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INTRODUCAO

A capacidade que os animais tém de armazenar experiéncias e
de utiliza-las em conotacdes estruturais e dinadmicas indutoras de
modificacdo do comportamento, penetra no estudo de capitulos da
biologia e da psicobiologia (ou psico-biolgia) principalmente os liga-
dos & aprendizagem e a memoéria. Quando sdo abordados éstes ca-
pitulos, ndo se pode deixar de lembrar as transformagfes que o fun-
cionamento de um organismo sofre em seu sistema nervoso, por seu
emprégo em uma experiéncia.

Apesar dos esforcos de muitos autores em tentativas de deter-
minar alteracBes neuronais relativamente permanentes provocadas
por experiéncias comportamentais — cite-se por exemplo BENNETT
& col. (1964) — ainda ndo se tem apurado, qualitativa e quantita-
tivamente, as modificagbes neurofisiolégicas que uma determinada
experiéncia provoca. Esta se tomando cada vez mais claro, gracas
aos resultados de pesquisas recentes, que o traco de uma experiéncia
nao é deixado de lado na memdria. Durante ou imediatamente apés
a experiéncia éle parece ser o responsavel pela memoria temporaria,
dando origem a outros processos, que demandam certo intervalo de
tempo, e que o consolidardo numa outra forma de memoria: a
memoéria permanente (McGAUGH, 1966).
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Os estudos sbbre a amnésia fornecem subsidios muito valiosos
para a compreensdo dos processos “obrigatdrios” a consolidacdo
da memoria.

Sabe-se que pacientes humanos que sofreram traumas na ca-
beca tendem a ter dificuldades em recordar eventos que ocorreram
logo apds ou pouco antes da injdria, embora as “velhas” memorias
estejam totalmente intactas (RUSSEL, 1959). Esta perda sele-
tiva da memoéria, chamada amnésia retrogada, foi também obser-
vada em pacientes humanos que tiveram tratamentos pelo eletro-
choque (MEYER, GROSS, 1943).

Investigacdes recentes sdObre amnésia retrograda, em espécies
infra-humanas, tém sugerido que 0s agentes anestésicos, bem como
eletrochoque tém efeitos que interferem na retencdo da memédria re-
centemente adquirida (TABER & BANUAZIZI, 1966; LEUKEL &
QUINTON, 1964; HERIOT & COLEMAN, 1962; ABT & col. 1961;
OSBORN, 1967).

Por outro lado, diversos experimentos conduzidos por diferentes
grupos (TOBIAS & col. 1946; RICHTER & GROSSLAND, 1949;
ELLIOTT & col. 1950; WADJA, 1951 e GROSSLAND & MERRICH,
1954), tém sugerido que a quantidade de acetilcolinai (Ach) no cé-
rebro aumenta durante a anestesia.

O propoésito do presente estudo é investigar o efeito da anes-
tesia pelo éter sébre a memoédria em camundongo e uma possivel cor-
relacdo déste fato com os teores cerebrais de Ach.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados oitenta e quatro camundongos de mesma idade
e sexo, provenientes de uma mesma prole obtida por cruzamentos
sucessivos ao longo de cinco anos, com acesso “ad libitum” & co-
mida e a agua.

O aparelhamento usado foi o descrito por TABER & BANUA-,
Z1Z1 (1966). Consistia de um compartimento quadrado com pare-
des negras, tendo o chdo de barras metalicas conectadas a um es-
timulador. Cada estimulo elétrico apresentava 15 pulsos por se-
gundo e um m.A. Um compartimento bem restrito era ligado a esta
“caixa de choque” por uma porta em guilhotina.

Os animais foram divididos em sete grupos, a saber: El, E2,
E3, E4, E5, Cl e C2. Duranto a aquisi¢cdo (primeiro treino), cada
camundongo era colocado individualmente no ambiente restrito;
aguardava-se o tempo de dois segundos e abria-se a porta em gui-
Ihotina. Devido a atividade exploratdoria normal, o animal passava
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para o compartimento maior, quando recebia (com exceg¢do daque-
les dos grupos Cl e C2) um estimulo elétrico. Este era o treino,
Unico para a aquisi¢cdo de esquiva passiva, procedimento essencial
usado por IRWIN & col. (1964). Depois do treino, os animais eram
tratados conforme o esquema apresentado na tabela I.

