativos nos grupos anemia e

anemia mae em ambos periodos.
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Figura 15

Tempo implicito da onda-b em resposta escotOpicas mista 1 aos 60 e 90 dias de teste.
Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via compos teste de Tukey, *<

0.05 em relacdo. Nao foram apresentadas diferencas significativas
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Resposta escotdpica (Mista 2)
Os dados a seguir sdo referentes a amplitude da onda B da resposta mista 2 (cones

e bastonetes), na qual € utilizado estimulo com intensidade del0, 215 cd.s/m2. Em relacdo a
amplitude, ndo houveram diferencas significativas aos 60 e 90 dias de experimento nos
grupos estudados (tabelas 9 e 10, figuras 16 e 17)

Em relagdo ao tempo implicito, ndo foram encontradas diferencgas significativas
entre os grupos estudados aos 60 e 90 dias.
Tabela 9

Meédias e desvio padrdo das amplitudes de onda B em resposta escotopica mista 2

Controle Anemia Anemia mie
60 dias 105,70 + 23,70 105,50 £ 26,31 107,80 = 40,10
90 dias 99,64 + 16,70 63,74 £8,18 127,40 + 40,64

Tabela 10

Meédias e desvio padrdo do tempo implicito de onda B em resposta escotdpica mista 2

Controle Anemia Anemia mie

60 dias 18,66 + 5,49 27,140 £3,12 36,920 £ 1,11

90 dias 14,18 £ 0,77 15,440 +0,39 21,950 + 3,931
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Amplitude da onda-b em resposta escotopica mista 2 aos 60 e 90 dias de teste. Resultados

expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via comp0s teste de Tukey, < 0,05. Nao

foram apresentadas diferencas significativas.
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Tempo implicito da onda-b em resposta escotOpicas mista 2 aos 60 e 90 dias de teste.

Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via comp0s teste de Tukey,

*< 0.05. Nao foram apresentadas diferencas significativas.
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Resposta Fotopicas

Resposta fotépica de cones
Em relagdo as respostas de cone, foram encontradas diferengas significativas em

ambos os periodos de 60 e 90 dias e o as diferengas relacionaram-se aos grupos controle e
anemia. Em relagdo ao tempo implicito, ndo houve diferenca significativa entre os grupos nos

testes realizados nos periodos de 60 e 90 dias. (tabelas 11 e 12, figuras 18 e 19)

Tabela 11

Meédias e desvio padrdo das amplitudes de onda A em resposta fotopica de cones

Controle Anemia Anemia mie
60 dias 118,20 = 32,11 39,85 + 12,74 53,74 + 16,4
90 dias 122,50 £+ 39,89 2599 £5,11 67,80 = 15,8

Tabela 12

Meédias e desvio padrdo do tempo implicito de onda A em resposta fotopica de cones 1 Hz

Controle Anemia Anemia mae

60 dias 18,16 £3,53 13,61 =1,62 18,76 £0,73

90 dias 28,29 £1,30 30,85 £ 1,11 81,30 £4,21
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Amplitude da onda-a em resposta fotdpica de cones 1 Hz aos 60 e 90 dias de teste.
Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via comp0s teste de Tukey, *<

0.05. Foi observada diferencga significativa do grupo anemia em relagdo ao grupo controle
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Tempo implicito da resposta de cone 1 Hz aos 60 e 90 dias de teste. Resultados expressos
em média e em DP. Teste ANOVA uma via comp0s teste de Tukey, *< 0.05. Nao foram

apresentadas diferencas significativas.



53

Resposta fotopica de cones UV

Em relagdo as respostas de cone UV, foram encontradas diferencas significativas
em ambos os periodos de 60 e 90 dias e o as diferengas pautaram-se no experimento aos 60
dias, onde a houve significincia nos grupos anemia e anemia mae, comparados ao grupo
controle e aos 90 dias, as diferencas mostraram-se relacionadas aos grupos controle e anemia.

