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CONSIDERAÇÃO 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 Conclusão de Curso, foi escolhida entre as 

opções apresentadas no Regulamento do Curso de Especialização em 

Neurociências e suas Interfaces da Universidade Federal de Minas Gerais. Exceto 

no tamanho do texto, o formato do mesmo segue as orientações sugeridas pelo 

Colegiado do Programa de Pos-graduação Neurociências da UFMG, para 

submissão ao processo seletivo para o mestrado. 
 
 
 
 

 

1. ANTECEDENTES CIENTÍFICOS 
 

 

A extinção é um novo aprendizado que inibe uma resposta anteriormente 

estabelecida, não sendo um simples mecanismo para eliminar um comportamento ou 

um fenômeno de esquecimento. A aprendizagem e a memória estão intimamente 

relacionadas, não existindo um sem o outro (Ebbinghaus H, 1985, Berti, 2011). 

Seguindo esse pensamento, as memórias extintas se mantem armazenadas de forma 

latente, podendo ser evocadas por estímulo em alguma situação ou contexto (Druzian, 

2013; Furlong e cols., 2015). 
 

A extinção envolve os conceitos de aprendizagem e memória que são processos 

fundamentais do sistema nervoso central (SNC). A aprendizagem consiste na 

modificação do comportamento de acordo com a natureza das experiências vivenciadas 

pelos animais (McGauch, 1966). Essas alterações comportamentais, observadas durante 

o processo de aprendizagem, se devem à plasticidade neuronal, relacionada à 

capacidade que os indivíduos têm de se adaptar e modificar o comportamento, quando 

expostos a novas experiências e diferentes ambientes (Ramón e Cajal, 1911). Portanto, 

alterações no comportamento – a aprendizagem - estão associadas com modificações no 

próprio sistema nervoso, denominadas plasticidade neuronal, tendo um papel 

fundamental na sobrevivência da espécie (Pavlov, 1927). A interação entre sistema 

nervoso periférico (SNP), SNC e ambiente resulta na organização de comportamentos 

simples ou complexos que podem modificar tanto o ambiente como o próprio sistema 

nervoso (Ferrarie cols., 2001). Segundo Ferrari e colaboradores (2001), uma vez que 
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pressões ambientais determinam mudanças no comportamento, essas mesmas pressões 

também determinam alterações na forma, no tamanho e nas funções do sistema nervoso. 

Essas interferências ambientais tem a capacidade de modificar o cérebro e moldá-lo 

produzindo respostas plásticas, na forma de novas conexões neuronais ou reforçamentos 

das conexões neuronais pré-existentes, que podem permanecer durante longos períodos 

ou por toda a vida (Ramón e Cajal, 1911; Miranda-Neto e cols., 2002; Fernandes, 2007; 

Berti, 2011). Se essas alterações estiverem associadas com mudanças de 

comportamento, pode-se considerar que constituem formas de aprendizagens. 
 

Existem diversas formas de ocorrer uma aprendizagem, que podem ser 

categorizadas em aprendizagem não associativa e associativa (condicionamentos). 

Dentre as categorias de aprendizagem não associativa, podemos destacar a 

aprendizagem por habituação, que consiste em uma queda da resposta por uma repetição 

de um determinado estímulo (Groves e Thompson, 1969; Thompson e Spencer, 1966), e 

também a aprendizagem pela sensibilização, onde estímulos repetitivos, que não 

afetavam o organismo, passam a afetar depois do mesmo ter sido sensibilizado por um 

estímulo prévio de alta intensidade (Groves e Thompson, 1969; Sato, 1995). Entre as 

formas de aprendizagem associativas destacamos o condicionamento clássico e o 

condicionamento operante. 
 

O condicionamento clássico proposto por Pavlov (1927) está relacionado ao 

comportamentos reflexos. Chama-se reflexo a relação de um estímulo que 

necessariamente desencadeia uma resposta em um organismo, estando o estímulo e a 

resposta interligados por uma determinação genética (Pavlov, 1927). Pavlov (1927) 

estudou uma forma de aprendizagem que faz com que estímulos, denominados neutros, 

pois não eliciam uma resposta do organismo, passassem a ter o mesmo papel daqueles 

estímulos que eliciam as respostas reflexas. Essas respostas, por serem reflexas são 

denominadas respostas incondicionadas (RI) e os estímulos que as eliciam são 

denominados estímulos incondicionados (EI). No estudo de Pavlov, um estímulo neutro 

(EN) foi emparelhado com um EI, tornando o EN em um estímulo condicionado (EC), 

ou seja, um estímulo que anteriormente era um EN (não desencadeava uma resposta) 

passava a eliciar uma resposta que antes era eliciada por um EI. Em outras palavras, um 

EN, que não elicia resposta, quando ocorre momentos antes de um EI passa 

gradativamente a eliciar uma RC. Na figura 01 está apresentado o modelo desse tipo de 

aprendizado: condicionamento clássico. 
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A) Reflexo original:   EI 


 RI 

B) Pareado com um estímulo neutro :EI 


 RI 

 

EN 
 

C) Produz um reflexo condicionado=resposta condicionada:  

EI 


 RI 

RC 

EC  
 
 

 

Figura 01: Modelo de Condicionamento Clássico. A) representa um estímulo 

incondicionado eliciando uma resposta incondicionada (RI), ou seja, uma resposta reflexa. B) 
representa o momento de emparelhamento de um estímulo incondicionado (EI) com um 

estímulo neutro (EN), que antecede o EI. C) representa o emparelhamento do EI com o EN, 
tornando EN um estímulo condicionado (EC) tendo a função de eliciar uma resposta 

condicionada (RC). 
 