TABELA |
ESQUEMA DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Grupos Condicéo Tratamento pelo éter
El com choque
E2 com choque 0 min apds o treino
E3 com choque 5 min ap6s o treino
E4 com choque 15 min apés o treino
E5 com choque 60 min ap6s o treino
Cl 0 min ap6s o treino
c2

O tratamento era feito colocando-se os animais individualmente
em um recipiente saturado com vapores de éter até a obtencdo da
anestesia, quando eram retirados. Obedeceu-se a um esquema de in-
tervalos apés o treino: O (zero) minutos para os grupos E2 e ClI;
5 minutos para o grupo’ E3; 15 minutos para o grupo E4 e 60
minutos para o grupo E5. Observa-se pelo exposto e pelo exame
da tabela | que, com o fito de garantir a apuracdo de possiveis
efeitos da anestesia na resposta incondicionada, a dois grupos de su-
jeitos (Cl e C2) permitiu-se responder, sem que se aplicasse o
choque por ocasido da saida do ambiente restrito. Os compo-
nentes do grupo CI| foram anestesiados imediatamente apds a res-
posta, enquanto os do grupo C2, bem como os do grupo El nédo so-
freram anestesia, ou seja, foram colocados em recipiente idéntico
aquele utilizado para a anestesia, porém, sem o éter.

Terminado o tratamento, cada grupo foi subdividido ao acaso,
ficando metade dos animais para o teste de retencdo, sendo a outra
metade sacrificada por decapitacdo para a extracdo da Ach cere-
bral, através do método de CROSSLAND (1951).
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O teste de retencédo foi efetuado 24 horas apés a aquisicdo. Os
animais eram colocados novamente na caixa restrita do aparelho,
individualmente; repetia-se o procedimento descrito, com excec¢do do
choque. A laténcia, em cruzar a porta em guilhotina, era medida
com cron6metro. Trezentos segundos foram considerados como la-
téncia maxima.

Os extratos de cérebro total, foram ensaiados no musculo reto
abdominal de sapo. A poténcia da Ach extraida do cérebrolfoi esti-
mada contra aquela de solugcdo padrédo, através do célculo da po-
téncia relativa da Ach extraida para respostas obtidas com doses
simples e duplas da Ach padréo e extraida, segundo BURN (1950).

RESULTADOS

A tabela Il mostra os resultados, ilustrados pela figura 1. Por
elas observa-se que os animais que tomaram choque ao cruzar a
porta durante o treino, mostraram um marcado aumento do tempo
médio de laténcia no teste feito 24 horas mais tarde p < 0,001 (con-
trole sem choque = C2 e com choque = EIl). Em contraste, 0os su-
jeitos anestesiados apos o treino (grupos E2, E3, ,E4 e E5) mostra-
ram laténcias diminuidas em comparagdo aos que tomaram choque
e nao faram tratados (EI), indicando interferéncia do anestésico
na retencdo. Foi observado ainda que a laténcia média diminui pro-
gressivamente com a diminuicdo do intervalo de tempo-treino-trata-
mento chegando a ser até 19 vézes menor para os tratados imediata-
mente apds o treino (grupo E2). Por outro lado, ndo se observou
diferenca significativa entre os grupos Cl e C2, o que indica a au-
séncia de efeito do éter na resposta incondicionada.

