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CONSIDERAGAO INICIAL:

O presente trabalho foi elaborado na forma de um Projeto de Pesquisa a ser
desenvolvido como pré-requisito de um Curso de Mestrado. A modalidade na
forma de um projeto, do Trabalho de Conclusdo de Curso, foi escolhida entre as
opcbes apresentadas no Regulamento do Curso de Especializacdo em
Neurociéncias e suas Interfaces da Universidade Federal de Minas Gerais. Exceto
no tamanho do texto, o formato do mesmo segue as orientagdes sugeridas pelo
Colegiado do Programa de Pos-graduacdo Neurociéncias da UFMG, para
submissdo ao processo seletivo para o mestrado.

1. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

A extincdo € um novo aprendizado que inibe uma resposta anteriormente
estabelecida, ndo sendo um simples mecanismo para eliminar um comportamento ou
um fenémeno de esquecimento. A aprendizagem e a memdria estdo intimamente
relacionadas, ndo existindo um sem o outro (Ebbinghaus H, 1985, Berti, 2011).
Seguindo esse pensamento, as memdrias extintas se mantem armazenadas de forma
latente, podendo ser evocadas por estimulo em alguma situacdo ou contexto (Druzian,
2013; Furlong e cols., 2015).

A extincdo envolve os conceitos de aprendizagem e memaria que Sd0 processos
fundamentais do sistema nervoso central (SNC). A aprendizagem consiste na
modificacdo do comportamento de acordo com a natureza das experiéncias vivenciadas
pelos animais (McGauch, 1966). Essas alteragdes comportamentais, observadas durante
0 processo de aprendizagem, se devem a plasticidade neuronal, relacionada a
capacidade que os individuos tém de se adaptar e modificar o comportamento, quando
expostos a novas experiéncias e diferentes ambientes (Ramon e Cajal, 1911). Portanto,
alteracdes no comportamento — a aprendizagem - estdo associadas com modificacdes no
proprio sistema nervoso, denominadas plasticidade neuronal, tendo um papel
fundamental na sobrevivéncia da espécie (Pavlov, 1927). A interacdo entre sistema
nervoso periferico (SNP), SNC e ambiente resulta na organizacdo de comportamentos
simples ou complexos que podem modificar tanto 0 ambiente como o proprio sistema

nervoso (Ferrarie cols., 2001). Segundo Ferrari e colaboradores (2001), uma vez que



pressdes ambientais determinam mudancas no comportamento, essas mesmas pressoes
também determinam alteracdes na forma, no tamanho e nas funcées do sistema nervoso.
Essas interferéncias ambientais tem a capacidade de modificar o cérebro e molda-lo
produzindo respostas plasticas, na forma de novas conexdes neuronais ou reforcamentos
das conexdes neuronais pré-existentes, que podem permanecer durante longos periodos
ou por toda a vida (Ramén e Cajal, 1911; Miranda-Neto e cols., 2002; Fernandes, 2007;
Berti, 2011). Se essas alteracbes estiverem associadas com mudancas de
comportamento, pode-se considerar que constituem formas de aprendizagens.

Existem diversas formas de ocorrer uma aprendizagem, que podem ser
categorizadas em aprendizagem ndo associativa e associativa (condicionamentos).
Dentre as categorias de aprendizagem ndo associativa, podemos destacar a
aprendizagem por habituacdo, que consiste em uma queda da resposta por uma repeticao
de um determinado estimulo (Groves e Thompson, 1969; Thompson e Spencer, 1966), e
também a aprendizagem pela sensibilizacdo, onde estimulos repetitivos, que nao
afetavam o organismo, passam a afetar depois do mesmo ter sido sensibilizado por um
estimulo prévio de alta intensidade (Groves e Thompson, 1969; Sato, 1995). Entre as
formas de aprendizagem associativas destacamos o condicionamento classico e o
condicionamento operante.

O condicionamento classico proposto por Pavlov (1927) esta relacionado ao
comportamentos reflexos. Chama-se reflexo a relacdo de um estimulo que
necessariamente desencadeia uma resposta em um organismo, estando o estimulo e a
resposta interligados por uma determinagdo genética (Pavlov, 1927). Paviov (1927)
estudou uma forma de aprendizagem que faz com que estimulos, denominados neutros,
pois ndo eliciam uma resposta do organismo, passassem a ter o mesmo papel daqueles
estimulos que eliciam as respostas reflexas. Essas respostas, por serem reflexas sdo
denominadas respostas incondicionadas (RI) e os estimulos que as eliciam sdo
denominados estimulos incondicionados (El). No estudo de Pavlov, um estimulo neutro
(EN) foi emparelhado com um El, tornando o EN em um estimulo condicionado (EC),
ou seja, um estimulo que anteriormente era um EN (ndo desencadeava uma resposta)
passava a eliciar uma resposta que antes era eliciada por um EIl. Em outras palavras, um
EN, que ndo elicia resposta, quando ocorre momentos antes de um EI passa
gradativamente a eliciar uma RC. Na figura 01 esté apresentado o modelo desse tipo de

aprendizado: condicionamento classico.
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Figura 01: Modelo de Condicionamento Classico. A) representa um estimulo
incondicionado eliciando uma resposta incondicionada (RI), ou seja, uma resposta reflexa. B)
representa 0 momento de emparelhamento de um estimulo incondicionado (EI) com um
estimulo neutro (EN), que antecede o El. C) representa o emparelhamento do EI com o EN,
tornando EN um estimulo condicionado (EC) tendo a funcdo de eliciar uma resposta
condicionada (RC).

O processo de extincdo, neste tipo de aprendizagem, ocorre com 0 rompimento
da relacdo do EC com o El, através da repeticdo do estimulo condicionado sozinho, sem
pareamento. Com o tempo 0 organismo passa a ndo responder ao EC, ocorrendo a
extin¢do do comportamento (Pavlov, 1927; Chan e cols., 2010).

