MICHELE LIMA GREGORIO

ESTUDO DO APRENDIZADO DE HABITO EM UM MODELO ANIMAL DE
PARKINSONISMO

Monografia apresentada ao Departamento de Farmacologia,
Setor Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana,
Curso de Ciéncias Bioldgicas, como requisito parcial para a
obtencao do grau de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. Claudio da Cunha.

CURITIBA
2004

SUMARIO



1N 2 (071U 07:Y T 3
1.1. MODELOS ANIMAIS DA DOENCA DE
PARKINSON. .....ocooiivieeieeeeeeeeeeeeeee s, 4
1.2, MEMORIA. ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ae et et e et et et eae e 7
1.3.  MODELOS DE MEMORIA.........cooeieeeeeeteeeeeseeeeseeeeeseeeeee s ees e e st een s eantessaneeesennans 9
1.4. UM EXEMPLO DE TESTE DE MEMORIA DE
2 V=] 1 @ TR 13
1.5. UM EXEMPLO DE TESTE DE HABITUACAO
ALIMENTAR......cooeirieieeerereeeeneens 14
1.6. O MODELO DO MPTP PARA A DOENCA DE
PARKINSON........cooveeveverieeeceeeeeae e, 17
(0] 238 1Y 1= RO 18
2.1. OBJETIVO
GERAL ....oov ettt ettt s en ettt en et en et n e, 18
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS......cuoi ettt ettt 18
3. METODOLOGIA......cootiieeeeeeeeeee ettt n ettt en et en et n et e eaene 18
Bl ANIMAIS ..ottt ettt ettt ettt ettt et eae et et reetetesaere s 1
8
3.2. BUSCANDO UM MODELO DE MEMORIA DE HABITO EM RATOS -
DISCRIMINACAO PROBABILISTICA DE DICAS VISUAIS EM UM LABIRINTO
7X@ 187 07 R 1
9
3.3. BUSCANDO UM MODELO DE MEMORIA DE HABITO EM RATOS -
DISCRIMINACAO PROBABILISTICA DE DICAS VISUAIS COM REFORCO
ALIMENTAR. ..ottt ettt ee e ee et sttt s e et e s et st e s et s st et e e s etet e s saseeseeseneeaens 21
RESULTADOS .......oouieeeeeeeeteee e teeee et eeeeaeess et s s te s s st e eeses et etese s esseesees et sensersesesesensanaens 22
4.1. RESULTADOS DO TESTE DE DISCRIMINACAO DE PADROES NO LABIRINTO
AQUATICO. ...ttt ettt e ettt e ettt e et e et e st e s teeeeeseeeae s 22
4.2. RESULTADOS DO TESTE DE DISCRIMINACAO PROBABILISTICA DE
DICAS VISUAIS COM REFORCO
ALIMENTAR . ....oooitiiies oo 24
5. DISCUSSAO E CONCLUSAOD ......ooviiitictiteeete ettt ettt aeneeae e 26



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooiiieieeteeeeteeeeeee et 27

1. INTRODUGCAO

A doenca de Parkinson constitui um dos distarbios do movimento mais encontrado na
populacdo idosa mundial, sendo que sua incidéncia é de aproximadamente 0,15% da
populacao total e 0,5% das pessoas com mais de 50 anos (STOOF et al., 1999). A doenca
de Parkinson € uma das desordens neurodegenerativas relacionadas a idade mais comuns
em seres humanos, tendo sido descrita pela primeira vez por James Parkinson, em 1817
como uma “paralisia agitante”, uma doenca crbnica e progressiva que provoca distarbios
motores (BLUM et al., 2001). Os sintomas mais caracteristicos desta doenca sédo o tremor de
repouso, a bradicinesia ou acinesia e a rigidez muscular do tipo plastica (BLUM et al., 2001,
MENEZES, 1996). Outros sintomas que podem ser apresentados pelos pacientes portadores
desta doenca sdo a micrografia, disfuncdes do sistema nervoso autbnomo, depressao e
alteragdes cognitivas.

Algumas evidéncias indicam que a degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos nigrais
e, consequentemente, a diminuicdo da quantidade de dopamina estriatal sdo os
responsaveis pelos sintomas da doenca (GERLACH et al, 1996; ALLAIN e
BENTUEFERRER, 1997).

A causa priméria da doenca de Parkinson ndo € conhecida, mas a idade é um dos
fatores que influenciam a prevaléncia da doenca (HAGAN et al.,, 1997). A lesdo dos
neurdnios dopaminérgicos localizados na substancia negra, parte compacta (SN¢), 0s quais
se projetam para o estriado, provoca uma queda nos niveis de dopamina. A doenca de
Parkinson s6 é detectada quando a perda dos neurbnios dopaminérgicos chega a 50 - 70%,
ocasido em que 0s sintomas motores ja estdo avancados (BLUM et al., 2001).

A via dopaminérgica nigroestriatal origina-se no grupo celular A9, que se localiza na
SN, onde os axdnios neuronais percorrem o feixe prosencefalico medial até o estriado
dorsal. Devido a perda destes neurbnios, h4 uma queda nos niveis de dopamina no estriado,
0 que promove prejuizos motores. Por provocar uma perda progressiva dos neurbnios da
SN, a doenca de Parkinson & considerada uma doenca neurodegenerativa (DEUMENS et
al., 2002).
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O estriado pode ser dividido em uma parte dorsal (putdmen e ndcleo caudado) e

ventral (nucleo accumbens). O nucleo caudado e o putamen sdo separados pela capsula
interna no cérebro humano enquanto que, no rato, essas estruturas sdo fundidas no
complexo caudado-putamen (DEUMENS et al., 2002).
O estriado € a principal estrutura que recebe aferéncias da SN, além de receber aferéncias
de diversas areas corticais, e projeta fibras por vias intrinsecas para outras estruturas dos
nacleos da base como o globo pélido e a substancia negra, parte reticulata (SNg). Os
neurdnios destas duas estruturas projetam para 0s nucleos motores ventral e intralaminar do
talamo de onde projetam neurdnios de volta para o cértex frontal e estriado (FERRO, 2003).
A dopamina modula todo o circuito, pois, ao ser liberada dos terminais nervosos, modula a
atividade das células estriatais (FERRO, 2003).

Além dos sintomas motores, pacientes com doenca de Parkinson exibem disfuncbes
cognitivas, onde, em casos mais extremos, os pacientes sofrem de deméncia (DEUMENS et
al., 2002). Danos nos nucleos da base produzem alteracdes tanto motoras quanto cognitivas
com a evolugédo da doenca (MIDDLETON et al., 2000) afetando a capacidade de atencéo e
concentracdo (dependentes do cortex pré-frontal) além da memoria de procedimentos
(dependente do estriado). Lesdes no estriado prejudicam o desempenho em testes de
memoria implicita (PACKARD e TEATHER, 1998; McDONALD e WHITE, 1994).

