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E a cada tarde de minha vida eu voltaria a ver a filha do fazendeiro fervendo sua
Chaleira e fazendo bolo.”
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RESUMO:

Trés grupos de ratos Wistar (idosos, adultos e jovens) foram usados para verificar os efeitos da
idade sobre: (i) o desempenho em tarefa cognitiva espacial no Labirinto de Barnes (LB) e; (ii)
parametros serotonérgicos hipocampais. Treino: para aprender a tarefa os animais precisam
criar um mapa cognitivo do ambiente utilizando coordenadas espaciais, baseadas em dicas
extra-labirinto. Os estimulos aversivos sdo a altura da plataforma do LB (campo aberto) e a
luminosidade do ambiente. O refor¢o ¢ uma caixa-escape (CE), que representa a Unica saida
possivel entre doze possibilidades no LB. A CE estd sempre na mesma posi¢cdo
(QA=quadrante alvo) em relacdo as dicas espaciais. O desempenho do animal foi expresso em
laténcia (s) e distancia percorrida (cm) para encontrar a CE. Animais idosos apresentaram pior
desempenho que os jovens (p=0.007) e adultos (p=0.002) no treino. No entanto, com o treino
sucessivo, os idosos foram capazes de aprender. O efeito significativo da idade persiste mesmo
considerando a velocidade como ajuste dos dados (o efeito € sobre aspectos cognitivos, ndo
sobre aspectos motores). Teste Comprobatorio: apds 24 h do treino os ratos foram recolocados
no LB, por 2 min, sem a CE e com o orificio correspondente ocluido. A idade ndo exerceu
efeito sobre a memoria do local onde se encontrava a CE, expressa como preferéncia pelo
quadrante alvo no 1° min. No entanto, os idosos apresentam uma mediana do tempo de
permanéncia no QA abaixo de 50% (deslocamento no LB igualmente distribuida entre o0 QA e
demais), enquanto os adultos e jovens apresentam mediana acima de 60%, ou seja, uma
recuperacdo parcial da informacgdo aprendida. A flexibilidade comportamental foi avaliada
através do Indice de Extingdo (IE=tempo no QA 1min/tempo no QA 2min). Nio houve efeito
da idade sobre o IE. Entretanto, os jovens permaneceram menos tempo (p=0,025) no QA no
2°min, quando comparado com o 1°mim, indicando extin¢do do comportamento aprendido,
fato ndo observado para os idosos e adultos. No dia seguinte ao teste os ratos foram mortos e
os hipocampos separados para determinagdo, por cromatografia (HPLC), das concentragdes de
serotonina (5-HT) e de seu metabolito, o acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA). Houve efeito
da idade sobre a [5-HIAA] no meio extracelular nas condigdes estimulada (despolarizante) ou
ndo e também na [5-HIAA] total (contetido no tecido). Nao houve relagdo entre os parametros
neuroquimicos e comportamentais, exceto uma correlagdo significativa positiva entre distancia
percorrida (cm) na 3% sessdo e a [5-HIAA] total no hipocampo dos idosos. A idade afetou a
cinética do processo de aprendizagem espacial e variagdes nos niveis de 5-HIAA parecem
fazer parte do mecanismo neurobioldgico responsavel por essa alteragao.

PALAVRAS-CHAVES: envelhecimento; serotonina; acido 5-hidroxi-indolacético; memoria
espacial; hipocampo; labirinto de Barnes, extin¢do, ratos Wistar
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ABSTRACT:

Three groups of Wistar male rats were used to study the effects of age on: (i) performance in a
spatial cognitive task: Barnes Maze (BM) and (ii) serotonergic parameters in the hippocampus.
Training: for learning the task, the rats have to use extra-spatial cues— cognitive map. The
aversive stimuli were the height and luminosity on the platform of BM. The reinforcement
was an escape-chamber (EC), which was the only escape among twelve possibilities (eleven of
them were false escapes) in the BM. The EC was placed in the same position (target
quadrant=TQ) in relation to the spatial cues placed on the room walls. Animal performances
were expressed as latency (s) and path length (cm) to find the EC. There was a significant
effect of age on animal performance during training. However, in the last session, after
consecutive trials, aged rat’s performance was similar to the adult and young rats. Statistical
analyzes of path length data adjusted for rat’s ambulation speed showed that the observed aged
effect was on cognitive aspect and not on rat’s motility. Probe trial: twenty-four hours after
training, all rats were given a 120-s probe trial, in which the EC was removed and its entrance
closed. There was no group effect on memory, expressed as the preference for the TQ
(TQP=target quadrant preference) measured during the 1¥ min (considered as 100%) of the
probe. However, aged rats showed a median of TQP below 50%, while adult and young rats
spend more than 60% of the 1* min in the TQ. It indicates they were able to remember, at least
partly, the place where the EC was during the training. For assessing behavioural flexibility
(BF), an Index of Extinction (IE) was worked out by dividing the TQP in the 1* min by TQP
in the 2™ min of the trial. There was no age effect on IE, though the young, but not aged and
adult rats, spent shorter time (p=0,025) in TQ during the 2" min, indicating BF. On the first
day after probe trial, all rats were killed and their hippocampus separated for biochemical
assays (5-HT and 5-HIAA) using the High Performance Liquid Chromatography method.
There was significant effect of group on the extracellular 5-HIAA levels in both normal and
depolarized (high potassium) conditions. There were no significant correlations between
behavioural and neurochemical parameters, except between path length (cm) measured during
the 3th session of training and total [5S-HIAA] for aged rats. The present data show that age
affects both the kinetic of spatial learning process and the hippocampal 5-HIAA levels. In
addition, they indicate that 5-HIAA seems to play a role in the neurobiological mechanism of
the observed cognitive change.

KEYWORDS: aging; 5-HT; 5-HIAA; spatial memory; hippocampus; Barnes maze, extinction,
Wistar rats
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

A - adulto

P - letra grega utilizada para se referenciar aos coeficientes de uma regressao.
CE - Caixa escape

Cm/s — centimetro por segundo

DPer — distancia percorrida

DPerv, - distancia percorrida ajustada pelo fator velocidade

D.P. — Desvio Padrdo. E uma das principais medidas de dispersio dos dados. Pode ser
definida como a raiz quadrada da varidncia. Sua medida representa o quanto os dados se
afastam da média.

E.P. - Erro Padrio: O erro padrdo ¢ uma medida da precisdo da média amostral. O erro
padrdo ¢ obtido dividindo o desvio padrao pela raiz quadrada do tamanho da amostra.

Exp() — Fungdo Exponencial (¢").
G.L. - Graus de Liberdade.
Grupo A - grupo adulto

Grupo I - grupo idoso

Grupo J - grupo jovem

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (cromatografia liquida de alta
eficiéncia)

I —idoso

IE - indice de extingdo

J —jovem

LAM - labirinto aquatico de Motris

Lat — laténcia

Latyg - laténcia ajustada pelo fator velocidade
LB — Labirinto de Barnes

MDF (médium density fiberboard) — placa de fibra de madeira, muito utilizada em
marcenaria
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P-valor: E uma estatistica utilizada para sintetizar o resultado de um teste de hipoteses.
Formalmente, o p-valor ¢ definido como a probabilidade de se obter uma estatistica de teste
igual ou mais extrema que aquela observada em uma amostra, assumindo como verdadeira a
hipotese nula. Como geralmente define-se o nivel de significancia em 5%, uma p-valor menor
que 0,05, gera evidéncias para rejeicao da hipdtese nula do teste.

PQA - Preferéncia pelo Quadrante-Alvo

PQA 1, min— Preferéncia pelo Quadrante-Alvo no 1° min do teste comprobatorio
PQA 3, min— Preferéncia pelo Quadrante-Alvo no 2° min do teste comprobatorio
QA — Quadrante-Alvo

1* Q — 1* Quartil: O primeiro quartil ¢ uma medida de posicdo que representa que pelo
menos 25% das respostas sdo menores que ele.

2% Q — 2* Quartil: O segundo quartil, também conhecido como mediana ¢ uma medida de
posicao que representa que pelo menos 50% das respostas sao menores que ele.

3% Q — 3* Quartil: O terceiro quartil ¢ uma medida de posi¢ao que representa que pelo menos
75% das respostas sao menores que ele.

s. - Segundo
S.E.(B) — Erro padrao do Beta.
SEM - erro padrao da média

Vel — velocidade
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1. JUSTIFICATIVA

As alteragdes celulares e neuroquimicas ocorridas durante o envelhecimento cerebral tém sido
alvo de estudo intensivo nas ultimas duas décadas. Algumas destas alteragdes, como as placas senis
e os emaranhados neurofibrilares, apresentam associagdo com doengas neurodegenerativas, em
especial com a doenca de Alzheimer. As drogas atualmente disponiveis para o tratamento da doenga
de Alzheimer foram desenvolvidas com base no conhecimento de aspectos desses processos
moleculares. Elas atuam sobre os sistemas colinérgico (rivastigmina, galantamina, e donepezil) e
glutamatérgico (memantina). Até o0 momento ndo had medicamento para esta doenga cujo alvo seja o
sistema serotonérgico. Dos estudos em fase clinica com drogas que atuam sobre receptores de 5-HT
para o tratamento da doenca de Alzheimer alguns foram interrompidos por auséncia de eficacia
clinica (King et al, 2009). Apesar disto, as pesquisas em 4rea basica continuam a sugerir um papel
relevante do sistema serotonérgico na fisiopatologia da doencga de Alzheimer. Em 2011 Cirrito et al
sugeriram um efeito neuroprotetor de antidepressivos inibidores da recapta¢do de 5-HT, contra a
deposi¢do anormal de beta-amildide e a formacdo de placas senis. O papel da 5-HT na
fisiopatologia de disturbios emocionais, como depressdo, panico e ansiedade ¢ bastante conhecido
(Cools R et al, 2008), assim como a significativa incidéncia de transtornos emocionais na
senescéncia (van’tVeer-Tazelaar PJ et al, 2011), e o impacto de aspectos emocionais sobre o
desempenho em tarefas cognitivas (Kuguk, et al, 2008). O sistema serotonérgico parece
desempenhar um papel importante nos mecanismos de interface entre cognicdo e emog¢ao (King et
al, 2008). Muito ainda precisa ser elucidado quanto ao envolvimento do sistema serotonérgico nas
disfuncdes cognitivas que evoluem gradativamente durante o envelhecimento e que representam um
fator de risco para a doenca de Alzheimer. As relagdes entre as atividades de circuitos
serotonérgicos especificos e o desempenho de animais idosos em testes cognitivos ndo sio
conhecidas. Esse estudo pode contribuir para a compreensdo do estado funcional serotonérgico

durante a realizagdo de uma tarefa cognitiva e o efeito da idade nesses processos.



2. INTRODUCAO

2.1. Envelhecimento e disfungoes cognitivas: humanos e ratos

O envelhecimento ¢ um processo inexoravel pelo qual todos os seres vivos passardo desde
que vivam o suficiente. Dentro do continuum que a vida ¢, ndo existe por enquanto marcador
bioldgico que identifique quando este processo tem inicio. Sabe-se que ele é caracterizado pela
reducdo das reservas orgénicas do individuo, com conseqiiente alteragdo da homeostase, a qual o
torna mais fragil e predisposto as doengas (Papaléo Netto, 2011). Na Medicina, especificamente na
Geriatria, as alteragdes fisiologicas cerebrais decorrentes do envelhecimento promovem um novo
estado funcional que costuma ser percebido quando o individuo € exposto a situagdes de maior
demanda. Esquecimento leve e discreta desorientacdo temporo-espacial sdo possiveis manifestagoes
clinicas deste novo estado, o qual reflete o declinio da reserva cognitiva, que ndo ¢ em si um estado
patolégico. A condicdo disfuncional da cogni¢do tem merecido grande interesse da comunidade
cientifica, pois coloca em risco a autonomia do individuo idoso, representante cada vez maior das
populagdes de paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Chaimowicz, 1998; Papaléo Netto,
2011).

A utilizagdo de roedores para o estudo do substrato bioldgico do processo de envelhecimento
fisioldgico cerebral, com o intuito de contribuir para se compreender o que ocorre em humanos, se
sustenta na hipétese de que alguns aspectos deste processo sdo comuns aos mamiferos. Os
neurocientistas partem do principio que todo aspecto do comportamento, incluindo a cognicdo,
possui uma base bioldgica e o uso de modelos experimentais seria mais uma forma, entre varias,
para se estudar o fendmeno do envelhecimento e tentar colaborar para com o entendimento das
relacdes entre aspectos especificos do comportamento e 0os componentes moleculares envolvidos.
Certamente, por se tratar de um fendmeno complexo e multifatorial, as estratégias para estuda-lo
também necessitam de um carater interdisciplinar, com desenhos em diferentes niveis e utilizacao
dos mais diversos instrumentos. Entretanto, o estudo de doengas humanas por meio dos chamados
modelos animais, em roedores ou outros animais ndo-primatas, ¢ passivel de maiores criticas visto
que a probabilidade de os mesmos processos patoldégicos em doencas humanas ocorrerem e se
manifestarem de formas idénticas através das espécies ¢ considerada muito baixa (Gallagher et al.,
1997). No entanto, isto ndo descarta a possibilidade da obtencdo de valiosas contribuigdes geradas

de experimentos utilizando modelos animais, que mesmo nao sendo totalmente representativos de



uma doenga podem reproduzir aspectos relacionados com as mesmas e representar uma vantagem,
no sentido de abrir novas perspectivas de estudos muitas vezes inviaveis de serem realizados em
seres humanos.

Ratos Wistar sdo animais com expectativa de vida relativamente curta, entre 2 a 3,5 anos
(Pass e Freeth, 1993), de facil manuseio e cujo comportamento em tarefas espaciais permite a
analise de aspectos cognitivos que podem ser reproduzidos. Eles envelhecem bem em biotérios
experimentais, sob condi¢gdes controladas, que reduzem em alguma extensdo a variabilidade dos
dados mensurados (sejam pardmetros comportamentais ou bioquimicos), caracteristica tipica dos
individuos idosos, que sdao um desafio adicional para o entendimento do processo de
envelhecimento.

O estudo do envelhecimento per si em ratos representa um modelo valioso para se entender a
cinética do processo de neurodegeneracdo e a progressao gradativa de comprometimentos
cognitivos e/ou emocionais, os quais, em uma sequéncia continua de eventos, podem acometer os

individuos em fases mais tardias da vida.

2.2. Aprendizagem e memdria

Dentre as diversas capacidades cognitivas afetadas pelo envelhecimento, aprendizado e
memoria tém sido foco de grande interesse nas pesquisas clinicas e da area basica. Definir memoria
e aprendizado ¢ tarefa dificil, visto que sdo muitas as perspectivas possiveis para o estabelecimento
de marcos conceituais. Ebbinghaus, primeiro pesquisador a estudar meméria de forma
experimental, contribuiu para o desenvolvimento do entendimento da memoria enquanto processo
que envolvia associagdes supostamente formadas entre estimulos e respostas. Seus estudos
envolveram a memorizacdo de listas de silabas sem sentido algum, por meio da repeti¢do, e
permitiram a formulacdo da hipotese do tempo total, a qual postula que “a quantidade de
informagdo aprendida ¢ uma simples fun¢do da quantidade de tempo gasto na tarefa de
aprendizagem” (Ebbinghaus, 1913). Bartlett, ao contrario de Ebbinghaus, valorizava o aprendizado
baseado em tarefas que envolviam o uso de material com significado, como textos literarios
complexos (Bartlett, 1932). Bartlett estudou os erros de memoria cometidos por pessoas treinadas
através do uso destes textos, abordagem que considerava a existéncia de representagdes internas de
suas concepgdes culturais, portanto, de dificil controle das variaveis envolvidas nestas

representacdes ambiguas do mundo. A partir do uso do computador nas pesquisas relacionadas a



memoria realizadas pela Psicologia Experimental (em meados da 2* Guerra Mundial), o conceito de
aprendizado e memoria passou a envolver aspectos instrinsecos a esta ferramenta de trabalho, como
as capacidades de codificar, armazenar e evocar a informacdo. Considerando a metdfora do
computador, Atkinson e Shiffrin (1968) prepuseram a existéncia de trés tipos de armazenadores de
memoria: 1) armazenadores sensoriais, especificos de cada modalidade (por exemplo, visdo,
audicdo), que retém a informagdo por um periodo muito curto de tempo; 2) um armazenador de
curto prazo com capacidade limitada; 3) um armazenador de longo prazo, com capacidade
ilimitada, que pode reter informag¢ao durante periodos bem longos.

Aprendizado e memoria estdo intrinsecamente ligados, compondo um processo maior, o qual
envolve uma rede complexa de fungdes inter-relacionadas distintas que trabalham em conjunto no
manejo de uma grande diversidade de informagdes relevantes para o sujeito, relativas aos meios
interno (organismo) e externo (ambiente), as quais sdo filtradas, adquiridas, classificadas,
codificadas, armazenadas, recuperadas, reconsolidadas e extintas, consubstanciando as alteragdes
comportamentais que enfim caracterizam o processo. Por isto, talvez o termo sistema de memoria
reflita melhor o objeto de estudo em questdo. No escopo desta caracterizagdo percebe-se que a
memoria, enquanto processo, apresenta estagios mais ou menos bem definidos ao longo do tempo,
dentro dos quais estdo incluidas aquisi¢do, consolidacdo, manutencdo e recuperagdo. Qualquer
analise adequada da memoria deve considerar tanto a estrutura do sistema quanto os processos
funcionando dentro desta estrutura. Uma memoria pode sofrer modificacdo (re-consolidacio), ou
ser substituida por outra (extingdo ou reaprendizado). A extingdo de uma memoria ndo implica sua
eliminagdo, mas sim um novo aprendizado que, ao substitui-la amplia a capacidade de adaptacao
de um individuo, tornando-o mais flexivel frente as alteragdes do ambiente (Bevilaqua et al., 2010).
Ha evidéncias em modelos experimentais, utilizando roedores, de que a idade se associa a um
declinio da capacidade de extinguir uma memoria, ou seja, o envelhecimento parece ser
acompanhado por uma reducdo da flexibilidade comportamental (Schneider-Rivas et al., 1995;
Oliveira-Silva et al., 2007). De fato, ¢ comum na pratica clinica geriatrica atestar o comportamento
perseverante em idosos humanos com declinio cognitivo, frente a novos desafios que alteraram uma

rotina ja estabelecida.



2.2.1.Memdria espacial e hipocampo

Dentro das consideragdes conceituais de memoria, o tempo € pardmetro que permite sua
classificagdo em memoria de curta duragdo e memoria de longa duragdo (Paul ef al., 2009). A
memoria de curta duracdo € responsavel pelo manejo temporario de informacdes, enquanto a
memoria de longa duragdo se responsabiliza pelo manejo de informagdes por periodos mais longos
de tempo (Figura 1). Os sistemas de memoria de longa dura¢do podem ser divididos em memoria
declarativa (referente a informacdo que ¢ transmitida ou expressa de maneira convencional) e
memoria ndo-declarativa ou procedural (referente a informacdo que ndo pode ser transmitida de
forma oral, mas sim vivenciada por meio de estratégias motoras, por exemplo). Os sistemas de
memoria de curta duragdo englobam a memoria de trabalho, a qual constitui um sistema de
capacidade transitoria e limitada de armazenamento de informacdo corrente, ou seja, que esta em
uso no momento. Os processos relacionados @ memoria de trabalho atuam mais na manipulagao do

contetido da memoria do que sobre a sua manutenc¢do ao longo do tempo (Nadel e Hardt, 2011).

Episodica
[| Memoria declarativa
(explicita) : .
Nao-episodica
Memoriade |—
longo prazo | — Procedural
| _—
—r
| Memoria ndo declarativa
Condic. Classico
L Aprendiz. ndo
Memoria de . associativa
curta duragio Memoria de trabalho

Figura 1. Classificacdo dos sistemas de memoria (Paul et al., 2009)



Prosseguindo no campo conceitual de memoria tem-se a memoria espacial, a qual nao
representa ramo algum dos subsistemas de classificacdo, ainda que apresente interface com parte de
varias dessas categorias, visto que envolve aspectos ndo-declarativos, declarativos, assim como de
memoria de curta e de longa duracdo (Figura 1). Na interface entre memoria espacial e memoria de
curta duragdo estd a memoria espacial de trabalho, que é um sistema que permite o acumulo no
tempo (de forma transitéria) de uma quantidade limitada de informacdo espacial, e que a mantém
disponivel para o acesso imediato (Moscovitch et al., 2005). Este sistema possibilita o uso da
informagdo espacial para outros processos cognitivos. Por outro lado, na interface entre memoria
espacial e memoria de longa duragdo estd a memoria espacial de referéncia, cujo conceito foi
inicialmente proposto por Olton et al. em 1979, ja tendo sido atestada experimentalmente
(Moscovitch et al., 2005). A memoria espacial de referéncia constitui um sistema envolvido na
obtencao de informacao espacial através da repeti¢do de uma tarefa. Em contraste com a memoria
espacial de trabalho, hd uma capacidade maior de acimulo de informagao espacial, e por um tempo
também maior (Olton et al., 1979). Em 1948 Edward Tolman propds pela primeira vez a existéncia
de um mapa cognitivo, uma representacdo real e global do ambiente externo que explicaria, por
exemplo, a capacidade de um animal treinado em uma tarefa espacial de estabelecer uma rota ou
estratégias redundantes para solucionar um labirinto. Em 1971 O’Keefe e Dostrovsky encontraram
um substrato neurobiologico para a hipdtese de Tolman ao descobrirem as place cells no
hipocampo, confirmadas em estudos posteriores (Rosenzweig e Barnes, 2003). Estas células
apresentam atividade seletiva para uma regido do espaco. Quando um animal, testado em tarefas
espaciais que envolvem técnicas de neurofisiologia, ndo se encontra nesta regido quase sempre as
place cells estdao em “siléncio”. A descoberta deste substrato neurobioldgico da memoria espacial
no hipocampo de roedores constitui forte evidéncia do papel do hipocampo na memoria espacial.
Muitos estudos de lesdo de estruturas cerebrais, tanto em humanos (Abrahams et al., 1996; Astur et
al., 2002) quanto em roedores (Morris et al., 1982; Winocur et al., 2013), tém confirmado a
importancia do hipocampo para os sistemas de memoria espacial, principalmente para a memoria
espacial de referéncia.

Enfim, a so6lida relacdo entre hipocampo ¢ memoria espacial de referéncia fundamentou a

escolha desta regido cerebral para a execugdo do presente trabalho.



2.2.2.Memdria espacial, hipocampo e Labirinto de Barnes

O hipocampo concentra grande parte do processamento da aprendizagem e memoria espacial
(Gallagher et al, 1997; Paul et al, 2009). Inicialmente sua neurodegeneracdo foi formalmente vista
como uma consequéncia inevitavel do envelhecimento normal, e estaria nas bases fisiopatoldgicas
do declinio cognitivo caracteristico de individuos idosos. Entretanto o envelhecimento ndo parece
promover perda neuronal significativa no hipocampo, ¢ mesmo sendo constatadas por microscopia
eletronica anormalidades anatdmicas, os déficits de aprendizado e memoria encontrados na
senescéncia ndo necessariamente se associam a estas alteracdes morfologicas (Gallagher et al,
1997). Hé na literatura muitos dados indicando que ratos idosos, comparados com animais jovens,
tém déficits no aprendizado e memoria espacial quando avaliados em tarefas comportamentais
hipocampo-dependentes (Barnes, 1979; MacLay et al, 1999; Oliveira-Silva et al., 2007; Oliveira et
al., 2010; Krause et al, 2008). Destes testes, o labirinto aquatico de Morris (LAM) ¢ um dos mais
utilizados para estudos do processo de aprendizagem espacial em roedores (Morris, 1984). Sabendo
que animais idosos saudaveis apresentam maior reatividade emocional a novos ambientes que
animais jovens (Blokland et al, 1993; Miyagawa et al, 1998), e que aspectos emocionais afetam o
desempenho de animais idosos em tarefas cognitivas (Kuguk et al, 2008), o labirinto de Barnes
(LB), que difere do LAM em termos do valor do estimulo aversivo e tipo de refor¢o, tem sido
utilizado como alternativa ao LAM (Barnes, 1979). O LB nao envolve o nado — 4gua como estimulo
aversivo — e por isto ¢ considerado menos ansiogénico , além de exigir um esfor¢co motor
relativamente menor comparado ao LAM. Sternber ef al (1992) mostraram em estudo com trés
linhagens de ratos jovens (Lewis, Fisher e Sprague-Dawley) que a exposi¢do a um campo aberto
como a plataforma do LB, ainda que ndo seja livre de estresse, provoca liberacao de corticosterona
e de ACTH significativamente menor que o estresse relacionado ao nado, como no LAM. Harrison
et al (2009,) compararam o LAM e o LB, utilizando camundongos jovens, e verificaram que o
LAM induziu maiores niveis de corticosterona plasmatica que o LB, com os menores niveis
hormonais detectados em animais controle ndo submetidos aos testes cognitivos. Outra potencial
vantagem do LB em relacdo ao LAM em estudos com animais idosos ¢ que o LB ndo exige uma
aptiddo fisica em grau substancial como o LAM. Por ser um labirinto “seco”, o LB também permite
a associagdo de técnicas de coleta de material bioldgico (como por exemplo, através de
microdialise) durante a execucdo da tarefa espacial. Esta possibilidade constitui interesse de nosso

grupo de pesquisa, ¢ uma das expectativas relacionadas ao presente trabalho dizia respeito a



padronizagdo dos procedimentos experimentais do LB no laboratério, com a perspectiva de no
futuro desenvolver a técnica de microdialise conjugada ao LB.