Enquanto o condicionamento classico esté relacionado com os comportamentos
reflexos, respostas eliciadas, o condicionamento operante analisa 0 comportamento
como uma interacdo das consequéncias produzidas entre a relagdo organismo e
ambiente, constituindo uma aprendizagem de emissdo de resposta, ou seja, ndo sdo
eliciadas de forma reflexas. Deste modo, o animal tem a capacidade de modificar um
determinado ambiente através de suas respostas e ser modificado pelas consequéncias
produzidas pela resposta (Skinner, 2003; Moreira, 2013). Quando essas consequéncias
diminuem a probabilidade de um comportamento ocorrer denomina-se “punigdo” e
quando as consequéncias produzidas aumentam a probabilidade do comportamento de
um organismo ocorrer, denominam-se “reforgos” (Skinner, 2003; Moreira, 2013; Martin
e Pear, 2009; Caballo, 2007).



Denomina-se puni¢do, quando a consequéncia de uma resposta leva a uma
diminuicao da probabilidade dessa resposta ocorrer. O reforco responsavel por esse tipo
de resposta, que diminui a probabilidade da mesma acontecer é chamado de estimulo
punitivo (Catania, 1999; Skinner, 2003). A puni¢do pode ser classificada como punicao
positiva ou puni¢do negativa. A punicdo positiva consiste na apresentacao ou acréscimo
de estimulos no ambiente que tem caracteristicas aversivas diminuindo a frequéncia de
uma resposta. Como por exemplo, se uma resposta de pressdo de barra tiver como
consequéncia um choque, e esse choque fizer o animal diminuir a frequéncia de
pressionar a barra, essa consequéncia pode ser denominado de punicdo positiva. A
punicdo negativa consiste em uma remocdo de um estimulo com caracteristicas
agradaveis — apetitivo - apds a emissdo de uma determinada resposta. Por exemplo, o
rato pressionar uma barra e em seguida a consequéncia é a retirada de sua comida ou
agua. Caso isso diminua a frequéncia do animal pressionar a barra, essa consequéncia é
denominada de punicdo negativa (Catania, 1999; Skinner, 2003).

Os reforgos, ao contrério da punicdo, aumentam a frequéncia de ocorréncia de
um determinado comportamento. Os refor¢os podem ser classificados como positivo ou
negativo, dependendo das suas caracteristicas. Os reforgos positivos consistem na
apresentacdo ou acréscimo de estimulos no ambiente, como por exemplo, alimento,
agua, ou contato sexual. Quando esses estimulos aumentam a probabilidade de que uma
resposta ocorra com maior frequéncia, se diz que um comportamento foi fortalecido.
Por outro lado, os reforcos negativos estdo ligados a retirada de algum estimulo
aversivo, como por exemplo, algum barulho alto, luz forte, calor, frio ou choque
elétrico. No reforco negativo os animais se comportam para fugir ou se esquivar de uma
situacdo aversiva (Catania,1999; Skinner,1982; Skinner,2003). Resumindo, no reforgo
(consequéncia) uma resposta deve ser sucedida por um estimulo que faz com que o
comportamento se repita novamente, e isso acontece tanto no reforgo positivo quanto no
reforco negativo. Entretanto, a diferenca fundamental entre eles sdo que no reforco
positivo a resposta do animal produz um estimulo no ambiente e no reforgo negativo a
resposta retira um estimulo aversivo do ambiente (Catania,1999; Skinner,1982; Skinner,
2003).

Além das consequéncias produzidas pelas respostas do animal, podendo ser um
reforco ou punicdo, outra varidvel que pode alterar 0 modo com que o animal se
comporta é a forma com que o reforco é apresentado. O modo ou esquema dessa

apresentacao exerce controle sobre as respostas emitidas pelo animal. No reforco



continuo, todas as respostas emitidas pelo animal séo reforcadas (Sidman, 1976; Martin
e Pear, 2009). Desta forma, todas as respostas sdo contingenciadas com consequéncias
reforcadoras. Este tipo de reforcamento € o ideal para aquisicdo de uma nova
aprendizagem (Skinner, 2003; Catania, 1999; Skinner, 1982). No esquema de
reforcamento intermitente, nem todas as respostas séo reforcadas (Martin e Pear, 2009).
Os esquemas de reforcamento intermitente podem ser dos tipos de reforcos (i) em
intervalo ou (ii) em razéo (Catania,1999; Sidman, 1976). Quando o reforcamento é feito
em intervalos, a varidvel é o intervalo de tempo estabelecido de quando o reforco estara
disponivel (Catania, 1999). Este tempo também € escolhido arbitrariamente podendo ser
um tempo fixo ou um tempo varidvel (Catania,1999; Skinner, 1982; Skinner, 2003).
Quando o tempo ¢ fixo o animal tem que emitir uma reposta a cada ciclo de tempo pré-
estabelecido. Nesse esquema, ocorrer uma pausa de repostas apos o reforco € um
fendmeno caracteristico (Ferster,1960). Para se manter um “nimero de respostas de
modo constante” € usado o esquema de reforcamento intermitente variavel, que consiste
em variar o intervalo de tempo em que o reforco vai estar disponivel (Skinner, 2003). O
significado do termo, “ndmero de respostas de modo constante” esta esclarecido no
préximo paragrafo.