 

O processo de extinção, neste tipo de aprendizagem, ocorre com o rompimento 

da relação do EC com o EI, através da repetição do estímulo condicionado sozinho, sem 

pareamento. Com o tempo o organismo passa a não responder ao EC, ocorrendo a 

extinção do comportamento (Pavlov, 1927; Chan e cols., 2010). 
 

Enquanto o condicionamento clássico está relacionado com os comportamentos 

reflexos, respostas eliciadas, o condicionamento operante analisa o comportamento 

como uma interação das consequências produzidas entre a relação organismo e 

ambiente, constituindo uma aprendizagem de emissão de resposta, ou seja, não são 

eliciadas de forma reflexas. Deste modo, o animal tem a capacidade de modificar um 

determinado ambiente através de suas respostas e ser modificado pelas consequências 

produzidas pela resposta (Skinner, 2003; Moreira, 2013). Quando essas consequências 

diminuem a probabilidade de um comportamento ocorrer denomina-se “punição” e 

quando as consequências produzidas aumentam a probabilidade do comportamento de 

um organismo ocorrer, denominam-se “reforços” (Skinner, 2003; Moreira, 2013; Martin 

e Pear, 2009; Caballo, 2007). 
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Denomina-se punição, quando a consequência de uma resposta leva a uma 

diminuição da probabilidade dessa resposta ocorrer. O reforço responsável por esse tipo 

de resposta, que diminui a probabilidade da mesma acontecer é chamado de estímulo 

punitivo (Catania, 1999; Skinner, 2003). A punição pode ser classificada como punição 

positiva ou punição negativa. A punição positiva consiste na apresentação ou acréscimo 

de estímulos no ambiente que tem características aversivas diminuindo a frequência de 

uma resposta. Como por exemplo, se uma resposta de pressão de barra tiver como 

consequência um choque, e esse choque fizer o animal diminuir a frequência de 

pressionar a barra, essa consequência pode ser denominado de punição positiva. A 

punição negativa consiste em uma remoção de um estímulo com características 

agradáveis – apetitivo - após a emissão de uma determinada resposta. Por exemplo, o 

rato pressionar uma barra e em seguida a consequência é a retirada de sua comida ou 

água. Caso isso diminua a frequência do animal pressionar a barra, essa consequência é 

denominada de punição negativa (Catania, 1999; Skinner, 2003). 
 

Os reforços, ao contrário da punição, aumentam a frequência de ocorrência de 

um determinado comportamento. Os reforços podem ser classificados como positivo ou 

negativo, dependendo das suas características. Os reforços positivos consistem na 

apresentação ou acréscimo de estímulos no ambiente, como por exemplo, alimento, 

água, ou contato sexual. Quando esses estímulos aumentam a probabilidade de que uma 

resposta ocorra com maior frequência, se diz que um comportamento foi fortalecido. 

Por outro lado, os reforços negativos estão ligados à retirada de algum estímulo 

aversivo, como por exemplo, algum barulho alto, luz forte, calor, frio ou choque 

elétrico. No reforço negativo os animais se comportam para fugir ou se esquivar de uma 

situação aversiva (Catania,1999; Skinner,1982; Skinner,2003). Resumindo, no reforço 

(consequência) uma resposta deve ser sucedida por um estímulo que faz com que o 

comportamento se repita novamente, e isso acontece tanto no reforço positivo quanto no 

reforço negativo. Entretanto, a diferença fundamental entre eles são que no reforço 

positivo a resposta do animal produz um estímulo no ambiente e no reforço negativo a 

resposta retira um estímulo aversivo do ambiente (Catania,1999; Skinner,1982; Skinner, 

2003). 
 

Além das consequências produzidas pelas respostas do animal, podendo ser um 

reforço ou punição, outra variável que pode alterar o modo com que o animal se 

comporta é a forma com que o reforço é apresentado. O modo ou esquema dessa 

apresentação exerce controle sobre as respostas emitidas pelo animal. No reforço 
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contínuo, todas as respostas emitidas pelo animal são reforçadas (Sidman, 1976; Martin 

e Pear, 2009). Desta forma, todas as respostas são contingenciadas com consequências 

reforçadoras. Este tipo de reforçamento é o ideal para aquisição de uma nova 

aprendizagem (Skinner, 2003; Catania, 1999; Skinner, 1982). No esquema de 

reforçamento intermitente, nem todas as respostas são reforçadas (Martin e Pear, 2009). 

Os esquemas de reforçamento intermitente podem ser dos tipos de reforços (i) em 

intervalo ou (ii) em razão (Catania,1999; Sidman, 1976). Quando o reforçamento é feito 

em intervalos, a variável é o intervalo de tempo estabelecido de quando o reforço estará 

disponível (Catania, 1999). Este tempo também é escolhido arbitrariamente podendo ser 

um tempo fixo ou um tempo variável (Catania,1999; Skinner, 1982; Skinner, 2003). 

Quando o tempo é fixo o animal tem que emitir uma reposta a cada ciclo de tempo pré-

estabelecido. Nesse esquema, ocorrer uma pausa de repostas após o reforço é um 

fenômeno característico (Ferster,1960). Para se manter um “número de respostas de 

modo constante” é usado o esquema de reforçamento intermitente variável, que consiste 

em variar o intervalo de tempo em que o reforço vai estar disponível (Skinner, 2003). O 

significado do termo, “número de respostas de modo constante” está esclarecido no 

próximo parágrafo. 
 