Estas observagdes, associadas a relativa fragilidade de roedores idosos, mais o risco de perda
de animais durante o periodo de conducdo da tarefa espacial, nos fizeram escolher o LB para a

realizacdo dos testes comportamentais.

2.2.3.Bases neurobiologicas do aprendizado e memdria espacial: hipocampo, sistema

serotonérgico e disfungdo cognitiva presente no envelhecimento

Os déficits de aprendizagem e memoria espacial observados em animais idosos t€ém sido
associados a mudancas em componentes da neurotransmissdo, especialmente no hipocampo
(Rosenzweig e Barnes, 2003). O maior volume de evidéncias de alteragdes neuroquimicas
relacionadas as disfungdes cognitivas envolve os sistemas colinérgico (Carvajal e Inestrosa, 2011) e
glutamatérgico (Segdvia et al, 2001). O sistema serotonérgico, fortemente vinculado a distirbios
emocionais (Cools et al, 2008), também integra os mecanismos neurobioldgicos associados ao
desempenho de roedores jovens e idosos em tarefas cognitivas (Hirst et al., 2006; Costa-Aze et al.,
2011; Heo et al, 2011), parecendo exercer importante fungdo nos mecanismos de interface entre
cogni¢ao e emogao (King et al, 2008).

A serotonina (5-hidroxitriptamina, ou 5-HT) ¢ uma amina biogénica massivamente sintetizada
no trato gastrintestinal, principalmente nas células enterocromafins. Apenas um pequeno percentual
¢ produzido dentro do sistema nervoso central, por neurénios que em sua maioria se localizam na
formacdo reticular do tronco encefélico, agrupados em nucleos (indicados na Figura 2),
denominados em conjunto como nucleos da rafe (Lesurtel et al., 2008; Bertrand e Bertrand, 2010;
Deneris ¢ Wyler, 2012). Como podem ser observados na figura, os neurdnios serotonérgicos tém
projecdes para praticamente todo o sistema nervoso central, de maneira que o sistema serotonérgico
desempenha significativo papel modulatério sobre outros sistemas de neurotransmissdo (Charnay e
Léger, 2010). H4 evidéncia de que sua sintese, liberagdo por exocitose dependente de calcio,
recaptacdo seletiva por um transportador de membrana dependente de energia, metabolismo e
recaptagdo em vesiculas ocorram em todos os elementos neuronais dos neurdénios serotonérgicos
(isto ¢, no soma, dendritos, axonios e terminais), juntos participando da homeostase da serotonina
(Charnay e Léger, 2010).

A sintese de 5-HT ocorre com a hidroxilacdo do triptofano, através da triptofano hidroxilase



2, gerando 5-hidroxitriptofano, que por sua vez sofre a agdo de uma descarboxilase, produzindo 5-
HT (Matthes et al., 2010). Este neurotransmissor, que age tanto em receptores pré quanto pos-
sinapticos, ¢ degradado em sua maior parte no meio extracelular pela monoamina oxidade A (MAO
A) gerando o acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) e outros metabdlitos menos importantes (Sirek
et al., 1970; Stahl, 2010). A relagdo 5-HIAA/5-HT ¢é denominada taxa de renovagdo da 5-HT, visto
que, sob algumas circunstancias, reflete o metabolismo da 5-HT (ou seja, as atividades da triptofano

hidroxilase 2 e da MAO) e pode ser relacionada a atividade serotonérgica (Oliveira-Silva, 2007).

Il Very high

&= Moderate to high
= Low

Figura 2. Visdo esquemadtica em corte sagital do cérebro humano mostrando a distribuicdo do sistema
serotonérgico. Os niicleos da rafe contendo a maioria dos corpos celulares serotonérgicos aparecem em
purpura. Eles se localizam exclusivamente no tronco cerebral. Seus axonios sdo mostrados em vermelho.
As densidades das redes serotonérgicas axonais estdo representadas nas caixas coloridas. X, nervo motor
dorsal do nervo vago;, ACN, nervo accumbens; Amy, amigdala; cc, corpo caloso, Ce, cerebelo; CPu,
caudado-putamen; Cx, cortex; DH, corno dorsal da medula espinhal; DRN, nervo do nucleo dorsal da rafe;
Fex, cortex frontal; Hip, hipocampo, Hyp, hipotalamo, IPN, nervo interpeduncular, LC, locus coeruleus;
LS, septo lateral; MRN, nervo mediano da rafe;, n, nucleo; NTS, nervo do trato solitario; OB, bulbo
olfatorio, PAG, substdncia cinzenta periaquedutal; RMg, nervo magno da rafe; RO, nervo obscuro da rafe;
Rpa, raphe pallidus;, RPo, nervo pontinho da rafe; SN, substincia negra, Tha, talamo, VH, corno ventral;
VTA, area tegumentar ventral. (modificado de Charnay e Léger, 2010).
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Dentro das linhas de pesquisa desenvolvidas por nosso grupo de estudos no Laboratdrio de
Neurociéncias Comportamental ¢ Molecular (LANEC) existem aquelas que investigam a
participagcdo do sistema serotonérgico em tarefas cognitivas de animais portadores de processos
neurodegenerativos, como a neurodegenera¢do induzida pela deficiéncia de tiamina ou relacionada
ao envelhecimento natural. Dados obtidos, que foram a base de duas publica¢des de nosso grupo,
abriram perspectivas que motivaram a realizacao do presente estudo: em 2007, Oliveira-Silva et al,
trabalhando com ratos Wistar de 16 meses de idade submetidos ao LAM, mostraram evidéncias do
envolvimento do sistema serotonérgico do nucleo dorsal da rafe com o desempenho da memoria
espacial dos animais e extingdo de um comportamento; e em 2010, Oliveira et al verificaram pela
primeira vez um efeito da idade sobre a associagdo de um parametro serotonérgico hipocampal e o
desempenho no LAM. Além disto, esses autores observaram uma correlacdo significativa entre um
parametro serotonérgico da amigdala e o desempenho no LAM. Esses dados indicam um possivel
papel de componentes emocionais, como o sistema serotonérgico de estruturas do sistema limbico,
no desempenho cognitivo, e justificou a escolha do sistema serotonérgico como alvo de analise do
presente trabalho.

Finalmente, a pergunta central abordada no presente trabalho ¢ se a idade afeta o conteudo, a
liberagdo e o turnover de serotonina no hipocampo de ratos submetidos a tarefa de navegacao
espacial no labirinto de Barnes. Caso afirmativo, se estas alteragdes se relacionam com o declinio

cognitivo espacial eventualmente observado através da andlise do desempenho destes animais no

LB.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Estudar as relagdes entre idade, parametros cognitivos espaciais e atividade do sistema

serotonérgico no hipocampo de ratos.

3.2. Especificos

Estudar o efeito da idade sobre :
(1). a aquisicdo e memoria de referéncia em uma tarefa cognitiva de navegacao espacial;
(i1). a flexibilidade comportamental (extingdo de um comportamento) em tarefa de navegacdo
espacial;
(ii1). as quantidades (concentragdes) de serotonina (5-HT) liberada em condi¢do normal e estimulada
e a de seu metabdlito acido 5-hidroxi-indolatcético (5-HIAA), assim como sobre a taxa de renovacao
([5-HIAA]/[5-HT]), no extrato do meio extracelular do hipocampo;
(iv). as concentracdes totais de 5-HT e de 5-HIAA no tecido hipocampal

E ainda estudar:

(v). as correlagdes entre os parametros neuroquimicos (5-HT e seu metabdlito 5-HIAA) e cognitivos.
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4. MATERIAIS E METODOS

A proposta para a execugdo do presente trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA), sob o numero de protocolo 380/2012. Todos os procedimentos experimentais
seguiram as normas internacionais de uso ¢ manutencdo de animais em laboratério (National

Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals, 1985).

4.1. Animais: obtencdo e cuidados relacionados

O experimento foi realizado com ratos machos Wistar provenientes de dois biotérios de
unidades da UFMG: (i) do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas /CeBio-ICB e
(i1) do Centro de Bioterismo da Faculdade de Farmécia. Animais provenientes do primeiro (n=20)
constituiram o grupo de animais adultos (A, n=10) e o grupo de animais jovens (J, n=10) com 9 e¢ 3
meses de idade, respectivamente, quando do inicio dos testes comportamentais. Os animais
provenientes do segundo biotério (n=27) constituiram o grupo de animais idosos (I). Desses vinte e
sete animais, treze conseguiram completar 24 meses em boa condicao de satde, na data de inicio
dos testes comportamentais, sendo que os demais catorze faleceram durante o processo de
envelhecimento por causas indeterminadas. Os animais dos grupos adulto e idoso chegaram ao
Laboratorio (Neurociéncias Comportamental e Molecular - LANEC) onde os experimentos foram
executados com um més de idade, enquanto os animais do grupo jovem nasceram no LANEC.
Todos os animais foram mantidos no biotério do LANEC até atingirem a idade (3, 9 ou 24 meses)
especifica de cada grupo. Dentro do segundo més de vida todos foram tratados com anti-helmintico
(mebendazol®), medicamento contra ectoparasitos (carbarila®) e antibidticos (). Todos foram
mantidos em ciclo de 12h claro/escuro, em niimero de 3 a 5 por gaiola de polipropileno (de 40 x 33
x 17 cm), recebendo ragdo e dgua ad libitum, inclusive durante os experimentos. As gaiolas e as

garrafas de dgua foram limpas, assim como a maravalha trocada, duas vezes por semana.

“ mebendazol da Aché, em suspensio a 20mg/ml: 1ml desta suspensdo diluido para cada 500ml de dgua oferecida para
os ratos, ad libitum, por 2 dias.
» Pulfo® da Laippe: 2g de carbarila para cada 100g de excipiente. Cada rato teve seu pelo pulverizado com

aproximadamente 2g do produto.
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¢ Pentabidtico™ Veterindrio Refor¢cado da Fort Dodge: frasco-ampola com 8,6g de pé contendo 3.000.000 UI de
benzilpenicilinabenzatina, 1.500.000 Ul de benzilpenicilina procaina, 1.500.000 UI de benzilpenicilina potdssica,
1.250mg de diidroestreptomicina base (sulfato), e 1.250mg de estreptomicina base (sulfato). Diluir o contetido de um
frasco-ampola em dagua destilada estétilq.s.p. 20ml. Cada rato recebeu por via intra-peritonial 0, Iml desta soluc¢do para

cada 250g de seu peso, I vez por semana, durante 2 semanas.

4.2. Delineamento experimental

Conforme mencionado acima, no item 4.1, os 33 animais mantidos no biotério do LANEC,
foram divididos nos seguintes grupos experimentais:
= J: jovem, ~3 meses, n=10,
=> A: adulto, ~9 meses, n=10,
=>1: idoso, ~24 meses, n=13,

Dos 13 animais do grupo idoso, dois morreram no segundo dia do teste comportamental.
Provavelmente devido a queda que sofreram da plataforma de Barnes, no primeiro dia do teste.
Portanto, os dados apresentados do grupo Idoso se referem a uma amostra de 11 animais.

No presente estudo, a mortalidade no grupo dos idosos (14/27 = 51,9%; e contando com os 2
ratos que morreram apoés o inicio dos experimentos = 16/27 = 59,2%) se assemelhou a experiéncia
em bioterismo do LANEC. A expectativa de vida até os 24 meses de idade para ratos Wistar criados
no LANEC ¢ de aproximadamente 50% (dado ndo publicado). Ponzio et al. (1982), introduzindo
método de controle de obesidade, observaram taxa de expectativa de vida de 29 meses de 55%.

Os 31 animais que participaram deste estudo foram submetidos a tarefa cognitiva espacial no
Labirinto de Barnes para avaliagcdes de aspectos comportamentais: aquisi¢ao da informacao espacial
(aprendizado), memoria espacial de referéncia e comportamento de extingdo. Posteriormente, todos
foram sacrificados e tiveram um dos hipocampos dissecados para os ensaios neuroquimicos
(experimento de liberagdo de serotonina — 5-HT), enquanto o hipocampo contra-lateral foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido, e logo a seguir armazenado em fieezer -80°C, para
dosagem dos conteudos totais de 5-HT e 5-HIAA no tecido hipocampal. A escolha de qual
hipocampo (hemisfério direito ou esquerdo) seria utilizado no experimento de liberagdo de 5-HT
seguiu método randomizado. Na Figura 3 estd demonstrado o esquema do delineamento
experimental em linha cronoldgica. O detalhamento dos procedimentos realizados segue abaixo,
nos itens “Tarefa no Labirinto de Barnes”, “Dissecacdo cerebral para obten¢ao dos hipocampos”, e

“Estudos neuroquimicos”.
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Figura 3. Esquema do delineamento experimental em linha cronolégica. Dos dias 1 a 4: treino no
labirinto de Barnes (LB). No dia 5: teste de comprobatorio. No dia 6. animais mortos por decapitagdo e,
logo a seguir, experimento de liberagdo de serotonina (5-HT). Dias 45 a 90: determina¢do das [5-HT] e [5-
HIAA] em amostras obtidas no experimento de liberacdo de 5-HT. No 11° més apés o inicio dos testes
comportamentais: determinag¢do do conteudo total de 5-HT e 5-HIAA. Todos os procedimentos estdo
detalhados no texto.

4.3. Estudo Comportamental

4.3.1.Tarefa no Labirinto de Barnes (LB):

4.3.1.1. Equipamento: as avaliacdes comportamentais sobre aspectos dos processos de
aprendizagem, memoria e extingdo, realizadas através do LB foram conduzidas em uma plataforma
redonda de 105 cm de didmetro, coberta com um piso removivel de borracha preta, contendo na
periferia 12 orificios equidistantes, de 10 cm de diametro cada um (Figura 4). Cada orificio foi
ocluido com uma peca de MDF recoberta por formica preta. Apenas um orificio permaneceu aberto
e acoplado, por baixo, a uma caixa-escape para ratos (CE: 17 x 23 x 11 cm, medidas internas). A CE
foi mantida, durante as tentativas de todas as sessdes, em uma posi¢cdo constante em relacdo as

coordenadas da sala onde se encontrava o LB, posicionado no centro da mesma.
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Figura 4. Fotos do Labirinto de Barnes e acessorios. A, caixa-escape (CE). B, Plataforma do LB, com piso
de borracha, mais CE acoplada por baixo. A CE foi deslocada para fora a fim de facilitar sua visualizagdo.
C, caixa de plastico opaco, utilizada para colocar o animal no centro da plataforma, no inicio de cada
tentativa. D, visdo superior da plataforma, indicando divisdo imaginaria em quadrantes (seta aponta orificio
que é a saida para entrada na CE, neste caso ocluido com placa de MDF). E, visdo superior da plataforma,
com CE acoplada e orificio correspondente aberto, no momento do inicio de uma tentativa, onde a caixa de
plastico opaco utilizada para a colocagdo do rato no centro da plataforma é visualizada. A graduacgdo da
régua apresentada nos painéis A e C é em centimetros.

Esta plataforma permaneceu sobre um suporte que a mantém suspensa a 132 cm do chio,
dentro de uma sala iluminada (3x3m, 4 lampadas de 45W) com pistas estaveis e distais extra-
labirinto (cartaz, equipamento de video, armario, mangueira), de forma que, para se localizar no
espaco, o animal sobre a plataforma pode utilizar as coordenadas espaciais — elaborando um mapa
cognitivo do ambiente. A plataforma pode ser dividida em quatro quadrantes imaginarios
denominados NW (noroeste), SW (sudoeste), NE (nordeste) e SE (sudeste). Para impedir a
localizagdo da CE (constantemente localizada no quadrante SE) através de trilhas (pistas) olfatérias,
o piso de borracha preta foi trocado por outro idéntico e previamente limpo (com solugdo de etanol a
20%) apo6s cada tentativa para todos os ratos. Ou seja, a troca foi realizada entre as tentativas, entre

as sessdes e, portanto, entre um rato ¢ o proximo a ser submetido ao treino ou ao teste. Com a
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mesma finalidade de eliminar possiveis pistas olfatorias a CE foi recoberta internamente com
plastico grosso e transparente, limpo com solucdo de etanol a 20% apds cada tentativa. Uma camera
de video com lente angular fixada no teto da sala acima do ponto central onde se encontrava a
plataforma, foi utilizada para captar e registrar os comportamentos dos animais durante o treino e
teste. A camera ¢ conectada a um computador localizado do lado externo da sala. A analise das
imagens foi realizada por um programa executado em sistema operacional Linux, desenvolvido no
LANEC em colaboragdo com estudante do Curso de Engenharia Elétrica da UFMG. Os dados
obtidos no treino e no teste foram gerados pelo programa, possibilitando uma avaliagdo qualitativa e
quantitativa do desempenho dos animais. A expressdo dos resultados sobre o desempenho dos

animais esta detalhada abaixo, no préximo item.

4.3.1.2. Treino (aquisi¢do de informacéoes — aprendizagem espacial): o treino consistiu de uma
sessdo por dia (sempre no periodo de 12 as 19h), por 4 dias consecutivos. Cada sessdo foi
constituida de 5 tentativas consecutivas para cada rato, com intervalo entre as tentativas de
aproximadamente 5 minutos. Os ratos eram levados do biotério do LANEC até¢ a sala de testes,
dentro de suas gaiolas originais, minutos antes do inicio de uma sessdo. Cada rato era colocado no
centro da plataforma sob uma caixa retangular de plastico opaco (29 x 18 x 13cm, medidas internas;
vide foto no painel C da Figura 4) que permitia que o animal permanecesse confortavelmente com
a face voltada para um dos quadrantes, aleatoriamente escolhido pelo experimentador e nao
visualizado pelo animal. Apods 15 segundos esta caixa era levantada manualmente pelo
experimentador, possibilitando a visualizacdo do ambiente pelo animal. Esse momento era
registrado como o tempo zero do inicio de cada tentativa. A cada tentativa esta caixa retangular
contendo o rato era posicionada de tal forma que a face do rato ficasse voltada para um quadrante
diferente, de uma maneira pseudo-randomizada para o inicio de cada tentativa. O experimentador
permanecia dentro da sala, sempre na mesma posicdo, observando e anotando dados sobre o
comportamento do rato (coleta manual de dados). O rato, sob o estimulo da luz e da exposi¢ao a
altura do campo aberto (ambos estimulos aversivos) poderia explorar a plataforma pelo tempo
maximo de 3 minutos. Caso o animal adentrasse na CE antes deste tempo limite, era permitido que
14 permanecesse por 1 minuto, para depois ser retirado e colocado em sua gaiola original, que ficava
dentro da sala de testes durante todo o periodo de duragdo da sessdo. Caso o animal ndo adentrasse
na CE dentro dos 3 minutos (tempo limite para cada tentativa), logo ao fim deste tempo ele era
gentilmente conduzido pela mdo do experimentador até a CE, sendo colocado dentro dela através de

seu orificio, e 1a deixado por 1 minuto, para depois retornar para sua gaiola. O término de uma
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tentativa com sucesso (ou seja, a localizagdo da CE antes dos 3 minutos) foi considerado o momento
em que o rato entrava com as quatro patas na CE. Conforme mencionado, entre as tentativas, o piso
de borracha preta que recobria a superficie da plataforma era limpo com solugdo de etanol a 20%, e
também o plastico-forro que internamente cobria o piso e as paredes da CE. Ao fim de uma sessao, o
rato retornava ao biotério dentro de sua gaiola. As unidades de medidas que expressam o
desempenho dos animais durante o treino foram: (i) laténcia (s) = o tempo que o animal gasta, em
segundos, para entrar na CE, (ii) distancia percorrida (cm) para encontrar a CE e (iii) velocidade
média (cm/s), calculada dividindo a distdncia percorrida pela laténcia. Laténcia e distancia
percorrida podem ser consideradas medidas da aquisi¢do, ou seja, quanto menor a laténcia ou a
distancia percorrida, melhor o desempenho do animal. A variavel “velocidade média” pode ser
utilizada como um parametro para avaliar a funcdo motora. Para a obten¢do da laténcia e distancia
percorrida de animais de cada grupo etrio (J, A e I) por sessdo (sessdes 1, 2, 3 e 4) calculamos a
média das medianas (+ intervalo de confianca, IC) das tentativas de cada rato, em uma sessdo. Para
estudarmos aspectos especificos do processo de aprendizagem e memoria espacial relacionados ao
tempo de descanso dos animais entre as sessdes do treino (intervalo de 24h) calculamos a diferenga
(delta = D) e a razao (R) entre a laténcia da primeira tentativa de uma sessao e a laténcia da ultima
tentativa da sessdo anterior. O mesmo procedimento foi realizado utilizando-se a variavel distancia
percorrida. Considerando as 4 sessdes do treino, obtivemos trés deltas (D1=T lsessio2 — TS sessiol; D2 =
TlsessioS - T5 sessdo2s D3=T1sessio4 - T5 sess503) e trés razoes (R1=Tlsess€102/T5 sessdols R2= Tlsessﬁo3/T5
session2; R3=T gessaoa/ TS sessio3) para laténcia e também para a distancia percorrida. A Figura 5 mostra

fotografias de duas tentativas do rato #1, durante o treino.

A B.

2

&
e

Figura 5. Foto do Labirinto de Barnes ilustrando as trajetorias de um animal na primeira (painel A) e
quinta (painel B) tentativas do primeiro dia (primeira sessdo) do treino de um rato idoso (rato #1).
Observe a imagem do rabo e parte das patas posteriores do animal, no momento da entrada na caixa
(CE).
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4.3.1.3. Teste comprobatorio (memdria de referéncia;  extingdo do comportamento =
flexibilidade): no dia seguinte a ultima sessdo do treino, no periodo de 12 as 19h, foi realizado o
teste comprobatorio (denominagdo baseada no termo técnico em inglés= Probe test) no qual foi
possivel avaliar a memoria espacial de referéncia dos ratos relativa a tarefa aprendida durante o
treino e também a extingdo do comportamento aprendido. Para este teste a CE foi retirada da
plataforma, e o orificio correspondente ocluido com uma placa de MDF revestida por féormica preta
(idéntica as que ocluiam os outros orificios). A plataforma foi mantida na mesma situagdo e
condi¢des da fase de treino, em relagdo as coordenadas espaciais da sala (com o orificio
correspondente a CE, agora ocluido e sem a mesma, no quadrante SE). Cada rato foi colocado no
centro da plataforma da mesma maneira descrita, item 4.3.1.2., para a fase de “Treino” e permitido
explorar a plataforma por 2 minutos (tempo de durag@o do teste comprobatdrio ). O desempenho de
cada rato no teste comprobatorio foi expresso em (i) tempo em segundos (s) de permanéncia do
animal no quadrante-alvo (QA) durante o primeiro (tl1) e durante o segundo minutos (t2) do teste,
(i1) distancia total percorrida (cm) durante os dois minutos e (iii) velocidade média (cm/s), calculada
pela razdo entre a distdncia percorrida (cm) e o tempo de duragdo do teste (=2 minutos). A extingdo
do comportamento, para cada animal, foi analisada através do indice de extingdo (IE=t1/t2),
calculado dividindo-se o tempo de permanéncia do rato no QA durante o primeiro minuto (tl1) do

teste comprobatério pelo tempo de permanéncia no QA durante o segundo minuto (t2).