Quando os reforgos sdo apresentados na modalidade “em razdo” o que vai
estabelecer o momento que o reforco estara disponivel depende diretamente das
respostas do proprio animal. Deste modo, se estabelece quantas respostas 0 animal deve
emitir (critério) para que o reforco esteja disponivel (Catania, 1999; Sidman, 1976;
Tourinho e Luna, 2010; Castro e Haydu, 2009). Essas respostas também podem ser
fixas ou variaveis. Na razdo fixa, 0 niUmero de respostas emitidas para conseguir um
reforco ndo varia ao longo do processo de aprendizagem. Pode-se aumentar a razéo,
gradativamente, e fazer o sujeito responder cada vez mais para conseguir o reforco. Isto
significa que o critério de exigéncia “razao” pode aumentar ao longo do tempo, ou seja,
com esse método € possivel induzir um aumento da frequéncia de resposta. Entretanto,
com esse aumento gradual, pode ocorrer que no inicio do processo a emissao de
respostas possam ser mais lenta, mas a medida que vai se aproximando do total de razdo
estabelecida para obter o reforco, o animal aumentando a velocidade de emissdes de
respostas (Ferster, 1960, Catania, 1999). A alta frequéncia de resposta em uma razao
fixa pode ser fatigante para o animal, levando-o a cada término de um ciclo parar de
responder por um periodo. O refor¢amento por “razao variavel” elimina o problema da

fadiga, gerando-se um “numero de respostas de modo constante”, como mencionado



acima. Como nesse esquema o critério para obter um refor¢co se modifica, o animal
responde sem variar a velocidade de emisséo de resposta (Skinner, 2003; Catania, 1999;
Sidman, 1976).

Como citado anteriormente, algumas variaveis, do sujeito e do contexto, podem
interferir no processo de aprendizagem, ou seja, na aquisicdo de um comportamento.
Como por exemplo, idade, sexo, tipo de tarefa, repeticdo da tarefa, esquema de
aprendizagem. N&o existem na literatura estudos comparativos de processos de
aprendizagem de navegacdo espacial, nos quais se utilizam diferentes esquemas de
reforcamento, como por exemplo, comparando os reforcamentos dos tipos (i) continuo e
(i) intermitente fixo. Uma das hipoteses do presente estudo é que sujeitos submetidos a
um processo de aprendizagem utilizando-se de esquemas de reforcamento diferentes,
irdo apresentar diferencas na extingdo do comportamento aprendido.

Sabe-se que tanto o condicionamento quanto a extin¢do envolvem mudancas
fisiolégicas no cortex cerebral, principalmente, neocértex (Myskiw e cols., 2014).
Quando estes comportamentos sdo gravados pelo organismo, na rede neuronal, 0s
registros sdo denominados de memoria. Entretanto, ndo existe uma regido cerebral
especifica para armazenamento de memoria, estudos mostram que o armazenamento
estd distribuido por amplas regiGes neurais como por exemplo, o cortex pré-frontal
(Oliveira, 2007), amigdala (Myskiw e cols., 2014) e hipocampo, o qual tem uma funcéo
central para a consolidacdo da memdria (Zhang e Wang, 2013). Existem evidencias de
que lesdes hipocampais afetam a aquisicdo de novas memorias (Zhang e Wang, 2013),
uma vez o hipocampo desativado ou danificado, resulta em prejuizos direto no processo
de aprendizagem (Chang e Maren, 2010). O hipocampo se conecta com 0 neocdrtex
tendo um papel importante no armazenamento de informagdes - memoria (O’Keefe e
Nadel, 1978; Oliveira e cols., 2010; Druzian, 2013; Zhang e Wang, 2013). Desta forma,
tanto o hipocampo quanto o neocértex tem um papeis fundamentais na memoria
(Oliveira e cols., 2010)

A memodria é um fenbmeno complexo e por isso existem formas arbitrarias de
classifica-la. De uma forma ampla, pode-se classificar a memoria por sua duracdo de
armazenamento, como as memorias de curto e longo prazo (Squire, 1986) ou por
armazenar habilidades e processamento de dados como a memoria nao-declarativa ou
implicita e a memdria declarativa ou explicita (Squire, 1986; Lombroso, 2004). As
memorias ndo-declarativas sdo, normalmente, memdrias de procedimentos em sua

natureza e, frequentemente, sdo adquiridas de forma inconsciente, ndo demandando
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atividade consciente para realizar uma tarefa (Squire, 1986). Em animais fala-se de
memoria implicita pela sua inacessibilidade a lembranca consciente e pela expressao
somente através de medidas implicitas de desempenho, normalmente como um aumento
na velocidade para realizar uma tarefa (Eichenbaum, 1997).

A memoria declarativa é acessivel de forma consciente, e esta relacionada com a
capacidade de associar coordenadas, deduzir, lembrar episodios, acessar os fatos e
verbalizar sobre acontecimentos e experiéncias (Eichenbaum, 1997; Druzian, 2013).
Para abranger 0s outros animais que ndo podem relatar suas experiéncias verbalmente,
mas que possuem essas capacidades, essa memoria do tipo “declarativa” também pode
ser avaliada e € chamada, para os demais animais, memoria explicita (Eichenbaum,
1997). Um dos tipos de memdria declarativa ou explicita € a memdria espacial,
fendmeno central abordado no presente projeto. Este tipo de memdria possibilita ao
individuo orientar-se espacialmente em qualquer local onde ele esteja através de pistas
espaciais (Eichenbaum, 1997). Em humanos é possivel relatar verbalmente sua trajetoria
utilizando pontos de referéncias, como ruas e edificios, a partir de um mapa cognitivo
espacial aprendido (Eichenbaum, 1997). Apesar dos demais animais ndo verbalizarem,
eles utilizam pistas espaciais alocentricas, sendo capazes de associar coordenadas de
dicas espaciais para se orientarem no ambiente. Uma das formas mais simples de
aprendizado espacial observado, faz com que roedores ndo dispenda tempo explorando
ambientes previamente conhecidos (Sanderson e col. 2012; Druzian, 2013). Essa
orientacdo esta associada com a formacdo de um mapa cognitivo no hipocampo,
conforme demonstrado por O’Keefe e Nadel (1978).