Consequentemente, nos ultimos anos, tem-se observado um maior interesse pelos
déficits cognitivos da doenca de Parkinson, pois muitos estudos mostram o déficit de
memoria associado a esta doenga, sendo que a maioria dos trabalhos foi realizada com
humanos (JACKSON et al., 1995; RONCACCI et al., 1996; FAGLIONI et al.,1997; DUBOIS e
PILLON, 1997; PILLON et al., 1998; HELMUTH et al., 2000) devido a modelos animais
insuficientes para tal estudo.

Para suprir esta caréncia, neste trabalho buscamos desenvolver um modelo animal de
déficit de memoaria associada a doenca de Parkinson com a utilizacdo de MPTP na SN de

ratos.

1.1. MODELOS ANIMAIS DA DOENCA DE PARKINSON

Modelos animais sao de grande auxilio nos estudos pré-clinicos de doencas porque

permitem o estudo dos mecanismos fisioldgicos da evolucdo de patogenias e dos seus
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principios de tratamento. Uma vez que o mecanismo fisiol6gico que causa a patologia &
compreendido, o modelo é util para a determinacdo de estratégias terapéuticas. Esses
modelos animais sdo entdo validos desde que sejam capazes de reproduzir com certa
fidelidade o estado da doenca quando esta comete o homem (GERLACH et al., 1996).

Um modelo animal pode ser definido como sendo uma preparacdo experimental que
tem o propdsito de estudar uma patologia humana em uma outra espécie animal. S&ao
preparacdes que tentam reproduzir condicdes humanas, incluindo neuropatologias, uma vez
gue muitos estudos sdo eticamente inviaveis em pacientes vivos (RODRIGUEZ et al., 2001).
Quando se desenvolve um modelo animal, é importante e necessario que se considere
explicitamente o propésito de tal preparacdo, pois isso determinara o critério ao qual o
modelo satisfara e estabelecera a sua validade.

Uma proposta ambiciosa € a tentativa de se desenvolver um modelo que reproduza
uma patologia em toda sua extensdo, o que € uma tarefa muito complexa (GEYER e
MARKOU, 1995). Uma outra proposta, mais realista, pretende estudar sistematicamente os
efeitos potenciais de estratégias terapéuticas. Neste caso, o0 modelo pode nado reproduzir
todas as caracteristicas da patologia, e com este modelo tem-se a intencdo apenas de
refletir a eficacia de agentes terapéuticos, levando ao desenvolvimento de novos tratamentos
farmacologicos. Estes modelos animais devem responder a critérios como a
reprodutibilidade e as validades preditiva e etoldgica (DEUMENS et al., 2002; GEYER e
MARKOU, 1995).

N&o had modelos perfeitos, pois cada modelo desenvolvido possui aspectos positivos e
negativos, ou seja, apresentam limitacdes, as quais devem ser levadas em consideracéo
para que se possa usar o modelo mais adequado em cada investigacdo. Entdo, pode-se
considerar que multiplos modelos sdo necesséarios para cada patologia, para que cada
modelo ajude na investigacdo de uma caracteristica da doenca de modo mais refinado
(GEYER e MARKOU, 1995).

Desde os primeiros estudos neuroquimicos post mortem em pacientes portadores da
doenca de Parkinson, muitos modelos animais foram desenvolvidos com o objetivo de
reproduzir diferentes aspectos anatdomicos e sintométicos da doenca (BEAL, 2001). Tais
modelos tém contribuido muito para consideraveis avangcos no conhecimento da
fisiopatologia das doencas neurodegenerativas e s&80 extremamente necessarios ha
pesquisa atual (RODRIGUEZ et al., 2001; DEUMENS et al., 2002; KAAKOLA, et al., 1990).
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A doenca de Parkinson € uma das doencas que ndo se desenvolve em outros animais
além do homem. Apesar disso, suas caracteristicas motoras e cognitivas podem ser
reproduzidas em outras espécies animais através da administragdo sistémica ou
intracerebral de compostos como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), a metanfetamina, a
rotenona, a reserpina, ou o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP).

A maioria destes modelos envolve lesGes atingindo principalmente ndcleos como a
substancia negra, o feixe mesencefalico ou o estriado, utilizando agentes fisicos ou quimicos
gue provocam a deplecdo da dopamina estriatal. Como animais alvos de tais lesbes, sao
usados principalmente macacos e roedores (HENDERSON et al., 2003; DEUMENS et al.,
2002). Como a doenca é reconhecida pelos seus sintomas motores, existem atualmente
poucos modelos que visam facilitar o estudo dos sintomas cognitivos da doenca de
Parkinson, como, por exemplo, o déficit de memoria (MIYOSHI et al., 2002).

Os modelos animais de doenca de Parkinson em roedores sdo bem aceitos em
relacdo as suas caracteristicas anatdbmicas e bioquimicas, porém nao podem ser
considerados modelos funcionais completos pois a sindrome comportamental é
superficialmente semelhante aos aspectos da forma idiopatica da doenca de Parkinson,
além do fato de que muitos ndo sdo capazes de reproduzir a natureza progressiva da
doenca. Para este aspecto, modelos em primatas sdo os mais indicados (BANKIEWICZ et
al., 1999).

A doenca de Parkinson é progressiva, 0 que significa que podem ser identificados
diferentes estagios de deplecdo de dopamina. A maioria dos modelos animais envolvendo o
sistema dopaminérgico implica em lesdo Unica, ndo evolutiva. Deste modo, deve ser
guestionado em qual estadgio do desenvolvimento desta sindrome no ser humano é
interessante o desenvolvimento do modelo. Quando os sinais motores da doenca aparecem,
mais de 70% dos neurdnios ja foram destruidos e a concentracdo de dopamina no estriado
encontra-se ao menos 80% mais baixa (DEUMENS et al., 2002).

Um dos modelos animais que melhor caracteriza a doenca de Parkinson é o que
utiliza a neurotoxina MPTP porque este modelo j& foi anteriormente testado em diversos
estudos, os quais demonstraram sua eficacia no desenvolvimento de tal modelo. Esta
neurotoxina € altamente lipofilica e atravessa facilmente a barreira hematoenceféalica, sendo
entdo convertida para a sua forma ativa o 1-metil-4-fenilpiridina (MPP") pela enzima

monoamina oxidase B (MAO B). O MPP" ¢ entdo captado pelo transportador de dopamina
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de membrana pelo qual possui muita afinidade. E por isso que animais que sdo deficientes
deste sistema de transporte apresentam resisténcia a toxicidade do MPTP (GHORAYEB et
al., 2002).

O MPP" captado é concentrado na mitocondria e inibe o complexo | da cadeia de
transporte de elétrons, o que acaba reduzindo a producédo de ATP (BEAL, 2001). A falha na
producdo de energia pelas mitocondrias pode levar a uma despolarizacdo e ativacao
secundaria de receptores voltagem-dependentes NMDA do glutamato. Assim, o papel do
MPP™ na morte neuronal pode ser o de aumentar a vulnerabilidade da célula a um estresse
oxidativo (LEE et al., 2000).