4.4. Estudos neuroquimicos

4.4.1. Sacrificio dos ratos, dissecacdo do cérebro para obtengdo dos hipocampos e processamento
das amostras para: (a) experimento de liberagdo de 5-HT e (b) determinacgdo do conteudo total de

5-HT e 5-HIAA no hipocampo

No dia seguinte ao teste comprobatério os animais foram mortos por decapitagdo.
Imediatamente ap6s a decapitacdo o encéfalo de cada rato foi removido e colocado sobre uma placa
de Petri invertida sobre gelo, coberta com papel de filtro umedecido com solucdo fisiologica
(Tyrode), para procedimento da dissecacdo. O encéfalo e o papel absorvente foram constantemente
banhados, com um uso de uma pipeta, com a solugdo Tyrode com baixa concentragdo de calcio

(meio de repouso — Tabela 1). Os hipocampos foram removidos, sendo um deles imediatamente
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Tabela 1 — Solugio Tyrode. Composicao dos tipos de solugio Tyrode utilizados nos experimentos

de liberacdo de 5-HT e medida de 5-HIAA. pH=7.4

TYRODE REPOUSO PADRAO ESTIMULANTE
(NORMAL) (DESPOLARIZANTE)

NaCl 1.25mM 1.25mM ImM

KCl 2.5mM 2.5mM 30mM

CaCl, 0.09mM 2mM 2mM

NaH,PO 1.25mM 1.25mM 1.25mM

NaHCO; 25mM 25mM 25mM

MgCl, 3.15mM ImM ImM

Glicose 0.1%pv 0.1%pv 0.1%pv

congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80 °C, para serem posteriormente
utilizados para as determinacdes dos conteudos total de 5-HT e 5-HIAA (item 4.4.3). O hipocampo
obtido do outro hemisfério foi usado, no mesmo dia, para o experimento de liberacdo de 5-HT. A
escolha dos hipocampos (hemisférios direito ou esquerdo) para os ensaios bioquimicos
(determinagdes do conteudo total ou liberado) foi randomica, mantendo a mesma propor¢do de
hemisférios esquerdos e direitos por grupo de ratos (I, A e J). Os hipocampos para o experimento de
liberagio de 5-HT foram fatiados manualmente com ldmina (Gillete™), em cubos de
aproximadamente 1 mm de aresta. Esta amostra foi dividida em quatro partes (de aproximadamente
13mg cada), transferidas cada uma para tubos de ensaio, mantidos no gelo, contendo 500 pL de
solugdo fisioldgica. A amostra de tecido foi colocada sobre uma tela, presa a um suporte, e submersa
dentro do tubo de ensaio, de tal forma que o meio fisioldgico contido no tubo cobrisse todo o tecido
sobre a tela. A tela estava presa a um suporte com uma haste vertical, através da qual era possivel
remover o tecido sobre a tela e transferi-lo para outro tubo contendo solu¢des em condicio
fisiologica normal ou despolarizante. A Figura 6 mostra uma foto do sistema utilizado para o estudo

de liberagao do neurotransmissor.

Figura 6. Esquema do aparato utilizado nos

experimentos de liberacido de 5-HT. A
7=z .
| > estrutura de suporte para manter o tecido
o | Haste suspenso no meio de incubagdo foi construida
a partir do corpo de uma seringa de 3ml. O
; Tubo de ensaio

fundo da parte inferior desta estrutura foi
ocluido com uma tela muito fina, que ndo
escoamento  dos

Meio (solugdo fisiologica
cubos de

|} KM\\M
i )

Tyrode)

Tecido (cubos de
hipocampo, formando um
aglomerado, sobre a tela
que forma o fundo da
estrutura em forma de

permitia o
hipocampo. A estrutura estd dentro de um
tubo de ensaio, contendo Iml de solugcdo
fisiologica Tyrode. Detalhes no texto (item
44.1)
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4.4.2. Experimento de liberacdo de 5-HT - Incubacgdo das amostras biologicas

Conforme mencionado acima, quatro amostras de um hipocampo fatiado, de cada rato, de
aproximadamente 13mg cada, foram incubadas a 0°C (tubos imersos no gelo), por no minimo 30
min, em 500 puL de meio Tyrode com baixa concentragdo de célcio (Tabela 1). O objetivo desta
incubagdo foi reduzir o metabolismo e evitar a morte das células até o inicio do experimento de
liberagdo. Logo a seguir estas amostras foram transferidas para tubos contendo meio Tyrode padrao
e incubadas por 5 min a 37°C, com o propésito de reativar as células. Imediatamente depois, duas
das quatro amostras foram incubadas em meio Tyrode padrdo (condicdo normal) e as outras duas em
meio Tyrode com alta concentragio de KCI (condigdo estimulada), por 5 min. a 37°C. Ao fim desta
ultima incubacdo, em meio normal ou despolarizante, o tecido foi retirado e os meios de incubagdo
coletados. Para a conservagdo da 5-HT e do 5-HIAA contidos nos meios de incubagdo, foram
acrescentados acido perclorico (0,005M, concentracdo final) e metabissulfito de sdédio (0,04%,
concentragdo final). Finalmente, as amostras (meios de incuba¢do) foram congeladas em freezer -
80° C para posterior determinagio das concentragdes de 5-HT e 5-HIAA, presentes nos meios extra-
celulares (meios de incubagdo) nas condigdes normal e estimulada. A Tabela 1 apresenta a

composi¢ao dos 3 tipos de meio Tyrode utilizados nesses experimentos.

4.4.3. Processamento das amostras de hipocampo para determinacdo das concentragoes teciduais

(conteudo total) de 5-HT e 5-HIAA.

Os ensaios para determinagdo dos contetudos totais de 5-HT e 5-HIAA no hipocampo foram
realizados nas amostras armazenadas no freezer a -80°C, no 11° més apos o inicio dos testes
comportamentais.. Cada hipocampo (aproximadamente 63mg) foi colocado em 1 ml de solucdo
tampao (980 uL de HCIO4 0,1M; 10 pL de Na;S;05 0,4mM e 10 uL de EDTA 0,ImM), em um
Potter mantido em gelo e, posteriormente homogeneizado por 5 vezes. A seguir os “homogenatos”
(suspensodes) foram entdo centrifugados a 10.000 r.p.m. por 30 min. (Sorval RC — 5B). Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e mantido no gelo (sempre protegido da luz) até a
realizacdo, no mesmo dia, dos ensaios para determinacdo das concentragdes de 5-HT e 5-HIAA, por

método cromatografico (descrito abaixo).
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4.4.4. Determinagoes das concentragcoes de 5-HT e 5-HIAA por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

As determinagdes das concentragdes de 5-HT e 5-HIAA (estruturas quimicas apresentadas na
Figura 7) nas amostras obtidas do experimento de liberagdo (meios de incubagdo) e extratos do
tecido hipocampal, conforme descrito nos itens 4.4.2 e 4.4.3, respectivamente, foram realizadas
utilizando método estabelecido pelo nosso grupo (Oliveira-Silva et al., 2007), de cromatografia

liquida de alta eficiéncia (High Performance LiquidChromatography=HPLC), conforme detalhado

abaixo.
T
HO CH,CH,NH, HO CH,—C—OH
N N
H H
SEROTONINA (5-HT) ACIDO 5-HIDROXIINDOLACETICO (5-HIAA)

Figura 7. Estrutura quimica da serotonina e do dcido 5-hidroxi-indolacético

Equipamento: O sistema de HPLC utilizado era constituido de um cromatégrafo [LC-10AD,
Tokyo, Japan] com /loop de 200 pL [Rheodyne 7725-1, California, USA] e um detector
eletroquimico de Ag/AgCl [ShimadzuElectrochemical Detector L-ECD-6AAA-Tokyo, Japan],
acoplados a uma bomba LC-10. O sistema foi equipado com uma coluna analitica de fase reversa
C18 [Hibar-Futigsanle RT] de particulas de 3um [150mm x 4,6mm, ID] com pré-coluna [RT 250-4
E. Merck, Darmstadt E.R Germany]. Para andlise dos dados foi utilizado um integrador pW4
(PC/Chrom+, versdo 4.2.0, H&A Scientific, Inc. USA). A fase modvel utilizada constituia-se de
acido citrico 0.199 M, acetato de sodio 0.243 M, EDTA 2.95 x 10™* M e metanol (9: 1:9,v/v), com
pH=4. A fase mdvel foi filtrada (filtro Mililipore 0.45 um) e degaseificada (por 30 min.) antes de ser
usada. A taxa de fluxo foi de 1.0 ml/min e o volume de amostra aplicado foi de 200 uL do meio de
incubagdo obtido no experimento de liberagdo de 5-HT (previamente centrifugado a 10.000 r.p.m.

por 10 min. — Sorval RC — 5B) , ou 200 uL do sobrenadante do extrato de hipocampo obtido por
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centrifugacdo da suspensdo para determinagdo dos conteudos totais da 5-HT e do 5-HIAA. O
detector eletroquimico foi configurado com um potencial de detec¢dao da célula eletroquimica de
0.85 V, S+B, resposta “slow” e “range” 16. Os tempos de reten¢do da 5-HT (de 4 a 6 minutos,
painel A da Figura 8) ¢ do 5-HIAA (de 10 a 13 minutos, painel A da Figura 8) foram
determinados a partir de curvas-padrdes para cada uma dessas substancias. As curvas foram
construidas através da injecdo de solu¢des-padrao de 5-HT (P;=1 ng/ml; P,=4 ng/ml; Ps=8 ng/ml;
P4=16 ng/ml; Ps=20 ng/ml; P¢=30 ng/ml; P;= 40 ng/ml) e de 5-HIAA (P,=1 ng/ml; P,=4 ng/ml;
P3;=8 ng/ml; P4=16 ng/ml; Ps=20 ng/ml; P¢=30 ng/ml; P;= 40 ng/ml) (Figura 9). Os picos de 5-HT e
5-HIAA das amostras bioldgicas foram identificados utilizando-se, padrdes internos e os tempos de

retengdo acima relatados. As concentracdes de 5-HT e de 5-HIAA foram calculadas

PC/ Chrom+ [version 4.2.0] - FILE: C:\PW4\ Daniel090ut1310008_Daniel090out13.pw4 PC/ Chrom+ [version 4.2.0] - FILE: C:\PW4\ Daniel070ut1310019_Daniel07out13.pw4
Name: (unnamed) Name: (unnamed)
Description: Description:
646.1 1723
mv mv
467.7 1295
289.3 86.6
© 2
4 0
A o
o =
1109 1 2 437
\ |
675 ‘ ‘ 09
2458 26 40 53 67 80 94 107 121 134 148 420 4§ 31 47 62 78 93 109 124 140 155

Injection Time: 07 October 2013 at 16:52:53 [Active Status] Minutes

Type: AUTOINJ Injection Number: 19 Channel: Channel A Acquisition Rate: 4Hz

Method File: C:\ PW4\ Daniel07out13\0001_Daniel07out13.mth Baseline noise: (not calculated)
Standard File: (none) Sequence File: C:\ PW4\ Daniel07out13\ Daniel07out13.seq

Injection Time: 09 October 2013 at 16:13:46 [Active Status] Minutes

Type: AUTOINJ Injection Number: 8 Channel: Channel A Acquisition Rate: 4Hz

Method File: C:\ PW4\ Daniel090ut1310001_Daniel09out13.mth Baseline noise: (not calculated)
Standard File: (none) Sequence File: C:\PW4\ Daniel09out13\ Daniel0Sout13.seq

C:\PW4\Daniel090ut13\0008_Daniel090out13.pw4 C:\PW4\Daniel070ut13\0019_Daniel07out13.pw4
Peak RT Area %Ar Height Peak RT Area %Ar | Height
1 5,463 | 469,173 | 32,81 | 13,895 1 5317 | 192,574 | 16,59 | 8378
2 | 12,55 | 960,926 | 67,19 | 13,892 2 | 12,162 | 96843 | 8341 | 14,5

Figura 8. Cromatogramas. Em “A”, o registro correspondente a injecdo da solugdo padrio de 5-
HT e 5-HIAA (20ng/ml para ambas as substincias), onde o pico da 5-HT foi identificado pelo
tempo de retencdo de 5.5 min, e o pico do 5-HIAA pelo tempo de 12,6 min. Em “B” perfil
cromatogrdfico referente a uma amostra do rato #1 (idoso), no experimento de determinacgdio do
conteudo total de 5-HT e 5-HIAA hipocampal: os picos correspondentes a 5-HT e 5-HIAA foram
detectados nos tempo de retengdo de 5,3 min e 12,2 min, respectivamente.

comparando-se a area sob os picos encontrados nas amostras (painel B da Figura 8) com as areas
sob os picos obtidos com a injecdo das solugdes-padrao, através do uso das curvas-padroes (Figura

9). Os valores de 5-HT e 5-HIAA obtidos foram expressos em ng/g de tecido.
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Em todos os passos acima as amostras bioldgicas foram mantidas em gelo e ao abrigo da luz,
dada a sensibilidade da 5-HT a variagdo de temperatura e luminosidade.
Para o experimento de liberagdo de 5-HT calculou-se a taxa de renovagdo da serotonina = [5-

HIAA/[5-HT].

S-HT 5-HT
4,0E+03 300
3,0E+03 200
£ 208403 19362x - 78,817 g 100 13,075x - 1,7107
N y= X - 78, y=13,075x-1,
< 1,0E+03 R?=0,99771 < R?=0,9978
0,0E+00 0
0 005 01 015 02 -4 1 6 11 16
Concentragdo (ng/ml) Concentragao (ng/ml)
A. B.
5-HIAA
5-HIAA
400
6,0E+03 3
) = 200
$ 40E+03 < =25421x - 15462
< 9 0F+03 ¥ =30001x + 439,25 100 A sy es
’ R?=0,99993 0 !
0,0E+00
0 005 01 015 02 -4 1 6 1 16
Concentragdo (ng/ml) Concentragdo (ng/ml)
C. D.
5-HIAA
5-HT
1400
700
600 1200
200 1000
400 8 800
£ 300 E 600
<
200 y=15,083x- 11,573 400 v =31462x - 4,5268
100 R?=0,99834 200 R = 0,99921
0 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Concentragio ng/ml Concentragao (ng/ml)
E. F.

Figura 9. Curvas de calibragdo dos padroes de 5-HT e 5-HIAA. As respostas lineares para as solugoes de
5-HT e 5-HIAA sao representadas como média para cada uma das concentragoes utilizadas. Em A e C, as
curvas para valores abaixo de 0.2ng/ml de 5-HT e 5-HIAA, respectivamente. Em B e D, as curvas para
valores acima de Ing/ml de 5-HT e 5-HIAA, respectivamente. Estas curvas foram as utilizadas na
determinagdo da 5-HT e do 5-HIAA do experimento de libera¢do de 5-HT. Em E e F, as curvas utilizadas na
determinagdo das concentragoes teciduais (conteudo total hipocampal) de 5-HT e 5-HIAA.
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4.5. Andlise estatistica

Para verificar a influéncia das sessdes, dos grupos e da possivel interacdo existente entre
sessdes e grupo sobre a velocidade, laténcia e distancia percorrida foram ajustados Modelos
Marginais Log-Lineares. Os Modelos Marginais conhecidos também por métodos Generalized
Equations Estimating (GEE) (Liang e Zeger, 1986) podem ser considerados uma extensdo de
Modelos Lineares Generalizados (McCullagh e Nelder, 1989) que diretamente incorporam a

correlacdo esperada entre as medidas realizadas na mesma unidade amostral.

Para verificar o efeito de cada componente do modelo (grupo, sessdo e interacao) foi utilizada
a Analise de Desvio sobre a distribuicdo Qui-Quadrado, sendo que de acordo com os seus
resultados, foram realizadas as compara¢des multiplas entre os grupos, sessdes, ou ainda, para
interagdo sessdo e grupos utilizando os Modelos Marginais Log-Lineares com as corregdes de Holm-

Bonferroni (Holm, 1979).

Para verificar se houve diferenca significativa dos deltas da laténcia e distancia entre os
grupos, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis (Hollander e Wolfe, 1999), sendo que para as
comparagdes multiplas, pos Kruskal-Wallis, foi utilizado o teste de Nemenyi (Zar, 1998).

Para verificar se a idade influenciou o indice de extingdo, e a preferéncia pelo quadrante-alvo
(PQA) no primeiro e no segundo minutos do teste de memoria, assim como para verificar se o fator
idade exerceu influéncia sobre os parametros neuroquimicos (5-HT liberada e a concentragdo de 5-
HIAA, ambos no extrato do meio extra-celular do hipocampo dos animais, ¢ a taxa de renovagdo da
5-HT hipocampal calculada a partir destes dados; concentragdo tecidual, ou seja, o conteudo total de
5-HT e 5-HIAA no hipocampo, e a taxa de renovagdo da 5-HT calculada a partir destes dados) foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Nemenyi para as comparagdes multiplas. Ja
para comparar se houve influéncia da idade sobre a diferenca entre a PQA no segundo minuto e a
PQA no primeiro minuto do teste de memoria foi utilizado o teste de Wilcoxon (Hollander e Wolfe,

1999).

Para verificar se os pardmetros neuroquimicos exerciam alguma influéncia sobre os
parametros comportamentais foram ajustadas Regressdes Marginais Log-Lineares Univariadas para
cada um dos pardmetros comportamentais a partir dos pardmetros neuroquimicos. As Regressoes
Marginais por sua facilidade na interpretacdo e auséncia de suposi¢des distribucionais tém sido

preferidas como extensdao dos Modelos Lineares Generalizados para dados dependentes (Fitzmaurice
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et al., 2011). De forma simplificada a correlagdo entre os pardmetros comportamentais e

neuroquimicos foi medida pela correlacdo de Spearman (Hollander e Wolfe, 1999).
Foi utilizado o nivel de 5% de significancia.

Para a representacdo grafica de alguns dos dados, expressos como “medianas”, foram
calculados os intervalos de confianca por meio do método bootstrap. Este ¢ um método de
reamostragem a partir da amostra original (Efron & Tibshirani, 1993).

Os dados referentes aos deltas da laténcia e da distdncia percorrida (item 4.3.1.2.) foram
ajustados pela fung¢do modular, um tratamento matematico que ajusta os valores considerando um
numero real sempre positivo ou nulo.

O software utilizado na andlise foi o R versdo 3.0.1., que pode ser conhecido em: www.R-

project.org.
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5. RESULTADOS

5.1. Pardametros comportamentais

5.1.1. Treino — introducdo

Ao fim do treino, 21.8% dos ratos idosos ndo encontraram a caixa-escape, contra 8.5% dos

ratos adultos e 11% dos jovens (Tabela 2).

Tabela 2 — Dados do desempenho dos animais durante as sessoes do “Treino” no
labirinto de Barnes (LB): numero de tentativas sem sucesso,
por sessdo e grupo

Total
Grupos Sessdio 1 Sessdo2 Sessio3 Sessio4 (n’tentativas
sem sucesso)
Idoso 29 11 6 2 48 (21.8%)
Adulto 16 1 0 0 17 (8.5%)
Jovem 18 2 0 2 22 (11%)

A fase de treino no LB consistiu de uma sessdo por dia, por 4 dias consecutivos.
Cada sessdo foi constituida de 5 tentativas consecutivas para cada rato. Cada
tentativa tinha o tempo mdximo de 3 minutos. O término de uma tentativa com
sucesso (localizar a caixa-escape — CE — e nela entrar antes dos 3 minutos) foi
considerado o momento em que o rato entrava com as quatro patas na CE. Ao longo
do treino: Idosos (n=11): 220 tentativas; Adultos (n=10) e Jovens (n=10): 200
tentativas

5.1.2. Treino — laténcia, distincia percorrida e velocidade

A Figura 10 mostra as curvas de aprendizado espacial dos animais dos grupos I, A e J, tendo
como unidade de medida do desempenho as varidveis dependentes laténcia (s, painel A) e distancia
percorrida (cm, painel B). A Andlise de Desvio dos dados por meio do Modelo Marginal Log-Linear

mostra efeito significativo das sessdes (laténcia - G.L.=3, x2 =114.3, p < 0.001; distancia — G.L.=3,
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v*=130.8, p<0.001), dos grupos (laténcia - G.L.=2.3* =10.2, p < 0.006; distdncia — G.L.=2, ¥’=6.9,

p<0.032) e interagdo significativa entre sessdes e grupos (laténcia - G.L.=6,y* =32.2, p <0.001; dis -

Idoso
—+— Adutto
+ Jovem

150
1

ldoso
= Aduto
Jovem

Laténcia (s)
100

L
|
|

Distancia (cm)
1250 1600 1950 2300
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50
1
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;
[
/
1
[
550

200

Sessdes (dias) Sessies (dias)

A. B.

Figura 10. Curvas de aprendizado espacial dos ratos dos grupos idoso (n=11), adulto (n=10) e jovem
(n=10). Desempenho expresso em laténcia (s, painel A) e distancia percorrida (cm, painel B) para encontrar
a caixa-escape. Eixo da abscissa: sessoes (dias) de treino. Cada valor de laténcia e distancia percorrida
representa a média das medianas das 5 tentativas (T1, T2, T3, T4 e T5) de todos os ratos de um mesmo
grupo em uma sessdo (dia), com os respectivos intervalos de confianca. Andlise dos dados por meio do
método de Andalise de Desvio do Modelo Marginal Log-Linear: houve efeito significativo das sessoes de
treino (laténcia - G.L.=3, y’ =114.3, p < 0.001; distancia — G.L.=3, x° =130.8, p<0.001), efeito dos grupos
(idade) (laténcia - G.L.=2, x° =10.2, p < 0.006; distancia — G.L.=2, ° =6.9, p<0.032) e intera¢do entre
sessdes e grupos (laténcia - G.L.=6; y° =32.2; p <0.001; distincia - G.L.=6; y° =34.2; p <0.001).

tancia — G.L.=6, ¥*=34.2, p<0.001). A analise da distdncia percorrida (DPer) ¢ da laténcia (Lat) por
meio das comparagdes multiplas entre as sessdes, por grupos, mostra efeito do tempo dentro de um
mesmo grupo, com significativa reducao das duas variaveis ao longo das sessoes (vide nas Tabelas
3 e 4 os valores “p” referentes as comparagdes multiplas para DPer e Lat, respectivamente). Esses
resultados indicam um efeito significativo da idade sobre o aprendizado, e também mostram que os

animais dos trés grupos aprenderam a tarefa.
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Tabela 3 — Efeito do tempo (sessées) sobre o desempenho no treino, expresso em DISTANCIA
PERCORRIDA (DPer, em cm): dados da andlise estatistica das médias da DPer por meio das
Comparagoes Multiplas estimadas pelo Modelo Marginal Log-Linear entre as sessoes, por grupos

Comparacoes Valor-
Grupos Mauiltiplas pP* exp(p) LC.-95%*
Sessdao =2 (Referéncia = 1) 0,109 0,694 [0,46 ; 1,05
Sessdao = 3 (Referéncia = 1) 0,086 0,681 [0,45; 1,03
Sessdao =4 (Referéncia = 1) 0,000 0,436 [0,34 ;0,57

Sessdao = 3 (Referéncia = 2) 0,082 0,596 [0,34 ;1,04

Sessdao =4 (Referéncia = 2) 0,000 0,409 [0,27 ; 0,62

Sessdo = 4 (Referéncia = 3) 0,007 0,685 [0,50 ; 0,94
* Com corregdo de Holm Bonferroni

]

]

Id ]

0S0S N .