A partir do momento que os animais aprendem e memorizam um determinado
comportamento, este apenas se manterd se as consequéncias ambientais forem
favoraveis e se mantiverem. Quando esses animais sdo colocados em um ambiente no
qual as consequéncias reforcadoras param de ocorrer, a frequéncia da resposta comeca a
diminuir, voltando ao nivel basal (Catania, 1999; Moreira, 2013). Esse processo é
denominado extingdo, que é considerado um reaprendizado. Para dizer que um
comportamento foi extinto ele deve seguir alguns pré-requisitos como: (a) € necessario
que haja um processo prévio de aprendizado bem estabelecido, ou seja, a resposta tem
que ter sido reforcada; (b) deve acontecer a quebra da relagdo da resposta e o reforgo;

(c) a resposta ao estimulo € alterada, diminuindo-se a frequéncia de resposta até a
extingdo do comportamento, devido a ruptura da relagdo previamente estabelecida

(Catania, 1999). Partindo dessa definicéo, fica claro que o processo de extin¢ao
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depende diretamente da forma com que os esquemas de reforcamentos ocorrem
(Skinner, 2003). Quando esses sdo diferentes, 0s processos de extingcdo passam a ter
caracteristicas diferenciadas, podendo ocorrer de forma mais rapida ou ser mais
resistente (Catania,1999; Sidman,1976; Tourinho e Luna, 2010; Souza e Abreu-
Rodrigues, 2012). Dados obtidos por diferentes autores mostram que animais refor¢ados
no esquema continuo apresentam um processo de extingdo rapido, enquanto para
aqueles reforcados de forma intermitente, o processo de extingdo ocorre de forma mais
lenta, podendo dizer que o comportamento aprendido se torna mais resistentes ao
processo de extingdo (Catania, 1999; Sidman, 1976; Tourinho e Luna, 2010; Castro e
Haydu, 2009; Souza e Abreu-Rodrigues, 2012).

A ocorréncia dos processos de aprendizagem e memoria envolve modificacGes
funcionais e morfologicas nas estruturas neurais, levando & alteragbes em suas
atividades (Miranda-Neto e cols., 2002; Valenzuela-Harrington e cols., 2012; Santini e
cols., 2012). Mudancgas fisiologicas também podem afetar esse processo, como o uso de
farmacos ou drogas (Furlong e cols., 2015; Hai-Shu, e cols., 2015). Isso é possivel
devido a plasticidade neuronal. O fendbmeno da plasticidade neuronal possibilita que
circuitos neuronais sejam eliminados, mantidos refor¢ados ou reorganizados (Miranda-
Neto e cols., 2002). No processo de plasticidade pode ocorrer formagfes de novas
sinapses e modificacdo na produgdo de neurotransmissores (Miranda-Neto e cols.,
2002). Dados obtidos de diferentes estudos mostram que 0 uso de farmacos e drogas
pode afetar o processo da consolidagdo de memdria e 0 processo de extin¢do (Furlong e
cols., 2015; Hai-Shu, e cols., 2015). Outros dados da literatura, do nosso grupo e de
outros autores, mostram que parametros colinérgicos, por exemplo liberacdo do
neurotransmissor acetilcolina (ACh), possuem um papel nos processos de aprendizagem
e memoria (Andrade e cols., 2003; Pires e cols., 2005). A enzima acetilcolinesterase
(AChE) tem um papel importante na regulacéo da atividade de sinapses colinérgicas. A
diminuigdo da atividade da AChE resulta no acimulo de ACh , fazendo com que ocorra
uma maior ativacdo na neurotransmissdo, podendo afetar aspectos cognitivos
(Valenzuela-Harrington e cols., 2012). Evidéncias relativamente atuais (Valenzuela-
Harrington e cols., 2012; Santini e cols., 2012) tem mostrado que o sistema colinérgico
tem um papel importante ndo s6 para o aprendizado, mas também no processo de
extincdo. Foi observado que o aumento da disponibilidade do neurotransmissor ACh no
hipocampo facilita o processo de extin¢do (Valenzuela-Harrington e cols., 2012; Santini

e cols., 2012). Em outro estudo executado pelo nosso grupo, Pires e colaboradores
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(2005) mostraram que animais que foram submetidos a mesma tarefa por duas vezes
consecutivas, depois de um intervalo de tempo, apresentam desempenho cognitivo,
mem©ria espacial e extin¢édo, relacionado significativamente com a atividade da AChE e
com a liberacdo de ACh no hipocampo e neocortex. Foi demonstrado também que
diferentes proporgdes na liberagdo de ACh no hipocampo podem estar relacionadas com
diferentes formas de aprendizado, indicando que esse neurotransmissor pode ser
considerado como um marcador Util para detectar diferentes formas de aprendizagem
(Mclntyre e cols., 2003).

Portanto, considerando que existem evidencias de um papel do sistema
colinérgico em processos de aprendizagem, memdria e extin¢do, uma segunda questao
levantada no presente projeto € se alteracfes nesse sistema estariam relacionadas com
diferentes tipos de esquemas (continuo e intermitente) de aprendizagem espacial e,
consequentemente, no processo de extingdo do comportamento aprendido.