Quando os reforços são apresentados na modalidade “em razão” o que vai 

estabelecer o momento que o reforço estará disponível depende diretamente das 

respostas do próprio animal. Deste modo, se estabelece quantas respostas o animal deve 

emitir (critério) para que o reforço esteja disponível (Catania, 1999; Sidman, 1976; 

Tourinho e Luna, 2010; Castro e Haydu, 2009). Essas respostas também podem ser 

fixas ou variáveis. Na razão fixa, o número de respostas emitidas para conseguir um 

reforço não varia ao longo do processo de aprendizagem. Pode-se aumentar a razão, 

gradativamente, e fazer o sujeito responder cada vez mais para conseguir o reforço. Isto 

significa que o critério de exigência “razão” pode aumentar ao longo do tempo, ou seja, 

com esse método é possível induzir um aumento da frequência de resposta. Entretanto, 

com esse aumento gradual, pode ocorrer que no início do processo a emissão de 

respostas possam ser mais lenta, mas a medida que vai se aproximando do total de razão 

estabelecida para obter o reforço, o animal aumentando a velocidade de emissões de 

respostas (Ferster, 1960, Catania, 1999). A alta frequência de resposta em uma razão 

fixa pode ser fatigante para o animal, levando-o a cada término de um ciclo parar de 

responder por um período. O reforçamento por “razão variável” elimina o problema da 

fadiga, gerando-se um “número de respostas de modo constante”, como mencionado 
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acima. Como nesse esquema o critério para obter um reforço se modifica, o animal 

responde sem variar a velocidade de emissão de resposta (Skinner, 2003; Catania, 1999; 

Sidman, 1976). 
 

Como citado anteriormente, algumas variáveis, do sujeito e do contexto, podem 

interferir no processo de aprendizagem, ou seja, na aquisição de um comportamento. 

Como por exemplo, idade, sexo, tipo de tarefa, repetição da tarefa, esquema de 

aprendizagem. Não existem na literatura estudos comparativos de processos de 

aprendizagem de navegação espacial, nos quais se utilizam diferentes esquemas de 

reforçamento, como por exemplo, comparando os reforçamentos dos tipos (i) continuo e 

(ii) intermitente fixo. Uma das hipóteses do presente estudo é que sujeitos submetidos à 

um processo de aprendizagem utilizando-se de esquemas de reforçamento diferentes, 

irão apresentar diferenças na extinção do comportamento aprendido. 
 

Sabe-se que tanto o condicionamento quanto a extinção envolvem mudanças 

fisiológicas no córtex cerebral, principalmente, neocórtex (Myskiw e cols., 2014). 

Quando estes comportamentos são gravados pelo organismo, na rede neuronal, os 

registros são denominados de memória. Entretanto, não existe uma região cerebral 

específica para armazenamento de memória, estudos mostram que o armazenamento 

está distribuído por amplas regiões neurais como por exemplo, o córtex pré-frontal 

(Oliveira, 2007), amígdala (Myskiw e cols., 2014) e hipocampo, o qual tem uma função 

central para a consolidação da memória (Zhang e Wang, 2013). Existem evidencias de 

que lesões hipocampais afetam a aquisição de novas memórias (Zhang e Wang, 2013), 

uma vez o hipocampo desativado ou danificado, resulta em prejuízos direto no processo 

de aprendizagem (Chang e Maren, 2010). O hipocampo se conecta com o neocórtex 

tendo um papel importante no armazenamento de informações - memória (O’Keefe e 
 
Nadel, 1978; Oliveira e cols., 2010; Druzian, 2013; Zhang e Wang, 2013). Desta forma, 

tanto o hipocampo quanto o neocórtex tem um papeis fundamentais na memória 

(Oliveira e cols., 2010) 
 

A memória é um fenômeno complexo e por isso existem formas arbitrarias de 

classificá-la. De uma forma ampla, pode-se classificar a memória por sua duração de 

armazenamento, como as memórias de curto e longo prazo (Squire, 1986) ou por 

armazenar habilidades e processamento de dados como a memória não-declarativa ou 

implícita e a memória declarativa ou explícita (Squire, 1986; Lombroso, 2004). As 

memórias não-declarativas são, normalmente, memórias de procedimentos em sua 

natureza e, frequentemente, são adquiridas de forma inconsciente, não demandando 
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atividade consciente para realizar uma tarefa (Squire, 1986). Em animais fala-se de 

memória implícita pela sua inacessibilidade à lembrança consciente e pela expressão 

somente através de medidas implícitas de desempenho, normalmente como um aumento 

na velocidade para realizar uma tarefa (Eichenbaum, 1997). 
 

A memória declarativa é acessível de forma consciente, e está relacionada com a 

capacidade de associar coordenadas, deduzir, lembrar episódios, acessar os fatos e 

verbalizar sobre acontecimentos e experiências (Eichenbaum, 1997; Druzian, 2013). 