1.2. MEMORIA

Memoéria pode ser definida como o processo pelo qual se adquire e se retém
informagdes que possam ser recuperadas e usadas posteriormente (LENT, 2001). Esses
processos podem ser severamente prejudicados no caso de doencgas neurodegenerativas,
como as relacionadas ao parkinsonismo (IZQUIERDO, 2002). Os processos de memoria
podem ser divididos em aquisicdo, consolidacdo e evocacdo, 0S quais envolvem
mecanismos celulares e estruturas neuronais diferentes (IZQUIERDO, 2002). Segundo
KANDEL (1995), a aquisicdo da memoria refere-se a alteragbes em circuitos neurais
existentes devido ao contato com uma situacdo de aprendizagem nova. A consolidacéo é o
processamento dessas informacdes, que faz com que elas figuem armazenadas por
periodos maiores, podendo haver mudancas plasticas nas conexdes sinapticas responsaveis
pelo armazenamento. A evocacdo corresponde ao ato de lembrar ou acessar memaorias
guando se faz necesséario (IZQUIERDO, 2002; LENT, 2001; ZIGMOND et al.,, 1999;
FUSTER, 1997).

A classificacdo das memorias pode ser feita, de acordo com sua duracdo, em
memoria de longa duracdo, memoria de curta duragcdo e memoria operacional ou de
trabalho. A memdéria de longa duracdo é aquela que dura horas, dias, meses ou anos. A
memoéria de curta duragdo € o processo que mantém a memoéria funcionando durante as
horas nas quais a de longa duracdo ainda ndo adquiriu a sua forma. A memaria operacional

dura alguns segundos ou poucos minutos, enquanto ela esta sendo processada. Este é
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um tipo de memaria muito breve, que serve apenas para “gerenciar a realidade” e orientar o
pensamento e 0 comportamento.

A memoria de longa duragdo pode ser dividida em memoérias declarativas (ou
explicitas), as quais sdo memarias conscientes que podem ser evocadas verbalmente e em
memoérias implicitas (procedurais ou de hébitos), as quais sdo adquiridas e evocadas
automaticamente (SALMON e BUTTERS, 1995; IZQUIERDO, 1999).

O armazenamento de memoarias explicitas requer a ativacdo do hipocampo e de areas
adjacentes ao lobo temporal (IZQUIERDO, 2002; KANDEL, 1995). As memorias implicitas
incluem o aprendizado perceptual e motor, que nao requer conscientizagdo. A consolidacéo
deste tipo de memoaria envolve estruturas como o cerebelo, a amigdala e os nucleos da base
(KOLB e WHISHAW, 2002; ZIGMOND et al., 1999; KANDEL, 1995).

Alguns estudos sugerem que pacientes com doenca de Parkinson séo prejudicados
no teste de memoaria operacional e em outras fungdes executivas centrais (MIYOSHI et al.,
2002). Tais déficits podem ser causados por uma leséo parcial da via dopaminérgica meso-
cortical ou pela falta de dopamina no estriado e, conseqientemente, da perda da modulagao
dopaminérgica das projecdes glutamatérgicas do coértex pré-frontal ao estriado (MIYOSHI et
al., 2002). Isto porque os nucleos da base interagem com o cortex pré-frontal através de um
circuito neuronal especifico (ALEXANDER et al., 1986) o qual também est4 implicado na
memoria operacional (KERMADI & JOSEPH, 1993; PARTIOT et al., 1996; LEVY et al.,
1997).

A dopamina tem um papel muito importante na memoria, pois manipulacdes
farmacologicas periféricas e centrais da dopamina apresentam efeito modulatério sobre
processos concomitantes de armazenamento de memoéria (MIYOSHI, 2001). Como na
doenca de Parkinson € observada uma deplecdo severa nos niveis de dopamina nos
nicleos da base (GERLACH et al., 1996; BARRIO et al., 1997; BEZARD et al., 1997,
LINDNER et al., 1999) e no cortex pré-frontal (STEBINS et al., 1999; MARIE et al., 1999), é
provavel que essa seja uma das principais causas dos déficits cognitivos relacionados a esta
doenca.

Estudos tém demonstrado que o aprendizado espacial em ratos depende criticamente
da integridade do hipocampo enquanto que o aprendizado, no teste com dica visual,
depende criticamente da integridade do estriado dorsal (DA CUNHA et al., 2003). Este € um

modelo das deficiéncias cognitivas observadas em pacientes na fase inicial da doenca de
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Parkinson nos quais a via nigroestriatal estd prejudicada, apresentando prejuizos no
aprendizado de habitos (DA CUNHA et al., 2003).

O papel dos nucleos da base permanece enigmatico apesar de décadas de intensa
investigacdo. Uma especulagdo comum € que 0s nucleos da base realizam respostas
relativamente automaticas a aferéncias sensoriais, aprendidas ou inatas. Essa suposicao foi
denominada de hipdtese do habito que envolveria a participacdo dos nucleos da base
(WISE, 1996). MISHKIN et al. (1984a , 1984b, 1987) propuseram, inicialmente, que os
nacleos da base e suas aferéncias cortico-estriatais realizavam o que eles denominavam
‘habitos’. Os aspectos chave do comportamento habitual incluem: (a) aprendizagem lenta,
(b) relativamente estavel no tempo, exceto sob condicbes de extingdo, (C) pequena
transferéncia entre os sistemas efetores e o contexto comportamental, e (d) indisponivel aos
mecanismos da consciéncia. Em humanos, este tipo de memoaria tem sido considerada
uma dentre muitas formas de conhecimento ndo declarativo, implicito ou procedural (WISE,
1996).

WEBSTER et al.(1993) repetiram a idéia de que ‘0 caminho do cortex temporal inferior
até o estriado é parte de um circuito que fundamenta associacbes visuo-motoras ou
‘habitos’ visuais’. SQUIRE et al. (1993) concluem que ‘diversos trabalhos sugerem que as
estruturas cerebrais importantes na aquisicdo de habilidades e habitos envolvem o sistema
cortico-estriatal’. BACHEVALIER (1990) afirma do sistema de habito cortico-estriatal tem um
desenvolvimento precoce na infancia, precedendo o sistema de memoéria declarativa
mediada pela formacgao hipocampal.

O aprendizado e a retencdo da discriminacdo visual tém sido relatados como sendo
prejudicados por danos na cauda do nucleo caudado (DIVAC et al., 1967) no putamen
ventroposterior e arredores. Déficits na discriminacdo do padrdo visual podem ser devido a
uma inabilidade em aprender uma resposta ao estimulo, por uma inabilidade em formar este
hébito (WISE, 1996).

1.3. MODELOS DE MEMORIA
Produzir um modelo animal com prejuizo de memodria observado na doenca de

Parkinson € um desafio, pois esta doenca é caracterizada por prejuizos motores e, em testes

de aprendizado e memoéria, a memoria é expressa através de respostas motoras. Entretanto,
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como os déficits de aprendizado e memoria ocorrem nos estagios iniciais da doenca de
Parkinson, quando os prejuizos motores sao dificiimente diagnosticados, a utilizacdo de
ratos com lesdo parcial da SNc que afeta apenas o aprendizado e memoéria e ndo as
habilidades motoras, sdo 6timos modelos da doenca de Parkinson (DA CUNHA et al. 2002).