Diferentes tipos de testes comportamentais s@o utilizados para se estudar
processos cognitivos espaciais como aprendizado, memoria e extingdo em modelos
experimentais animais. Os testes sdo de navegacdo espacial, como Labirinto de Oito
Bracos (Olton e Samuelson, 1976), Labirinto de Barnes (Barnes, 1979), Labirinto
Aquético de Morris (LAM) (Morris, 1981), entre outros. Dentre esses equipamentos, 0
LAM, desenvolvido por Morris em 1981, é uma ferramenta Util na avaliagdo do
aprendizado espacial através do condicionamento operante e também dos processos de
memoria e extincdo (Morris, 1981; Morris, 1984, Martins, 2012;). Uma das vantagens
desse labirinto e do método desenvolvido por Morris € que 0s animais ndo precisam ser
privados de alimento ou utilizar o choque para motivar a aprendizagem, como é
necessario em outras modalidades. Embora os ratos sejam nadadores naturais, para eles
a agua é um estimulo aversivo. A tarefa de escapar da agua se torma relativamente facil,
devido suas habilidades naturais, mesmo que tenham sofrido lesdes cerebrais
telencefalicas de varios tipos (Morris, 1984). Outra vantagem € que a utilizacdo de uma
plataforma escondida (submersa abaixo do nivel da 4gua), como um reforgo, requer que
0 rato tenha que localiza-la utilizando apenas pistas extralabirinto. Portanto, neste
modelo de labirinto aquatico exige-se que o animal tenha um conhecimento exato da
localizacdo da plataforma submersa — refor¢co - em relacdo as pistas extralabirinto
(Morris, 1984). Existem evidencias que, para encontrar a plataforma os animais formam
um mapa cognitivo no hipocampo, utilizando as coordenadas estabelecidas através das
pistas extralabirinto (Morris, 1984; Lattal e cols., 2003). Huston e colaboradores (2013)
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apontam que o LAM ¢ uma ferramenta voltada para o reforcamento do tipo “negativo”,
uma vez que o animal fica em um ambiente aversivo, dentro da agua, e o reforco € a
plataforma, que possibilita a saida deste ambiente aversivo.

O processo de extincdo no LAM é realizado depois de se treinar o animal a
encontrar a plataforma em um determinado quadrante. A partir do momento que esse
comportamento é estabelecido a plataforma é retirada, e a reexposicdo a tarefa sem a
presenca do reforco, leva gradativamente ao processo de extingdo. O momento que 0
animal permanece no quadrante alvo, indica uma memoria espacial e, a partir do
momento que ele comeca a nadar para outros quadrantes pode-se dizer que esta
ocorrendo o processo de extingdo (Oliveira e cols., 2007). Entretanto, apesar de ficar
claro que ocorre a extincdo quando o animal ndo demonstra mais preferéncia pelo
quadrante alvo (onde se encontrava a plataforma), existem diferentes protocolos de
aprendizado e critérios de quando termina o processo de extingdo, como descritos a
seguir. Estudos prévios mostram gque animais treinados no LAM por 5 dias consecutivos
(4 tentativas/sessdo= dia) e testados no 6° dia, através de um teste comprobatorio (probe
trial = teste de memoria e extingdo), no qual o refor¢o ndo se encontra mais presente,
foram capazes de aprender (durante as 5 sessfes do treino) e de lembrar a tarefa no 1°
minuto do teste comprobatorio (memoria), enquanto que no 2° minuto ocorreu o
processo de extincdo (Pires e cols., 2007; Oliveira e cols., 2010; Silva e cols., 2009).
Em outro estudo em que os animais foram treinados apenas por 2 dias (4 sessdes com 4
tentativas/dia) e testados no 2° dia por 120s, esses animais também mantinham a
mem©ria da tarefa aprendida no 1° minuto, e também extinguiram o comportamento a
partir do 2° minuto do teste comprobatoério (Sparling e cols., 2010). Outro estudo em
que animais foram treinados diariamente (4 tentativas por dia) até aprenderem a achar a
plataforma em um tempo maximo de 10s, observou-se que foram necessarios 4 dias
para gque esses animais atendessem esse requisito. No 5° dia, esses animais foram
testados — teste comprobatdrio - por 60s, o qual foi um tempo suficiente para que a
mem©ria da tarefa aprendida se mantivesse, mas nao foi suficiente para que ocorresse o
processo de extincdo (Bissonette e cols., 2014). Esses resultados de desempenho dos
animais, memoria e extin¢do, quando testados em 60s foram confirmados por Fiedlera e
colaboradores (2014), mesmo ap6s um tempo de treino (processo de aprendizagem)
maior (4 sessOes com 6 tentativas cada/dia).

Estudos onde animais foram treinados por 10 dias consecutivos (4
tentativas/sessdo/dia) e com o tempo maximo de 60s, como critério para encontrar a
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plataforma, tiveram um melhor desempenho a partir da 42. sessdo do treino. O processo
de extincdo — sem o reforco - foi realizado por 10 dias consecutivos com 4 tentativas
por dia, também com o tempo de 60s. O resultado mostrou reducgdo significativa da
escolha pelo quadrante alvo (onde se encontrava o refor¢o) no segundo dia. A partir do
7° dia, 0s animais comecaram a expressar um comportamento de boiar e diminuindo o
comportamento de explorar, natacao (Lattale cols., 2003).

Méndez-Couz e colaboradores (2014) utilizaram protocolos diferentes dos
citados acima, onde os animais foram treinado por 5 dias consecutivos, com 4
tentativas/sessdo/dia. No 6° dia, os ratos foram submetidos a 60s dentro do LAM sem a
plataforma, para avaliar a memoria. No 7° dia, os ratos foram retornados ao labirinto,
mas desta vez com a plataforma para reforcar o aprendizado e evitar uma extincao
precoce. No 8° dia, foi realizado o protocolo de extin¢do que consisistiu em 4 sessdes
de 4 tentativas de 60s de duracdo, sendo uma sessdo por dia. Neste experimento, o
critério utilizado para dizer que ocorreu a extincao foi a permanéncia de 25% do tempo
em cada um dos quadrates, ou seja, 0 animal ndo poderia expresssar preferencia por
nenhum dos quadrantes , 0 que ocorreu na terceira sessdo do teste se mantendo na
quarta (Méndez-Couz e cols., 2014).