Para abranger os outros animais que não podem relatar suas experiências verbalmente, 

mas que possuem essas capacidades, essa memória do tipo “declarativa” também pode 

ser avaliada e é chamada, para os demais animais, memória explícita (Eichenbaum, 

1997). Um dos tipos de memória declarativa ou explícita é a memória espacial, 

fenômeno central abordado no presente projeto. Este tipo de memória possibilita ao 

indivíduo orientar-se espacialmente em qualquer local onde ele esteja através de pistas 

espaciais (Eichenbaum, 1997). Em humanos é possível relatar verbalmente sua trajetória 

utilizando pontos de referências, como ruas e edifícios, a partir de um mapa cognitivo 

espacial aprendido (Eichenbaum, 1997). Apesar dos demais animais não 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 não dispenda tempo explorando 

ambientes previamente conhecidos (Sanderson e col. 2012; Druzian, 2013). Essa 

orientação está associada com a formação 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 manterá se as consequências ambientais forem 

favoráveis e se mantiverem. Quando esses animais são colocados em um ambiente no 

qual as consequências reforçadoras param de ocorrer, a frequência da resposta começa a 

diminuir, voltando ao nível basal (Catania, 1999; Moreira, 2013). Esse processo é 

denominado extinção, que é considerado um reaprendizado. Para dizer que um 

comportamento foi extinto ele deve seguir alguns pré-requisitos como: (a) é necessário 

que haja um processo prévio de aprendizado bem estabelecido, ou seja, a resposta tem 

que ter sido reforçada; (b) deve acontecer a quebra da relação da resposta e o reforço; 
 
(c) a resposta ao estímulo é alterada, diminuindo-se a frequência de resposta até a 

extinção do comportamento, devido a ruptura da relação previamente estabelecida 

(Catania, 1999). Partindo dessa definição, fica claro que o processo de extinção 
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depende diretamente da forma com que os esquemas de reforçamentos ocorrem 

(Skinner, 2003). Quando esses são diferentes, os processos de extinção passam a ter 

características diferenciadas, podendo ocorrer de forma mais rápida 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 reforçados 

no esquema contínuo apresentam um processo de extinção rápido, enquanto para 

aqueles reforçados de forma intermitente, o processo de extinção ocorre de forma mais 

lenta, podendo dizer que o comportamento aprendido se torna mais resistentes ao 

processo de extinção (Catania, 1999; Sidman, 1976; Tourinho e Luna, 2010; Castro e 

Haydu, 2009; Souza e Abreu-Rodrigues, 2012). 
 

A ocorrência dos processos de aprendizagem e memória envolve modificações 

funcionais e morfológicas nas estruturas neurais, levando à alterações em suas 

atividades (Miranda-Neto e cols., 2002; Valenzuela-Harrington e cols., 2012; Santini e 

cols., 2012). Mudanças fisiológicas também podem afetar esse processo, como o uso de 

fármacos ou drogas (Furlong e cols., 2015; Hai-Shu, e cols., 2015). Isso é possível 

devido à plasticidade neuronal. O fenômeno da plasticidade neuronal possibilita que 

circuitos neuronais sejam eliminados, mantidos reforçados ou reorganizados (Miranda-

Neto e cols., 2002). No processo de plasticidade pode ocorrer formações de novas 

sinapses e modificação na produção de neurotransmissores (Miranda-Neto e cols., 

2002). Dados obtidos de diferentes estudos mostram que o uso de fármacos e drogas 

pode afetar o processo da consolidação de memória e o processo de extinção (Furlong e 

cols., 2015; Hai-Shu, e cols., 2015). Outros dados da literatura, do nosso grupo e de 

outros autores, mostram que parâmetros colinérgicos, por exemplo liberação do 

neurotransmissor acetilcolina (ACh), possuem um papel nos processos de aprendizagem 

e memória (Andrade e cols., 2003; Pires e cols., 2005). A enzima acetilcolinesterase 

(AChE) tem um papel importante na regulação da atividade de sinapses colinérgicas. A 

diminuição da atividade da AChE resulta no acúmulo de ACh , fazendo com que ocorra 

uma maior ativação na neurotransmissão, podendo afetar aspectos cognitivos 

(Valenzuela-Harrington e cols., 2012). Evidências relativamente atuais (Valenzuela-

Harrington e cols., 2012; Santini e cols., 2012) tem mostrado que o sistema colinérgico 

tem um papel importante não só para o aprendizado, mas também no processo de 

extinção. Foi observado que o aumento da disponibilidade do neurotransmissor ACh no 

hipocampo facilita o processo de extinção (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, 

memória espacial e extinção, relacionado significativamente com a atividade da AChE e 

com a liberação de ACh no hipocampo e neocórtex. Foi demonstrado também que 

diferentes proporções na liberação de ACh no hipocampo podem estar relacionadas com 

diferentes formas de aprendizado, indicando que esse neurotransmissor pode ser 

considerado como um marcador útil para detectar diferentes formas de aprendizagem 

(McIntyre e cols., 2003). 
 

Portanto, considerando que existem evidencias de um papel do sistema 

colinérgico em processos de aprendizagem, memória e extinção, uma segunda questão 

levantada no presente projeto é se alterações nesse sistema estariam relacionadas com 

diferentes tipos de esquemas (continuo e intermitente) de aprendizagem espacial e, 

consequentemente, no processo de extinção do comportamento aprendido. 
 