A administracdo de intranigral de drogas que causa uma leséo parcial da SNc, como o
MPTP, ocasiona uma perda especifica de dopamina e seus metabdlitos no estriado de ratos.
Estes animais apresentam déficits no aprendizado e memodria, mas ndo tém prejuizos senso-
motores. Os déficits cognitivos observados nestes animais afetam testes de memdria como o
modelo de aprendizado de habito e de memdria operacional, mas néo prejudica o teste de
memoria espacial (DA CUNHA et al. 2002).

Estes séo diferentes testes de memoria, realizados no Labirinto Aquatico de Morris.
Este labirinto consiste em uma piscina de cor preta de forma circular, com 1,68 m de
diametro e 0,5 m de altura, e possui 4 pontos de partida que delimitam 4 quadrantes. No
centro de cada um deles ha um encaixe, no fundo da piscina, para a fixacdo de plataformas,
as quais sdo de acrilico transparente (com base de 11 x 14 cm) e ficam submersas a 2 cm
abaixo da superficie da dgua. Nas paredes da sala onde se encontra o labirinto ha dicas
visuais, as quais servem de ponto de referéncia para a localizacdo do animal dentro do
labirinto.

Um dos testes de memoria é chamado Working Memory ou Memodria Operacional.
Este teste avalia a memoria de curta duragéo, testando a capacidade do animal em aprender
rapidamente e aplicar logo em seguida o que aprendeu, sem o envolvimento de
aprendizados anteriores. Neste teste, a plataforma fica fixa em um dos 4 quadrantes e o
animal possui 60 s para encontra-la, caso contrario é conduzido até ela, onde permanece
por 20 s. A plataforma permanece no mesmo quadrante e o animal é solto dos outros pontos
da piscina. No dia seguinte, a plataforma muda de quadrante, de modo que as localizacdes
da plataforma e os pontos de partida sdo trocados diariamente, de maneira aleatéria. O teste
tem a duracao de 5 dias.

O outro teste € o teste de Memoria de Habito que utiliza dica visual na plataforma, a
gual consiste em uma bola branca de 7 cm de didmetro que fica em cima da plataforma
submersa e acima do nivel da agua. Neste teste, cada animal € submetido a quatro treinos
diarios no labirinto aquatico sendo que em cada treino a posicdo da plataforma muda de
guadrante. Em cada treino, o animal é liberado de um ponto diferente da piscina e dispde de

60 s para encontrar a plataforma, onde permanece por 20 s. Apds este intervalo de tempo é
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colocado em sua gaiola por 30 s e, ao término deste tempo, retorna ao labirinto. Este teste é
desenvolvido por 4 dias.

O teste de Memoria Espacial de Referéncia é realizado durante 5 dias. Neste teste, o
animal realiza 4 treinos diarios e € liberado de 4 diferentes pontos da piscina, mas a posicao
da plataforma é a mesma durante os 5 dias de teste, ou seja, ndo muda de quadrante. O
animal dispde de 60 s para encontra-la e nela permanece por 20 s. Em seguida é colocado
em sua gaiola por 30 s e ap0s este tempo retorna a piscina para a realizacdo do treino
subsequente.

Acredita-se que a cafeina e outras xantinas relacionadas melhoram o aprendizado e a
memoéria (ANGELUCCI et al., 1999). Por outro lado, uma revisdo dos estudos sobre este
assunto mostra que ha uma controvérsia sobre isso. Enquanto muitos estudos sugerem que
a cafeina possui um efeito de melhora em modelos de aprendizado e memoaria tanto animais
(PARE, 1961; RAHMANN, 1963; FLEXNER e FLEXNER, 1975; ROUSSINOV e YONKOV,
1976; FLOOD et al., 1978; YONKOV e ROUSSINOV, 1983; VALZELLI et al., 1986;
MOLINENGO et al., 1995; CESTARI e CASTELLANO, 1996; HOWELL et al., 1997) como
humanos (CALEV, 1994; RIEDEL e JOLES, 1996; RIEDEL et al., 1995; POLLINA e CALEV,
1997), outros estudos mostram que a cafeina ndo afeta a memoria (LOKE, 1988; LOKE et
al., 1985; FURUSAWA, 1991; HUDZIK e WENGER, 1993; SMITH et al., 1994) ou mesmo a
prejudica (BARTUS, 1979; IZQUIERDO et al.,, 1979; ERIKSON et al., 1985; TERRY e
PFIFER, 1986; KANT, 1993; SANSONE et al., 1994; PAN, 1995; FISHER e GUILLET, 1997).

Uma possivel razdo para tal controvérsia talvez seja porque a cafeina ndo possui um
efeito geral de melhora em todos os tipos de memoria e que seu efeito pode ser o mesmo
em todas as fases do processamento da memoria. Apesar do grande numero de estudos
existentes na literatura sobre o efeito da cafeina na memoéria, nenhum deles apresentou um
estudo sisteméatico dos efeitos da cafeina na memdria considerando o estagio especifico do
armazenamento da memoaria que é afetado e as especificidades de cada teste de memoria
(ANGELUCCI et al., 1999).

ANGELUCCI et al. (1999) estudaram o efeito da cafeina na aquisi¢do, consolidacéo e
evocacdo de dois testes de memoria animal. Usaram a esquiva inibitéria e habituagéo
porque estes testes de memoria representam diferentes tipos de aprendizado, suficientes
para testar o efeito da cafeina em diferentes situacdes de aprendizagem. Além disso, no

teste da esquiva inibitéria, a natureza do estimulo (choque nas patas) é forte o suficiente
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para permitir aos animais aprenderem a evitar o compartimento escuro da esquiva logo apos
um Unico treino, 0 que sugere que este teste seja ideal para estudar o efeito da cafeina nos
diferentes estagios da formacdo da memdria. Por outro lado, o teste da habituacdo usa um
estimulo menos estressante e € adquirido pelos animais apés cinco treinos.

Assim, o estudo feito por ANGELUCCI et al. (1999) sugere que a cafeina realmente
apresenta diferentes efeitos nos diferentes estagios de processamento da memdria e esses
efeitos dependem das caracteristicas do teste de memoaria. A administracao de cafeina pode
aumentar o comportamento exploratério do animal em um campo aberto. Este estudo
também enfatiza algumas particularidades do efeito da cafeina no aprendizado e memdria:
1) a administracdo de grandes doses de cafeina antes das sessdes de treino prejudica a
retencdo da memoria; 2) a cafeina pode melhorar a consolidacdo da memaria, mas apenas
guando administrada em doses moderadas (baixas) e este efeito ndo pode ser generalizado
para todas as situacdes de aprendizado; 3) a administracdo de doses moderadas de cafeina
antes do teste melhora a evocacdo da memdria; 4) o efeito prejudicial na memdria da
administracdo de cafeina antes do teste ndo pode ser revertido por seu efeito de melhora na

consolidagéo ou evocacdo da memdria.

1.4. UM EXEMPLO DE TESTE DE MEMORIA DE HABITO

KNOWLTON (1996) realizou uma pesquisa nha qual submeteu pacientes amnésicos
devido a doenca de Alzheimer, pacientes ndo dementes com doenca de Parkinson e
pacientes normais (controle) a um teste de classificagdo probabilistica no qual eles
aprendiam qual de dois resultados (chuva ou sol) poderia ocorrer em cada treino, dada a
combinagédo particular das dicas que apareciam.