Levando em consideracdo os dados apresentados acima para avaliacdo de
aspectos cognitivos espaciais utilizando o LAM, pode-se inferir que: (i) em grande parte
dos estudos os roedores aprendem a encontrar a plataforma escondida (reforgo negativo)
em quatro sessdes consecutivas, uma sessdo/dia, com quatro tentativas/sessdo no
minimo; (ii) nos protocolos de extingdo (teste comprobatorio sem o refor¢o) que
utilizam 60s de duracgdo, ndo ocorre a extin¢do na primeira sessao de 60 s, mas em uma
segunda sessao de 60s ja se observa indicios de extingdo, enquanto que, nos protocolos
no quais o teste comprobatorio tem duragdo de 120s, ocorre uma diminuigcdo de
preferéncia pelo quadrante alvo no segundo minuto do teste; (iii) a utilizacdo de
reforcamento continuo, uma vez que o reforco, plataforma, sempre esta presente durante
o treino, pode explicar o porqué do processo de extin¢do (com a retirada da plataforma)

ocorrer de maneira relativamente rapida.

A partir dessas inferéncias e também nos dados apresentados, levantamos as
seguintes hipoteses:

a) comparado com o modelo de reforcamento continuo, no modelo de

reforgamento intermitente os animais levardo mais tempo para aprender uma
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tarefa de navegacéo espacial, tendo como consequéncia efeitos na extin¢ao
do comportamento.

b) utilizando o mesmo procedimento para extinguir 0 comportamento
aprendido, os animais treinados no esquema de reforcamento intermitente
terdo um desempenho na extincdo diferente dos animais treinados no
esquema de reforcamento continuo.

c) o envolvimento do sistema colinérgico hipocampal e neocortical nos
processos de aprendizagem (aquisicéo e extingdo) sao diferentes, quando 0s
animais sdo submetidos a diferentes esquemas de reforcamento: continuo e

intermitente

Portando, o presente trabalho buscamos investigar se mudancas nos esquemas de
reforcamentos interferem no comportamento de aprendizado espacial e extingdo. Além
disto, verificar se essas alteracbes envolvem parametros colinérgicos centrais, no

hipocampo e neocortex.

2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Embora varias propriedades da extingdo de um comportamento vem sendo
estudadas, pouco se sabe sobre 0s processos de extingdo em relacdo a aprendizagem e a
memoria explicita espacial.

Sabe-se que os processos de aprendizagem podem envolver diferentes esquemas
de reforcamento, como o reforgo continuo e intermitente, e que esses influenciam no
processo de extingdo. Entretanto, até entdo ndo foi investigado as propriedades do
reforco intermitente e sua interferéncia em processos cognitivos espaciais como,
aprendizagem, memdria e a extingdo. Sabe-se que o reforcamento intermitente torna o
comportamento aprendido mais resistente ao processo de extin¢do, indicando uma
possivel diferenca no mecanismo de codificacdo e/ou manutengdo e/ou recuperacao das
informacdes em relacdo ao aprendizado de uma mesma tarefa, realizado em um
esquema continuo. Como se pretende também avaliar o papel do sistema colinérgico
nesse fendmeno, o presente estudo pode representar um primeiro passo no entendimento

das diferencas, em termos de mecanismos neurobiol0gicos, nos processos de
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codificacdo e/ou manutencdo e/ou recuperacdo das informacdes aprendidas através de
esquemas de aprendizagem diferentes.

O hipocampo e 0 neocortex possuem papeis importantes na consolidacao,
armazenamento de informacdes e no processo de extincdo uma vez que existem
evidencias que o aumento da disponibilidade do neurotransmissor, como a acetilcolina,
nessas regides pode facilitar o processo de extincdo. Além disto, existem varias
evidencias mostrando o envolvimento do sistema colinérgico em processos cognitivos,
como aprendizado e memdria espacial. A escolha do sistema colinérgico representa
apenas um ponto de inicio, e os dados obtidos no presente estudo poderdo abrir
perspectivas para estudos futuros abordando o envolvimento de outros sistemas
neuroquimicos.

O presente projeto representa o primeiro estudo sistematico sobre as relacoes
entre parametros colinérgicos, diferentes esquemas de reforcamento (continuo e
intermitente) e o processo de extingdo de um comportamento aprendido durante uma

tarefa de navegacao espacial.

3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a extincdo de um comportamento de navegacdo espacial aprendido em
diferentes esquemas de reforcamentos, em modelo experimental animal e o

envolvimento do sistema colinérgico hipocampal e neocortical nesses processos.

3.2. Especificos

Em ratos Wistar adultos, avaliar:

3.2.1 as curvas de aprendizagem obtidas com o treino em duas modalidades de
esquemas de reforcamento: (i) continuo e (ii) intermitente;

3.2.2 a extincdo do comportamento aprendido em tarefa de navegacdo espacial,
utilizando os modelos de aprendizagem com reforco intermitente e refor¢o continuo;
3.2.3 a atividade da AChE no hipocampo e neocdrtex e a liberagdo de ACh no

neocortex;



17

3.2.4 as correlagdes entre os pardmetros bioquimicos (3.2.3), e entre eles e 0s
parametros comportamentais (3.2.1 e 3.2.2).

4. MATERIAIS E METODOS

Todos os animais serdo manipulados e mantidos de acordo com as normas do

National Institute of Health Guide for Careand Use of Laboratory Animals (National
Research Council, 1985).

4.1 Delineamento Experimental

Seré realizado um experimento (n=30) e uma réplica (n=30), com o seguinte
delineamento: no total serdo utilizados 60 ratos Wistar adultos (3 meses), provenientes
do Centro de Biotério da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Todos 0s
ratos serdo mantidos em gaiolas com no maximo 3 animais, em um ciclo regular
noite/dia de 12 horas cada. Os 60 animais serdo separados aleatoriamente em quatro

grupos, e tratados de acordo com os seguintes critérios:

(i) Treinados no esquema com Refor¢o Continuo = GRC (n=12);
(i) Treinados no esquema com Reforco Intermitente = GRI (n=12);
(iii)Nao treinados, Controle Recorco Continuo = GCC (n=12);
(iv)Nao treinados, Controle Reforgo Intermitente= GCI (N=12);

(v) Néo treinados, Controle ndo Exposto ao Labirinto = GC (n=12)

Cada um dos tratamentos — cinco grupos experimentais - esta detalhado abaixo.