(tabelas 13 e 14, figuras 20 e 21)

Tabela 13

Meédias e desvio padrdo das amplitudes de onda A em resposta fotépica de cones UV

Controle Anemia Anemia mie
60 dias 108,20 = 21,82 36,64 9,09 33,86 + 16,64
90 dias 131,70 + 36,93 31,04 £ 4,83 71,12 + 16,77

Em relacdo ao tempo implicito, houve diferenca significativa aos 90 dias entre os

grupos anemia € anemia mae.

Tabela 14

Médias e desvio padrdo do tempo implicito de onda A em resposta fotopica de cones UV

Controle Anemia Anemia mae

60 dias 18,46 4,76 15,44 £1,638 19,19 +1,929

90 dias 14,84 +0,98 13,35 £1,189 18,73 £ 1,807




54

200
Controle
= 150 E=d Anemia
i E3 Anemia mae
3
3 100-
.‘_é-
< 504
0
&,be 6\& &@e &,be 6\& 6\&
S N S N S N
Figura 20

Amplitude da onda-a em resposta fotdpicas de cone UV aos 60 e 90 dias de teste. Resultados
expressos em média e em DP. Teste ANOV A uma via com pds-teste de Tukey, *< 0.05.
Foram encontradas diferencas nos grupos controle e anemia, em relacdo ao grupo controle aos

60 dias do teste e aos 90 dias, houve diferencas entre os grupos anemia e controle aos 90 dias.
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Tempo implicito da onda-a em resposta fotopica de cone UV aos 60 e 90 dias de teste. Resultados
expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via comp0s teste de Tukey,*< 0,05. Foram
encontradas diferencas significativas aos 90 dias nos grupos anemia e anemia mae, comparadas entre

0OS mesmos.
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Resposta fotopica de Flicker 12, 18, 24 e 30 Hz

As respostas fotopicas de Flicker evidenciaram diferengas significativas nos testes
para 18, 24 e 30 Hz. Nao foi observado grau de significancia nos testes com 12 Hz no 60° e
90° dias de teste. No entanto, os testes com frequéncia para 18, 24 e 30 Hz mostraram
diferencas nos grupos anemia e anemia mae comparados ao grupo controle, quando os testes

foram realizados no 60° dia de vida do animal. (tabelas 15 e 16, figuras 22 e 23)

Tabela 15

Meédias e desvio padrdo das amplitudes de onda B em resposta fotopica de Flicker 12, 18, 24

e 30 Hz
Controle Anemia Anemia mae
12 Hz 80,50 = 15,43 50,75 £ 12,64 44,69 + 10,67
60 18 Hz 99,60 23,70 25,12 £5,62 38,37 £7,10
dias 24 Hz 83,43 +17,29 22,46 + 8,387 29,41 £9,67
30 Hz 124,20 £13,26 14,44 £325 27,13 £5,51
12 Hz 166,90 = 30,39 38,02 +6,38 97,44 + 3254
90 18 Hz 132,30 £4,90 29,10 £9,01 80,88 24,05
dias 24 Hz 143,30 £ 45,65 61,36 £ 13,20 55,59 £29,46
30 Hz 121,70 + 38,17 41,80 5,90 32,72 *11,400

Foram encontradas alteragdes pertinentes aos 60 dias nos grupos anemia € anemia
mae e aos € 90° dia de teste somente para o grupo anemia para a frequéncia de 18 Hz. Na

frequéncia de 24 Hz, foram encontradas alteracdes nos grupos anemia e anemia mae no 60°
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dia de teste e diferenca entre os grupos anemia e anemia mae no 60° e 90° dia de teste para a

frequéncia de 30 Hz. Foram atribuidos graus de significancia para p<0,05.