Sessdao = 3 (Referéncia = 2) 0,935 0,981 [0,62 ; 1,55]

Sessdo = 4 (Referéncia = 2) 0,043 0,629 [0,40 ; 0,99]

Sessdao =4 (Referéncia = 3) 0,010 0,641 [0,44 ; 0,94]

Sessdao =2 (Referéncia = 1) 0,000 0,481 [0,33;0,70]

Sessdao = 3 (Referéncia = 1) 0,000 0,373 [0,24 ; 0,57]

Adulto Sessdo = 4 (Referéncia = 1) 0,000 0,341 [0,22 ; 0,52]
Sessdao = 3 (Referéncia = 2) 0,091 0,775 [0,58 ; 1,03]

Sessdao =4 (Referéncia = 2) 0,119 0,710 [0,48 ; 1,05]

Sessdao =4 (Referéncia = 3) 0,935 0,916 [0,70 ; 1,20]

Sessdao =2 (Referéncia = 1) 0,000 0,361 [0,20 ; 0,64]

Sessdao = 3 (Referéncia = 1) 0,000 0,215 [0,11;0,43]

Sessdao =4 (Referéncia = 1) 0,000 0,147 [0,08 ; 0,27]

Jovem ]
]

]

Tabela 4 - Efeito do tempo (sessoes) sobre o desempenho no treino, expresso em
LATENCIA (Lat, em s.): dados da analise estatistica das médias da Lat por meio das
Comparagoes Multiplas estimadas pelo Modelo Marginal Log-Linear entre as sessoes, por

grupos

Grupos Comparagdes Miiltiplas Valor-P* exp(p) LC.-95%*
Sessdao =2 (Referéncia = 1) 0,002 0,518 [0,31;0,85]
Sessdao = 3 (Referéncia = 1) 0,000 0,467 [0,31;0,71]

ldosos Sessdo = 4 (Referéncia = 1) 0,000 0,262 [0,16;0,42]
Sessdao = 3 (Referéncia = 2) 1,000 0,902 [0,65 ;1,26]
Sessdo = 4 (Referéncia = 2) 0,007 0,506 [0,29 ; 0,88]
Sessdao =4 (Referéncia = 3) 0,009 0,561 [0,35;0,91]
Sessdao =2 (Referéncia = 1) 0,000 0,306 [0,22 ;0,42]
Sessdao = 3 (Referéncia = 1) 0,000 0,176 [0,11;0,27]

Adulto Sessdo = 4 (Referéncia = 1) 0,000 0,179 [0,09 ; 0,36]
Sessdao = 3 (Referéncia = 2) 0,032 0,574 [0,34;0,97]
Sessdao =4 (Referéncia = 2) 0,258 0,585 [0,28 ; 1,21]
Sessdao =4 (Referéncia = 3) 1,000 1,019 [0,74 ; 1,40]
Sessdao =2 (Referéncia = 1) 0,000 0,313 [0,15;0,64]
Sessdao = 3 (Referéncia = 1) 0,000 0,163 [0,06 ; 0,44]

Tovem Sessdao =4 (Referéncia = 1) 0,002 0,160 [0,04 ; 0,65]
Sessdao = 3 (Referéncia = 2) 0,003 0,519 [0,31;0,87]
Sessdao =4 (Referéncia = 2) 0,171 0,512 [0,23 ; 1,16]
Sessdo = 4 (Referéncia = 3) 0,942 0,985 [0,66 ; 1,48]

* Com corregdo de Holm-Bonferroni
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Para entender o efeito da idade sobre o aprendizado, realizamos comparagdes multiplas (com
correcdo de Holm-Bonferroni) para os grupos por sessdo, tanto para os dados expressos em Lat
quanto em DPer (Tabelas 5 e 6, respectivamente) e observamos que o aumento da idade se associa a

uma piora neste desempenho durante a fase de treino:

(1) a laténcia no grupo dos idosos foi significativamente maior que nos grupos jovem (sessiao 3:
p=0.006, exp(B)=0.284, 1C-95% = [0.10 : 0.80]) e adulto (sessdo 2: p=0.037, exp(8)=0.513, IC-95%
=10.27 ; 0.98]; sessdo 3: p<0.001, exp(B)=0.327, IC-95% = [0.16 ; 0.65])

(i1) a distancia percorrida no grupo dos idosos foi significativamente maior que nos grupos jovem
(sessdo 3: p=0.009, exp(B)=0.465, IC-95% = [0.24 ; 0.89]; sessdo 4: p=0.001, exp(B)=0.498, IC-95%
=10.30 ; 0.83]) e adulto (sessao 3: p=0.001, exp(3)=0.538, IC-95% =[0.34 ; 0.85]).

Tabela 5 — Efeito da idade sobre o desempenho no treino, expresso em LATENCIA (Lay):
dados da analise estatistica das médias da Lat por meio do método de Comparagoes
Multiplas estimadas pelo Modelo Marginal Log-Linear entre os grupos, por sessdo

Sessdes  Comparacgdes Miltiplas Valor-P* exp(f) LC.-95%%*
Adulto (Referéncia = Idoso) 1.000 0.868 [0.57 ; 1.33]
1 Jovem (Referéncia = Idoso) 1.000 0.814 [0.52; 1.28]
Adulto (Referéncia = Jovem) 1.000 1.066 [0.72 ; 1.57]
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.037 0.513 [0.27 ; 0.98]
2 Jovem (Referéncia = Idoso) 0.132 0.492 [0.22 ; 1.10]
Adulto (Referéncia = Jovem) 0.866 1.043 [0.64 ; 1.71]
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.000 0.327 [0.16 ; 0.65]
3 Jovem (Referéncia = Idoso) 0.006 0.284 [0.10; 0.80]
Adulto (Referéncia = Jovem) 1.000 1.152 [0.50 ; 2.65]
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.639 0.594 [0.26 ; 1.34]
4 Jovem (Referéncia = Idoso) 1.000 0.498 [0.14 ; 1.83]
Adulto (Referéncia = Jovem) 1.000 1.192 [0.37 ; 3.87]

* Com corregdo de Holm-Bonferroni
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Tabela 6 — Efeito da idade sobre o desempenho no treino, expresso em DISTANCIA
PERCORRIDA (DPer): dados da analise estatistica das médias da DPer por meio do
método de Comparagoes Multiplas estimadas pelo Modelo Marginal Log-Linear entre os
grupos, por sessao

Sessdoes Comparacoes Miiltiplas Valor-P* exp(B) LC.-95%*
Adulto (Referéncia = Idoso) 0911 0.983 [0.72 ; 1.34]
1 Jovem (Referéncia = Idoso) 0.085 1.473 [0.97 ; 2.23]
Adulto (Referéncia = Jovem) 0.006 0.667 [0.48 ; 0.93]
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.319 0.681 [0.40 ; 1.15]
2 Jovem (Referéncia = Idoso) 1.000 0.766 [0.42 ; 1.41]
Adulto (Referéncia = Jovem) 1.000 0.889 [0.58 ; 1.37]
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.001 0.538 [0.34 ; 0.85]
3 Jovem (Referéncia = Idoso) 0.009 0.465 [0.24 ; 0.89]
Adulto (Referéncia = Jovem) 1.000 1.156 [0.70 ; 1.91]
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.556 0.769 [0.50 ; 1.18]
4 Jovem (Referéncia = Idoso) 0.001 0.498 [0.30; 0.83]
Adulto (Referéncia = Jovem) 0.294 1.545 [0.87 ; 2.75]

* Com corregdo de Holm-Bonferroni

A Figura 11 mostra as curvas de velocidade de deslocamento, sobre a plataforma durante o
treino, dos animais dos grupos I, A e J. A Analise dos dados usando o método de Desvio do Modelo
Marginal Log-Linear revela efeitos significativos das sessdes (G.L.=3, y° =58.4, p < 0.001) e dos
grupos (G.L.=2,5> =6.2, p < 0.031). Esses resultados indicam que os animais dos trés grupos
apresentaram elevacao significativa da velocidade durante o treino, e também sugerem um efeito
significativo da idade sobre a velocidade de exploragao do LB. Nao houve interagdo entre sessoes e
grupos (G.L.=6, x> =6.8, p=0.384), o que significa que as diferencas médias da velocidade entre os

grupos se mantém estatisticamente as mesmas no decorrer das sessoes.

50

- Figura 11. Curvas de velocidade de deslocamento

Adito dos animais (cm/s) sobre a plataforma=LB.

Jovem Grupos idoso (n=11), adulto (n=10) e jovem

(m=10). Eixo das abscissas: sessoes (dias) de

treino. Cada ponto representa as velocidades

1 — médias de todos os ratos de um mesmo grupo, em

uma sessdo, com os respectivos intervalos de

= confianga. Andalise de Desvio do Modelo Marginal
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sessoes de treino (G.L.=3, ){2 =584, p <0.001) e

°- dos grupos (idade) (G.L.=2, y° =6.9, p=0.031).
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Ao realizarmos comparagdes multiplas estimadas pelo Modelo Marginal Log-Linear (com
correcdo de Holm-Bonferroni) para os grupos (Tabela 7) observamos que o efeito da idade sobre a
velocidade ocorre de maneira significativa entre os grupos jovem e idoso: (i) a velocidade no grupo
dos jovens foi significativamente maior que no grupo idoso (p=0.044, exp(B)=1.431, IC=[1,01 :
2.03]): o grupo dos jovens apresentou valor médio de velocidade 43.1% (IC-95% = [1% ; 103%])

acima da velocidade do grupo dos idosos.

Tabela 7 — Dados da andlise do desempenho motor (VELOCIDADE de deslocamento dos
animais sobre a plataforma=LB): parametros estatisticos obtidos por meio do método de

Comparagoes Multiplas estimadas pelo Modelo Marginal Log-Linear entre os grupos

Comparacoes Muiltiplas Valor-P* exp(p) 1.C.-95%%*
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.269 1.181 [0.88;1.59]
Jovem (Referéncia = Idoso) 0.044 1.431 [1.01;2.03]
Adulto (Referéncia = Jovem) 0.160 0.826 [0.65; 1.06]

* Com corre¢do de Holm-Bonferroni

5.1.3. Treino — laténcia e distincia percorrida, valores ajustados pelo fator velocidade

Como a idade afetou de maneira significativa a velocidade de deslocamento dos ratos no LB,
esse parametro (velocidade) foi inserido no modelo estatistico utilizado (Modelos Marginais Log-
Lineares) para avaliar o desempenho cognitivo dos animais, considerando essa varidavel. Assim,
obtivemos os dados expressos em laténcia e distdncia percorrida ajustados pelo fator velocidade, a
fim de avaliar a presenca de possiveis interferéncias da velocidade no desempenho dos animais na
execucdo da tarefa. A Figura 12 ¢ andloga a Figura 10, porém mostra as curvas do aprendizado
espacial considerando os ajustes da laténcia (s, Painel A) e da distancia percorrida (cm, painel B)

pelo fator velocidade.
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Figura 12. Curvas de aprendizado espacial, considerado o fator velocidade, dos ratos dos
grupos idoso (n=11), adulto (n=10) e jovem (n=10) Desempenho expresso em laténcia (s,
painel A,) e distancia percorrida (cm, painel B), considerando o fator velocidade, para
encontrar a caixa-escape. Eixo das abscissas: sessoes (dias) de treino. Cada valor de laténcia
(Lat) e distancia percorrida (DPer) representa a média das medianas das 5 tentativas (T1, T2,
T3, T4 e T5) de todos os ratos de um mesmo grupo em uma sessdo (dia), com os respectivos
intervalos de confianga. A inser¢do da velocidade na matriz do Modelo Marginal Log-Linear
permite o cdlculo da Lat e da DPer correspondentes, assim como a construg¢do das curvas, a
partir de um valor de velocidade escolhido aleatoriamente para servir como ajuste da varidavel
no cdlculo das demais (para a constru¢do das curvas acima os valores de velocidade
aleatoriamente escolhidos foram: 22.6 e 30cm/s).

A Analise de Desvio do Modelo Marginal Log-Linear para a varidvel distancia percorrida
ajustada pelo fator velocidade (DPerye) mostra que o efeito da velocidade sobre esta variavel nao foi
significativo (G.L.=1, y* =2.9, p = 0.089), ¢ que ocorreu efeito significativo das sessdes (G.L.=3, y°
=111.7, p < 0.001) e dos grupos (G.L.=2, y* =6.7, p < 0.035), sendo que a intera¢io entre sessdes e

grupos também apresentou significancia estatistica (G.L.=6, y* =30, p < 0.001). A analise da DPerve|
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por meio das comparacdes multiplas entre as sessdes, por grupos, mostra efeito do tempo (sessoes)
dentro de um mesmo grupo, com significativa reducdo da variavel ao longo das sessdes (vide na
Tabela 8 os valores “p” referentes as comparacdes multiplas). Os dados referentes a DPerye
indicam que:

(1) a DPerye constitui uma unidade de medida do desempenho cognitivo dos animais na tarefa
espacial, visto que o efeito do fator velocidade sobre esta variavel nao foi significativo;

(i1) os animais dos trés grupos aprenderam a tarefa.

Tabela 8 — Efeito do tempo (sessdes) sobre o desempenho no treino, expresso em
DISTANCIA PERCORRIDA (DPery. , em cm), ajustada considerando o fator velocidade:
dados da andlise estatistica das médias da DPery,; da por meio das Comparagées Multiplas

estimadas pelo Modelo Marginal Log-Linear entre as sessoes, por grupos, calculadas
considerando o fator velocidade.

Grupos Comparagoes Miiltiplas Valor-P* exp(p) L.C.-95%*

Sessdao =2 (Referéncia = 1) 0,023 0,641 [0,43;0,96]
Sessdao = 3 (Referéncia = 1) 0,020 0,612 [0,39;0,96]
Idosos Sessdo = 4 (Referéncia = 1) 0,000 0,387 [0,29 ; 0,52]
Sessdao = 3 (Referéncia = 2) 0,842 0,956 [0,61 ;1,49]
Sessdo = 4 (Referéncia = 2) 0,019 0,604 [0,38 ; 0,95]
Sessdao =4 (Referéncia = 3) 0,007 0,632 [0,43;0,92]
Sessdao =2 (Referéncia = 1) 0,000 0,404 [0,26 ; 0,62]
Sessdao = 3 (Referéncia = 1) 0,000 0,282 [0,16;0,51]
Adulto Sessdo = 4 (Referéncia = 1) 0,000 0,265 [0,14;0,52]
Sessdao = 3 (Referéncia = 2) 0,072 0,698 [0,48 ; 1,02]
Sessdao =4 (Referéncia = 2) 0,089 0,655 [0,41 ;1,04]
Sessdao =4 (Referéncia = 3) 1,000 0,938 [0,72;1,22]
Sessdao =2 (Referéncia = 1) 0,000 0,327 [0,17 ;0,64]
Sessdao = 3 (Referéncia = 1) 0,000 0,180 [0,08 ; 0,43]
Jovem Sessdao =4 (Referéncia = 1) 0,000 0,125 [0,06 ; 0,28]
Sessdao = 3 (Referéncia = 2) 0,025 0,550 [0,32;0,95]
Sessdo = 4 (Referéncia = 2) 0,000 0,383 [0,24 ; 0,60]
Sessdo = 4 (Referéncia = 3) 0,020 0,696 [0,50; 0,97]

* Com corregdo de Holm-Bonferroni

Para melhor entendimento do efeito da idade sobre o aprendizado espacial, considerando a
DPery. como a medida do desempenho cognitivo dos animais, realizamos comparagdes multiplas
estimadas pelo Modelo Marginal Log-Linear (com correcdo de Holm-Bonferroni) para os grupos,
por sessdo (Tabela 9) e observamos que o aumento da idade se associa a uma piora no desempenho

durante a fase de treino:
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(1) a DPerye no grupo dos idosos foi significativamente maior que nos grupos jovem (sessdo 3:
p=0.007, exp(88)=0.439, IC-95% = [0.22 : 0.87]; sessao 4: p=0.008, exp(B)=0.463, 1C-95% =[0.24 ;
0.88]) e de adultos (sessao 3: p=0.002, exp(3)=0.520, IC-95% = [0.32 ; 0.85]). Estes resultados sdo
semelhantes aos obtidos da andlise da distdncia percorrida calculada sem o ajuste do fator

velocidade.

Tabela 9 — Efeito da idade sobre o desempenho dos animais, expresso em DISTANCIA
PERCORRIDA, AJUSTADA PELO FATOR VELOCIDADE (DPery,;, em cm): dados da
analise estatistica das médias da DPery,; por meio do método de Comparagoes Multiplas
estimadas pelo Modelo Marginal Log-Linear entre os grupos, por sessdao

Sessoes Comparacoes Miiltiplas Valor-P* exp(f) I.C.-95%%*
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.959 0.992 [0.74;1.33]

1 Jovem (Referéncia = Idoso) 0.446 1.312  [0.88; 1.96]
Adulto (Referéncia = Jovem) 0.169 0.756  [0.54;1.05]
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.217 0.639 [0.37;1.11]

2 Jovem (Referéncia = Idoso) 0.616 0.655 [0.31;1.37]
Adulto (Referéncia = Jovem) 1.000 0.975 [0.60 ; 1.58]
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.002 0.520 [0.32;0.85]

3 Jovem (Referéncia = Idoso) 0.007 0.439 [0.22;0.87]
Adulto (Referéncia = Jovem) 1.000 1.183  [0.69 ;2.03]
Adulto (Referéncia = Idoso) 0.563 0.745 [0.46;1.20]

4 Jovem (Referéncia = Idoso) 0.008 0.463 [0.24;0.88]
Adulto (Referéncia = Jovem) 0.224 1.610 [0.89;2.93]

* Com corregdo de Holm-Bonferroni

Para o desempenho expresso através da varidvel “laténcia” ajustada considerando-se o fator
velocidade (Latyer), foi aplicado o mesmo processo de andlise estatistica descrito acima para os
dados expressos em DPery, : a Analise de Desvio do Modelo Marginal Log-Linear para a variavel
Laty. , mostra que houve efeito significativo da velocidade (G.L.=1, x*=136.6 p<0.001), das sessdes
(G.L.=3, x> =76.2, p<0.001) e da interacdo grupos x sessdes (G.L.=6, y*=28.9, p<0.001). Nio houve
efeito significativo dos grupos (G.L.=2, ¥*=5.8, p=0.065). Estes resultados indicam que: (i) o fator
velocidade tem impacto sobre a laténcia, ou seja, a varidvel “laténcia” ndo ¢ um parametro adequado
para expressar o desempenho dos animais; (i) que a Latye varia de maneira significativa com o
decorrer das sessdes; (iii) € que sem considerar a interagdo sessao x grupo nao ha efeito significativo
dos grupos (idade), pois, p=0.065 (diferentemente do observado na andlise da laténcia sem a

correcdo pelo fator velocidade, onde houve efeito dos grupos).
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Assim, o efeito que a velocidade de exploragdo do LB pelos animais tem sobre a laténcia
confirma que esta ultima, devido ao fato da velocidade de deslocamento dos animais ter sofrido
efeito dos grupos, ndo ¢ uma forma adequada para expressar o desempenho. De forma contraria do
que se observa quando o desempenho é expresso em distdncia percorrida. Portanto, a distancia
percorrida, e ndo a laténcia, ¢ a melhor unidade de medida do desempenho cognitivo dos animais

nesta tarefa espacial.

5.1.4. Treino - andlise do aprendizado e da memdria ao longo das sessoes, com foco no intervalo

entre as ultimas e as primeiras tentativas de sessoes consecutivas

A Figura 13 mostra a mesma curva de aprendizado espacial da Figura 10, porém de forma
mais detalhada, onde cada ponto representa a média do desempenho, em cada uma das tentativas
(Ty, n=1, 2, 3, 4, ou 5), de todos os ratos de um mesmo grupo em uma sessao (p ex, média de T1 de
todos os ratos idosos da sessdo 1). Através das figuras se pode observar que o intervalo entre a
primeira tentativa de uma sessdo (Tlsessao “n”) € @ Ultima tentativa da sess@o anterior (TSsessao “n-17)
pode conter informagdes a respeito do processo de aprendizagem e memoria ao longo do treino. Em
busca destas informagdes, foram obtidos dados através da diferenca (delta = D) e da razdo (R) entre
T1sessio “n” € TSsessio “n-1de cada animal, considerando a varidvel distdncia percorrida (a laténcia nao
foi considerada, por sofrer efeito significativo da velocidade): delta 1 (D;)=T1essao2 — TS sessaol, delta
2 (D2)= Tlsessios — T5 sessioz, delta 3 (D3)=Tlsessaos — TS sessaos; 13280 1 (R1)=T lsessiao2/ TS sessiol, 1aza0 2
(R2)= Tlsessao3/ TS sessioz, 1aZ30 3 (R3)=T 1gessioa/ TS sessios- Desta forma, quanto maior o valor do delta
(D) ou da Razao (R), pior o desempenho do animal em termos de memoria (consolidacdo e/ou

recuperagdo da informagao 24 horas depois, ao longo dos 4 dias do processo de aquisi¢ao).
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Figura 13. Curvas de aprendizado espacial dos ratos dos grupos idoso (n=11), adulto
(n=10) e jovem (n=10). Desempenho expresso em laténcia (s, painal A) e distincia
percorrida (cm, painel B) para encontrar a caixa-escape. Eixo da abscissa: tentativas
(T1 a T5) por sessées (dias) de treino. Cada valor de laténcia e distancia percorrida
representa a média das tentativas T,(n=1, 2, 3, 4, ou 5) de todos os ratos de um mesmo
grupo em uma sessdo (p ex, média de T1 de todos os ratos idosos da sessdo 1).

Ao analisar Dy, Dy, D3, R;, Ry, ¢ R; (obtidos com as medidas expressas em DPer)
separadamente tém-se dados independentes ndo normalmente distribuidos com a presenca de alguns

outliers, sendo aplicavel nessa situacdo o teste de Kruskal-Wallis para analisar se existem
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diferencas significativas entre os grupos. A Tabela 10 expde os deltas (D, D,, D3) obtidos com os
dados da distancia percorrida, considerando ou ndo a fungdo modular* em seu célculo. Nao houve

diferenga significativa entre os grupos. (veja os valores “p” na Tabela 10).

Tabela 10 - Medidas descritivas e dados do teste de Kruskal-Wallis para os deltas D;, D>, e D;
obtidos com as medidas da DISTANCIA PERCORRIDA pelos animais dos trés grupos (idoso,
adulto e jovem), durante o treino, com e sem ajuste usando fun¢iao modular*,

Fonte N Média E.P. 1"Q 2°Q 3°Q Vall,"r
ldoso 11 271.1 3735  -4764 1985 659.5
I:sgjﬂir Adulto 10 -102.5 337.8  -779.5 263 2188 0711
b, Jovem 10 -230.9 5333  -1121.5 -102.7 4959
Comp Mdoso 11 9206 2493 3043  751.6 1309.5
odula Adulto 10 7429 2322 1649 5404 1190.6 0.819
Jovem 10 11058 393.1 126.8  808.7 11488
Soqp Moso 11962 6128 1713 1312 13122
bl Adulto 10183 1073 2624 101 170.1 0556
b Jovem 10 -53.8 1228  -2093 280 2982
2 Idoso 11 12464 4703 1713 6617 1475
Comf  \qulto 10 2513 674 81.9 2162 3293 0.114
modular
Jovem 10 3052 71 179.9 2538 4255
Idoso 11 -113.6 152.6  -3883 263 307.4
Semf  \qulto 10 2583 143.6 4401 -175.6 577 0.546
modular
b Jovem 10  -787 1291  -1059  -184 1589
’ Idoso 11 3931 954 175.8 3449 4737
Comf o 10 3755 1112 713 3095 440.1  0.264
modular

Jovem 10  243.1 103.9 74.9 150.5 228.1

*

Tratamento matemdtico com fun¢do modular, que ajusta os valores de tal forma a se obter um
numero real sempre positivo ou nulo.

Em destaque (amarelo) as médias do D, , com fungdo modular, dos trés grupos, discutidas no
item 6 (““Discussdo”).

D 1 =TI sessao2 — 75 sessdol

D2: T1 sessao3 — T. 5.ves‘v502

D 3:T 1 sessdod — 75 sessdo3

* Tratamento matemdtico com fung¢do modular, que ajusta os valores considerando um niumero
real sempre positivo ou nulo.

Na Figura 14 visualizamos a representacdo grafica das medianas para D, D,, e D3, utilizando

valores expressos em distancia percorrida e em laténcia para os trés grupos, com e sem funcao
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modular, e seus respectivos intervalos percentilicos de 95%. Cabe destacar que para o calculo desses

intervalos foi utilizado o método bootstrap **.

A.

Delta da distancia percorrida
(T1 de uma sessao - TS da sessao anterior)
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Figura 14. Medianas (e seus respectivos intervalos percentilicos bootstrap** de 95%) dos
deltas D;, D,, e D; obtidos das medidas expressas em DISTANCIA PERCORRIDA (painéis
A e B) dos grupos idoso (n=11), adulto (n=10) e jovem (n=10), sem e com fungdio
modular**, Delta, ;= T1, - T5,, (n=numero da sessdo, podendo ser igual a 2, 3 ou 4;
T=tentativa). Os pontos (*) representam os dados outliers. Ndo houve diferenca significativa
entre os grupos.