Um dia depois dos testes comportamentais os ratos serdo mortos por decapitagéo e
0s cérebros rapidamente removidos e colocados sobre placas de Petri invertidas sobre o
gelo, para separacdo do hipocampo e do neocortex. O tecido neocortical sera fatiado em
prismas 400 um, misturadas com uma espatula e a mostra 30 mg separadas para 0s ensaios
de liberagcdo de ACh, no mesmo dia do sacrificio. O tecido restante do neocértex e do

hipocampo serdo mantidos no freezer a -80°C e processados, posteriormente, em
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um prazo de no Maximo uma semana, para as analises da atividade da AChE. A

descricao detalhada dos ensaios bioquimicos se encontra abaixo.

Um esquema do delineamento experimental esta representado na Figura 2.
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Figura 02: Representagdo esquematica do delineamento experimental, indicando as etapas
desde o inicio dos experimentos — teste comportamental - até os ensaios bioquimicos . A linha
superior da barra representa a escala do tempo, de acordo com a idade dos animais em dias. A
linha inferior indica as etapas do experimento.

4.2 Testes Comportamentais

Equipamento:

Labirinto Aquatico de Morris (LAM) (Morris, 1981): Este labirinto foi
desenvolvido por Morris (1981), sendo um instrumento capaz de avaliar o aprendizado
e a memoria espacial uma vez que demanda a utilizacdo de pistas extra-labirinto para o
animal se guiar e se localizar espacialmente.

O LAM consiste em uma piscina circular de fibra de vidro, com
aproximadamente 1,80m de diametro e 43 cm de altura, contendo agua a 25°C até o
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nivel de 30 cm. Esta piscina serd dividida em quatro quadrantes imaginarios
denominados NO (noroeste), SO (sudoeste), NE (nordeste) e SE (sudeste). Uma
plataforma circular (15 cm de didmetro) de acrilico serd colocada 2 cm abaixo do nivel
da &gua. Para impedir a localizacdo visual desta plataforma, a agua sera turvada com
80g de leite em pd. A sala que se encontra a piscina contera pistas visuais fora do
labirinto que serviram de referéncia para que o animal localizar a plataforma. Estas
pistas serdo objetos da sala e serdo mantidas na mesma posicdo (local) em todas as
sessOes experimentais,. Para registrar o comportamento dos animais sera utilizado uma
camera com lente angular que se localiza no teto da sala em posicao central em relacao
a posicdo da piscina. As imagens serdo analizadas posteriormente, utilizando um
programa de analizador de imagens, onde o desempenho dos animais serdo
quantificados e expressos em distancia percorrida (cm) para encontrar o reforco
(plataforma), latencia, em segundos, que € o tempo gasto pelo animal para encontrar a
plataforma. Utilizando esses parametros, o programa também fornece a velocidade de
nado (cm/s).

Todos os animais dos grupos GRC e GRI serdo submetidos a tarefa no LAM,
que consiste da etapa de “Treino” ou aquisi¢do € uma etapa de “Teste”, para avaliacdo
da memodria e da extincao.

Treino

() Esquema de Reforgcamento Continuo:

Para os animais do grupo GRC, a aquisicdo do comportamento consistird em
cada animal ser submetido a uma sessao/dia, durante 5 dias consecutivos. Cada sessdo
serd constituida de quatro tentativas, com rodizio dos animais entre as
tentativas. Durante o treino a plataforma estara localizada em uma
posicdo constante no centro de um dos quadrantes (quadrante alvo).
Cada tentativa consiste em colocar o animal dentro da piscina, com o
focinho voltado para a borda da piscina, em um dos 4 quadrantes,

escolhido de forma aleatoriamente, ou seja, em cada tentativa o animal sera
colocado na piscina a partir de uma posic¢éo cardeal diferente, sinalizada na borda
(norte, sul, leste, oeste). O treino serd finalizado quando o animal encontrar

a plataforma ou apos 60 segundos. Se o animal n3o encontrar a

plataforma em 60 segundos, ele sera guiado até a plataforma pelo
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experimentador. Os ratos serdo deixados em cima da plataforma por 15

segundos e em seguida serdo retirados da piscina.

(i)  Esquema de Reforcamento Intermitente:

Os animais do grupo GRI serdo treinados até atingirem o desempenho obtido
pelos animais do grupo GRC na quinta sessdo. Portanto o nimero de sessdes
necessarias para atingir esse critério sera conhecido durante a execucdo do experimento.
Cada sessdo serd constituida por 8 tentativas (T), sendo 4 T com a plataforma no
quadrante alvo e 4 T sem a plataforma, as quais serdo intercaladas. Ou seja, T1, com
plataforma, T2 sem plataforma, T3 com plataforma, T4 sem plataforma e assim

sucessivamente. Os procedimentos serdo 0s mesmos descritos acima para 0s animais do

grupo GRC. Cada tentativa consiste em colocar o animal dentro da
piscina, voltado para a borda, em um dos quatro quadrantes, que sera
escolhido de forma aleatéria. Nas tentativas que a plataforma estiver
presente, essa sera finalizada quando o animal encontrar a plataforma

ou ap6s 60 segundos, quando o animal sera guiado para a plataforma.

Nas tentativas sem a plataforma, o animal sera retirado da piscina no

momento correspondente a 60 segundos.