Em relacdo ao tempo implicito, houve diferencas significativas nos testes de 12

Hz aos 60 dias de teste, no qual aparecem diferengas entre o grupo controle e anemia e entres

os grupos anemia e anemia mae. Aos 90 dias de teste, a frequéncia de 24 Hz evidenciou

alteracao significativa entre os grupos controle e anemia mae

Tabela 16

Meédias e desvio padrdo do tempo implicito (ms) de onda B em resposta fotopica de Flicker

12, 18, 24 e 30 Hz

Controle Anemia Anemia mae
12 Hz 14,25+0,92 30,75 +3,30 18,47 +0,54
18 Hz 36,23 £ 0,021 32,08 £4,31 20,06 = 1,75
60 24 Hz 30,02 £ 0,01 29,70 = 3,49 17,97 +1,36
dias 30 Hz 16,08 + 0,83 17,36 +3,13 17,96 +0,52
12 Hz 18,50+0,17 21,69 + 4,65 22,14 +4,53
90 18 Hz 24,88 £ 0,23 19,55 £ 3,02 28,06 = 6,70
dias 24 Hz 15,99 0,37 20,16 £ 2,58 28,40 + 3,87
30 Hz 33,57 £ 0,01 27,11 £9,57 29,52 +6,54
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Figura 22

Amplitudes da onda-b em resposta fotopicas de Flicker de 12, 18, 24 e 30 Hz, aos 60 dias (A)
e 90 dias(B) de teste. Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via
compos teste de Tukey, *< 0.05. Foram apresentados resultados significativos aos 60 dias (A),
para respostas de Flicker, 18, 24 e 30 Hz nos grupos anemia e anemia mae, comparados ao

controle e em (B), os grupos anemia e anemia mae apresentaram diferencas comparadas ao

grupo controle em respostas de Flicker de 18 e 30 Hz.
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Tempo implicito da onda-b em resposta fotdpicas de Flicker de 12, 18, 24 e 30 Hz, aos 60
dias (A) e 90 dias(B) de teste. Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma

via compds teste de Tukey, *< 0.05. Foi encontrada significancia na resposta de 24 Hz aos 90

dias (B), em que houve diferenca entre o grupo controle e anemia mae.

58



59

Padrao dos registros dos animais do estudo

Nos padroes de registros, foram detectados principalmente reducdo da amplitude
reduzido aos 60 e 90 dias de experimento, sendo encontrado tanto em respostas escotdpica s e
fotopticas. Tal diferenca pode ser atribuida ao percurso da anemia nos grupos de animais
estudados. Os graus de significancia nos experimentos podem ser sintetizados na tabela 17 e
os registros de respostas encontram-se exemplificados nas figuras 22, 23, 24, 25 e 26.

Tabela 17

Relacdo do grau significdancia e respostas do ERG full-field

Amplitude Tempo implicito
60 dias 90 dias 60 dias 90 dias
Bastonete Nao Sim* Sim# Nao
Mista 1 onda B Sim ** Sim** Nao Nao
Mista 2 onda B Nao Nao Nao Nao
Cone 1 Hz Sim * Sim* Nao Nao
Cone azul 1Hz Sim ** Sim* Nao Sim ##
Flicker 12 Hz Nao Nao Sim */## Nao
Flicker 18 Hz Sim ** Sim* Nao Nao
Flicker 24 Hz Sim** Nao Nao Sim #
Flicker 30 Hz Sim ** Sim** Nao Nao

*Diferencas encontradas entre os grupos controle e anemia
** Diferencas encontradas nos grupos anemia e anemia mae comparadas ao controle
#Diferenca encontrada entre os grupos controle e anemia mae

# #Diferenca entre os grupos anemia e anemia mae
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Registro de resposta escotdpica de bastonetes e Mista 1. As figuras sao mostradas para melhor

compreensdo. A seta indica o inicio da resposta



Respostas fotopica — cones 1 Hz
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Registro de resposta fotdpica de cones 1 Hz. As figuras sdo mostradas para melhor compreensdo. A

seta indica o inicio da resposta



Respostas fotopica — cones UV
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Registro de respostas fotopica de cones UV. As figuras sdo mostradas para melhor compreensdo. A

seta indica o inicio da resposta



Respostas de Flicker — 18 Hz
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Registro de respostas de Flicker 18 Hz. As figuras sdo mostradas para melhor compreensao. A seta

indica o inicio da resposta



Respostas de Flicker — 24 e 30 Hz
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Registro de respostas de Flicker 24 e 30 Hz. As figuras sdo mostradas para melhor compreensao.
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Resultados dos testes comportamentais
A taxa de respostas de pressao a barra foram monitoradas através de protocolo préprio,

idealizado pela pesquisadora, no qual obteve-se dados referentes a razao entre os nimero de
eventos brutos, com intervalos de 5 minutos, sendo a sessao totalizada em 10 minutos. O peso
corporal também foi avaliado, a fim de investigar se houve alguma correlacdo entre a massa
corporal, as taxas e as fases dos testes comportamentais, totalizando 16 sessdes. As taxas de
reposta foram analisadas estatisticamente pelo teste ANOVA uma via, com pds-teste de

Tukey, atribuindo valores de p<0,05.