Em seu trabalho, KNOWLTON (1996) ministra dois testes, um teste de aprendizado
de classificacdo probabilistica e um questionario de mdltipla escolha. No primeiro, os
individuos testados aprenderam gradualmente qual dos dois resultados deveria ocorrer em
cada treino, dada uma combinacdo particular de dicas que apareciam. Cada dica era
independente e probabilisticamente relacionada com o resultado, e os dois resultados

ocorriam com frequéncias iguais.

A estrutura probabilistica do teste aparece para contornar a tendéncia normal em

tentar memorizar uma solucao e os individuos podem aprender sem estarem conscientes da



13

informacgédo que estdo adquirindo (KNOWLTON, 1996). Informagdes sobre um anico treino
ndo sdo tdo uteis quanto informacdes resultantes de muitos treinos. Neste sentido, a tarefa
forma um tipo de habito, gradualmente adquirido e que, em animais experimentais, depende
do estriado dorsal (KNOWLTON, 1996).

Neste teste de classificacdo probabilistica, quatro dicas (quadrados, triangulos,
circulos e losangos) eram mostradas junto com icones de sol e de chuva numa tela de
computador. Em cada treino, uma, duas, ou trés dessas dicas eram mostradas lado a lado
(em uma das 14 combinagfes possiveis) e os individuos diziam se o resultado seria ou sol

ou chuva ao pressionarem a tecla correspondente a um dos dois icones.

A resposta era imediatamente dada para mostrar se a resposta estava certa ou
errada: o icone apropriado aparecia acima das dicas, um som agudo (correto) ou grave
(incorreto) era tocado e uma barra vertical na direita da tela aumentava ou diminuia em uma
unidade sinalizando a pontuagdo do sujeito. Cada dica particular era associada com o
resultado “sol” em 75, 57, 43, ou 25% das vezes. Portanto, em 25, 43, 57, ou 75% das vezes
estas mesmas dicas eram associadas com o outro resultado, “chuva”. Para cada um dos
sujeitos do estudo, as quatro dicas apareciam de forma randdémica. Em 50 tentativas, os
pacientes com doenca de Parkinson nao aprenderam a tarefa, demonstrando que o
aprendizado de habito, necessario neste tipo de teste, depende da integridade da via nigro-
estriatal, a qual esta danificada nestes pacientes. Os sujeitos normais (controle) aprenderam

a tarefa sem dificuldade.

A autora concluiu que a via nigro-estrital, danificada em pacientes com a doenca de
Parkinson, € essencial para o aprendizado gradual e incremental de associagfes, 0 que é
caracteristica do aprendizado de habito. Portanto, o estriado, ndo é importante apenas para
o aprendizado e o comportamento motores, mas também para a obtencdo de tendéncias e
disposicdes ndo motoras as quais dependem de novas associacOes. Esta foi a primeira
demonstracdo de que o sistema de aprendizado de habito estriatal identificado em roedores
existe também em humanos. Assim, 0 prejuizo no desempenho de pacientes com doenca de
Parkinson no teste de classificacdo probabilistica é paralelo ao déficit no aprendizado de

habito observado em animais experimentais (KNOWLTON, 1996).

1.5. UM EXEMPLO DE TESTE DE HABITUAGCAO ALIMENTAR
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A memoria declarativa humana envolve uma organizacao sistemética da informacéo
gue sustenta generalizacbes e inferéncias a partir do conhecimento adquirido (DUSEK e
EICHENBAUM, 1997). Esse tipo de memdria depende da regido hipocampal em humanos.
Esta teoria pode ser estendida para outros mamiferos que também possuem um rudimento
do que chamamos de memdria declarativa em humanos, sendo esta caracterizada por uma
forma de memoria flexivel por permitir a deducdo de novos conhecimentos por um processo
de “fazer inferéncias”. Assim como em humanos, acredita-se que nos demais animais esta

memoria depende do hipocampo.
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Segundo estes autores, esforcos modernos na neurociéncia cognitiva tém mostrado
gue as lembrancas conscientes, observadas na capacidade de expressdo da memoria
explicita ou “declarativa”, € dependente da regido do hipocampo em humanos. Progressos
no desenvolvimento de um modelo animal valido de lembrancas conscientes é essencial na
identificacdo de seus mecanismos neurais. Esta tarefa ndo é facil pois as formas
declarativas ou outras formas explicitas de expressdo da memoria ndo sdo diretamente
observadas em outros animais, que ndo tém a linguagem desenvolvida como em humanos.
Para eliminar este obstaculo, COHEN e EICHENBAUM (1993) sugeriram estudos em 2
propriedades chave da memoéria declarativa em animais, especificamente a habilidade para
codificar relacbes entre os itens a serem lembrados e a capacidade para expressar
memorias flexiveis através de inferéncias sobre itens que sdo apenas indiretamente
relacionados.

Evidéncias a cerca da duracédo destas capacidades em animais vém principalmente
de estudos de aprendizado espacial (DUSEK e EICHENBAUM, 1997). Estudos pioneiros de
TOLMAN (1948) mostraram que os ratos formam mapas cognitivos baseados em relacdes
geomeétricas entre dicas ambientais e tais representacfes apoiam a expressao inferencial e
flexivel na navegacdo. EICHENBAUM, STEWART e MORRIS (1990) mostraram que ratos
dependem da funcdo hipocampal para expressdo inferencial de mapas cognitivos para
navegacao para novos caminhos. A observacdo de que o aprendizado espacial e a
inferéncia de navegacdo dependem do hipocampo € consistente com as propriedades
relacional e inferencial da memdria declarativa mas deixa aberta a questdo de se a funcéo
hipocampal é limitada & memoria espacial ou medeia estas capacidades atraveés de
dominios da informacao, assim como faz em humanos (DUSEK e EICHENBAUM, 1997).

Para examinar estas questdes, DUSEK e EICHENBAUM (1997) utilizaram em ratos
um teste de inferéncia transitiva, usado anteriormente por Piaget para avaliar as
capacidades para a organizagdo sistematica do conhecimento e a inferéncia légica em
criancas. Na adaptacédo deste teste, os ratos foram treinados para discriminar um conjunto
de 4 odores que posteriormente eram apresentados de forma concomitante. Estes odores
podiam ser codificados pelos animais tanto de forma Unica, como na forma de relacdes entre
os dois odores. Eles observaram que os ratos normais aprenderam a tarefa e demonstraram
a organizacdo da memoria relacional através de inferéncias transitivas apropriadas sobre
itens ndo apresentados ao mesmo tempo durante o treino. Por exemplo, um rato normal

apos associar a apresentacdo dos odores A e B com o pareamento do refor¢o alimentar com
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o odor B e associar os odores B e C com 0 pareamento do refor¢o alimentar com o odor C,
inferia que ao se deparar com os odores A e C, o alimento estaria associado ao odor C, ou
seja, se B> A e C > B, entdo C > A. Esta flexibilidade inferencial € uma caracteristica das
memodrias declarativas em humanos.