Controles do Treino

(1) Exposicao ao labirinto sem execucao da tarefa cognitiva:

Os animais do grupo GCC serdo colocados na piscina sem plataforma e deixados
14 por 60 segundos. Essa exposicao sera repetida por 4 vezes/sessdo/dia, durante 5 dias
consecutivos. Portanto, os animais deste grupo ndo serao treinados em nenhuma tarefa
cognitiva. Os animais irdo apenas exercer atividade fisica — natacdo — sem nenhuma
demanda cognitiva. Os animais do grupo GCI utilizara do mesmo critério estabelecido
pelo grupo GCC. Entretanto, o critério de encerramento da atividade no LAM estara
relacionado com o numero de sessdes estabelecidos para o grupo GRI

(i)  Controle

Os animais do grupo GC irdo permanecer durante todo o tempo nas gaiolas,
mantidas no biotério do Laboratério de Neurociéncia Comportamental e Molecular
(LaNec) .
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Teste comprobatdrio (probe trial):

Um dia apos a Ultima sesséo do treino, ou seja, no 6°dia para os animais do GRC
e apos atingir o critério estabelecido (vide o item acima) para os animais do GRI, seré
realizado o teste comprobatorio (probe trial) para avaliar a memoria espacial e o
comportamento de extingdo dos animais. Todos os animais dos grupos GRC e GRI, que
foram submetidos ao treino, serdo testados conforme descrito a seguir. Os animais seréo
colocados na piscina, sem a presenca da plataforma, e deixados la por um periodo de
120 segundos, ou seja, uma tentativa de 120s de duragdo. A distancia média ao alvo
(centimetros) e o tempo (segundos) que o animal permanecer em cada quadrante no
primeiro minuto serdo quantificados e expressos como desempenho relativo & memoria
espacial. O Indice de Extingéo, definido como a razdo entre o tempo em que o animal
permanecer no quadrante alvo no segundo minuto (d2), pelo tempo em que o animal
permanecer no mesmo quadrante no primeiro minuto (d1), sera utilizado para se avaliar
a capacidade de extin¢cdo do comportamento. Desta forma um indice de extin¢do (EI)
seré calculado como, El =d2/d1. Se d2 for maior do que d1, El sera maior do que 1, o
que sugere que houve extincdo comportamental (Oliveira e cols.,, 2010). O
comportamento no teste comprobatério também serd expresso em termos da % de
tempo, considerando o tempo total de 120 s como 100%, que o animal permanecer em
cada quadrante. Desta forma, a preferéncia pelo quadrante podera ser avaliada, tanto
para os primeiros 60 s, como para 0s 60 s finais.

4.3 Estudos Bioquimicos

: . . X 0.
As amostras de hipocampo e neocoOrtex mantidas a 80 'C, conforme

mencionado acima, serdo descongeladas e processadas para 0s ensaios da atividade da
AChE. O experimento da liberacdo de ACh, utilizando amostras de neocodrtex, sera
realizado no mesmo dia que os animais forem mortos.

Liberacéo de Acetilcolina:
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Para a medicdo da libertacdo de ACh, duas aliquotas de 30 mg de tecido do
neocdrtex de cada animal serdo pré-incubadas sob agitagdo durante 5 mina 37 e C em 1
ml de meio de incubacédo contendo (mM): NaCl 136,0, KCI 2,7, CaCl2 1,35, NaHCO3
12,0, NaH2PO4 0,36, MgCl2 0,49, glucose 5,5 e eserina 0,01. Apos a pré-incubacéo, sera
realizada a incubacdo por 30 min, nas condi¢cdes estimulada e basal (ndo estimulada).
Condicéo estimulada: potassio (50 mM). A reacdo sera interrompida pela adi¢do de 100
ML de 50% de TCA para cada tubo. Todos os tubos serdo mantidos a -20
°C até o dia do ensaio (maximo de 2 dias). A ACh libertada a partir das fatias do
neocdrtex serd extraida dos meios de incubagdo utilizando o método de Prado e cols.
(1990). A determinacdo da concentracdo de ACh sera feita por quimiluminescéncia,
utilizando o método descrito por Israel e Lesbats (1981) e Israel e Lesbats (1982) . A

ACh libertada sera expressa em pmols por mg de tecido.

Atividade da Acetilcolinesterase:

Amostras de neocortex e do hipocampo serdo utilizadas para dosagens da
atividade da AChE, utilizando o método de Ellman e colaboradores (1961). De forma
breve, aliquotas de 20mg do tecido — hipocampo ou neocértex — serdo transferidas para
tubos contendo 1 ml de tampao de borato e homogeneizadas. A atividade da AChE sera
determinada por espectrofotometria, medindo-se de forma indireta a cinética de
formacdo do produto a 412 nm. A atividade enzimatica serd expressa em moles de

substrato hidrolisados por minuto por grama de tecido.

4.4 Andlise Estatistica

Os dados serdo analisados quanto a normalidade e homogeneidade da variancia.
Para dados com distribuicdo normal, serdo utilizados testes paramétricos, como
ANOVA (obs. com medidas repetidas para os dados comportamentais referentes ao
treino) sequida do teste post-hoc Newman-Keuls, correlagcdo de Pearson. Para dados que
ndo apresentarem uma distribuicdo normal entre as medidas coletadas serdo aplicados
testes ndo paramétricos, como teste pareado Wilcoxon e nao pareado U Mann Whitney,
ANOVA Kruskal-Wallis seguido por comparagdes multiplas, correlagcdo de Spearman.

O limite de confianca sera de 95% e o nivel de significancia minimo ser4 menor que
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0,05. Um programa para andlise estatistica, como o ambiente R sera
utilizado

(disponivel no endereco http://www.r-project.org/).

4.5 Viabilidades do projeto

O LaNec contém 0s equipamentos necessarios e 0S reagentes para a execucao
do

presente projeto.


http://www.r-project.org/
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