Tabela 18

Meédias e desvio padrdo de taxas de pressdo a barra, ingestdo de agua, peso e sessoes

experimentais.
Pressoes a barra Ingestdo de 4gua Peso Sessoes
Controle (GC) 2,39+ 0,112 1,95 £0,40 22.82 +1,81 45+0,5
Anemia
aprendizagem 535 | 45 2,74 + 1,493 44,29 +2.70 7,5 +0,50
I
Anemia
aprendizagem |, , 55 1,90 0,13 18,80 £ 0,10 5+0,50
11

Anemia mae 2,53 +0,29 2,19+£0,21 35,90 £2,50 5,5+0,5
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Figura 29

Média da massa corporal dos animais nos grupos comportamentais. Resultados expressos em
média e em DP. Teste ANOVA uma via compds teste de Tukey, *< 0.05. Observou-se que
houve significancia entre as medias da massa corporal, com valores significativos do grupo
anemia aprendizagem I e anemia mae comparado ao grupo controle e os grupos anemia

aprendizagem I e II mostraram resultados significativos comparados ao grupo anemia mae.
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Numero de sessdes necessarias para transi¢ao da fase de treino de resposta ao bebedouro para
intermitente 2 e grupos experimentais. Resultados expressos em média e em DP. Teste
ANOVA uma via comp0s teste de Tukey, *< 0.05. Nao foram observadas diferencas

significativas entre 0s grupos.
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Taxas de respostas de pressdo a barra por intervalos de cinco minutos e grupos experimentais.
Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via comp0s teste de Tukey, *<

0.05. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 32

Taxas de respostas ingestdo de agua por intervalos de cinco minutos e grupos experimentais.
Resultados expressos em média e em DP. Teste ANOVA uma via compos teste de Tukey, *<

0.05. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos.
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DISCUSSAO
Os resultados obtidos a partir deste estudo ratificam que o modelo experimental

da patologia apresenta viabilidade em sua execugdo, embora ainda ndo seja abordado com
muita frequéncia pela literatura, pois as pesquisas utilizam-se de modelos experimentais
isoladamente, principalmente em relacdo a roedores e o modelo escolhido depende da
finalidade do estudo.

Para a induc@o de uma anemia ferropriva, existem dois principais métodos para a
inducdo. O primeiro esta relacionado a anemia nutricional, com a ingestao de racdo pobre em
ferro, conforme descrito nos trabalhos de Barbosa, (2013) e De Mamman (2008), vantajoso
pelo baixo grau de invasividade e da anemia de inflacdo cronica, que podem ser ocasionadas
por doengas inflamatdrias no intestino, por exemplo (Rivera & Ganz, 2009). Os eventos
isquémicos nestas duas situagdes possuem repercussdes na anemia e tendem produzir
resultados diversos. Por exemplo, fator nutricional, ou seja, deficiéncia de ferro / B12 / fosfato
tem consequéncias de longo alcance no corpo além da anemia por reduzido transporte de
oxigénio, que também pode ser enquadrado como deficiéncia de ferro. As doencgas
inflamatoérias tendem a apresentar uma evolugdo e consequéncias aos sistemas.

O sistema imunoldgico em eventos isquémicos pode ser agravado por mais reacao
autoimune, elevando a producdo de hemadcias atipicas, levando a uma combinacdo de
isquemia e anemia, tornando-se um meio efetivo para inducao da anemia nestes animais, uma
vez que se tem assegurado o periodo de inicio e fim de ingestao da droga, comparado a outros
procedimentos que deixariam duvidas com relagdo a eficicia do modelo.