O termo “inferéncia transitiva” significa a habilidade para inferir uma relacdo sobre
itens que ndo tém sido apresentados ao mesmo tempo, baseado no aprendizado prévio de
um conjunto de propriedades coincidentes. Por exemplo, se apresentado com as
propriedades “o bastdo azul € mais longo que o vermelho” e “o bastdo vermelho é mais
longo do que o verde”, pode-se inferir que o bastdo azul é maior que o verde. Este
julgamento inferencial € interpretado como evidéncia da representacdo de relacbes
ordenadas.

Segundo DUSEK e EICHENBAUM (1997), mais recentemente, os testes de inferéncia
transitiva tém sido utilizados para determinar a capacidade dos animais de julgamento de
representacdo relacional e inferencial. Os individuos sédo inicialmente treinados em uma
série de discriminacado de 2 itens chamada propriedades pares (A >B, B >C, C >D, D > E),
onde cada letra simboliza um elemento de estimulo e “>” descreve a relagdo (DUSEK e
EICHENBAUM, 1997).

Cada uma das discriminacfes poderia ser aprendida individualmente ou representada
como numa ordem hierarquica que inclui todos os 5 itens (A > B> C > D > E); para examinar
guais das representacdes € atualmente usada, sdo dados aos animais testes investigativos
derivados de pares de elementos ndo adjacentes, especificamente B x D e A x E. Uma
escolha entre os elementos ndo terminais e ndo adjacentes, como B e D, fornece evidéncia
para a inferéncia transitiva. Contrariamente, a escolha entre os elementos terminais A x E
por ser guiada por reforcos independentes destes elementos, porque as escolhas de A
durante as propriedades de treino sdo sempre recompensadas enquanto as escolhas de E
nunca sédo recompensadas. Consequentemente, a combinagéo dos testes investigativos B x
D e A x E melhor avaliam as capacidades de se fazer novos julgamentos, devido a
expressdo inferencial de organizacdo ordenada ou pela recompensa dos elementos
individuais, respectivamente.

DUSEK e EICHENBAUM (1997) realizaram um experimento no qual compararam o
desempenho de ratos normais no teste de inferéncia transitiva guiado por odor com ratos
gue sofreram transeccdo do fornix ou remoc¢do do cortex perirrinal e entorrinal adjacentes

(PRER), que medeia as conexdes hipocampais com o0 neocortex.
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Neste experimento, DUSEK e EICHENBAUM (1997) forneceram aos ratos potes
cheios de areia, os quais foram colocados na base da gaiola. Em um pote colocado em uma
extremidade da gaiola foram enterrados pellets de sucrilhos. O animal devia encontrar os
pellets em um tempo fixo, caso contrario o pote era retirado. Em seguida, foram
apresentados aos ratos 2 potes com areia, sem odor, sendo que em apenas 1 dos potes
havia comida. Quando os animais aprenderam isto, 0 pré-treino continuou com uma tarefa
simples de discriminacdo de odor na qual o estimulo discriminativo era cheiro normal de
temperos de cozinha misturada na areia. Em cada uma das 2 sessdes de 10 testes, foram
apresentados aos individuos 2 potes de areia. A comida estava enterrada em apenas um
deles. Estes autores usaram este procedimento para estudar se os animais podiam inferir
propriedades atribuidas aos diferentes odores, tais como deduzir que se o alimento estava
associado ao odor B quando discriminava AB e em C quando discriminada BC entéo estaria
associado a C quando lhe fosse apresentados potes com os odores A e C. Eles
demonstraram que esta propriedade inferencial era perdida quando os animais sofriam uma
lesdo no hipocampo. No presente trabalho, pensamos em adaptar este procedimento para
testar se os ratos com lesdo na SNc podiam associar diferentes padrdes graficos a presenca

de alimento em um entre 2 potes com areia.

1.6. © MODELO DO MPTP PARA A DOENCA DE PARKINSON

O MPTP foi o responséavel pelo aparecimento de sinais e sintomas semelhantes aos
da doenca de Parkinson em humanos que fizeram uso de um anélogo sintético de heroina
nos Estados Unidos da América (DAVIS, et al.,, 1979). O efeito toxico seletivo do MPTP
sobre neurbnios dopaminérgicos nigroestriatais levou ao desenvolvimento de modelos
animais para a doenca de Parkinson (HAGAN et al., 1997; BEZARD, et al., 1997).

A administracdo sistémica de pequenas quantidades de MPTP em seres humanos e
em macacos ocasiona a lesdo de neurbnios dopaminérgicos nigroestriatais e uma
consequente sindrome parkinsoniana irreversivel (KALARIA et al., 1987), enquanto que a
administragédo intranigral causa alteracées nigroestriatais em ratos (HARIK et al., 1987,
KALARIA et al., 1987; MIYOSHI, 2001).

O MPTP, quando administrado sistemicamente no rato, ndo é muito toxico devido a

uma alta atividade da MAO B nas células endoteliais dos capilares cerebrais, as quais
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podem constituir uma barreira bioquimica hematoencefalica (HARIK et al., 1987; KALARIA et
al., 1987). Mas quando o MPTP é diretamente administrado na SNc destes animais, provoca
lesBes seletivas dos neurbnios dopaminérgicos, ocasionando uma deplecdo dos niveis de
dopamina e de seus metabdlitos no estriado (MIYOSHI, 2001; DA CUNHA et al., 2003).
Muitos sdo os estudos que visam mostrar o déficit de memoéria associado a doenca de
Parkinson. Estes trabalhos, no entanto, sdo realizados, na sua grande maioria, com
pacientes humanos devido a falta de modelos animais adequados a este estudo. Assim,
buscamos o desenvolvimento de modelos animais que apresentem déficits de memoria
relacionados a doenca de Parkinson a partir da administracdo da neurotoxina MPTP
diretamente na SNc de ratos. Neste presente trabalho os modelos animais de doenca de
Parkinson devido a lesdo da SNc ndo foram utilizados pois 0s animais controle nao
conseguiram realizar os diferentes tipos de teste de discriminacdo probabilistica, o que quer
dizer que ndo haveria diferenca no aprendizado destes testes entre os individuos lesados e
os controle.
2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo de memodria de habito em ratos e testar se existe deficiéncia

de aprendizado desta tarefa de habito em animais com lesédo da SNc.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver um modelo animal de habitos onde ratos aprendem a associar padrdes
visuais com a probabilidade de encontrar uma plataforma de fuga em um labirinto aquatico.

- Desenvolver um modelo animal de habitos onde ratos associem padrfes visuais com
a probabilidade de encontrar alimento enterrado em potes de areia.

- Comparar o aprendizado de ratos com lesdo na SNc com o aprendizado de ratos

controle nestes modelos de habito.

3. METODOLOGIA
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3.1. ANIMAIS

Foram utilizados 10 ratos Wistar machos, pesando entre 280 e 330g no inicio do
experimento. Os animais foram mantidos em gaiolas plexiglass (60 x 25 x 25 cm), em um
ambiente com a temperatura controlada de 22 + 1C, com ciclo claro-escuro de doze horas
(luz das 07h00 as 19h00), com agua e comida a vontade. Todos 0s experimentos ocorreram
entre 7 h da manha 13 h da tarde.