Diferentes tipos de testes comportamentais são utilizados para se estudar 

processos cognitivos espaciais como aprendizado, memória e extinção em modelos 

experimentais animais. Os testes são de navegação espacial, como Labirinto de Oito 

Braços (Olton e Samuelson, 1976), Labirinto de Barnes (Barnes, 1979), Labirinto 

Aquático de Morris (LAM) (Morris, 1981), entre outros. Dentre esses equipamentos, o 

LAM, desenvolvido por Morris em 1981, é uma ferramenta útil na avaliação do 

aprendizado espacial através do condicionamento operante e também dos processos de 

memória e extinção (Morris, 1981; Morris, 1984, Martins, 2012;). Uma das vantagens 

desse labirinto e do método desenvolvido por Morris é que os animais não precisam ser 

privados de alimento ou utilizar o choque para motivar a aprendizagem, como é 

necessário em outras modalidades. Embora os ratos sejam nadadores naturais, para eles 

a água é um estímulo aversivo. A tarefa de escapar da água se torma relativamente fácil, 

devido suas habilidades naturais, mesmo que tenham sofrido lesões cerebrais 

telencefálicas de vários tipos (Morris, 1984). Outra vantagem é que a utilização de uma 

plataforma escondida (submersa abaixo do nível da água), como um reforço, requer que 

o rato tenha que localizá-la utilizando apenas pistas extralabirinto. Portanto, neste 

modelo de labirinto aquático exige-se que o animal tenha um conhecimento exato da 

localização da plataforma submersa – reforço - em relação às 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 é uma ferramenta voltada para o reforçamento do tipo “negativo”, 

uma vez que o animal fica em um ambiente aversivo, dentro da água, e o reforço é a 

plataforma, que possibilita a saída deste ambiente aversivo. 
 

O processo de extinção 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 reexposição à tarefa sem a 

presença do reforço, leva gradativamente ao processo de extinção. O momento que o 

animal permanece no quadrante alvo, indica uma memória espacial e, a partir do 

momento que ele começa a nadar para outros quadrantes pode-se dizer que está 

ocorrendo o processo de extinção (Oliveira e cols., 2007). Entretanto, apesar de ficar 

claro que ocorre a extinção quando o animal não demonstra mais preferência pelo 

quadrante alvo (onde se encontrava a plataforma), existem diferentes protocolos de 

aprendizado e critérios de quando termina o processo de extinção, como descritos a 

seguir. Estudos prévios mostram que animais treinados no LAM por 5 dias consecutivos 

(4 tentativas/sessão= dia) e testados no 6º dia, através de um teste comprobatório (probe 

trial = teste de memória e extinção), no qual o reforço não se encontra mais presente, 

foram capazes de aprender (durante as 5 sessões do treino) e de lembrar a tarefa no 1º 

minuto do teste comprobatório (memória), enquanto que no 2º minuto ocorreu o 

processo de extinção (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 sessões com 4 

tentativas/dia) e testados no 2º dia por 120s, esses animais também mantinham a 

memória da tarefa aprendida no 1° minuto, e também extinguiram o comportamento a 

partir do 2° minuto do teste comprobatório (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 máximo de 10s, observou-se que foram necessários 4 dias 

para que esses animais atendessem esse requisito. No 5º dia, esses animais foram 

testados – teste comprobatório - por 60s, o qual foi um tempo suficiente para que a 

memória da tarefa aprendida se mantivesse, mas não foi suficiente para que ocorresse o 

processo de extinção (Bissonette e cols., 2014). Esses resultados de desempenho dos 

animais, memória e extinção, quando testados em 60s foram confirmados por Fiedlera e 

colaboradores (2014), mesmo após um tempo de treino (processo de aprendizagem) 

maior (4 sessões com 6 tentativas cada/dia). 
 

Estudos onde animais foram treinados por 10 dias consecutivos (4 

tentativas/sessão/dia) e com o tempo máximo de 60s, como critério para encontrar a 
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plataforma, tiveram um melhor desempenho a partir da 4ª. sessão do treino. O processo 

de extinção – sem o reforço - foi realizado por 10 dias consecutivos com 4 tentativas 

por dia, também com o tempo de 60s. O resultado mostrou redução significativa da 

escolha pelo quadrante alvo (onde se encontrava o reforço) no segundo dia. A partir do 

7º dia, os animais começaram a expressar um comportamento de boiar e diminuindo o 

comportamento de explorar, natação (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/sessão/dia. No 6° dia, os ratos foram submetidos a 60s dentro do LAM sem a 

plataforma, para avaliar a memória. No 7° dia, os ratos foram retornados ao labirinto, 

mas desta vez com a plataforma para reforçar o aprendizado e evitar uma extinção 

precoce. No 8° dia, foi realizado o protocolo de extinção que consisistiu em 4 sessões 

de 4 tentativas de 60s de duração, sendo uma sessão por dia. Neste experimento, o 

critério utilizado para dizer que ocorreu a extinção foi a permanência de 25% do tempo 

em cada um dos quadrates, ou seja, o animal não poderia expresssar preferencia por 

nenhum dos quadrantes , o que ocorreu na terceira sessão do teste se mantendo na 

quarta (Méndez-Couz e cols., 2014). 
 

Levando em consideração os dados apresentados acima para avaliação 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 (reforço negativo) 

em quatro sessões consecutivas, uma sessão/dia, com quatro tentativas/sessão no 

mínimo; (ii) nos protocolos de extinção (teste comprobatório sem o reforço) que 

utilizam 60s de duração, não ocorre a extinção na primeira sessão de 60 s , mas em uma 

segunda sessão de 60s já se observa indícios de extinção, enquanto que, nos protocolos 

no quais o teste comprobatório tem duração de 120s, ocorre uma diminuição de 

preferência pelo quadrante alvo no segundo minuto do teste; (iii) a utilização de 

reforçamento contínuo, uma vez que o reforço, plataforma, sempre está presente durante 

o treino, pode explicar o porquê do processo de extinção (com a retirada da plataforma) 

ocorrer de maneira relativamente rápida. 