Tabela Il — Laténcia em segundos dos sujeitos com e sem tratamento pela
anestesia, na fase de teste, 24 horas ap6s o primeiro treino.

sujeitos

1 2 3 4 5 6 X + SD
grupos
El 300 20 300 300 282 300 297 + 7
E2 10 300 15 14 14 17 15+ 3»
E3 48 60 64 52 61 63 58 + 6
E4 114 120 135 115¢ 130 100 119 +1 7 »
E5 300 300 290 300 300 250 290 + 20
Cl 9 10 5 1 6 7 8+ 2»
c2 4 6 3 4 3 4 4+ 1

*

— slgnliicante ao nivel de p < 0001
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A tabela Ul mostra as alterag6es no conteddo de Ach em ex-
tratos de cérebro total de sujeitos dos diferentes grupos. Pode-se
observar claramente que a anestesia pelo éter eleva os niveis do
medidor quimico p < 0,001 (E2, E3, E4, E5 e Cl) em comparacéo
aos nédo tratados E| e C2 e que éste aumento é proporcional ao in-
tervalo de tempo entre o treino e o tratamento. Por outro lado,
os niveis de Ach nos sujeitos que tomaram choque e ndo foram tra-
tados (El) sao significativamente menores (p < 0,005) que aque-
les que ndo receberam choque e ndo foram tratados (C2).

Tabela 111 — Conteddo de Ach em ng/g em cérebro de camundongos sub-
metidos a anestesia pelo éter etilico a diferentes intervalos de tempo, apés
o treino.

Tl 179 182 178 175 176 178 176 + 3

E2 277 280 272 270 283 272 276 + 5eee
E3 238 235 232 234 240 241 237 + 3 eee
E4 215 212 209 210 220 216 214 + 4 eee
ES5 203 192 210 201 203 207 206 + 6 eee
Cl 275 279 270 271 269 274 273 £ 4 eee
c2 190 185 179 192 183 186 186 + 5 ee

*e* — slgnlflcante ao nivel de p < 0,001

* — slgnlflcante ao nivel de p < 0,006

A figura 2 ilustra o aumento dos niveis de Ach e a laténcia
média dos sujeitos, podendo-se ver por ela que aos maiores niveis
correspondem as menores laténcias na fase do teste.

DISCUSSAO

Os resultados estdo de acdordo com observacbes gerais de que
a retencdo de performances pode ser prejudicada e mesmo impe-
dida pelos anestésicos e, de que, o grau de interferéncia varia inver-
samente com o intervalo de tempo — treino x tratamento pelo
agente anestésico (TABER & BANUAZIZI, 1966; LEUKEL & QUIN-
TON, 1964; ABT & col. 1961; McGAUGH, 1966 e OSBORN, 1967).
O fato de que os néo tratados e que receberam choque (grupo EI)
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FIGURA | ILUSTRADA
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tiveram a laténcia de suas respostas aumentadas, se comparados
aos animais néo tratados e ndo chocados (Cl) sugere que a esqui-
va certamente ocorreu.

LEUKEL & QUINTON (1964) através de estudos da resposta
de esquiva ativa, sugeriram a possibilidade de que a exposicao ao
agente anestésico teria efeito de natureza aversiva impedindo a per-
formance, ao invés de impedir a consolidacdo da memoéria. No en-
tanto, de acérdo com principios de condicionamento geralmente acei-
tos, a influéncia de uma punicdo seria de aumentar o tempo de la-
téncia (KANIM, 1959). A possibilidade de que o éter tenha pro-
priedades aversivas nos animais, no sentido de aumentar a laténcia,
n&o ocorreu (grupo Cl). Pelo contrario, como pode ser visto pela
figura 1, o efeito do éter administrado a intervalos curtos apés o
treino, foi o de diminuir a laténcia o que vem confirmar dados de
TABER & BANUAZIZI (1966).