DIZT]sessﬁ()Z - T5sess501
D2: Ti sessao3 — 15 sessdo2
D3:T]sessﬁo4 - T5sessdo3
** Método bootstrap: método de reamostragem a partir da amostra original utilizado para
calculo do intervalo de confianca

A Tabela 11 expde as razdes (R;, R, e R3) obtidas com os dados da distancia percorrida. Nao

houve diferenca significativa entre os grupos (veja os valores “p” na tabela 10).

A Figura 15 mostra a representacdo grafica das medianas (e seus respectivos intervalos

percentilicos de 95%, calculados utilizando o método bootstrap) para R;, R,, e Rs obtidos das

medidas do desempenho expressas em distancia percorrida.
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Tabela 11 - Medidas descritivas e dados do teste de Kruskal-Wallis para as razoes R;, R; e

R; obtidas das medidas em DISTANCIA PERCORRIDA. Comparagées entre os grupos.

Fonte N  Média E.P. 1°Q 2°Q 3°Q Valor-P
Idoso 11 2303 0660 0550 1.446 3.590
R, Adulto 10  2.100  0.892 0270 1.062 1730 0.755
Jovem 10 1912 0716 0440 0.755 3.330
e Idoso 11 3420 1392 0501 1.507 4.330
l]))e‘itci‘;ﬁza R, Adulto 10 1.605 0450 0.650 1.025 2.060 0.522
Jovem 10 1248 0343 0346 0.833 2.450
Idoso 11 0978 0222 0295 1.040 1.340
R; Adulto 10 0.870 0264 0354 0.650 1300 0.479

Jovem 10 1.302 0.268 0.566 0.979 1.980

R] =Tl AvesstZ/ T5 sessdols R2= 11 sessdo3/ 15 sessdo2s R3=T 1 sessdofl/ 15 sessdao3
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Figura 15. Medianas (e seus respectivos intervalos percentilicos de 95%) das
razoes Ry, R,, e R; obtidas das medidas do desempenho dos ratos expresso em
DISTANCIA PERCORRIDA dos grupos idoso (n=11), adulto (n=10) e jovem
(n=10). Razdo, = T1,/T5,; (n=ntimero da sessdo, podendo ser igual a 2, 3 ou 4;
T=tentativa). Os pontos (®) representam os dados outliers. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos.
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5.1.5. Teste comprobatorio - andlise da memdoria e extin¢do do comportamento, apos o treino

Na Figura 16 observa-se a representacdo grafica das medianas e seus respectivos intervalos
percentilicos bootstrap dos indices de extingdo dos animais dos trés grupos (I, A e J). O teste de
Kruskal-Wallis ndo indicou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p=0.367).
Indice de Extingdo= t1/t2, sendo t1 o tempo de permanéncia do rato no quadrante alvo (QA), dentro
do primeiro minuto do teste, e t2 o tempo de sua permanéncia no QA, dentro do segundo minuto do

teste. Detalhes no item 4.3.1.3 de Materiais € Métodos.

2.5

2.0 1

1.5 1

1.0

indice de Extingdo

i

0.5 1

0.0 - -

Idoso Adulto Jovem

Figura 16. Desempenho dos animais no teste comprobatorio: avaliagdo da
flexibilidade comportamental, por meio das medianas do indice de extin¢do (e
seus respectivos intervalos percentilicos de 95%). Grupos idoso (n=11), adulto
(n=10) e jovem (n=10). Indice de Extingdo (IE)=t1/t2, sendo tl o tempo de
permanéncia do rato no quadrante alvo (QA), durante o primeiro minuto do
teste, e t2 o tempo de sua permanéncia no QA, durante o segundo minuto do
teste. O teste de Kruskal-Wallis mostrou ndo haver diferenca entre os grupos
(p=0.367). O ponto acima da barra/grupo jovem representa um dado outlier.

Abaixo apresentamos, na Figura 17 (Painéis A e B), o grafico boxplot para os dados

referentes ao parametro preferéncia pelo quadrante alvo (PQA), dos animais dos trés grupos (I, A e
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J) experimentais, representando as medianas, com seus intervalos percentilicos bootstrap de 95%. A
mediana do grupo idoso permanece abaixo de 50% do tempo nos 1° ¢ 2° minutos do teste, ao
contrario da mediana dos grupos adulto e jovem (painéis A e B). O teste de Kruskal-Wallis indicou
efeito dos grupos apenas no 2° minuto do teste (p=0.051), sendo estatisticamente significativa a
diferenga entre os grupos idoso e adulto, conforme verificado por meio das Comparagdes Multiplas
de Nemenyi (p=0.032). Utilizando-se o teste de Wilcoxon, as comparagdes intragrupo do percentual
de tempo no QA entre o primeiro € o segundo minuto do teste comprobatorio mostram que houve

diferenga significativa apenas no grupo jovem (p=0.025).
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o B Aduto p=0.025
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Figura 17. Desempenho dos animais no teste comprobatorio: medianas (e seus respectivos
intervalos percentilicos de 95%) da preferéncia pelo quadrante alvo (PQA, em % de tempo)* no
primeiro e no segundo minuto do teste comprobatorio. Grupos idoso (n=11), adulto (n=10) e
Jjovem (n=10). Houve efeito dos grupos no 2° min do teste (Kruskal-Wallis, p<0.051), sendo
significativa a diferenca entre os grupos idoso e adulto, verificada por meio das Comparagoes
Multiplas de Nemenyi (p=0.032). As comparagoes intra-grupo por meio do teste de Wilcoxon
mostram diferenca significativa no grupo jovem (p=0.025). *PQOA 1, min do este=[tempo (em seg.) no
QA durante o 1° min do teste/60]x100; PQA 3y min do rese=[tempo (em seg.) no QA durante o 2° min
do teste/60]. QA:quadrante-alvo

Suplemento (insert): Representacdo das medianas + erro padrdo destacando as diferencgas entre
a PQA no 1° e no 2° min para cada um dos trés grupos.
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5.2. Pardmetros neuroquimicos

5.2.1. Dados da liberacdo de 5-HT e nivel de 5-HIAA no meio extracelular

Devido a problemas técnicos na manipulacdo das amostras biologicas, os resultados referentes
a quantidade de 5-HT liberada no meio de incubagdo (experimento de liberacao de 5-HT) ndo estdo
sendo apresentados, ja que ndo foi possivel detectar os niveis de 5-HT em parte dessas amostras. A
hipotese mais provavel ¢ a ocorréncia de degradag¢do da 5-HT nestas amostras, durante o periodo de
3 meses em que as mesmas permaneceram no fieezer — 80° C. Portanto, apenas os dados referentes
ao 5-HIAA estdo sendo apresentados. A Tabela 12 mostra os dados referentes as concentragdes de
5-HIAA no meio extracelular, obtidos dos hipocampos submetidos ao experimento de liberacao de

5-HT, nas condi¢des normais e despolarizante.

Tabela 12 — [5-HIAA] no meio extracelular dos hipocampos incubados em condigoes normal ou
despolarizante: medidas descritivas e dados do teste de Kruskal-Wallis para comparagoes dos
grupos.

Grupos N Média EP. 1°Q 2°Q 3°Q Vall,"r'
Idoso 11 5566 2,74 49,61 5991 62,72
Meio Normal Adulto 9 4698 7,76 30,68 45,55 50,50 0,001
Jovem 9 30,16 2,38 2424 2975 32,60
Idoso 11 4631 2777 39,61 45,15 53,62
Adulto 10 61,68 16,16 32,86 44,67 66,84 0,003

Jovem 9 2834 1,71 2581 27,19 30,30

Fonte

SHIAA

Meio
Despolarizante

A Figura 18 mostra a representacao grafica dos dados da tabela 12. Houve efeito da idade, de
acordo com as comparacdes entre os grupos por meio do teste de Kruskal-Wallis, tanto no meio
normal (Tyrode com concentragdo fisioldgica de KCI; p=0.001), quanto no meio despolarizante
(Tyrode com alta concentragdo de KCI; p=0.003). Quando realizadas as comparag¢des multiplas de
Nemenyi entre os grupos, observou-se: (i) o grupo idoso, comparado ao grupo jovem, apresentou
maior concentragdo de 5-HIAA no meio extracelular proveniente dos hipocampos desses animais.

Em condi¢des estimuladas, ou seja, no caso do tecido ser desafiado com alta concentragcdo de
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potassio, o valor de “p” foi igual a 0.003 e em condi¢des controles (normal) o valor de “p” foi igual
a p=0.0003, e (ii) o grupo adulto apresentou maior [S-HIAA] no meio extracelular hipocampal que o

grupo jovem, apenas em condi¢do estimulada (p=0.0147).

Meio Normal Meio Despolarizante

60
1
60
1

}--
i
I
l P
I

20

Idoso Adulto Jovem Idoso Adulto Jovem

Figura 18. Medianas (e seus respectivos intervalos percentilicos de 95%) da concentracio de
5-HIAA no meio extracelular dos hipocampos (incubado em Tyrode normal ou
despolarizante) de ratos dos trés grupos experimentais, submetidos a tarefa espacial no
Labirinto de Barnes. O teste de Kruskal-Wallis indicou que houve efeito dos grupos nas duas
condigoes, Normal [KCI]=2.5mM (p=0.001) ou estimulada com alta [KCI]=30mM (p=0.003).
As comparagoes multiplas, entre os grupos pelo teste de Nemenyi, revelaram que o grupo idoso
apresentou maior [5-HIAA] do que o grupo jovem (p=0.003 para meio despolarizante;
p=0.0003 para o meio normal), e que o grupo adulto também apresentou [5-HIAA] maior que o
grupo jovem (p=0.0147 para o meio despolarizante).

5.2.2. Determinacoes das concentracoes teciduais (conteudo total) de 5-HT e 5-HIAA no

hipocampo

A Tabela 13 e a Figura 19 mostram as concentragdes teciduais de 5-HT (Painel A) e 5-HIAA
(Painel B) no hipocampo dos ratos dos grupos idoso, adulto e jovem. Através do teste de Kruskal-
Wallis observou-se efeito significativo dos grupos (idade) na concentragdo de 5-HIAA (p=0.047).
Nas comparagdes multiplas via teste de Nemenyi, a diferenca mais pronunciada foi entre os grupos
jovem e idoso, porém sem significancia estatistica (p=0.066). Tomando este dado por uma
tendéncia, torna-se relevante saber se houve efeito da idade sobre a taxa de renovacao da 5-HT. A

Tabela 13 mostra que ndo houve efeito dos grupos (=idade) sobre a taxa de renovacao da 5-HT.
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Tabela 13 - Medidas descritivas para a [5-HT] e para a [5-HIAA] teciduais (conteudo total), e
para a taxa de renovagdo [5-HIAA]/[5-HT] no hipocampo de ratos Wistar. Dados do teste de
Kruskal-Wallis para comparagdo dos grupos.

Fonte Grupos N Média E.P. 1Q 27Q 3°Q  Valor-P
Idoso 11 137.732  25.102 83.413 91.357 191.484
5-HT Adulto 10 105.721  24.134 49.671 89.266  110.826 0.303
Jovem 9 85.777 20.333 51.141 62.165 112.767
Idoso 11 453.177  19.532  420.648 436.079 484.093
5-HIAA Adulto 10 473951 35.768  384.309 437.119 552.828 0.047
Jovem 9 367.49 24223  315.611 364.545 421.872
Idoso 11 4.614 0.814 2.269 4.373 6.114
5-HIAA/5-HT  Adulto 10 6.945 1.486 3.583 5.497 11.946 0.645
Jovem 9 7.131 1.989 3.741 5.128 7.047

Os valores encontrados para as [5-HT] e [5-HIAA] no hipocampo dos ratos idosos, adultos e jovens
estdo dentro da ordem de grandeza observada por outros autores (Ponzio et al., 1982, Oliveira-Silva et
al., 2007). Post-hoc: resultados do método de Comparacoes Multiplas de Nemenyi entre os grupos =

jovem x idoso: p=0.0066.

5-HT

250 300

150 200

5-HT (ng/g)

100

|

I
|
o ! E

_

T
Idoso

T
Adulto

Jovem

700 800

5-HIAA (ng/g)
400 500 600

200 300

5-HIAA

|

1

Idoso

Adulto

Jovem

Figura 19. Mediana (e seus respectivos intervalos percentilicos de 95%) das
concentracoes teciduais (conteudo total) de 5-HT (Painel A) e de 5-HIAA (Painel
B) no hipocampo de ratos submetidos a tarefa espacial no Labirinto de Barnes.
Grupos idoso (n=11), adulto (n=10) e jovem (n=9). O teste de Kruskal-Wallis indicou
ocorréncia de efeito dos grupos (idade) na [5-HIAA] (p=0.047). Comparag¢des multiplas
através do teste de Nemenyi detectou uma diferenca entre os grupos jovem e idoso com valor

de p=0,0066.



45

5.3. Relagoes entre pardmetros comportamentais (medidos no treino e no teste comprobatorio) e
o0s seguintes pardmetros neuroquimicos: niveis de 5-HIAA no extrato extracelular do hipocampo

incubado em meio normal ou despolarizante

5.3.1. Distancia percorrida, laténcia e velocidade medidas no treino versus concentragcoes no

extrato extracelular de 5-HIAA no hipocampo (meio normal ou despolarizante)

Para a analise através das Regressdes Marginais Log-Lineares Univariadas inicialmente foram
consideradas a distdncia percorrida, laténcia e velocidade como varidveis de interesse e as
concentragdes no extrato extracelular de 5-HIAA no hipocampo como varidveis preditoras. Nao
houve influéncia significativa do pardmetro neuroquimico sobre estas trés unidades de medida
realizadas durante a fase de treino da tarefa de navegacao espacial do Labirinto de Barnes (Tabela
14). Para esta analise foram utilizados todos os animais dos trés grupos (idoso, adulto e jovem), num

total de 31 animais.

Tabela 14 - Dados da andlise de Regressao Marginal Log-Linear Univariada: [5-HIAA]
no extrato extracelular hipocampal versus DISTANCIA PERCORIDA, LATENCIA e
VELOCIDADE (medidas durante o treino).

Modelos Marginais Univariados B E.P.(B) Valor-P exg)([i L.C.-95%

Intercepto 6,558 0,110 0,000 - -
Distancia (SHIAA Normal)/100 0360 0251 0,152 1433 [0,88-235]
percorrida
Intercepto 6,739 0,074 0,000 - -
(SHIAA Despolarizante)/100  -0,065 0,120 0,586 0,937 [0,74-1,19]
Intercepto 3,602 0,195 0,000 - -
Laténcia (SHIAA Normal)/100 0,798 0,453 0,078 2,220 [0,91-54]
Intercepto 4,045 0,103 0,000 - -
(SHIAA Despolarizante)/100  -0,184 0,111 0,097 0,832 [0,96-1,01]
Intercepto 3,337 0,161 0,000 - -
Velocidade (SHIAA Normal)*100 -0,503 0,368 0,171 0,604 10,88 - 1,02]
Intercepto 3,110 0,089 0,000 - -
(5HIAA

Despolarizante)* 100 -0,004 0,112 0,972 0,996 [0,98 -1,02]

Parametros comportamentais (dist. percorrida, laténcia e velocidade): dados ajustados
considerando-se o fator velocidade.

Ndo houve influéncia dos parametros neuroquimicos sobre os parametros comportamentais (valores
p destacados em azul)

Grupos idoso (n=11, meios normal e despolarizante), adulto (n=9, meio normal; n=10, meio
despolarizante), e jovem (n=9, meios normal e despolarizante).
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Para a andlise de correlacdo entre distdncia percorrida, laténcia e velocidade e as
concentragdes no extrato extracelular de 5-HIAA no hipocampo utilizamos a correlagdo de
Spearman. A Tabela 15 mostra os dados sobre uma correlacdo significativa negativa entre as
concentragdes no extrato extracelular de S5SHIAA hipocampal em condicdo estimulada
(despolarizante), dos ratos jovens, e a laténcia (s) média considerando todas as sessdes do treino.
Para os ratos jovens, quanto maior a concentracdo de 5-HIAA no extrato extracelular do hipocampo
incubado em solucdo despolarizante, menor a laténcia para encontrar o refor¢o durante o treino.
Porém, ¢ importante lembrar que a laténcia sofreu efeito significativo da velocidade, ndo sendo a

unidade de medida adequada para avaliar o desempenho cognitivo.

Tabela 15 — Resultados dos testes estatisticos — valor do fator de correlagdo (r) de Spearman:
[5-HIAA] no extrato extracelular do hipocampo incubado em solugdo normal ou despolarizante
versus DISTANCIA PERCORIDA ou VELOCIDADE ou LATENCIA (medidas durante o treino).

Matriz de Distancia
Grupo Correlacao . Laténcia  Velocidade
percorrida
(Spearman)

Idoso SHIAA (Normal) 0,318 0,055 0,100
SHIAA (Despolariz.) -0,245 0,064 0,255
Adulto SHIAA (Normal) 0,283 -0,050 0,017
SHIAA (Despolariz.) -0,055 -0,442 0,333
Jovem SHIAA (Normal) 0,133 -0,200 0,217
SHIAA (Despolariz.) -0,650 -0,767 0,567

Parametros comportamentais (dist. percorrida, laténcia e velocidade): dados ndo ajustados pelo fator
velocidade.

Coeficientes de correlagdo em negrito foram significativos ao nivel de 5% de significancia. Coeficiente de
correlagdo entre [5-HIAA] extracelular do hipocampo, em condic¢do despolarizante, de ratos jovens
versus laténcia: destacado em azul

Grupos idoso (n=11, meios normal e despolarizante), adulto (n=9, meio normal;, n=10, meio
despolarizante), e jovem (n=9, meios normal e despolarizante).

5.3.2. Indice de Extincio e a preferéncia pelo quadrante alvo no teste comprobatério versus
concentracoes no extrato extracelular de 5-HIAA no hipocampo incubado em meio normal ou
despolarizante

Para a analise por meio das Regressdes Marginais Log-Lineares Univariadas inicialmente

foram consideradas o Indice de Extingdo (IE) e a preferéncia pelo quadrante alvo (PQA) como
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variaveis de interesse e as concentragdes no extrato extracelular de 5-HIAA no hipocampo como
variaveis preditoras. Nao houve influéncia significativa do parametro neuroquimico sobre estas duas
unidades de medida do desempenho dos animais durante o teste comprobatorio da tarefa de
navegacao espacial do Labirinto de Barnes (Tabela 16). Para esta analise foram utilizados todos os

animais dos trés grupos (idoso, adulto e jovem), num total de 31 animais.

Tabela 16 — Dados da andlise de Regressao Marginal Log-Linear Univariada: [5-HIAA]no meio
extracelular do hipocampo incubado em meio normal ou despolarizante versus INDICE DE
EXTINCAO, PREFERENCIA PELO QUADRANTE ALVO no [‘min e no 2°min (medidas

realizadas durante o teste comprobatorio).

Modelos Log-Lineares

Respostas Univariados p E.P.(B) Valor-P exp(B) I.C.-95%
Intercepto 0,182 0,116 0,130 - -
fndice de Extinggo —HIAA (Normal)/100 0,111 0,215 0,610 0,895  [0,59 ; 1,36]
Intercepto -0,504 0,127 0,000 - -
SHIAA (Despolarizante)/100 -0,040 0,097 0,685 0,961 [0,80; 1,16]
Preferéncia pelo Intercepto -0,492 0,128 0,001 - -
SHIAA (Normal)/100 -0,116 0,237 0,627 0,890 [0,56; 1,42]
Q“adlr,,a“.te Alvo - ercepto 20,630 0,141 0,000 - 5
(I"min.) SHIAA (Despolarizante)/100  -0,057 0,108 0,604 0,945  [0,76:1,17]
. Intercepto -0,526 0,221 0,024 - -
Prefflre““;‘ai’le“’ SHIAA (Normal)/100 -0,354 0,467 0,455 0,702 [0,28;1,75]
Q“a(zf,?:ilf_) Y ntercepto 0,662 0,137 0,000 i -
SHIAA (Despolarizante)/100 -0,018 0,247 0,942 0,982 [0,61;1,59]

Pardametros comportamentais ((IE, POQA 1° min, PQA 2° min): dados ajustados pelo fator velocidade.
Nao houve influéncia dos parametros neuroquimicos sobre os pardmetros comportamentais (valores p
destacados em azul)

Grupos idoso (n=11, meios normal e despolarizante), adulto (n=9, meio normal; n=10, meio
despolarizante), e jovem (n=9, meios normal e despolarizante).

Para a analise de correlagao entre IE ou PQA e as concentra¢des no extrato extracelular de 5-
HIAA no hipocampo (incubado em meio normal ou despolarizante) utilizamos a correlagdo de
Spearman. A Tabela 17 mostra que ndo houve correlagdes significativas entre estes parametros, nos
trés grupos. Para esta analise foram utilizados todos os animais dos trés grupos (idoso, adulto e

jovem), num total de 31 animais.
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Tabela 17 — Resultados dos testes estatisticos — valor do fator de correlagdo (r) de Spearman: [5-
HIAA] no extrato extracelular do hipocampo incubado em solu¢do normal ou despolarizante
versus INDICE DE EXTINCAO ou PREFERENCIA PELO QUADRANTE ALVO no 1min (PQA 1°

min) — medidas durante o teste comprobatorio.

Ind.
Grupo Matriz de de P(rle ;IS)A
Correlacao Extin.

5-HIAA (Normal) -0,083 -0,027

1doso 5 111AA (Despol.) 0,133 0,055
5-HIAA (Normal) 0,333 0,417
Adulto s 1A A (Despol) 0,006 0,042
5-HIAA (Normal) -0,233 0,167
Jovem

5-HIAA (Despol.) -0,200 -0,383

Pardametros comportamentais (IE e PQA 1° min): dados ndo ajustados
pelo fator velocidade

Ndo houve correlagées  significativas entre os  pardmetros
comportamentais e 0s parametros neuroquimicos

Grupos idoso (n=11, meios normal e despolarizante), adulto (n=9, meio
normal; n=10, meio despolarizante), e jovem (n=9, meios normal e
despolarizante).

5.4. Relacoes entre os pariametros comportamentais (medidos no treino e no teste comprobatorio)
e os seguintes pardmetros neuroquimicos: concentracoes teciduais (conteudo total) de 5-HT e 5-

HIAA no hipocampo, e a taxa de renovacdo da 5-HT ([5-HIAA]/[5-HT))

5.4.1. Distidncia percorrida, laténcia e velocidade, (medidas durante o treino) versus
concentracoes teciduais (conteudo total) de 5-HT e 5-HIAA, e da taxa de renovacdo da 5-HT ([5-
HIAA]/[5-HT]) no hipocampo.

Para a analise através das Regressdes Marginais Log-Lineares Univariadas inicialmente foram
consideradas a distdncia percorrida, laténcia e velocidade como varidveis de interesse e as
concentragdes teciduais (conteudo total) de 5-HT e 5-HIAA no hipocampo como varidveis
preditoras. Nao houve influéncia significativa dos parametros neuroquimicos sobre estas trés
unidades de medida durante a fase de treino da tarefa de navegacdo espacial do Labirinto de Barnes
(Tabela 18). Para esta analise foram utilizados todos os animais dos trés grupos (idoso, adulto e

jovem), num total de 31 animais.
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Tabela 18 — Dados da andlise de Regressdo Marginal Log-Linear Univariada: [5-HIAA], [5-HT]
e a taxa de renovagao da 5-HT ([5-HIAA]/[5-HT]) no hipocampo (conteudo total) versus
DISTANCIA PERCORRIDA, LATENCIA e VELOCIDADE (medidas durante o treino).

Modelos Marginais

Respostas Log-Linear Univariados B E.P.(B) Valor-P exp(B) I.C. - 95%
Intercepto 6.793 0.082 0.000 - -
5-HT/100 -0.076 0.061 0.211 0.927 [0.82;1.04]

Distancia Intercepto 6.578 0.241 0.000 - -
5-HIAA/100 0.030 0.060 0.612 1.031 [0.92; 1.16]
Intercepto 6.702 0.079 0,000 - -
SHIAA/5HT 0.001 0.01 0.896 1.001 [0.98; 1.02]
Intercepto 3.868 0.151 0.000 - -
5-HT/100 0.083 0.116 0.473 1.087 [0.87; 1.36]

ol . Intercepto 3.359 0.384 0.000 - -

Laténcia

5-HIAA/100 0.137 0.084 0.100 1.147 [0.97; 1.35]

Intercepto 3.964 0.145 0,000 - -
SHIAA/SHT 0.000 0.016 0.993 0.990 [0.97 ;1.03]

Intercepto 3.179 0.095 0.000 - -
5-HT/100 -0.077 0.087 0.378 0.926 [0.78;1.1]

. Intercepto 3.474 0.250 0.000 - -

Velocidade
5-HIAA/100 -0.088 0.054 0.106 0.916 [0.82;1.02]
Intercepto 3.101 0.109 0.000 - -
SHIAA/SHT -0.001 0.012 0.943 0.999 [0.97 ;1.02]

Parametros comportamentais: dados ajustados considerando-se o fator velocidade
Nao houve influéncia dos parametros neuroquimicos sobre os pardmetros comportamentais (valores

€69

‘v’ destacados em azul).
Grupos idoso (n=11), adulto (n=10), e jovem (n=9).