 
 

A partir dessas inferências e também nos dados apresentados, levantamos as 

seguintes hipóteses: 
 

a) comparado com o modelo de reforçamento contínuo, no modelo de 

reforçamento intermitente os animais levarão mais tempo para aprender uma 
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tarefa de navegação espacial, tendo como consequência efeitos na extinção 

do comportamento. 
 

b) utilizando o mesmo procedimento para extinguir o comportamento 

aprendido, os animais treinados no esquema de reforçamento intermitente 

terão um desempenho na extinção diferente dos animais treinados no 

esquema de reforçamento continuo. 
 

c) o envolvimento do sistema colinérgico hipocampal e neocortical nos 

processos de aprendizagem (aquisição e extinção) são diferentes, quando os 

animais são submetidos a diferentes esquemas de reforçamento: continuo e 

intermitente 

 
 

Portando, o presente trabalho buscamos investigar se mudanças nos esquemas de 

reforçamentos interferem no comportamento de aprendizado espacial e extinção. Além 

disto, verificar se essas alterações envolvem parâmetros colinérgicos centrais, no 

hipocampo e neocórtex. 

 
 

 

2. RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 
 

 

Embora várias propriedades da extinção de um comportamento vem sendo 

estudadas, pouco se sabe sobre os processos de extinção em relação a aprendizagem e a 

memória explícita espacial. 
 

Sabe-se que os processos de aprendizagem podem envolver diferentes esquemas 

de reforçamento, como o reforço contínuo e intermitente, e que esses influenciam no 

processo de extinção. Entretanto, até então não foi investigado as propriedades do 

reforço intermitente e sua interferência em processos cognitivos espaciais como, 

aprendizagem, memória e a extinção. Sabe-se que o reforçamento intermitente torna o 

comportamento aprendido mais resistente ao processo de extinção, indicando uma 

possível diferença no mecanismo de codificação e/ou manutenção e/ou recuperação das 

informações em relação ao aprendizado de uma mesma tarefa, realizado em um 

esquema continuo. Como se pretende também avaliar o papel do sistema colinérgico 

nesse fenômeno, o presente estudo pode representar um primeiro passo no entendimento 

das diferenças, em termos de mecanismos neurobiológicos, nos processos de 
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codificação e/ou manutenção e/ou recuperação das informações aprendidas através de 

esquemas de aprendizagem diferentes. 
 

O hipocampo e o neocórtex possuem papeis importantes na consolidação, 

armazenamento de informações e no processo de extinção uma vez que existem 

evidencias que o aumento da disponibilidade do neurotransmissor, como a acetilcolina, 

nessas regiões pode facilitar o processo de extinção. Além disto, existem várias 

evidencias mostrando o envolvimento do sistema colinérgico em processos cognitivos, 

como aprendizado e memória espacial. A escolha do sistema colinérgico representa 

apenas um ponto de início, e os dados obtidos no presente estudo poderão abrir 

perspectivas para estudos futuros abordando o envolvimento de outros sistemas 

neuroquímicos. 
 

O presente projeto representa o primeiro estudo sistemático sobre as relações 

entre parâmetros colinérgicos, diferentes esquemas de reforçamento (continuo e 

intermitente) e o processo de extinção de um comportamento aprendido durante uma 

tarefa de navegação espacial. 

 
 

 

3. OBJETIVOS 
 
 

3.1. Geral 
 

 

Avaliar a extinção de um comportamento de navegação espacial aprendido em 

diferentes esquemas de reforçamentos, em modelo experimental animal e o 

envolvimento do sistema colinérgico hipocampal e neocortical nesses processos. 

 

 

3.2. Específicos 
 

 

Em ratos Wistar adultos, avaliar: 
 

3.2.1 as curvas de aprendizagem obtidas com o treino em duas modalidades de 

esquemas de reforçamento: (i) continuo e (ii) intermitente; 
 
3.2.2 a extinção do comportamento aprendido em tarefa de navegação espacial, 

utilizando os modelos de aprendizagem com reforço intermitente e reforço contínuo; 
 
3.2.3 a atividade da AChE no hipocampo e neocórtex e a liberação de ACh no 

neocórtex; 
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3.2.4 as correlações entre os parâmetros bioquímicos (3.2.3), e entre eles e os 

parâmetros comportamentais (3.2.1 e 3.2.2). 

 
 
 
 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

Todos os animais serão 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 
 

 

Será realizado um experimento (n=30) e uma réplica (n=30), com o seguinte 

delineamento: no total serão utilizados 60 ratos Wistar adultos (3 meses), provenientes 

do Centro de Biotério da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Todos os 

ratos serão mantidos em gaiolas com no máximo 3 animais, em um ciclo regular 

noite/dia de 12 horas cada. Os 60 animais serão separados aleatoriamente em quatro 

grupos, e tratados de acordo com os seguintes critérios: 

 

(i) Treinados no esquema com Reforço Continuo = GRC (n=12); 
 

(ii) Treinados no esquema com Reforço Intermitente = GRI (n=12); 

(iii)Não treinados, Controle Recorço Continuo = GCC (n=12); 

(iv) Não treinados, Controle Reforço Intermitente= GCI (N=12); 
 

(v) Não treinados, Controle não Exposto ao Labirinto = GC (n=12) 
 

 

Cada um dos tratamentos – cinco grupos experimentais - está detalhado abaixo. 
 