3.2. BUSCANDO UM MODELO DE MEMORIA DE HABITO EM RAT OS -
DISCRIMINACAO PROBABILISTICA DE DICAS VISUAIS EM UM LABIRINTO AQUATICO

PARTIDA

O labirinto consistia em uma piscina de cor preta, de formato circular, de 1,68 m de

diametro e 0,50 m de altura localizada numa sala com temperatura controlada (22 + 1<C). A
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agua foi mantida a uma temperatura de 22 + 1C. For am colocados sobre a superficie da
agua duas dicas visuais que consistiram em bolas de 7 cm de didmetro com padrdes
especificos (veja figura ao lado). Abaixo de uma das bolas havia uma plataforma de acrilico
transparente (11 x 14 cm) submersa a 2 cm da superficie da dgua, invisivel para o rato e que
permitia que o animal escapasse da agua. A bola que ndo estava sobre a plataforma era de
isopor e flutuava sobre a agua como uma bdia, presa a um peso de chumbo no fundo da
piscina por um fio de nylon, ndo podendo ser montada pelo animal para escapar da agua. O
animal era liberado da borda da piscina do lado oposto onde estavam as bolas, exatamente
no veértice do angulo entre a posi¢édo do rato e das duas bolas. Portanto, em relagéo ao rato,
havia sempre a bola da direita e da esquerda, com padrdes visuais opostos. Os padrdes das
bolas da direita e da esquerda, com ou sem plataforma, variavam de forma randémica cada
vez que o animal for colocado na piscina. Havia 4 padrdes distintos de bolas que apareciam
com as seguintes probabilidades de haver uma plataforma sob elas: branco (75%), listras
horizontais (60%), pintas (40%), listras verticais (25%). Portanto, as seguintes probabilidades
estavam associadas aos padrfes que sinalizavam nao haver plataforma sob a bola de
isopor: branco (25%), listras horizontais (40%), pintas (60%), listras verticais (75%). A
sequéncia do aparecimento dos padrdes em cada posicao (direita/esquerda) foi sorteada de
forma aleatdria, mas com duas restricbes: 1) a cada tentativa o animal devia encontrar
sempre dois padrfes de bola distintos; 2) Nunca o mesmo padréo apareceria ha mesma
posicao por duas tentativas seguidas.

O animal foi colocado na borda do vértice entre as duas bolas, virado para o centro
para nadar até encontrar uma das bolas. Se o animal encontrasse a bola com a plataforma,
Ihe era permitido montar a plataforma e permanecer nela por 20 s. Em seguida o animal era
retirado da piscina e retornava para sua gaiola. Caso isso nao acontecesse e 0 rato
encontrasse a bola sem a plataforma, ele era retirado da piscina e colocado num tanque de
vidro contendo agua por mais 20 s para uma natacdo forcada, o que representa uma
punicdo para o animal. Em uma variacdo do teste, os animais foram também testados sem
esta punicdo adicional, ou seja, ap0s nao encontrar a bola com a plataforma era permitido
ao animal continuar nadando até encontrar a bola com plataforma. Apés 30 s, o animal era
recolocado na piscina para uma nova tentativa como a anterior. Cada animal realizou este
teste num total de 20 tentativas subseqientes por dia até que apresentasse um percentual

de acertos superior a 80% por dois dias consecutivos. A cada tentativa era computado um



21

acerto se o animal se dirigisse para a bola com o padrdo com maior probabilidade de estar
associado a plataforma. Neste teste, foram utilizados 2 animais.

Como serd apresentado na sessdo de resultados, os animais ndo conseguiram
aprender a tarefa descrita acima. Por esta razao testamos o aprendizado dos ratos em uma
variagcado simplificada deste teste onde apenas 2 padrbes foram apresentados aos ratos:
branco e listras verticais. Os animais foram testados para discriminar os dois padrdes com
as seguintes probabilidades de encontrar a plataforma associada a eles: 1) branco= 100% e
listras verticais = 0%; 2) branco= 70% e listras verticais = 30%. Para a realizacao deste teste,

foram usados 2 animais.

3.3. BUSCANDO UM MODELO DE MEMORIA DE HABITO EM RAT OS -
DISCRIMINACAO PROBABILISTICA DE DICAS VISUAIS COM R EFORCO ALIMENTAR

O objetivo era desenvolver no animal o habito de discriminar padrdes visuais associados
de forma probabilistica a presenca de alimentos enterrados em potes com areia. Foram
utilizados, neste tipo de teste de discriminagcdo probabilistica, 3 animais. Cada animal foi
mantido isolado em uma gaiola com restricdo alimentar. Durante 3 dias cada animal recebeu
60 g de racdo e no dia seguinte, pesou-se a racdo que nado foi consumida no dia anterior
para obter-se o valor do alimento ingerido por cada animal. A partir do quarto dia os animais
foram mantidos com 85% do seu consumo diario.

Antes da realizacdo do teste com os diferentes padrdes de potes, 0s animais passaram a
receber, além da racdo padrdo do biotério, pellets de Choco Krisps de chocolate da
Kellogg's. Neste piloto, os Choco Krisps foram colocados em um pote de plastico vermelho,
sem padrdes, dentro da gaiola, com o objetivo de que o animal se acostumasse com este
reforgo alimentar e com o pote. O animal deveria gastar 10 min para encontrar a racao no
pote, caso contrario, deveria ser conduzido até o pote. Apés a realizacdo da tarefa, a racao
normalmente ingerida pelo animal foi deixada dentro do pote até a manha seguinte para que
o animal se habituasse a encontrar o alimento no pote. Esta etapa teve a duracdo de uma
semana.

Na semana seguinte, colocou-se areia no pote e um Choco Krisps sobre ela, de modo
gue o animal pudesse facilmente encontrar o alimento. O animal dispunha de 10 min para

encontrar o alimento ou entdo era conduzido até o pote. Apés 3 dias, 0 Choco Krisps foi
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parcialmente enterrado na areia, ficando apenas uma parte desta visivel ao animal. No dia
seguinte, o Choco Krisps estava enterrado superficialmente na areia e nos dias
subsequentes foi totalmente enterrado. O objetivo desta etapa foi fazer com que o animal
aprendesse a cavar a areia para encontrar o Choco Krisps.

Logo que o animal aprendeu a cavar a areia no pote para ser recompensado com 0
alimento, deu-se inicio ao teste da memaria de habito com reforco alimentar.

Na gaiola de cada animal foram colocados, toda manha, durante os testes, 2 potes
contendo areia. Cada um destes potes apresentava, externamente, um padréo diferente que
estavam associados as seguintes probabilidades de conter o refor¢o (Choco Krisps): cruzes

(75%), quadrados (60%), circulos (40%) e triangulos (25%) conforme ilustrado abaixo:

+4+ HBE

Padréao Cruzes Padrédo Quadrados

& AA

Padrao Circulos Padréao Triangulos

Cada animal realizava 1 teste por dia, cada um com 20 tentativas, onde eram
apresentados 2 potes com padrbes diferente escolhidos aleatoriamente. Ao animal era
permitido cavar em apenas um pote para tentar encontrar o alimento. Tao logo o animal
escolhia um pote, o outro era retirado pelo experimentador. Ap0s uma semana cada teste

passou a apresentar 40 tentativas e foram usados 3 diferentes animais.