Para a andlise de correlacdo entre distdncia percorrida, laténcia e velocidade e as
concentragdes teciduais (conteudo total) de 5-HT, 5-HIAA, e da taxa de renovagdo da 5-HT ([5-
HIAA]/[5-HT]) no hipocampo utilizamos a correlagdo de Spearman. A Tabela 19 mostra uma
correlacdo significativa positiva entre a concentragdo tecidual (conteudo total) de 5-HIAA no
hipocampo dos animais do grupo idoso e a distancia percorrida por estes animais durante a a 3%
sessdo , de forma que quanto maior a concentracao tecidual de 5-HIAA no hipocampo dos ratos
idosos, maior é a distancia percorrida por estes animais, ou seja, pior o desempenho, durante a 3°

sessdo do treino no labirinto de Barnes .
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Tabela 19 - Resultados dos testes estatisticos — valor do fator de correlagdo (r) de Spearman: [5-
HIAA] ou [5-HT] ou a taxa de renovagdo da 5-HT ([5-HIAA]/[5-HT]) no hipocampo (conteudo
total) versus DISTANCIA PERCORRIDA ou LATENCIA ou VELOCIDADE (medidas durante o

treino).

Param.bioq

. Param.bio
versus Dist. q

Grupo Matriz de pere. versus Laténcia
Correlacao “r” “r”
5-HT -0,473 0,136
Idoso 5-HIAA 0,636 0,255
5-HIAA/5-HT 0,473 -0,091
5-HT -0,285 -0,648
Adulto 5-HIAA 0,03 0,636
5-HIAA/5-HT 0,176 0,770
5-HT -0,167 0,05
Jovem 5-HIAA 0,217 0,233
5-HIAA/5-HT 0,017 -0,083

Parametros comportamentais: dados ndo ajustados pelo fator velocidade.
Coeficientes de correlagdo em negrito foram significativos ao nivel de 5%
de significancia.

Coeficiente de correlagdo significativo positivo entre [5-HIAA] do
hipocampo (conteudo total) de ratos idosos versus distancia percorrida
(destacado em azul; para este valor “r”, p=0.035) .

Grupos idoso (n=11), adulto (n=10), e jovem (n=9).

A Tabela 20 mostra o resultado da analise de correlagdo de Spearman entre a distancia
percorrida na fase do treino (por sessdo) e a concentragdo tecidual (conteudo total) de 5-HIAA no
hipocampo. Na 3* sessdo hd uma correlagdo significativa positiva entre estas duas varidveis apenas
para o grupo idoso: quanto maior a concentragdo tecidual de 5-HIAA no hipocampo dos ratos
idosos, maior ¢ a distincia percorrida por estes animais na 3" sessdo do treino, ou seja, pior o
desempenho nesta fase do processo de aprendizagem. A representacdo grafica destes dados ¢

mostrada na Figura 20.
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Tabela 20 — Resultados dos testes estatisticos — valor do fator de correlacio (r) de Spearman: [5-
HIAA] no hipocampo (conteudo total) versus DISTANCIA PERCORRIDA por sessdo (durante o

5-HIAA (ng/g)

400 450 500 550

350

treino).
5-HIAA (total)
Grupo Sessio versus DIST.

PERCORRIDA
r valor-p

Sessao=1 0,355 0,286

Idoso Sessdao=2 0,282 0,402
Sessao=3 0,718 0,017

Sessao=4 0,173 0,614

Sessao=1 -0,212 0,560

Sessdao=2 -0,297 0,407

Adulto o o=3 0370 0296
Sessao=4 -0,079 0,838

Sessao=1 -0,017 0,982

Jovem Sesse:10=2 0,233 0,552
Sessao=3 -0,100 0,810

Sessao=4 -0,050 0,912

Pardametros comportamentais: dados ndo ajustados pelo fator velocidade.
Coeficientes de correlagdo em destaque (negrito) foram significativos ao nivel

de 5% de significdncia.

Correlagdo significativa positiva entre [5-HIAA] no hipocampo (conteudo total)
dos ratos idosos com a distancia percorrida na 3° sessdo do treino (destaque em

azul).

Grupos idoso (n=11), adulto (n=9), jovem (n=10).

r(spearman) = 0.718
p=0017

600

T T T T
800 1000 1200 1400 1600

Distancia nercorrida

Figura 20. Diagrama de
dispersdao entre as
concentragoes teciduais
(contendo total) de 5-HIAA no
hipocampo dos animais do
grupo idoso e seu desempenho
na 3“ sessdo do treino
(aquisi¢do da informacdo na
tarefa espacial). Cada ponto
representa a média das 5
tentativas de um animal na
referida sessdo. Ajuste da curva
via método de Lowess
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5.4.2. Indice de Extingiio e preferéncia pelo quadrante alvo durante o teste comprobatério versus
concentracoes teciduais (conteudo total) de 5-HT e de 5-HIAA no hipocampo, e da taxa de

renovacgdao da 5-HT ([5-HIAA]/[5-HT]) no hipocampo

Para a andlise através das Regressdes Log-Lineares pelo método de Quase-Verossimilhanga,
inicialmente foram considerados o Indice de Extingdo (IE), a preferéncia pelo quadrante alvo no 1°
minuto (PQA1° min) e a preferéncia pelo quadrante-alvo no 2° min (PQA2° min) como variaveis de
interesse, e as concentracdes teciduais de 5-HT e 5-HIAA no hipocampo, como varidveis preditoras.
Nao houve influéncia significativa dos pardmetros neuroquimicos sobre estas trés unidades de
medida do desempenho dos animais durante o teste comprobatério da tarefa de navegagao espacial

no Labirinto de Barnes (Tabela 21).

Tabela 21 - Dados da andlise de Regressdo Log-Linear pelo método de Quase
verossimilhanga: [5-HIAA], [5-HT] e a taxa de renovagado da 5-HT ([5-HIAA]/[5-HT]) no
hipocampo (conteido total) versus INDICE DE EXTINCAO e PREFERENCIA PELO
QUADRANTE-ALVO no 1‘min e no 2‘min (medidas realizadas durante o teste

comprobatorio).
Modelos Log-
Respostas Lineares B E.P.() Valor-P exp(p) I.C.-95%
Univariados
Intercepto 0.182 0.119 0.140 - -
5-HT/100 -0.024 0.091 0.798 0.977 [0.82;1.17]
indice de Intercepto 0.569 0.311 0.079 - -
Extincao 5-HIAA/100 -0,096 0.072 0.191 0.908 [0.79; 1.05]
Intercepto 0,201 0,115 0,094 - -
SHIAA/SHT -0,007 0,015 0,640 0,992 [0,96 ; 1,02]
Intercepto -0.504 0.127 0.000 - -
Preferéncia pelo 5-HT/100 -0.040 0.097 0.685 0.961 [0.8;1.16]
Quadrante Alvo Intercepto -0.322 0.336 0.346 - -
(1"min.) 5-HIAA/100 -0.052 0.076 0.501 0.949 [0.82; 1.1]
Intercepto -0,584 0,12 0,000 - -
SHIAA/SHT 0,006 0,016 0,708 1,005 [0,98 ; 1,03]
Intercepto -0,63 0,141 0,000 - -
Preferéncia pelo SHT/100 -0,057 0,108 0,604 0,945 [0,76 ; 1,17]
Quadrante Alvo Intercepto -1,012 0,363 0,009 - -
(2*min.) SHIAA/100 0,073 0,081 0,372 1,076 [0,92; 1,26]
Intercepto -0,808 0,133 0,000 - -
SHIAA/SHT 0,018 0,017 0,279 1,018 [0,98 ; 1,05]

Pardametros comportamentais (IE, PQA 1° min, PQA 2° min): dados ajustados pelo fator velocidade.
Nao houve influéncia dos parametros neuroquimicos sobre os pardmetros comportamentais (valores p
destacados em azul)

Grupos idoso (n=11), adulto (n=10) e jovem (n=9).
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Para a analise de correlagdo entre IE € ou PQA no 1° € no 2° minuto do teste comprobatorio e
as concentracdes teciduais (conteudo total) de 5-HT e 5-HIAA, e a taxa de renovagdo da 5-HT ([5-
HIAA]/[5-HT]) no hipocampo utilizamos a correlagdo de Spearman. A Tabela 22 mostra que nio

houve correlagdes significativas entre estes pardmetros, nos trés grupos.

Tabela 22 - Resultados dos testes estatisticos — valor do fator de correlacio (r) de Spearman: [5-HIAA],
[5-HT] e a taxa de renovagdo da 5-HT ([5-HIAA]/[5-HT]) no hipocampo (conteudo total) versus INDICE
DE EXTINCAO, PREFERENCIA PELO QUADRANTE ALVO no 1‘min (PQA 1° min) - medidas no teste

comprobatorio.
Ind. de
Grupo Extinc¢ao PQA 1°min
dE)
5-HT 0,1 -0,018
Idoso 5-HIAA -0,15 0,382
5-HIAA/5-HT -0,083 0,091
5-HT -0,164 -0,236
Adulto 5-HIAA -0,091 -0,176
5-HIAA/5-HT -0,006 0,018
5-HT 0,2 -0,15
Jovem 5-HIAA 0 0,217
5-HIAA/5-HT -0,117 0,15

Pardmetros comportamentais (IE e PQA 1° min): dados ndo
ajustados pelo fator velocidade.

Nado houve correlagdo dos parametros neuroquimicos com 0s
pardmetros comportamentais.

Grupos idoso (n=11), adulto (n=10) e jovem (n=9).
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6. DISCUSSAO

O envelhecimento ¢ um processo heterogéneo para todo ser vivo. Nenhum ser apresenta-se
envelhecido da mesma maneira. Constitui um processo que resulta da interacdo de um grande
numero de variaveis intrinsecas e extrinsecas do organismo que o vivencia, sofre alteracdes a partir
das multiplas possibilidades de combinagdes entre estas varidveis, e segue trajetorias de dificil
previsao, culminando com apresentacdes distintas entre os organismos de uma mesma espécie, o que
também explica a elevada variabilidade dos componentes bioldgicos e comportamentais que o
caracterizam. Considerando a consequente riqueza de informagdes que esta grande variabilidade
traz, o estudo de aspectos cognitivos relacionados ao envelhecimento por meio da andlise do
comportamento animal, seja humano ou ndo, exige paradigmas que propiciem liberdade suficiente
para os individuos, sob observacdo, expressarem a maior quantidade possivel de comportamentos,
com o minimo de interferéncia que sempre se associa a tecnologia que eles envolvem. No presente
estudo, foi utilizada uma tarefa cognitiva espacial, com estimulos aversivos relativamente
moderados e reforco positivo, considerada adequada para avaliagdes envolvendo sujeitos idosos. Os
resultados obtidos confirmam que o LB por exigir menor esforco dos animais idosos, que sdo mais
frageis, representa uma alternativa interessante ao LAM, para esse tipo de estudo. Os dados obtidos
mostram que o método empregado foi apropriado para os propositos estabelecidos como objetivos
do trabalho. Por exemplo, uma curva de aprendizagem tipica foi obtida para os animais do grupo
jovem, que entre os grupos experimentais foi de certa forma considerado um grupo controle.

Da mesma forma, no que se refere as dosagens neuroquimicas, nas quais os parametros
serotonérgicos determinados estdo de acordo com os niveis de referéncia descritos na literatura
(Ponzio et al., 1982; Oliveira-Silva et al., 2007).

Em resumo, no presente estudo analisamos o comportamento de trés grupos etarios (idoso,
adulto e jovem) expresso durante a realizacdo de tarefas cognitivas espaciais, € coletamos material
biolégico por meio da dissecagdo dos hipocampos destes animais, um dia apos esses terem
finalizado os testes no LB. Respondemos a pergunta central deste trabalho, verificando que a idade
afetou parametros do sistema serotonérgico no hipocampo dos ratos treinados no LB, efeito que se
relacionou com o declinio cognitivo observado nos animais idosos, através da andlise do
desempenho na tarefa espacial. Resumimos também outros resultados interessantes, como: (i) o
envelhecimento ndo afetou a capacidade cognitiva do individuo para aprender uma tarefa espacial
(todos os ratos idosos aprenderam), desde que essa tarefa seja repetida varias vezes. Entretanto,
alterou a cinética do processo de aquisi¢do da informagdo espacial, especificamente em uma fase

intermediaria, resultado que se correlacionou com uma alteracdo em parametro serotonérgico do
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hipocampo destes animais (a elevagdo do contetido total do acido 5-hidroxi-indolacético — 5-HIAA,
metabolito da serotonina); (ii)) o envelhecimento induziu um aumento significativo nas
concentragdes de 5-HIAA no extrato extracelular do hipocampo dos ratos idosos, em relacdo aos
jovens, tanto na condic¢do estimulada quanto ndo estimulada. Adiante seguimos com uma discussao
mais detalhada destes, e outros resultados obtidos no presente trabalho.

A analise do envelhecimento, enquanto processo, exige um desenho experimental que inclua
grupos de animais de diferentes faixas etdrias, o minimo de trés. Ratos Wistar criados em
laboratério vivem aproximadamente 2 a 3,5 anos (Pass e Freeth, 1993). No presente estudo,
escolhemos as idades de 3, 9 e 24 meses, pois representam respectivamente a fase jovem, adulta e
idosa de ratos desta linhagem. Nao ha na literatura evidéncias definitivas a respeito dos limites entre
estas faixas. H4 autores que consideram idoso um rato que apresenta 20 a 22 meses de idade,
entretanto a maioria dos trabalhos mais recentes revela uma tendéncia em utilizar sob esta
classificagdo animais com pelo menos 24 meses. Ratos Wistar com 3 meses de idade ja
ultrapassaram a puberdade, que ocorre entre os dias 36 e 66 ap6s seu nascimento, apresentando
plena maturidade sexual, sendo portanto considerados jovens (Freudenberger, 1932 apud Sengupta,
2011). Também nesta idade o sistema serotonérgico ja atingiu sua maturidade, apresentando niveis
de 5-HT e 5-HIAA iguais aos de animais adultos (Herregodts ef al., 1990). A fase adulta de ratos,
assim como em humanos, pode ser identificada através de sua maturidade musculoesquelética
(Sengupta, 2011). O crescimento esquelético cessa a partir do 7° més de vida em ratos Sprague-
Dawley (Harlan, INC.). Desta forma, ¢ razoavel considerar adultos ratos Wistar com 9 meses de
idade.

Os trés grupos de ratos Wistar integrantes deste estudo — jovens, adultos e idosos — passaram
pelos testes comportamentais no LB sem a realizacdo prévia da etapa de habituacdo. H4 autores que
realizam uma etapa de habituagdo antes do inicio da fase do treino, a qual ¢ caracterizada pela
apresentacdo prévia da caixa-escape (CE) para todos as animais que passardo pelos testes
comportamentais (Barnes, 1979; MacLay et al., 1998; MacLay et al., 1999). A habituacdo reduziria
a natural resisténcia apresentada por alguns animais em adentrar na CE assim que encontrassem o
orificio que dé entrada a mesma. Outros autores ndo incluem a habituagdo dos animais a CE nos
procedimentos experimentais, sem prejuizo do processo de aprendizagem (Mueller e Bale, 2007).
No presente trabalho também dispensamos a etapa de habituagdo, e verificamos que os estimulos
presentes no teste comportamental (luz=4 lampadas de 45W cada, exposi¢do em campo aberto
elevado ) foram intensos o suficiente para motivar todos os ratos dos trés grupos a se movimentarem
pela plataforma, assim como adentrar na CE logo ao encontrarem seu orificio, com excegdo de

apenas um rato (adulto = 9 meses) que, ao encontrar o orificio da CE, ndo adentrou na mesma. Este
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fato ocorreu em todas as tentativas da primeira sessdo deste animal, o qual, da segunda sessdo em
diante ndo mais apresentou tal comportamento, passando a entrar na CE, logo ao descobrir seu
orificio. A habituag@o neste teste comportamental parece ser mais necessaria quando sdo utilizados
camundongos, pois eles, ao contrario dos ratos, hesitam mais em entrar, e tém maior tendéncia a
explorar a plataforma, mesmo depois de descobrir o orificio da CE, ndo entrando de imediato
(Kennard e Woodruff-Pak, 2011). Quanto a movimentagdo durante o treino, nenhum animal
permaneceu parado ao longo de todo o tempo em que esteve sobre a plataforma. Na primeira sessdo
esse seria o comportamento esperado ja que o ambiente era novo para eles. Com a mobilidade dos
animais ficou confirmado que a magnitude utilizada para os estimulos aversivos foi adequada, pois,
ndo provocaram o comportamento de imobilidade/congelamento. Esse comportamento de
mobilidade se repetiu da segunda sessdo até o fim do treino, onde todos os ratos dos trés grupos se
movimentaram, sem ficarem parados por longo tempo.

Os animais dos trés grupos aprenderam a tarefa, fato ilustrado através da significativa redugao
da laténcia (painel A da Figura 10, pag. 27) e da distancia percorrida (painel B da Figura 10, pag.
27) para encontrar a CE, ao longo das sessdes, e confirmado através das compara¢des multiplas
entre as sessdes do treino, por grupos (Tabelas 4 e 3, respectivamente — pag. 28). Como houve
diferenca da velocidade de deslocamento dos animais durante o treino — os ratos idosos foram
significativamente mais lentos que os jovens (p=0.044; exp(B)=1.431; IC 95%=[1.01;2.03]) — a
velocidade foi inserida no modelo estatistico de analise do desempenho dos animais, expresso em
laténcia e em distancia percorrida, a fim de investigar qual o impacto que essa poderia ter sobre estas
duas unidades de medida do desempenho. Esse tratamento gerou novos dados de laténcia e distancia
percorrida, desta vez ajustados pelo fator velocidade. Observou-se significativo efeito da velocidade
sobre a variavel laténcia, mas ndo sobre a distdncia percorrida. Assim, a distdncia percorrida
ajustada pela velocidade, e ndo a laténcia, foi a varidvel escolhida para expressar o desempenho
cognitivo dos animais e interpretar os comportamentos relativos a possiveis diferengas no
aprendizado entre os trés grupos, considerando possiveis efeitos sobre aspectos motores. Os dados
da distancia percorrida ajustada pela velocidade mostraram que o efeito das sessdes permaneceu,
confirmando o aprendizado da tarefa espacial pelos animais dos trés grupos (Tabela 8, pag. 33).

Uma possivel aparente desvantagem do labirinto de Barnes em relagdo a outros testes
comportamentais de navegagao espacial seria o favorecimento de um aprendizado muito lento, fato
explicado pelo menor estresse envolvido nos estimulos empregados, de menor magnitude, em
comparagdo aos outros testes, o que por sua vez permitiria um comportamento mais exploratorio do
que uma resposta de escape (Paul et al., 2009; Harrison et al., 2009). O termo “aparente” foi

utilizado por se considerar que esses fatores dependem do objetivo do estudo. Como mencionado
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acima, o comportamento exploratdrio dos animais foi verificado na primeira sessao do treino — ainda
na fase inicial em que os animais ndo tinham conhecimento sobre a tarefa — , quando se observou
maior numero de trajetorias aparentemente aleatdrias indicando cruzamento da plataforma vérias
vezes em seu didmetro (painel A da Figura 5, pag. 17), sobretudo os ratos jovens, que apesar disto
ndo apresentaram pior desempenho (Tabela 6, em Anexos, pag. 82; e Tabela 9, pag. 34). Os dados
do presente estudo mostram que esta possivel desvantagem do LB, ou seja, uma cinética mais
prolongada para a aquisi¢do da tarefa, ndo ocorreu, visto que ja a partir da 2 sessdo é possivel
observar o inicio do aprendizado: a distancia percorrida ajustada pelo fator velocidade dos trés
grupos na segunda sessdo foi menor que na primeira (Tabela 8, pag. 33). Uma possivel explicacao
para a auséncia da prevista demora para aprender a tarefa no LB, seria o esquema intensivo do treino
utilizado, que comparado a modalidade classica do LB, poderia ser responsavel por acelerar o
processo de aquisi¢do. Ao invés de duas, realizamos cinco tentativas por sessdo, e ao invés de 8 ou
mais sessdes consecutivas estabelecemos o nimero de 4. Esta estratégia também ¢ encontrada em
outros trabalhos, com algumas diferencas (MacLay et al., 1999; Harrison ef al., 2006).

A literatura cientifica ndo mostra nimero tdo expressivo de publicacdes sobre o estudo da
cogni¢dao espacial em ratos idosos no LB, em comparacdo com a quantidade de trabalhos que
utilizaram o labirinto aquatico de Morris (LAM). Busca recente em dois sites especializados em
publicagdes cientificas resultaram em propor¢ao de trabalhos que utilizaram o LB versus LAM
variando entre 4.2% a 18.2%, quando escolhidas as palavras-chave “aging and Barnes maze” ou
“aging and Morris water maze”. O LB foi desenvolvido por Barnes (1979) especificamente para
ratos, o que ndo impediu sua adaptagdo com sucesso para camundongos. Barnes prossegue sendo um
dos autores que muito provavelmente mais publicou utilizando este labirinto, desde 1979 até a
atualidade, acumulando contribui¢do significativa, principalmente para o entendimento de aspectos
eletrofisiologicos relacionados ao declinio cognitivo apresentados por ratos idosos durante o
aprendizado no LB. Algumas vantagens do LB ja foram apresentadas na Introducdo. Conforme
também ja mencionado, a nossa experiéncia com o LB confirmou a facilidade de seu manuseio, a
reprodutibilidade dos resultados relacionados a aprendizagem atestada na fase de estabelecimento
das técnicas e com o estudo piloto, a diversidade de alternativas de manipulagdo da magnitude dos
estimulos e refor¢os para a adequagdo aos idosos, a flexibilidade na elaboracdo de esquemas de
treino e testes pos-treino (comprobatdrio, por exemplo) de acordo com os objetivos do estudo e as
exigéncias dos animais idosos. O LB também propiciou aos ratos maior liberdade de expressao de
comportamentos, os quais foram gravados e estdo estocados e disponiveis para posteriores analises
focando outros aspectos, como por exemplo, comportamento ansioso manifesto por meio do

numero de bolos fecais eliminados durante a tarefa, rearing, grooming, freezing, nimero de erros
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cometidos durante a criagdo do mapa cognitivo para a localizagdo da caixa-escape, comportamento
exploratorio ambulante, comportamento de escape e desenvolvimento de estratégias “fisicas”
espaciais para a solucao do labirinto.

O desenvolvimento de estratégias baseadas em pistas espaciais distais extra-labirinto para a
localizagdo da caixa-escape (CE) é o comportamento de maior interesse em estudos que focam os
aspectos cognitivos espaciais — aprendizado e memoria explicita - relacionados ao envelhecimento.
Entretanto, os ratos podem desenvolver outras estratégias durante o treino — fase de aquisicdo de
informagdo. Barnes (1979), em seu artigo classico, confirmou que os animais aprendiam a localizar
a CE através de pistas espaciais, € nao olfatdrias, ao rodar a plataforma, e assim mudar a posicao da
CE com relagdo as dicas espaciais do ambiente, em fase mais avangada do treino, quando os animais
j& haviam aprendido a localizar a CE. Barnes (1979) observou que, na tentativa seguinte a
modificacdo efetuada, os ratos apresentavam o comportamento de procurar a CE na situag¢do anterior
a rotacdo da plataforma, e ndo em sua nova localizagdo. Outros autores também mostraram que a
limpeza da plataforma com solugdes de alcool etilico, mais sua rotagdo, sdo suficientes para evitar a
utilizagdo de pistas olfatorias (Harrison et al., 2006; Barret et al., 2009). Harrison et al (2006), em
estudo com camundongos adultos, mostrou que os animais, ainda que tendo pistas intra-labirinto
fixas e proximas a CE, apresentavam forte preferéncia pelo uso das pistas espaciais distais (extra-
labirinto) para localizarem a CE. No presente estudo, com a intencdo de evitar que os ratos
utilizassem pistas espaciais intra-labirinto (olfatdrias ou ndo), a cada nova tentativa durante o treino
trocavamos o piso de borracha preta que recobria a plataforma por outro previamente limpo com
solugdo de etanol a 20%, além de limparmos o forro plastico que revestia internamente a CE, com
esta solucdo. Outro dado que favorece a hipdtese do uso das pistas espaciais distais para a
constru¢ao de um mapa cognitivo espacial como instrumento de localiza¢ao da CE ¢ que, na fase do
teste comprobatorio, cujos dados mais abaixo serdo discutidos, os ratos adultos e jovens lembraram
da localizagdo espacial da CE, permanecendo mais tempo no quadrante onde a mesma se
encontrava durante o treino. As estratégias acima descritas sdo ditas alocéntricas, pois, usam
referéncias que estdo fora do corpo do animal. Para contornar a possibilidade de os animais
utilizarem estratégias egocéntricas (memorizagdo de uma sequéncia de movimentos corporais) para
encontrar a CE, n6s utilizamos a forma pseudo-randomizada de liberar os ratos de pontos diferentes
do LB, no inicio de cada tentativa durante o treino.