 

Um dia depois dos testes comportamentais os ratos serão mortos por decapitação e 

os cérebros rapidamente removidos e colocados sobre placas de Petri invertidas sobre o 

gelo, para separação do hipocampo e do neocórtex. O tecido neocortical será fatiado em 

prismas 400 µm, misturadas com uma espátula e a mostra 30 mg separadas para os ensaios 

de liberação de ACh, no mesmo dia do sacrifício. O tecido restante do neocórtex e do 

hipocampo serão mantidos no freezer à -80ºC e processados, posteriormente, em 
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um prazo de no máximo uma semana, para as análises da atividade da AChE. A 

descrição detalhada dos ensaios bioquímicos se encontra abaixo. 

 
 

Um esquema do delineamento experimental está representado na Figura 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 02: Representação esquemática do delineamento experimental, indicando as etapas 

desde o início dos experimentos – teste comportamental - até os ensaios bioquímicos . 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 Aquático de Morris (LAM) (Morris, 1981): Este labirinto foi 

desenvolvido por Morris (1981), sendo um instrumento capaz de avaliar o aprendizado 

e a memória espacial uma vez que demanda a utilização 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 diâmetro e 43 cm de altura, contendo água a 25°C até o 
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nível de 30 cm. Esta piscina será dividida em quatro quadrantes imaginários 

denominados NO (noroeste), SO (sudoeste), NE (nordeste) e SE (sudeste). Uma 

plataforma circular (15 cm de diâmetro) de acrílico será colocada 2 cm abaixo do nível 

da água. Para impedir a localização visual desta plataforma, a água será turvada com 

80g de leite em pó. A sala que se encontra a piscina conterá pistas visuais fora do 

labirinto que serviram de referência para que o animal localizar a plataforma. Estas 

pistas serão objetos da sala e serão mantidas na mesma posição (local) em todas as 

sessões experimentais,. Para registrar o comportamento dos animais será utilizado uma 

câmera com lente angular que se localiza no teto da sala em posição central em relação 

à posição da piscina. As imagens serão analizadas posteriormente, utilizando um 

programa de analizador de imagens, onde o desempenho dos animais serão 

quantificados e expressos em distancia percorrida (cm) para encontrar o reforço 

(plataforma), latencia, em segundos, que é 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 serão submetidos à tarefa no LAM, 

que consiste da etapa de “Treino” ou aquisição e uma etapa de “Teste”, para avaliação 

da memória e da extinção. 
 
Treino 
 

(i) Esquema de Reforçamento Continuo: 
 

Para os animais do grupo GRC, a aquisição do comportamento consistirá em 

cada animal ser submetido a uma sessão/dia, durante 5 dias consecutivos. Cada sessão 

será constituída de quatro tentativas, com rodízio dos animais entre as 

tentativas. Durante o treino a plataforma estará localizada em uma 

posição constante no centro de um dos quadrantes (quadrante alvo). 

Cada tentativa consiste em colocar o animal dentro da piscina, com o 

focinho voltado para à borda da piscina, em um dos 4 quadrantes, 

escolhido de forma aleatoriamente, ou seja, em cada tentativa o animal será 
 

colocado na piscina a partir de uma posição cardeal diferente, sinalizada na borda 
 

(norte, sul, leste, oeste). O treino será finalizado quando o animal encontrar 

a plataforma ou após 60 segundos. Se o animal não encontrar a 

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

segundos e em seguida serão retirados da piscina. 
 
 
 

(ii) Esquema de Reforçamento Intermitente: 
 

Os animais do grupo GRI serão treinados até atingirem o desempenho obtido 

pelos animais do grupo GRC na quinta sessão. Portanto o número de sessões 

necessárias para atingir esse critério será conhecido durante a execução do experimento. 

Cada sessão será constituída por 8 tentativas (T), sendo 4 T com a plataforma no 

quadrante alvo e 4 T sem a plataforma, as quais serão intercaladas. Ou seja, T1, com 

plataforma, T2 sem plataforma, T3 com plataforma, T4 sem plataforma e assim 

sucessivamente. Os procedimentos serão os mesmos descritos acima para os animais do 
 

grupo GRC. Cada tentativa consiste em colocar o animal dentro da 

piscina, voltado para a borda, em um dos quatro quadrantes, que será 

escolhido de forma aleatória. Nas tentativas que a plataforma estiver 

presente, essa será finalizada quando o animal encontrar a plataforma 

ou após 60 segundos, quando o animal será guiado para a plataforma. 
 

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

momento correspondente a 60 segundos. 
 
 

 

Controles do Treino 
 

(i) Exposição ao labirinto sem execução da tarefa cognitiva: 
 

Os animais do grupo GCC serão colocados na piscina sem plataforma e deixados 

lá por 60 segundos. Essa exposição será repetida por 4 vezes/sessão/dia, durante 5 dias 

consecutivos. Portanto, os animais deste grupo não serão treinados em nenhuma tarefa 

cognitiva. Os animais irão apenas exercer atividade física – natação – sem nenhuma 

demanda cognitiva. Os animais do grupo GCI utilizará do mesmo critério estabelecido 

pelo grupo GCC. Entretanto, o critério de encerramento da atividade no LAM estará 

relacionado com o número de sessões estabelecidos para o grupo GRI 
 
 
 