O modelo experimental, como descrito nos resultados, foi confirmado pelo baixo
nimero de hemécias e hemoglobina nos animais e o aumento do peso corporal em 15% do
peso inicial antes da inducdo pelo DSS5%, presenca de fezes amolecidas e em maior
quantidade, como foi descrita no trabalho de Watts & Harris (2014). Outro diferencial no

nosso estudo foi o fato dos animais ndo entrarem em eutandsia apés a ingestdo do DSS 5% e
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do teste eletrofisiol6gico continuo, apds a indugdo. Durante o estudo, os animais evoluiram de
forma satisfatoria, pois nenhum morreu por efeito imediato da droga ou efeitos colaterais. Foi
observado que alguns destes apresentavam uma constituicdo corporal maior comparado a
outros animais mais velhos, dos demais grupos da pesquisa, que pode ser uma proposta de um
monitoramento acerca da massa corporal de animais anémicos em futuras investigacgoes.

Ainda sobre os efeitos bioldgicos, no periodo do experimento, foi observado que o
grupo anemia obteve uma progressao no ganho de massa corporal mais lento, pois os mesmos
ainda tiveram seus pesos monitorados anteriormente ao inicio dos testes comportamentais.

Os animais provenientes do grupo anemia mae nasceram em estrutura corporal
menor do que observados nos grupos controle e anemia. Nesse caso, o estudo ndo contou com
nenhum protocolo que salvaguardasse a mensuragdo do tamanho dos camundongos e a
observacdo deste fendmeno consta inicialmente como um relato observado durante o
experimento. No entanto, o estudo de Rodriguez, Szarfac & Benicio (2009) mostra essa
correlagdo em criangas nascidas de maes anémicas, pois tendem a desenvolver pouca estatura,
observando os parametros considerados para o desenvolvimento tipico de criancas sem
nenhum agravo a saude.

Durante o periodo dos experimentos, alguns animais apresentaram perda de pélos
e algumas alteracOes na pele, principalmente na cabeca, como se fossem pequenas mutilagdes/
ferimentos na regido da face e nas orelhas, que ndo se caracterizava por uma lesdao de qualquer
outra origem que o animal tenha vindo a ser acometido (por ex. briga entre animais).
Procurou-se investigar na literatura se esse fato seria um possivel efeito colateral da inducdo
do DSS 5%, no entanto, nada foi constatado na literatura pesquisada, ponto que merece uma
melhor investigacdo em futuras pesquisas.

O nosso estudo evidenciou alteracdo na resposta escotopica de bastonetes aos 90

dias e mistal aos 60 e 90 dias de experimento como também nas respostas fotOpicas de cone e
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respostas de Flicker de 18, 24 e 30 Hz. Esses resultados demonstram a diminui¢ao da fungao
retiniana (sinalizacdo ERG) obtida no modelo DSS aguda de colite e a patologia causando
diminui¢do nas amplitudes de onda a, onda b e respostas de Flicker e atraso no tempo
implicito, conforme observado nas pesquisas de Watts & Haris (2014).

No estudo de Watts et al., (2013), foi relatado que em camundongos coliticos no
modelo experimental de inflamagdo cronica do intestino foi observada alteracdes tanto na
amplitude e/ou no tempo implicito de nos registros escotdpicos e fotopicos do do ERG /
potencial oscilatério, (sendo especificado os potenciais oscilatérios de 0,1, 1, 4 e 16 Hz),
indicando possivel disfuncdo neuronal em multiplas camadas da retina. Uma diminuic¢ao do
fluxo sangiiineo da retina pode dificultar a func@o visual. Houve alteracdo significativa das
ondas a e b, no entanto, em menor propor¢cdo, comparados a estudos que envolvem isquemia
retiniana. Vale ressaltar que nenhum dos trabalhos foi observado investigacdo em cones UV,
portanto, ndo obtivemos parametros para analisar nossos achados.