O aprendizado da tarefa no LB ndo foi igual para os trés grupos. Ao longo do treino
percebemos que a idade afetou a cinética do processo de aprendizagem. Esse achado esta de acordo
com outros autores que também utilizaram o LB, porém empregando ratos ou camundongos de

diferentes linhagens, e pardmetros da plataforma e estimulos que diferiram em alguma magnitude
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dos empregados nesse estudo. Apesar das diferengas com relacdo ao modelo utilizado aqui, eles
também mostraram um prejuizo cognitivo de animais idosos quando comparados com jovens ou
adultos (Barnes, 1979; Bach et al., 1999; Barret et al., 2009;). Ajustando-se ou ndo a distancia
percorrida pelo fator velocidade, notamos que os ratos idosos apresentaram um pior desempenho,
quando comparados com os jovens (Tabelas 9, pag. 34, e 6, pag. 30, respectivamente). Um ponto
importante a ser destacado, observado nos resultados sobre o efeito da idade na aquisicdo da tarefa
espacial € o fato dos individuos do grupo idoso serem capazes de aprender a tarefa, se a mesma for
repetida por varias vezes. Ou seja, o desempenho dos idosos atinge um nivel similar aos adultos e
jovens desde que tenham oportunidade de repetir a tarefa. Esse dado sinaliza que o envelhecimento
parece ndo interferir com a capacidade de codificar e recuperar a informagao ao longo do treino, mas
sim com a cinética no qual esses processos acontecem. No caso da tarefa espacial utilizada no
presente estudo, os animais dos grupos adulto e jovem foram capazes de aprender relativamente
mais rapido, ou seja, com menos tentativas (Figura 13, pag. 36). Como observamos no presente
estudo, MacLay et al (1999) ja haviam verificado que o efeito da idade sobre o aprendizado dos
animais diminui & medida que o treino se prolonga. Estes autores utilizaram ratos Fisher de 3, 6 e 25
meses de idade, comparando seu desempenho no LB e no labirinto aquatico de Morris (LAM),
ambos em treino composto por 4 sessdes, com 4 tentativas por sessdo. Trabalhos realizados pelo
nosso grupo de pesquisa também descreveram este mesmo fendémeno utilizando o labirinto aquatico
de Morris (Oliveira-Silva et al., 2007; Oliveira et al., 2010). Esses achados sobre os efeitos da
repeti¢do da tarefa, corroborado por outros autores que trabalharam com outra linhagem de ratos, sdo
pertinentes para reforgar a relevancia do emprego da repeticdo como estratégia de melhoria das
habilidades cognitivas dos individuos idosos.

No painel B da Figura 12 (pag. 32), observamos os dados relacionados ao evento discutido
no paragrafo acima sobre capacidade de aprendizagem, e outros também integrantes da cinética do
processo de aprendizagem, como: na primeira tentativa da primeira sessdo do treino (T;S;) todos os
animais desconhecem o LB, e também ndo sabem da existéncia da CE. Assim, em T;S; predomina o
comportamento exploratdorio dos animais, o qual depende mais de aspectos motores relacionados a
ambulacdo no “campo aberto”, LB, do que aos aspectos cognitivos do teste. Este comportamento
exploratdrio foi mais frequente no grupo jovem, ainda que ndo tenha ocorrido diferenga significativa
no comportamento deste grupo em relagdo aos grupos adulto e idoso, conforme ja discutido acima.
Embora ndo significativa, essa diferenga pode refletir uma maior motivacdo e maior capacidade de
enfretamento (risco) dos mais jovens com relagdo a exploragdo de um ambiente novo. Ou seja, a
diferenga ndo sinaliza uma menor capacidade cognitiva dos jovens e sim uma maior capacidade de

enfrentamento ¢ motivacdo em relacdo aos idosos (Brennan et al., 2012). Ao longo das demais
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tentativas da primeira sessdo (T2, T3, T4 e T5), rapidamente os animais dos trés grupos
desenvolveram um comportamento de escape, € o desempenho dos jovens praticamente se igualou
ao dos idosos e adultos. Este novo comportamento torna-se evidente a partir da 3" tentativa, ja
sugerindo a predominancia de aspectos cognitivos, com o surgimento de um aprendizado.
Entretanto, em um momento intermediario da fase do treino, especificamente na 3" sessdo, os
animais do grupo idoso, em relacdo aos outros dois grupos, apresentam um pior desempenho na
tarefa espacial, expresso em DPery. Com a aproximacdo do término do treino, esta diferenca se
atenuou. Portanto, como mencionado acima, os animais idosos sdo capazes de aprender a tarefa
espacial, desde que lhes seja dado mais tempo: a cinética do processo de aprendizagem se altera com
o envelhecimento. Rosenzweig e Barnes (2003), em extensa revisdo sobre as alteragdes
neurofisiologicas associadas ao envelhecimento, apontaram evidéncias de déficits na inducdo e
decaimento da manutencdo da potenciagdo de longa duragdo (Long Term Potentiation — LTP).
Talvez a dificuldade em adquirir a informacdo espacial observada em roedores idosos se justifique
pelos déficits na indugdo e/ou pelo decaimento da manutencdo da LTP (Bach et al.1999). Os
referidos déficits seriam superados por um treino mais prolongado, com maior nimero de tentativas,
e o decaimento da LTP pela redugdo do intervalo de tempo entre as sessdes. Um argumento
interessante que se opde de forma original a logica geralmente apresentada para se estudar o efeito
do envelhecimento sobre o desempenho de animais (incluindo os humanos) em tarefas cognitivas ¢
apresentado por Ramscar et al (2014). Estes autores, em estudo com modelos computacionais de
memoria de individuos idosos e jovens, desafiados com tarefas que envolveram memoria explicita
de longo prazo, afirmaram que o aprendizado do individuo idoso exige mais tempo por causa da
necessidade de lidar com maior nimero de informagdes ja codificadas (quando comparados com
individuos jovens). Seus sistemas de memoria ndo necessariamente apresentariam menor velocidade
de processamento de dados que os jovens, mas sim, teriam mais dados para manipular. Estes
autores, ainda que trabalhando com modelos computacionais, ndo sujeitos a alteracdes analogas as
fisioldgicas decorrentes do tempo observadas nos organismos vivos, € mais, utilizando um tipo de
memoria explicita que apenas os humanos tém (linguagem verbal), questionam a existéncia de
declinio cognitivo decorrente do envelhecimento saudavel, na auséncia de doengas. Quando
confrontados com as referidas alteragdes fisiologicas impostas pelo tempo sobre os organismos
vivos, eles argumentam que ainda ndo existe um modelo que consiga observar o que estd sendo
processado e como, e que os estudos neurobiologicos que revelam as alteragdes estruturais e a
biologia do processamento neural ndo sdo suficientes como evidéncia de declinio, pois falta um
modelo que estabelega os principios e fundamentos da relagdo entre a atividade neural e a funcao

cognitiva. Na auséncia deste modelo, prosseguimos buscando as melhores maneiras de avaliar as
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relagdes entre as alteragdes biologicas estruturais e funcionais ocasionadas pelo envelhecimento e a
funcdo cognitiva. Importante também nao descartar outras explicagdes ou fatores que poderiam
interferir com o desempenho cognitivo e que podem acometer individuos idosos, como a falta de
motivacdo ou disfun¢des na capacidade de avaliacdo de estimulos do meio (Brennan et al., 2012).
No entanto, no presente estudo esses fatores parecem pouco provaveis, pois, os animais idosos se
movimentaram na plataforma sem comportamentos de imobilidade tipicos da auséncia de
motivacdo. Somado a isto estd o fato de que foram capazes de aprender e o déficit cognitivo
aconteceu apenas em uma fase do processo, sinalizando que o problema ndo parece ser
motivacional.

Diante da constatagdo de a idade afetar a cinética do processo de aprendizagem da tarefa
espacial no Labirinto de Barnes, corroborado por resultados similares obtidos anteriormente pelo
nosso grupo (Oliveira-Silva et al., 2007, Vigil et al., 2010) e de outros autores (MacLay et al., 1999)
levantamos a hipdtese de que a demanda em termos de componentes neurobioldgicos varia ao longo
do processo. Coincidentemente, tanto para o envelhecimento como para a neurodegeneracio
induzida pela deficiéncia de vitamina B1 parece haver uma etapa limitante, situada entre a segunda e
terceira sessdes do treino, provavelmente uma fase critica de aquisi¢do e formacao do mapa espacial.
No presente estudo, o tratamento dos dados referentes aos intervalos inter-sessoes (deltas e razdes da
distancia percorrida entre a primeira tentativa de uma sessdo e a tltima tentativa da sessdo anterior)
objetivou a compreensao da diferenca da cinética do processo de aprendizagem dos animais idosos,
em relagdo aos adultos e jovens. Ainda que ndo tenha ocorrido efeito da idade sobre os deltas e
razdes da distancia percorrida, observando-se os dados brutos e as médias dos trés grupos referentes
aos deltas 2 da distancia percorrida (D, , com fungdo modular, na Tabela 10, pag. 37), e suas
respectivas representagdes graficas (no painel B da Figura 14, pag. 38, expressas em medianas), ¢
possivel visualizar um perfil distinto dos ratos idosos em rela¢do ao perfil dos adultos e dos jovens.
Esse achado vai de encontro com a ideia de que essa etapa parece relevante no desempenho do
individuo, podendo determinar o grau de facilidade com que a tarefa ¢ aprendida. Também nos
levam a considerar a possibilidade de detectar o efeito do envelhecimento sobre deltas e razdes da
distancia percorrida por meio da utilizagdo de um esquema de treino no qual o grau de dificuldade
para a aquisicdo e consolidacdo da tarefa espacial seja variado através do aumento do tempo de
intervalo entre as sessdes. Entender as bases moleculares da dindmica desse processo ndo apenas ird
permitir entender as relacdes entre aspectos bioldgicos especificos da dinamica do processo de
aprendizagem de uma tarefa espacial como também ird contribuir para esclarecer as bases de

algumas das disfungdes cognitivas encontradas em individuos idosos. .
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Ao passarmos para a analise do primeiro minuto do teste comprobatério (memdoria), vimos que
ndo houve efeito da idade (=grupos) sobre a preferéncia pelo QA no 1° min (PQA 1 min) (Figura 17,
pag 41; Tabela, 11 em Anexos, pag. 84). Entretanto, a média da PQA o min para o grupo idoso se
situou abaixo de 50% (47,5%), o que ndo ocorreu com os grupos adulto (60.7%) e jovem (67.7%)
que, embora ndo significativo, apresentaram uma memoria parcial do local onde se encontrava a
plataforma durante o treino. Por outro lado os animais idosos ndo se recordaram da localizagdo da
CE. Este ¢ um dado que sugere a dificuldade de os animais idosos recuperarem a informacao
espacial aprendida quando da fase do treino. Esse efeito ndo ¢ tdo bem detectado ao longo do treino,
que também foi desenhado com um intervalo de 24 horas entre uma sessao e outra, porque no treino
o animal tem cinco tentativas por sessdao e ao encontrar a CE na primeira tentativa isto de alguma
forma facilita o desempenho nas demais tentativas.

Com relacdo a avaliacdo do efeito da idade sobre a flexibilidade comportamental, ou seja,
mudanca de estratégia comportamental quando a anterior deixa de ser reforcada, utilizou-se o indice
de extingdo (IE) como uma unidade de medida que reflete a flexibilidade do individuo perante
situacdes ndo mais reforcadas. O grupo idoso, apesar de nao ter IE significativamente menor que os
grupos adulto e jovem (Figura 16, pag. 40), apresentou média do IE menor do que 1, ao contrario
destes outros dois grupos (0.91 contra 1.02 e 1.34, respectivamente — Tabela 7 em Anexos, pag.
83). A provavel incapacidade de os animais idosos conseguirem recuperar a informagao espacial no
1° min do teste comprobatdrio, como acima discutido, pode explicar porque eles ndo apresentaram
flexibilidade comportamental: ndo se lembrando da tarefa, ndo havia o que extinguir. Em contraste,
instigante ¢ ver o comportamento dos animais dos grupos adulto e jovem. O grupo adulto apresentou
média do IE praticamente igual a 1 (1.02), ou seja, ndo extinguiu a memoria aprendida, dado que
sugere que os animais adultos ndo foram flexiveis, perseverando no QA durante o 2° minuto do teste
comprobatoério. O grupo jovem, por sua vez, apresentou média do IE superior a 1 (1.34), indicativa
do comportamento de extingdo, o que reflete que os animais deste grupo tentaram nova estratégia
para localizar o refor¢co positivo, demonstrando flexibilidade comportamental. Esta hipdtese ¢
fortalecida pela constatacio de que a diferenca entre a PQAz, min pela PQAj, min do teste
comprobatodrio foi significativamente maior apenas para o grupo jovem (Figura 17, pag. 41). Esta
relacdo (PQA2 min - PQAio min) N30 ¢ a maneira habitual de representar a flexibilidade
comportamental, entretanto ao analisar o comportamento nesses dois momentos do teste
comprobatdrio, pode-se inferir sobre essa capacidade. A flexibilidade comportamental ¢ traduzida
como estratégia adaptativa, onde um individuo, frente a uma alteracdo do ambiente (a retirada do
reforco) a qual desafiou uma memoria previamente formada, desiste de um comportamento

desenvolvido a fim de solucionar uma tarefa aprendida (estabelecimento de uma trajetéria na
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plataforma do labirinto de Barnes a partir de um mapa espacial criado em fungdo de pistas distais
extra-labirinto) para desenvolver outro comportamento (buscar estabelecer nova trajetoria, enquanto
tenta localizar o orificio da CE). Ainda que por meio do IE ndo tenhamos observado este efeito, a
observagdo das medidas descritivas (médias) dos trés grupos, mais a analise da PQA,, min comparada
a PQAj, min apontam para a possibilidade de o envelhecimento ter afetado a flexibilidade
comportamental dos ratos quando submetidos ao teste de memoria no Labirinto de Barnes (LB): os
ratos jovens se lembraram da tarefa, e pareceram ter tentado desenvolver nova estratégia para
localizar a CE, os ratos adultos se lembraram da tarefa, mas ndo apresentaram flexibilidade
comportamental, pois perseveraram procurando a CE no QA, e por fim, os ratos idosos ndo se
lembraram da tarefa, e assim, ndo haveria como apresentar flexibilidade. Oliveira-Silva et al. (2007),
utilizando ratos Wistar de 3 ¢ de 16 meses de idade, observaram o efeito da idade sobre a
flexibilidade comportamental em estudo que empregou outro teste espacial hipocampo-dependente
(o labirinto aquatico de Morris -LAM). Considerando as evidéncias a respeito do carater mais
ansiogénico do LAM em rela¢dao ao LB (Harrison ef al., 2009) e a influéncia de fatores emocionais
na cogni¢do de roedores submetidos a tarefas espaciais (Kuguk et al., 2008 ; MacLay et al., 1998) ¢
possivel que o LAM seja capaz de causar maior impacto negativo sobre aspectos cognitivos em
animais envelhecidos que o LB, por exemplo, prejudicando a capacidade de os mesmos substituirem
um aprendizado por outro frente a mudangas do ambiente. Pensando desta forma, o LB torna-se
mais uma ferramenta interessante quando se pretende estudar a interface cogni¢do/emoc¢do, com
maiores possibilidades de variagdes no esquema de treino e magnitude dos estimulos.

Antes de iniciarmos a discussdo dos resultados referentes aos pardmetros neuroquimicos
ressaltamos, como mencionado, que os valores de serotonina (5-HT) e de seu metabdlito, o acido 5-
hidroxi-indolacético (5-HIAA) no hipocampo, apresentadas no presente trabalho, estdo de acordo
com os niveis encontrados por outros autores (Ponzio et al., 1982; Oliveira-Silva et al., 2007). A
técnica de determinagdo das concentracdes de 5-HT e 5-HIAA utilizada no presente estudo
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, ou High Performance Liquid Chromatography — HPLC)
¢ método adequado para proceder tais medidas, j& amplamente consolidado e utilizado por muitos
autores (p.ex. Oliveira-Silva et al., 2007; Oliveira et al.,2010; Castro-Neto et al., 2013). No
experimento de liberagdo de serotonina (5-HT) no hipocampo dos ratos submetidos aos testes
comportamentais, por problemas técnicos, obtivemos um numero insuficiente de dados referentes a
5-HT liberada. Durante a fase de ajustes das técnicas para a realizacao do experimento de liberacao
de 5-HT, consideramos dados prévios do laboratorio sobre a preservagdo apropriada da 5-HT e do 5-
HIAA nas amostras armazenadas no freezer -80°C, que poderia ser até 30 dias apds seu

congelamento. No entanto, devido a dificuldades praticas com relagdo ao uso do equipamento nio



64

foi possivel realizar as dosagens no tempo previsto. Esse fato, provavelmente resultou na degradacao
da 5-HT com impossibilidade de deteccdo desse composto em varias amostras. O mesmo nao
ocorreu com o 5-HIAA, que pode ser detectado na grande maioria das amostras dos trés grupos,
permitindo o aproveitamento destes dados. Observou-se um efeito da idade sobre a concentracdo de
5-HIAA: (i) os animais idosos apresentaram maior concentracdo de 5-HIAA no extrato do meio
extracelular hipocampal que os jovens em ambos os meios de incubagdo (Tyrode com concentracao
fisioloégica de KCIl, condigdo “normal”, p=0.0003; e Tyrode com concentracdo elevada de KCI,
condi¢do “despolarizante”, p=0.003), (ii) os animais adultos apresentaram maior concentragdo de 5-
HIAA no extrato do meio extracelular hipocampal que os jovens quando o tecido foi incubado em
Tyrode despolarizante (p=0.0147). Esses dados indicam que a idade interfere com os niveis de 5-
HIAA no hipocampo — na condi¢ao estimulada ou ndo, como resultado de possiveis alteragdes em
componentes do sistema serotonérgico ou disfungdes de outros sistemas neuroquimicos que
modulam o sistema serotonérgico hipocampal. Seria razodvel supor que a idade promoveria
alteragdes — diretas ou indiretas — sobre o sistema serotonérgico as quais estariam relacionadas a
ajustes metabolicos necessarios para a manuten¢do da capacidade de o animal aprender a tarefa,
desde que lhe fosse dado tempo suficiente. Para corroborar esta suposi¢do, analisamos as correlagdes
entre os niveis de 5S-HIAA no extrato extracelular do hipocampo dos ratos idosos e seu desempenho
nas sessoes 2 e 3 da tarefa espacial no LB, exatamente o momento no qual se detectou um pior
desempenho — efeito da idade — na fase de treino (aprendizagem) destes animais em relagdo aos
jovens. Nao encontramos correlacdo significativa positiva quando a unidade de medida do
desempenho analisada foi a DPery, (Tabela 2, em Anexos, pag. 128).

Ao contrario do que ocorre com a 5-HT e o 5-HIAA presentes nas amostras constituidas da
solugdo de incubagdo recuperada no experimento de liberagdo de 5-HT, nosso grupo ja havia
observado que estas substancias permanecem preservadas por muitos meses, sendo detectadas por
HPLC, quando as amostras biologicas que as contém se constituem de estruturas cerebrais mantidas
a -80°C. No experimento de determinago das concentragdes teciduais (contetdo total) de 5-HT e 5-
HIAA no hipocampo observamos uma tendéncia de os animais idosos apresentarem maior
concentragdo de 5-HIAA hipocampal que os jovens (p=0.066). Foi observada correlacio
significativa entre os niveis de 5-HIAA total no hipocampo dos idosos e distancia percorrida (cm) no
treino (Tabela 19, pag. 50), especificamente na 3* sessdo (Tabela 20, pag. 51). Portanto, a idade
afetou a cinética do processo de aprendizagem espacial e variagdes nos niveis de 5S-HIAA parecem
fazer parte do mecanismo neurobioldgico responsavel por essa alteragdo. Um aumento de 5-HIAA
pode ser indicativo de uma tentativa — no caso dos idosos — de induzir um aumento da atividade do

sistema serotonérgico, demanda provavelmente necessdria quando o individuo ¢ colocado em
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situacdes de desafio como na presenca de estimulos aversivos para a execu¢do de uma tarefa
cognitiva. Apesar de ndo ter sido observado efeito significativo da idade sobre a taxa de renovacao
da serotonina (atividade serotonérgica), observa-se (Tabela 13, pag. 44) que a atividade
serotonérgica no hipocampo dos animais idosos pode ser mais baixa. Os dados apresentados nessa
tabela mostram que parece existir um padrao distinto do metabolismo da serotonina no hipocampo,
que poderia refletir em atividades diferentes dependendo da idade. Com relagdo ao resultado obtido
sobre o efeito da idade na concentracao total de 5S-HIAA no hipocampo, a literatura apresenta dados
que corroboram e outros que contradizem esse achado. Alguns autores observaram niveis de 5-
HIAA hipocampal aumentados (Luijtelaar ef al., 1992; Venero et al., 1993) ou ndo alterados (Ponzio
et al., 1982; Gozlan et al., 1990; Miguez et al., 1999) com o envelhecimento, porém nunca
reduzidos. Importante destacar, que destes estudos, aqueles que os autores utilizaram ratos Wistar
com 24 meses de idade ou mais mostraram aumento dos niveis (conteudo total) de 5-HIAA no
hipocampo.

Como mencionado, o aumento dos niveis de 5-HIAA pode ser indicativo de que a rede neural
esteja buscando compensar uma disfun¢do — induzida pelo envelhecimento — do sistema
serotonérgico ou de outro circuito neuroquimico que afeta indiretamente o sistema serotonérgico.
Nessa direcdo, o sistema procura aumentar a atividade serotonérgica mantendo-a em um nivel
compativel capaz de responder desafios do meio, como por exemplo, durante a execu¢do de uma
tarefa cognitiva que envolve a presenca de estimulos aversivos. Em parte isto parece ser alcancado,
uma vez que os animais idosos sdo capazes de aprender a tarefa e durante fases importantes do
processo de aquisicao (3% sessdo) os niveis de 5-HIAA se correlacionam de forma significativa com
o desempenho cognitivo dos animais idosos. Algumas das possiveis explicagdes de como a rede
neural poderia manter niveis maiores de 5-HIAA hipocampal — para um aumento relativo da
atividade serotonérgica, ou seja degradacdo de 5-HT— em ratos idosos em relagdo aos ratos jovens
poderia ser : (i) maior atividade da MAO-A em hipocampo de animais idosos; (ii) menor quantidade
de transportadores de 5-HT (SHTT) em terminagdes serotonérgicas hipocampais de animais idosos
e/ou uma disfun¢do no mecanismo de liberagdo da 5-HT ligada a estes transportadores; (iii) reducao
da atividade de transporte do 5-HIAA para fora do cérebro em animais idosos; (iiii) diminui¢do dos
niveis da “proteina citoplasmatica ligante de 5-HT” (SBP: serotonin binding protein) e/ou disfuncao
no mecanismo de liberagdo da 5-HT pela SBP, o que poderia levar a uma elevagdo do catabolismo
da 5-HT pela MAO. O envelhecimento parece se associar ndo ao aumento, mas a reducdo da
atividade da MAO-A no hipocampo de ratos (Benedetti et al., 1980; Venero et al., 1993), o que
torna essa hipdtese menos provavel. Com relagdo ao transportador, Hoekzema et al. (2011)

mostraram o contrario, um aumento da quantidade de SHTT hipocampal, talvez um acontecimento
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posterior ao aumento das concentragdes de 5-HIAA no hipocampo, estando de acordo com a ideia
de que o sistema tenta compensar a baixa concentracdo de 5-HT, aumentando o seu metabolismo
com a finalidade de aumentar a atividade do sistema. Quanto a possibilidade de o transporte do 5-
HIAA para fora do cérebro dos roedores estar reduzido no envelhecimento, ndo encontramos dados
na literatura a este respeito. Por fim, a hipdtese que envolve a SBP também encontra-se em aberto,
visto que nao existem dados sobre o papel dessa proteina em possiveis disfuncdes relacionadas ao
envelhecimento .