(ii) Controle 
 

Os animais do grupo GC irão permanecer durante todo o tempo nas gaiolas, 
 

mantidas no biotério do  Laboratório de Neurociência Comportamental  e Molecular 
 

(LaNec) . 
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Teste comprobatório (probe trial): 
 

 

Um dia após a última sessão do treino, ou seja, no 6°dia para os animais do GRC 

e após atingir o critério estabelecido (vide o item acima) para os animais do GRI, será 

realizado o teste comprobatório (probe trial) para avaliar a memória espacial e o 

comportamento de extinção dos animais. Todos os animais dos grupos GRC e GRI, que 

foram submetidos ao treino, serão testados conforme descrito a seguir. Os animais serão 

colocados na piscina, sem a presença da plataforma, e deixados lá por um período de 

120 segundos, ou seja, uma tentativa de 120s de duração. A distância média ao alvo 

(centímetros) e o tempo (segundos) que o animal permanecer em cada quadrante no 

primeiro minuto serão quantificados e expressos como desempenho relativo à memória 

espacial. O Índice de Extinção, definido como a razão 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), será utilizado para se avaliar 

a capacidade de extinção do comportamento. Desta forma um índice de extinção (EI) 

será calculado como, EI =d2/d1. Se d2 for maior do que d1, EI será maior do que 1, o 

que sugere que houve extinção comportamental (Oliveira e cols., 2010). O 

comportamento no teste comprobatório também será 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 preferência pelo quadrante poderá ser avaliada, tanto 

para os primeiros 60 s, como para os 60 s finais. 

 
 
 

 

4.3 Estudos Bioquímicos 
 
 

As amostras de hipocampo e neocórtex mantidas à 80
O.

C, conforme 

mencionado acima, serão descongeladas e processadas para os ensaios da atividade da 

AChE. O experimento da liberação de ACh, utilizando amostras de neocórtex, será 

realizado no mesmo dia que os animais forem mortos. 

 
 
 

 

Liberação de Acetilcolina: 
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Para a medição da libertação de ACh, duas alíquotas de 30 mg de tecido do 

neocórtex de cada animal serão pré-incubadas sob agitação durante 5 min a 37 ◦ C em 1 

ml de meio de incubação contendo (mM): NaCl 136,0, KCl 2,7, CaCl2 1,35, NaHCO3 

 
12,0, NaH2PO4 0,36, MgCl2 0,49, glucose 5,5 e eserina 0,01. Após a pré-incubação, será 

realizada a incubação por 30 min, nas condições estimulada e basal (não estimulada). 

Condição estimulada: potássio (50 mM). A reação será interrompida pela adição de 100 

µL de 50% de TCA para cada tubo. Todos os tubos serão mantidos a -20 
 
◦C até o dia do ensaio (máximo de 2 dias). A ACh libertada a partir das fatias do 

neocórtex será extraída dos meios de incubação utilizando o método de Prado e cols. 

(1990). A determinação da concentração de ACh será feita por quimiluminescência, 

utilizando o método descrito por Israel e Lesbats (1981) e Israel e Lesbats (1982) . A 

ACh libertada será expressa em pmols por mg de tecido. 

 
 
 

 

Atividade da Acetilcolinesterase: 
 

 

Amostras de neocórtex e do hipocampo serão 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 neocórtex – serão transferidas para 

tubos contendo 1 ml de tampão de borato e homogeneizadas. A atividade da AChE será 

determinada por espectrofotometria, medindo-se de forma indireta a cinética de 

formação do produto a 412 nm. A atividade enzimática será expressa em moles de 

substrato hidrolisados por minuto por grama de tecido. 

 

 

4.4 Análise Estatística 

 

Os dados serão analisados quanto à normalidade e homogeneidade da variância. 

Para dados com distribuição normal, serão utilizados testes paramétricos, como 

ANOVA (obs. com medidas repetidas para os dados comportamentais referentes ao 

treino) seguida do teste post-hoc Newman-Keuls, correlação de Pearson. Para dados que 

não apresentarem uma distribuição normal entre as medidas coletadas serão aplicados 

testes não paramétricos, como teste pareado Wilcoxon e não pareado U Mann Whitney, 

ANOVA Kruskal-Wallis seguido por comparações múltiplas, correlação de Spearman. 

O limite de confiança será de 95% e o nível de significância mínimo será menor que 
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0,05. Um programa para análise estatística, como o ambiente R será

 utilizado 
 

(disponível no endereço http://www.r-project.org/). 

 

 

4.5 Viabilidades do projeto 
 
 

O LaNec contém os equipamentos necessários e os reagentes para a execução 

do 
 

presente projeto. 
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5. CRONOGRAMA 

 
 

             MESES           
ATIVIDADES                          

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14  15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
                          

Revisão Bibliográfica X X X X X X X X X X X X X X  X X X X X      
                          

Treinamento na  X X                       
                         

                          

aplicação dos testes                         

comportamentais                         
                         

Treinamento na                         

execução dos ensaios    X X                    

bioquímicos                         
                         

        (i) Experimento (n=24)           
                        

Testes comportamentais      X                   
                         

Análises bioquímicas      X X                  
                         

Análises estatísticas        
X X X 

              

parciais dos dados 
                     

                        

                         

         (ii) Réplica (n=24)           
                      

Testes comportamentais           X              
                         

Análise bioquímicas           X X             
                         

Análises estatísticas final            X X X X          

dos dados                         
                         

Preparação do texto da              X X X X X       

dissertação                         
                         

Defesa da dissertação                   X      
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