Os resultados do presente experimento sugerem gue a anestesia
pelo éter etilico impede totalmnte a retengdo da resposta condicio-
nada de esquiva se fér administrado até 5 minutos apés o treino.
Interfere em menor grau se fér administrado até 15 minutos apods, e,
ndo altera significativamente a retencdo se for administrado 60 mi-
nutos apos o treino, no que concorda com os resultados de ABT & col.
(1961). Convém destacar que o tempo decorrido entre o treino e
a administracdo da droga, parece importante, uma vez que RUS-
SEL & NATHAN (1964) ao examinar mais de 1000 casos de
pacientes humanos com traumatismos cranianos, verificaram que
69% dos acidentados ndo se lembravam dos fatos ocorridos nos 30
minutos que precederam o acidente. Estes dados mostram um dos
aspectos fisiolégicos concernentes a consolidagdo da memdéria. Ela
ocorre no cérebro durante um certo espaco de tempo apds o esti-
mulo proéprio e é passivel de sofrer influéncias por agentes quimicos.
Este fato é confirmado ainda por experiéncias que mostram que
a administracdo de estrienina (McGAUGH & TTTOMSON, 1962;
McGAUGH & col. 1962) picrotoxima (BREEN & McGAUGH, 1961)
e anfetamina (ROSMAN, 1964) em animais de laboratério, aumenta
a capacidade de memorizagcdo a uma dada tarefa em relacdo aos
animais controles. Todavia, se forem injetados até cérca de 30 mi-
nutos apos o treino diario, os animais aprendem da mesma ma-
neira que os controles.

Por outro lado, nossos resultados com relagcdo aos niveis de ace-
tilcolina (Ach) concordam com os obtidos por TOBIAS & col. 1946;
RICHTER & CROSSLAND, 1949; ELLIOTT & col. 1950; WADJA,
1951 e CROSSLAND & MERRICH, 1954, uma vez que o agente
anestésico aumenta os niveis do mediador quimico (tabela 11l —
grupos E2, E3, E4, E5 e Cl). Este aumento do cpntetido de Ach



Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 8 fase. 3, 1971 749

durante a anestesia parece ndo ser devido a inibicdo da acetilco-
linesterase, ou a um aumento da sintese de Ach, porque nem o agente
anestésico por nés usado e nem outros anestésicos diferentes usados
por outros autores, apresentam poténcia anti-colinesterasica (BER-
NHEIN & BERNHEIN, 1936), assim como também em experi-
mentos “in vitro” ndo aumentam a sintese de Ach CROSSLAND &
MERRICH, 1954). Uma menor liberacdo de Ach dos neurénios
colinérgicos, conseqiiente da depressdao da atividade cerebral que
acompanha a anestesia, parece ser, segundo CROSSLAND & MER-
RICH (1954) a mais razoavel explicacao para as observacdes experi-
mentais do aumento dos niveis do mediador. Esta hipodtese é apoiada
pelas observacdes de que a concentracdo de Ach cai durante condi-
¢bes que aumentam a atividade cerebral (RICHTER & CROSSLAND,
1949) bem como pode, através da perfusdo, ser verificado que em Rin-
ger-Locke eserinizado, a quantidade de Ach é diminuida pela aneste-
sia (MCINTOSH & OSBORIN, 1953).

Os resultados ora obtidos permitem ainda a observacdo de que
o aumento de Ach é inversamente proporcional ao intervalo de tem-

po entre o treino e a anestesia (grupos E2, E3, E4 e E5 — tabela
Il e figura Il) e que por si s6, o choque tem a propriedade de dimi-
nuir os niveis do mediador (grupo EI — tabela Ill). Estas observa-

¢bes permitem sugerir a possibilidade de que ocorre um aumento do
ndmero de cadeias neuronais colocadas em atividade pelo choque, cu-
jos neur6dnios estariam implicados no fato a ser memorizado, e que
teriam a Ach como mediador quimico. Esta hipdtese encontra apdio
nas observacdes de ECCLES (1966) que com o uso de microelétro-
dos implantados no corpo das células piramidais do coértex, regis-
trou descargas por estimulos de natureza diversa e de intensidade
crescente, demonstrando que a frequéncia das descargas aumen-
tava na razdo direta da intensidade do estimulo, portanto, o mesmo
coédigo de frequéncia aparece como reacdo basica dos neurbnios do
cortex aos estimulos mais diversos. RINALDI & HIMWICH
(1955ab) e LONGO (1956) mostraram também que a injecdo de
alguns microgramos de Ach no coelho curarizado é capaz de reverter
0 EEG ao estado de vigilia, simulando um estimulo, sendo esta re-
versdo potenciada por anticolinesterasicos (DFP) e inibida pela atro-
pinizacao.