Conforme Block & Schwrsz (1998), as ondas b do eletrorretinograma
apresentaram reducdo singinicativa, de aproximadamente 30% da sua amplitude quando os
pesquisadores analisaram as ondas do ERG, utilizando cinco modelos experiementais de
isquemia retiniana in vivo. Nesse estudo, os autores constataram que o grau de reducdo na
amplitude da onda b durante a isquemia corresponda a gravidade dos danos ocasionados; o
grau de recuperacdo da onda b durante a reperfusdo depende da duracdo da isquemia e uma
ocorre uma liberagdo macica de glutamato, sobrecarregando o meio intracelular com a
producdo com calcio e radicais livres, sendo que estes eventos sdo sugeridos como trés
principais processos fisiopatoldgicos que contribuem para as consequencias da isquemia
retiniana.

Para a continuidade do nosso estudo, € interessante uma investigacdo celular e

molecular para se conhecer os efeitos adversos da anemia em camundongos, conferindo uma
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maior complexidade ao estudo e investigar a influencia dos comportamentos externos ao
organismo do animal, se ha alguma correlagdo que interferira nos comportamentos desses
eventos intracelulares.

Nas observacoes de Watts & Haris (2014), assim como no estudo colite cronica,
os autores consataram diminui¢do das amplitudes da onda b, diminuicdo das amplitudes de
potenciais oscilatorios e atraso nos mesmos. Entretanto, mudancas nas ondas a diferiram entre
os dois modelos, com o modelo cronico causando um atraso nas ondas a, mas sem alteracao
nas amplitudes das mesmas, contrastando com a diminui¢cdo da amplitude da onda sem atraso
no modelo DSS agudo.

Outro fator relacionado, segundo Watts & Harris (2014) € que a associagdo da
diferenca dos achados no ERG pode ser hipoteticamente decorrente do fornecimento
inadequado de oxigénio na retina, em consequencia a colite. Existem poucas investigacdes
realizadas sobre essas vias desconhecidas e sua correlacdo com o estudo atual, pois acredita-
se na hipotese que seja possivel uma hipdxia possa levar ao estresse oxidativo. Além disso, €
embora ainda ndo estudado, no entanto foi suposto que o complexo imune poderia
desempenhar um papel na inflamac¢do ocular encontrados em pacientes com DII.

Outro estudo afirma que a funcdo visual pode ser prejudicada pela queda no
hematdcrito, com correlatos de diminui¢ao da sinalizacdo do ERG do animal anemia (Imai et
al., 2004), sendo esta uma condicao que afeta 40% dos adultos com DII e 70% das criangas
com DII e esses casos, torna-se indispensavel uma examinacdo do olho posterior desses
pacientes, conforme foi descrito por Felekis et al. (2009), 8 de 26 pacientes com DII
investigados em seu estudo apresentaram manifestagdes negativas relacionadas ao segmento
ocular posterior, como coroidite, vasculite retiniana, neurite Optica, distdrbios do epitélio

pigmentar da retina, ou desprendimento retiniano Seroso.
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Nossos resultados sugerem que a anemia € possivelmente um, mas nao o tinico
fator que contribui para a diminui¢do da funcdo retiniana induzida por DSS. Embora mais
dados sobre este contraste sejam necessarios para interpretar esses achados, a comparagdo
sugere que os efeitos da colite aguda nos fotorreceptores podem ser transitorios ou biféasicos
ou possivelmente dependentes de mecanismos diferentes de inflamagdo de tecido distante
entre os dois modelos de colite de ratos. Finalmente, a colite aguda induzida pela ingestdao
DSS influencia negativamente a funcgdo retinal avaliada pelo ERG, além de outros fatores
concomitantes com a anemia podem desempenhar um papel importante na atenuacdo da
funcdo da retina neste modelo de colite aguda.