4. RESULTADOS

4.1. DO TESTE DE DISCRIMINACAO DE PADROES NO LABIRI NTO AQUATICO
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Primeiro foi testado se os animais podiam discriminar entre dois padrdes diferentes: bola
com listras verticais e bola branca. Estes padrdes foram escolhidos para inicio dos testes por
serem bem distintos um do outro. Os animais foram testados por 3 testes por dia, com 3
blocos de 20 tentativas a cada dia. O mesmo tempo que o animal levou para desempenhar
cada bloco de 20 tentativas era dado para o animal descansar entre o final deste bloco e o
inicio do proximo bloco de testes. O padrdo bola branca aparecia em 70% das tentativas na
plataforma (e 30% na bola de isopor) enquanto que o padrdo bola com listras verticais

aparecia em 30% das tentativas na plataforma (e 70% na bola de isopor). O animal acertava

a tarefa quando se direcionava para o padrdo bola branca, o qual aparecia mais vezes na
plataforma e, assim, o animal pode escapar da agua (recompensa). Os resultados séo
mostrados na figura abaixo sugerem que os animais aprenderam a discriminar os padroes

pois o indice de acerto aumentou de 30% para 50%.
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Figura 1: Teste de discriminacdo de 2 diferentes padrdes por ratos em um labirinto
aquatico. Os resultados expressam o percentual de acertos em escolher o padrdo com maior
probabilidade de sinalizar a plataforma de fuga em 5 dias de teste com 3 blocos de 20
tentativas por dia.

Como os animais pareciam ter aprendido a tarefa, iniciamos o teste de discriminacdo
probabilistica ou aprendizado de habito com 4 padrbes de bola diferentes: branca (75% na
plataforma), listras horizontais (60% na plataforma), listras verticais (25% na plataforma) e

pintas (40% na plataforma). O resultado deste teste é apresentado na figura abaixo e mostra
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gue 0s animais ndo conseguiram aprender esta tarefa mais complexa pois ndo houve uma

melhora no percentual de resposta que permaneceu no nivel do acaso.
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Figura 2 : Teste de discriminacdo probabilistica de 4 padrdes por ratos em um labirinto
aquatico. Os resultados expressam o percentual de acertos em escolher o padrdo com maior
probabilidade de sinalizar a plataforma de fuga em 24 dias de teste com 2 blocos de 20
tentativas por dia.

O resultado acima mostrou que o teste, mesmo feito de forma muito trabalhosa,
envolvendo um numero grande de treinos por dia e durante muitos dias néo era viavel para
desenvolver um habito nos animais. Com varios padrdes eles ndo conseguiam fazer uma
classificagdo probabilistica dos mesmos.

Mesmo com a realizagcdo da puni¢do no tanque de vidro contendo agua para uma natacao
forcada, os animais ndo conseguiram aprender a tarefa. Portanto, pensamos em adaptar o

teste para um procedimento mais simples, descrito a seguir.

4.2. RESULTADOS DO TESTE DE DISCRIMINACAO PROBABILI STICA DE DICAS
VISUAIS COM REFORCO ALIMENTAR

Inicialmente os animais foram testados com 20 tentativas para encontrar o reforgo
associado aos 4 diferentes padrées. Os resultados apresentados abaixo mostram que eles

ndo aprenderam a discriminar entre os padrdes.
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Figura 3: Teste de discriminacdo probabilistica de dicas visuais com refor¢o alimentar

com 4 padrdes diferentes. Os resultados expressam o percentual de acertos em escolher o

padrdo com maior probabilidade de encontrar o reforco alimentar (Choco Krisps) em 5 dias

de teste com 1 bloco de 20 tentativas por dia.

O teste foi repetido com outros animais que foram treinados com 40 tentativas por dia

para encontrar o reforco alimentar. Os resultados apresentados abaixo mostraram que

mesmo apos 14 dias com este treinamento excessivo 0s ratos ndo aprenderam a tarefa, pois

o indice de acerto permaneceu no nivel do acaso.
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Figura 4 : Teste de discriminacdo probabilistica de dicas visuais com reforco alimentar

com 4 padrdes diferentes. Os resultados expressam o percentual de acertos em escolher

0 padrdo com maior probabilidade de encontrar o reforgo alimentar (Choco Krisps) em 14

dias de teste com 1 bloco de 40 tentativas por dia.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os experimentos realizados mostraram que néo foi possivel estabelecer um modelo de
habito baseado na discriminacdo e associacdo probabilistica de padrdes visuais a uma
plataforma de fuga em um labirinto aquatico ou a presenca de alimentos enterrados em
potes com areia. E provavel que isto ocorreu porque discriminar padrées visuais ndo € uma
tarefa etologicamente relevante para os ratos. Estes animais vivem normalmente em locais
escuros, tém habitos noturnos e buscam sempre se esconder dos predadores naturais. Eles
ndo tém visdo em cores ela é descrita como pobre, especialmente para animais albinos
como os usados no presente estudo. Neste sentido, talvez no futuro se tentasse adaptar
este teste para um protocolo usando a discriminacdo de diferentes odores se pudesse obter
0 sucesso que ndo conseguimos com padrdes visuais. Esta estratégia foi usada com
sucesso por DUSEK e EICHENBAUM (1997) que mostraram que esta espécie animal pode
usar estas dicas sensoriais até mesmo para fazer inferéncias usando um sistema de
memoéria que, acredita-se foi mais desenvolvidos em primatas, a memoéria declarativa
baseada na formacao hipocampal.

Os resultados do presente trabalho também poderiam ser explicados se os ratos nédo
puderem formar este tipo de memdria de habito baseada em uma classificacdo
probabilistica. Isto, porém, é menos provavel, pois este sistema de memoria €
filogenéticamente mais antigo e ja foi demostrado por outros autores que esta presente em
ratos (DA CUNHA et al., 2003; LYNCH et al., 1984; GRAYBIEL, 1995 e 1998; PACKARD e
McGAUGH, 1992; PACKARD e KNOWLTON, 2002; JOG, et al., 1999). PACKARD E
McGAUGH (1994) mostraram que ratos podem associar padrdes de listras verticais e
horizontais que sinalizavam a presenca de uma plataforma de fuga em um labirinto aquatico.
Estes autores usaram ratos da linhagem Sprague-Dawley que, talvez, apresentem uma
acuidade visual melhor que a linhagem Wistar usada no presente trabalho.

De qualquer forma, embora ndo tenhamos obtido sucesso na tarefa de desenvolver
um modelo de habitos baseado na classificacdo probabilistica em ratos, esta tarefa continua
sendo altamente relevante para o avanco dos estudos do sistema de memoéria que falha na

doenca de Parkinson.
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