Se foér verdadeira esta hipétese, havera concordancia com a teo-
ria dos “circuitos reverberatorios” estabelecida por HEBB (1949),
segundo a qual para se estabelecer a memdéria, os neurdnios interes-
sados num dado fato a ser memorizado deveriam-ser estimulados
per um treino ou experiéncia especifica. Assim sendo, quanto mais
impulsos “firings” éstes neurdnios emitissem, mais rapidamente a
memoria se estabeleceria. ApOs um certo tempo, esta réde neuro-
nal, ainda segundo HEBB (1949), ficaria “permeavel” gracas a uma
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modificagdo quimica especifica para aquéle estimulo e a memdria
se tomaria permanente. Neste ponto, as opinides dos autores diver-
gem, alguns sugerindo a participacdo do RNA (HYDEN & EGY-
HAZI, 1962/1964; McCONNEL, 1966; CORNING & JOHN, 1961;
CHAMBERLAIN & col. 1963; MATTHIES & col. 1971); outros, de
polipepitideos (ROSENBLAT, 1966) que seriam sintetizados ao
longo dos neurénios interessados num dado evento a ser memori-
zado, tomando a réde neuronal permeével.

Outros achados indicam que a consolidacdo da memoria em
peixes e camundongos é impedida pela injecdo intracraneal de inibi-
dores da sintese protéica, como a puromicina (FLEXNER & col.
1963; AGRANOFF & col. 1965; BARONDES & COHEN, 1966).

Ficaria desta forma explicada a diminuicdo do teor de Ach
durante o espaco de tempo existente entre o choque e a anestesia,
uma vez que aquéle mediador quimico teria sido gasto no estabele-
cimento dos arcos reflexos.

Investigagcbes em muitos laboratérios tém mostrado que a am-
nésia retrograda pode ser produzida também pela aplicacdo de clo-
reto de potassio (RAY & EMLEY, 1964; PEARLMAN & JARVIK,
1961; BURES & BURESOVA, 1963 e 1971) ao cortex cerebral, o
que produz uma depressdo da atividade elétrica que se desenrola
através do cortex do hemisfério tratado, e resulta em temporaria
inibicdo do funcionamento do cortex afetado. RAY & EMLEY
(1964) treinaram ratos para discriminacdo visual apds depressao
cortical unilateral com KC1, ndao encontrando evidéncia de memoria
quando testados com o hemifério oposto deprimido; isto indicaria
que o armazenamento da memaria no treino estava inteiramente res-
trito ao hemifério ndo tratado.

Nossa hipotese é reforcada pelos resultados de trabalhos que
pretendem demonstrar que agentes anticolinérgicos como a escopo-
lamina tém a capacidade de impedir ou dificultar a retencdo da me-
moria (BURESOVA & col. 1964: MEYERS, 1965; PAZZAGLI &
PEPEU, 1964; BOHDANECKY & JARVIK, 1967; OLIVERIO & caol.
1966; OLIVERIO, 1967 e 1968).

Dada a complexidade dos aspectos envolvidos na consolidagcéo
da memodria, ndo se pode saber se éstes efeitos discutidos acima,
tém em comum as mesmas bases fisioldgicas, ou se a amnésia retro-
grada e o teor de Ach, sdo mecanismos totalmente independentes.
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SUMMARY

In this paper the authors studied the influence of ether anesthe-

sia on both memory and brain acetylcholine content. The results
suggest that the anesthetic agent prevents the conditioned avoidan-
ce response if administered up to 5 minutes after training. The
brain acetylcholine content appeared to be inversely parallel to the
time elapsed between anesthetic state and sacrifice of the animals.
Results suggest that probably exist a relationship between memory
and brain acetylcholine content.
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