Um desses possiveis fatores adicionais que contribuiram para os resultados da
diminuicdo da fun¢do retiniana neste estudo foi a ocorréncia de situacdes estressoras
vivenciada pelos animais durante os experimentos, com a colocacdo dos animais em periodo
de overnight por cerca de 14 horas e a privacdo de dgua como etapa precedente aos testes na
caixa de condicionamento operante. Em estudos de Deng et al., (2016) , o estresse psicologico
tem sido associado a doenga gastrointestinal e recidiva de doengas inflamatérias do intestino.
Nesse mesmo estudo, foi constatado que o estresse psicolégico foi um fator agravante no
percurso da colite induzida por DSS e foram observadas manifestacdes de erosdes e
ulceracbes macicas da mucosa digestiva, infiltracdo de neutréfilos e aumento da
permeabilidado epitélio. O estresse psicoldgico resultou em aumento expressivo das citocinas
pro-inflamatorias e quimiocinas. Para o nosso estudo, nao foi possivel constatar essa
correlacdo, mas que € plausivel supor a sua ocorrencia com base no estudo supracitado. Esse
pode ser um ponto a ser considerado em estudos futuros para testar essa hipotese.

Na etapa dos experimentos comportamentais, foram realizadas diversas
adaptacdes para se chegar a um equipamento ideal para a realizacdo dos testes. Esse

delineamento deteve uma boa etapa da pesquisa, fato que repercutiu no nimero pequeno de
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sessOes experimentais efetivas durante o estudo. No entanto, fez-se necessario, uma vez que
também procuramos utilizar tecnologias de baixo custo e ao garantir que o experimento fosse
replicavel em estudos futuros.

Uma das dificuldades presentes foi realizar toda a adaptacdo da caixa de modelo
operante para o camundongo, uma vez que suas medidas sdo projetadas para roedores com um
porte maior do que os animais que participaram do nosso estudo. Foram alteradas as medidas
da caixa, reduzido a 50% do seu tamanho original, a coloca¢do de uma tela de protecao no
piso, que facilitou a mobilidade do animal na caixa; o rebaixamento da alavanca para o
estimulo e o cuidado a utilizacdo de um material leve, pois pela prépria constitui¢do corporal
do camundongo, que aos 3 meses tem um peso médio de 32-35g, a forca exercida pelo animal
era insuficiente para acionar a alavanca e dispensar o refor¢co (dgua), sendo esse um ponto de
grande atencdo, pois ndo queriamos que a resposta fosse extinta ou caracterizasse, por
exemplo, treino intermitente.

Outro fato observado foi a correspondéncia do peso e a atividade comportamental.
Como foi possivel acompanhar oito animais apds os testes eletrofisiologicos, os animais com
maior massa corporal possuiam uma melhor facilidade no acionamento da barra da caixa de
condicionamento operante, fato observado principalmente no grupo que recebeu a indugdo
por DSS. Nas primeiras sessoes, embora esses animais acionassem facilmente a barra, foi
observado que esse grupo necessitou de mais sessdes para avanco na etapa de resposta de
pressdo a barra para treino intermitente, o que pode ser um indicativo de que a anemia
dificultou a aprendizagem dos animais. Essa hipdtese precisa ser verificada em estudos
futuros.

Nao houve diferenca significativa entre as taxas de pressdo a barra e ingestao de
agua, mas percebeu-se que as taxas apresentaram elevacdo nos primeiros 5 minutos que o

animal estava na caixa, mostrando o interesse pelo elemento reforcador. As maiores taxas de
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ingestdo de agua foram observadas no grupo anemia, encorajando a hipdtese de que os
animais com anemia necessitavam de uma maior ingestio de dgua. E possivel que os animais
tratados sofressem maior desidratacdo, no entanto, ndo foram encontrados correlatos na
literatura.

Antes de adaptarmos o tempo de permanecia do camundongo na caixa de
condicionamento operante para 10 minutos, os animais realizavam os testes em 20 minutos,
de acordo com protocolos vigentes de experimentacdo para ratos.

Em relacdo ao tempo de aprendizagem, a pesquisa evidenciou que os animais
tratados necessitaram de um nimero maior de sessdes para avancarem na etapa de CRF para o
treino de intermiténcia razdo 2. Em pesquisas realizadas por Grantham-McGregor & Ani
(2001) constatou-se que infantes que possuem anemia sa0 mais sensiveis a agravos no
desenvolvimento cognitivo e neuropsicomotor, em decorréncia dos comprometimentos de
processos fisioldgicos relativos a producdo de hemoglobina e consequente baixo transporte de
oxigénio ao cérebro, alterando a neurotransmissdo e mielinizacdo. Embora preliminares,
nossos resultados encorajam novas pesquisas a respeito do efeito da anemia sobre a
aprendizagem, pois os animais do estudo também se apresentavam numa fase critica do
desenvolvimento, que poderia comprometer o desenvolvimento de forma global.

No estudo, os animais do grupo anemia mae ndo apresentaram maior tempo no
aprendizado, fato que necessita de uma melhor investigacao, pois segundo os achados de Felt,
et al. (2006) acerca da anemia intrauturina, ratos com anemia ferropriva perinatal cronica
apresentavam comprometimento comportamental, que sugerem disfuncdo persistente do
dopamina estriatal e do hipocampo, apesar da normaliza¢do da hematologia, do crescimento e
da maioria das medidas cerebrais.

Em geral, as alteragdes na dopamina estriatral estdo relacionadas a disfuncdo

motora, do prazer e na capacidade de memorizacdo, enquanto que disfungdes hipocampais
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acarretam disfuncdo severa da memoria. Dessa forma, acreditamos que tanto os animais
provenientes de uma mae anémica quanto aqueles que foram acometidos pela anemia tendem
a apresentar deficiéncias na cognicdo, desfavorecendo os processos de aprendizagem e
memoria e, pontos que merecem maior investigagao em futuros trabalhos.

Nos minutos finais, saciados de 4gua, os mesmos emitiam comportamentos de
desinteresse pela dgua e dispersavam, explorando o ambiente da caixa e nessas sessoes,
acionando a barra, com o comportamento de subida e descida, disparando varias vezes.
Temos a hipdtese que o estimulo sonoro (clanct) também exerceu papel de reforcador durante
a atividade na caixa. Tomarani (2000) afirma que eventos inicialmente neutros podem exercer
um papel de fungdo refor¢adora, por meio do processo de aprendizagem. Em determinadas
condic¢des especificas, a associagdo entre um estimulo reforcador inicialmente estabelecido e
um e um estimulo inicialmente neutro pode fazer com que o segundo exer¢a uma fungao
reforcadora e esse fendmeno.

Uma vez que a camara experimental ja foi adaptada e o protocolo de treino ja foi
modificado para se adequar as peculiaridades dos camundongos, sera interessante que estudos
futuros deem continuidade a investigag¢do da psicofisica visual de camundongos com anemia.
Todavia, serd prudente que sejam feitos antes estudos para verificar se a indu¢do de anemia

prejudica a aprendizagem nesses animais.



77

CONCLUSAO

Com os resultados do nosso trabalho, pode-se observar que a anemia resultante de uma
doenca inflamatéria do intestino — a colite aguda — pode ocasionar a perda da fun¢do visual de
camundongos e dificuldade na aprendizagem durante a etapa de treino a resposta ao
bebedouro.

O modelo experimental produzido em nosso laboratério € eficaz no estabelecimento
da anemia, no qual foi possivel identificar mudancas no eletrorretinograma semelhante a
estudos anteriores.

A diminuicdo da fungdo visual nos animais acometidos pela anemia foi evidente no
periodo de 90 dias, que € crucial para o desenvolvimento destes animais, mostrando que a
evolucdo da patologia agrava o sistema visual, comprometendo principalmente os grupos
anemia e anemia mae, dado este ainda ndo descrito na literatura cientifica.

Este estudo por ser langado a uma proposta transdisciplinar, enfocando principalmente
os niveis de analise das neurociéncias e andlise experimental do comportamento, se torna um
incentivo para futuras pesquisas, que investiguem comportamentos celulares e moleculares
para fomentar uma compreensdo mais global e fundamentada sobre os prejuizos que a anemia
pode trazer ndo somente para o sistema visual e seu comportamento em camundongos jovens
e em fase de crescimento e desenvolvimento, mas também investigar outras repercussoes
inerentes a patologia em outros sistemas e futuramente subsidiar estudos paralelos com

humanos.
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