De fato, ainda ha muitas davidas a respeito de como o fator idade impacta a atividade
serotonérgica refletindo no processo de aprendizagem, e como isto se articula com o diferente
desempenho apresentado por individuos idosos durante uma fase especifica do processo de
aprendizagem em uma tarefa cognitiva espacial. Aqui deve-se considerar também a importancia de
componentes emocionais em tarefas que envolvem estimulos aversivos. Sabe-se que o sistema
serotonérgico esta envolvido com o processamento de aspectos emocionais (Cools et al, 2008). Essa
questdo deve ser melhor explorada, por exemplo, analisando a dindmica do processo de aprendizado
considerando tanto aspectos cognitivos quanto emocionais. Nesse sentido, como anteriormente
mencionado, o LB pode ser um instrumento interessante para explorar os mecanismos basicos da
interface entre esses sistemas, principalmente se o modelo for com individuos idosos. Assumindo o
envelhecimento como processo associado a alteragdes neurodegenerativas, € possivel compreender
algumas alteragdes neuroquimicas que lhe sdo caracteristicas também através de sua comparacio
com outros processos neurodegenerativos. Vigil et al. (2010) testaram ratos Wistar jovens com
deficiéncia de tiamina no labirinto aquatico de Morris (LAM) e observaram efeito significativo da
idade sobre as concentragdes teciduais de 5-HIAA no tdlamo dos animais portadores da deficiéncia
quando comparados aos animais controle. Os animais deficientes apresentaram uma curva de
aprendizagem com perfil muito semelhante a do presente estudo, e houve uma correlagdo positiva
entre seu pior desempenho na 3° sessdo do LAM com o contetido total de 5-HIAA no tilamo destes
animais. As fibras serotonérgicas aferentes do tdlamo de animais jovens, diante do agravo
promovido pela deficiéncia de tiamina, e sob o contexto de aprendizagem em uma tarefa de
navegacao espacial, apresentaram alteragdo neuroquimica semelhante as fibras serotonérgicas
aferentes do hipocampo de animais idosos, submetidos a uma tarefa equivalente. Sem desconsiderar
as diferencgas dos dois processos neurodegenerativos — um, decorrente de uma condi¢do anormal, e
outro, consequéncia de um processo fisiolégico — € atraente a concepcao da ideia de o sistema
serotonérgico sofrer alteragdes adaptativas integrantes de um rearranjo do substrato neurobioldgico
necessario para a manutenc¢do da eficiéncia do aprendizado espacial. Esses dados refor¢am a ideia de

que ajustes neuroquimicos podem acontecer no hipocampo, na tentativa de compensar disfungdes
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resultantes do processo neurodegenarativo independente de sua etiologia, que afetam aspectos
cognitivos espaciais importantes para a sobrevida do animal.

A despeito da ocorréncia ou ndo de um processo neurodegenerativo , uma forma de confirmar
a hipotese de o sistema serotonérgico hipocampal se ajustar as demandas especificas que o
envelhecimento confere ao processo de aprendizagem em uma tarefa cognitiva espacial, constituindo
um dos componentes que desempenham papel importante nesse processo, seria interessante coletar
amostras biologicas in vivo, durante a execugdo da tarefa. O fato de a execucdo dos procedimentos
experimentais para a determinagdo dos niveis de 5-HT e 5-HIAA terem ocorrido ap6s a realizagdo
dos testes comportamentais, por meio do sacrificio dos animais, representa um obstaculo para a
detec¢do das correlacdes entre esses pardmetros e o desempenho cognitivo. Principalmente se
consideramos, conforme indicam os dados do presente estudo, que deve existir uma dinamica de
eventos neurobioldgicos com demandas especificas dependendo da fase do processo de
aprendizagem. Nesse sentido, a microdialise abre uma perspectiva atraente. Ela permite a coleta de
material representativo do meio extracelular hipocampal durante a execucdo dos testes
comportamentais, assim viabilizando o acompanhamento das flutuagcdes que ocorrem in vivo entre as
alteragdes neuroquimicas e os aspectos do processo de aquisicdo da tarefa cognitiva. Em um
experimento em tempo real, onde a coleta do material para as determinagdes neuroquimicas sdo
efetuadas no momento em que as alteragdes comportamentais ocorrem, o horizonte de anélises das
associagdes torna-se mais rico. Nosso grupo em colaboracdo com outros autores mostrou, utilizando
técnica de microdidlise, que durante a execucdo de uma tarefa espacial — solu¢cdo de um problema
cognitivo espacial — ocorre um aumento da liberacdo de acetilcolina na regido hipocampal (Savage
et al., 2003). Como existe uma interacdo entre os sistemas colinérgico e serotonérgico no
hipocampo, os resultados do presente estudo relativo aos idosos, nos permite supor que uma
demanda cognitiva poderia langar mao de componentes serotonérgicos com a finalidade de resolver
a tarefa.

Ainda projetando perspectivas para superar as questdes levantadas pelo presente trabalho, ha
que se considerar maneiras de entender como a variabilidade entre os individuos idosos,
caracteristica marcante e aparentemente mais intensa neste grupo do que em individuos mais novos
(Wilson et al., 2002; Kramer et al., 2004), interfere nos pardmetros comportamentais e
neuroquimicos. O fator variabilidade, além de outros ja discutidos no presente trabalho, pode
justificar a auséncia da detecgdo de efeito da idade sobre a PQA no 1° min do teste comprobatorio,
sobre os deltas 2 da distancia percorrida na fase do treino, e sobre as concentragdes totais de 5-HT e
5-HIAA (além da taxa de renovacdo da 5-HT). Usando-se um maior nimero de animais idosos,

poderemos responder essas questdes minimizando-se o efeito da variabilidade. Ou melhor, com um
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maior nimero de animais no grupo idoso seria possivel identificar subgrupos baseados em critérios
comportamentais e/ou neurobioldégico permitindo a constituicdio de grupos com certa
homogeneidade na distribuicdo de algumas caracteristicas e, assim detectar e estudar melhor o efeito

da idade sobre os referidos parametros dentro de um ou mais subgrupos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS - CONCLUSOES

A pesquisa em area basica que busca compreender a neurobiologia do envelhecimento sem o
uso de técnicas que, por uma agdo nao fisioldgica e deletéria possam alterar o processo em si, tem se
valido de alternativas menos invasivas € mais proximas do tempo real em que os processos
metabodlicos acontecem.

O Laboratério de Neurociéncias Comportamental ¢ Molecular (LANEC) segue uma instigante
pista percebida em trabalhos desenvolvidos por seus integrantes, dentro da area da
neurodegeneragdo: uma alteragdo serotonérgica comum em modelos experimentais diferentes (com
ou sem insulto ao sistema nervoso central), que ocorre em uma fase intermedidria do processo de
aprendizagem espacial, se correlacionando ao pior desempenho apresentado neste momento do
processo, que parece critico para a aquisicdo de informagdo e formag¢ao de uma memoria (Oliveira-
Silva, et al., 2007; Oliveira et al., 2010; Vigil et al., 2010). Até o presente momento a experiéncia do
LANEC neste sentido ocorreu utilizando o labirinto aquatico de Morris (LAM), e ratos com menos
de 24 meses de idade. Com o presente trabalho, padronizamos as técnicas dos testes
comportamentais utilizando o labirinto de Barnes (LB), alternativa ao LAM, com muitos aspectos
favoraveis a sua aplicacdo em estudos a respeito dos efeitos do envelhecimento sobre a cognicao
espacial. Também utilizamos maior nimero de faixas etarias (trés grupos, constituidos por ratos com
3,9 e 24 meses de idade), para configurar melhor o processo de envelhecimento.

O presente trabalho apresentou dados a respeito do impacto que o envelhecimento promove
sobre o processo de aprendizagem e memoria de ratos Wistar em testes comportamentais que
envolvem uma tarefa de navegacdo espacial no LB. Também mostrou o efeito da idade sobre o
sistema serotonérgico no hipocampo destes animais, focando as relagdes entre os parametros
comportamentais e neuroquimicos. O principal resultado que encontramos foi a correlacdo entre
uma alteragdo especifica na cinética do processo de aprendizagem apresentada pelos animais idosos
e alteracdes do sistema serotonérgico no hipocampo destes animais, nos fazendo levantar a hipotese
de que o sistema serotonérgico de roedores idosos sofre ajustes que integram os provaveis
mecanismos moleculares responsaveis pela manuten¢do da capacidade dos idosos aprenderem a
tarefa espacial. Uma conclusdo importante gerada dos dados obtidos nesse estudo ¢ a existéncia de
uma etapa critica do processo de aquisicdo que parece mais suceptivel aos efeitos da idade. Além
disto, sugere-se que a repeticdo de uma tarefa cognitiva espacial pode favorecer a aquisicdo, mesmo
que o individuo seja idoso e apresente algum grau de deficiéncia na cinética do processo de
aprendizagem. Outra conclusdo interessante a ser confirmada em estudos posteriores ¢ que a

auséncia de flexibilidade comportamental em tarefas espaciais executadas por individuos idosos nao
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reside apenas no fato dos individuos ndo recuperarem a informagdo sobre as caracteristicas do
refor¢o positivo anteriormente apresentado, ja que os adultos parecem ter recuperado a informacao
(similar aos jovens), mas ndo foram capazes de extingui-la quando a mesma deixou de ser reforg¢ada.

Ainda uma outra conclusdo ¢ que o sistema serotonérgico — no caso o parametro 5-HIAA -
parece desempenhar um papel importante como componente de processos modulatorios de
substratos neurobioldgicos associados com a aquisi¢cao de uma tarefa cognitiva espacial.

A expectativa que existe na populacdo sobre a pesquisa cientifica para a descoberta de um
potencializador cognitivo (cognitive enhancer) para idosos saudaveis, ou um medicamento para o
tratamento de doencas que comprometem a cogni¢do, como a doenga de Alzheimer, motiva o foco
no potencial que existe de o sistema serotonérgico ser fonte promissora de respostas para esta
demanda. Em 2011 Wallace e colaboradores levantaram estudos em andamento com agonistas e
antagonistas de receptores serotonérgicos para o tratamento da doenga de Alzheimer e outras
moléstias neuropsiquiatricas. Havia na época 5 moléculas em fase I e outras 5 em fase II da pesquisa
clinica para o desenvolvimento de novos fairmacos (todos atuantes em receptores 5-HT 5 ou 5-HTy).
Também em 2011, Cirrito e colaboradores observaram em estudo com camundongos transgénicos
em tratamento cronico com citalopram, um inibidor seletivo da receptacdo de serotonina, que a
atividade do sistema serotonérgico estava associada a concentragdes cerebrais mais baixas de beta-
amildide e placas senis, sugerindo um possivel efeito neuroprotetor de antidepressivos inibidores da
recaptacdo de serotonina, contra a deposicdo anormal de beta-amildide e a formagao de placas senis.
Por outro lado, em 2014, Porsteinsson e colaboradores, em estudo randomizado, placebo-controlado,
duplo-cego, com 186 portadores da doenga de Alzheimer tratados cronicamente com citalopram
(30mg/dia) observaram piora cognitiva significativa, apesar de significativa melhora do quadro de
agitacdo, objetivo principal do trabalho. A compreensdo do funcionamento de partes da rede neural ¢
a estratégia corrente mais frequente, visto que os recursos tecnologicos da atualidade ndo
contemplam a abordagem simultanea de todos os sistemas neuroquimicos conhecidos. Deve-se
considerar que em determinados procedimentos experimentais que isolam componentes da rede, o
comportamento observado de uma ou mais partes ndo seja o mesmo de quando a rede funciona em
sua integridade. Ainda assim, ndo se pode desconsiderar a valiosa contribuicdo que estudos que
abordam aspectos especificos da rede neural t€m trazido para a ciéncia.

Por fim, o presente estudo responde relativamente pouco, mas abre uma série de questdes e
perspectivas de estudos futuros, sinalizando os varios pontos obscuros que persistem sobre os efeitos
da idade e a relacdo entre a atividade serotonérgica e aspectos especificos dos processos de

aprendizagem e memoria.
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8. PERSPECTIVAS

O desenvolvimento do presente trabalho gerou, ademais das respostas aos objetivos propostos,
outras questoes, as quais foram surgindo a medida que os resultados foram sendo obtidos. A seguir

algumas delas estdo elencadas, apresentadas como perspectivas para futuros estudos:

antes do inicio do presente estudo, na fase de planejamento e escolha das técnicas necessarias para o
desenvolvimento do trabalho, estivemos por uma semana em treinamento sobre as técnicas de
microdialise, no laboratério de Psicofarmacologia da Universidade de Sao Paulo de Ribeirdo Preto,
sob a orientacdo do Prof. Marcos Brandao, e de sua aluna de pos-doutorado, Milene Cristina de
Carvalho. Planejavamos viabilizar a conjuga¢do da microdidlise ao labirinto de Barnes, mas ndo
houve tempo suficiente, dentro do projeto de mestrado que resultou no presente trabalho, para
realizar este feito. Assim, permaneceu em aberto a perspectiva de se estudar o efeito do
envelhecimento sobre: (i) a liberacdo in vivo de 5-HT no hipocampo de ratos enquanto executam a

tarefa espacial no labirinto de Barnes (LB), utilizando a técnica de microdialise;

o resultado da alteragdo na cinética do processo de aquisi¢do da informacao, verificado nos animais
idosos, na fase intermediaria do treino no LB, revela uma perspectiva de trabalho com pessoas
idosas, tanto investigativo, quanto de reabilitagdo. E possivel criar esquemas de tarefas que reforcem
o aprendizado em idosos, com base no entendimento dos mecanismos bésicos, moleculares e
comportamentais, que suportam estas alteragdes da cinética do processo de aprendizagem
promovidas pelo envelhecimento. Por exemplo, modulando a frequéncia e a intensidade dos
estimulos, aplicando-os nos momento criticos onde parece haver uma disfung¢do relacionada ao pior

desempenho dos idosos em tarefas cognitivas.

as varidveis que utilizamos no presente estudo (deltas e razdes da distancia percorrida na primeira
tentativa de uma sess@o e na ultima tentativa da sessdo anterior) ndo conseguiram detectar a
alteracdo da cinética do processo de aprendizagem espacial observada nos animais idosos, em
relacdo aos adultos e jovens. Com o intuito de aumentar a resolucdo para visualizar melhor esses
aspectos e efeito da idade, sugerimos alterar o esquema do treino, como por exemplo, elevar o grau
de dificuldade para a aquisi¢do, consolidagdo e manutencdo da informacdo espacial através do
aumento do tempo de intervalo entre as sessdes (para mais de 24h, talvez até mais, a depender dos

objetivos estabelecidos);
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- no presente trabalho, para a analise da memoria e da flexibilidade comportamental, componentes
relacionados ao teste comprobatdrio, utilizamos a preferéncia pelo quadrante alvo no 1° min (PQA;,
min) € O indice de extin¢do (IE), respectivamente. Nao observamos efeito da idade sobre estes dois
parametros comportamentais. No entanto, o perfil dos dados apontam para um possivel efeito da
idade sobre esses parametros. Uma alternativa ¢ aumentarmos o tamanho do grupo idoso, com
vistas a aumentar a probabilidade de identificarmos subgrupos de animais , com uma maior

homogeneidade da variabilidade de seus integrantes, permitindo utilizar técnicas de “clusterizagao”.

- o interesse em compreender as relacdes entre o processo de envelhecimento e o processo de
aprendizagem e memoria e a flexibilidade comportamental, com énfase nos fundamentos biolégicos
e em mecanismos moleculares trouxe a perspectiva de estudar em humanos saudaveis os estados de
prejuizo mnemonico associados a idade (estados clinicos que existem em idosos saudaveis,
caracterizados por declinio de memoria sem aparente prejuizo funcional) e a flexibilidade
comportamental, com técnicas de neuroimagem (p.ex. PET scan ou ressondncia magnética

funcional);

- os dados obtidos no presente estudo a respeito do efeito da idade sobre as concentracdes de 5-
HIAA no extrato extracelular do hipocampo em condi¢do estimulada ou ndo e sobre as
concentragdes teciduais (contetido total) de 5-HIAA no hipocampo apontam duas perspectivas:
estudar como se encontra a atividade do transporte do 5-HIAA para fora do cérebro nos animais
idosos; e estudar os niveis e o estado funcional da proteina ligante de serotonina (serotonina binding
protein— SBP) no hipocampo de animais idosos submetidos ou ndo a tarefa cognitiva espacial no

LB;

- o envelhecimento, além do declinio cognitivo que com frequéncia nele ocorre, pode também ser
acompanhado por reducdo da capacidade de enfrentamento e por menor motivagdo, fatores de
confundimento nos estudos dos aspectos cognitivos em tarefas que exigem atividade motora e/ou
que envolvem desafios de natureza emocional. Os fundamentos biologicos e as bases moleculares do
comportamento de enfrentamento e da motivacdo em animais idosos permanecem pouco estudados,

e sdo perspectivas tangiveis, inclusive utilizando paradigmas espaciais, dentre eles o LB.
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10. ANEXOS

Tabela 1 — [5-HIAA] no meio extracelular dos hipocampos incubados em condi¢do normal ou
despolarizante: valores “p” obtidos por meio do método das Comparacoes Multiplas de Nemenyi
entre oS grupos.

Comparacoes Multipla >-HIAA S-HIAA
omparagoes Viuitipias (Normal) (Despolarizante)
Adulto - Idoso 0,1814 0,9226
Jovem - Idoso 0,0003 0,0033
Jovem - Adulto 0,1490 0,0147

Tabela 2 — Resultados dos testes estatisticos — valor do fator de correlacio (r) de Spearman:
[5-HIAA] no meio extracelular do hipocampo incubado em solug¢do normal ou despolarizante
versus DISTANCIA PERCORRIDA na 3° sessdo do treino no LB.

S5-HIAA 5-HIAA
Grupo Sessdo (Normal) (Despolar.)
r valor-p r valor-p

Sessdo=1 0,041 0,769 | -0,227 0,095
Sessdo=2 0,145 0,290 | 0,137 0,319

doso Sessao=3 0,222 0,104 | -0,155 0,257
Sessao=4  -0,068 0,621 | -0,069 0,618
Sessao=1 -0,082 0,592 | -0,053 0,713

Adulto Sessdo=2 0,279 0,063 | -0,016 0,914
Sessao=3 0,262 0,082 | -0,216 0,131
Sessdo=4 0,084 0,586 | -0,172 0,234
Sessao=1 0,133 0,385 | -0,263 0,081
Sessdo=2 0,080 0,601 | -0,266 0,077

Jovem

Sessio=3  -0,174 0,254 | -0,047 0,759
Sessdo=4  -0,066 0,665 0,009 0,955

Pardametros comportamentais (dist. percorrida na 3° sessdo do treino
no LB): dados ndo ajustados pelo fator velocidade.

Ndo houve correlagoes significativas entre os parametros
comportamentais e os pardmetros neuroquimicos (destaque em azul
para grupo idoso)

Grupos idoso (n=11, meios normal e despolarizante), adulto (n=9,
meio normal; n=10, meio despolarizante), e jovem (n=9, meios
normal e despolarizante).
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Tabela 3 — Medidas descritivas e dados do teste de Kruskal-Wallis para comparacgoes entre
os trés grupos (Idoso, Adulto e Jovem) com relacdo a memdoria expressa como deltas das

LATENCIAS (diferencas entre a primeira tentativa de uma sessio e a tiltima da sessio

anterior): DI, D2 e D3, durante o treino, com e sem ajuste da funcao modular*.

Fonte N Média E.P. 1'Q 2°Q 3°Q Valor-P
Idoso 11 2,82 22,05  -21,50 9,00 25,00

Sem Moédulo  Adulto 10 -12,60 20,11  -64,00  -6,00 3,00 0,670
DI Jovem 10 -0,10 28,52 -16,00 -4,50 32,00
Idoso 11 49,55 15,55 16,50 25,00 66,50

Com Moédulo Adulto 10 48,20 12,80 3,00 63,50 80,00 0,839
Jovem 10 61,10 19,96 12,00 24,50 120,00
Idoso 11 51,64 20,48  -6,00 26,00 116,00

Sem Médulo  Adulto 10 0,60 4,19 -7,00 -2,00 9,00 0,286
D2 Jovem 10 -0,30 6,95 -7,00 -3,00 4,00
Idoso 11 60,18 18,00 11,00 26,00 116,00

Com Moédulo Adulto 10 9,80 2,63 3,00 8,00 11,00 0,068
Jovem 10 13,30 5,35 3,00 5,50 21,00
Idoso 11 16,73 19,27  -17,00 1,00 29,50

Sem Médulo  Adulto 10 -10,90 512  -19,00  -5,00 2,00 0,284
D3 Jovem 10 2,10 4,63 -2,00 2,50 8,00
Idoso 11 43,45 14,50 6,50 29,00 55,50

Com Médulo Adulto 10 13,30 4,45 2,00 7,00 19,00 0,136
Jovem 10 9,50 3,45 2,00 4,50 10,00

D 1= T1 sessao2 — 75 sessdol
D2: T1 sessao3 — T. 5.ves‘v502
D 3= T1 sessdod — 75 sessdo3

* Tratamento matematico com fung¢do modular, que considera um numero real sempre positivo

ou nulo.

Tabela 4 - Efeito dos grupos, das sessoes e da interagdo entre grupos e sessoes sobre o

desempenho no treino, expresso em DISTANCIA PERCORRIDA (DPer): dados da andlise

estatistica das médias da DPer por meio do método de Analise de Desvio do Modelo

Marginal Log-Linear.

Fonte G.L r Valor-p
Grupo 2 6,90 0,032
Sessao 3 130,8 <0,001
Grupo*Sessao 6 34,20 <0,001

Grupos idoso (n=11 ratos), adulto (n=10 ratos), jovem

(n=10 ratos).

Treino no labirinto de Barnes: composto por 4 sessoes

consecutivas (1 sessdo por dia), cada sessdao composta por
5 tentativas consecutivas.
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Tabela 5 — Dados da Andlise Estatistica pelo Modelo Marginal Log-Linear para o
desempenho dos animais expresso em DISTANCIA PERCORRIDA durante o treino,
considerando a variavel VELOCIDADE DE DESLOCAMENTO, além da idade (grupo) e

sessdo.

Fonte G.L X’ Valor-p
Velocidade 1 2.9 0,089
Grupo 2 6,7 0,035
Sessao 3 111,7 <0,001
Grupo*Sessao 6 30,0 <0,001

Tabela 6 — DISTANCIA PERCORRIDA (cm) durante o treino no labirinto de Barnes:
medidas descritivas estratificadas por sessoes, grupos e para intera¢do entre grupos e
sessoes.

Fonte N Meédia E.P. 1°Q 2°Q 3°Q
1 155 1493,0 89,5 564,0 1255,0 2136,0
Sessdes 2 155 7420 61,7 269,0 564,0 827,0
3 155  601,0 46,2 209,0 438.0 699,0
4 155 4340 33,3 151,0 286,0 559,0
Idoso 220  915,0 55,5 341,0 653,0 11870

Grupos Adulto 200 702,0 44,4 262,0  532,0  864,0
Jovem 200  826,0 75,9 166,0 370,0  822,0
Idoso 55 1302,0 1189  543,0 1030,0 2101,0

((;re‘s‘f;(le) Adulto 50 12790 1196 6100 11130 1788,0
Jovem 50 1918,0 202,8  594,0 1766,0 2896,0
G Idoso 55 9030 130, 3180 6510 8850
(sre:g;z) Adulto 50 6150 582 3020 5360  808,0
Jovem 50  692,0 1103 2230 4850  806,0
G Idoso 55 8860 984 3730 63,0 12210
(Sre‘s‘f;(f=3) Adulto 50 4770 421 2250 4090  670,0
Jovem 50 4120 667 1360 2180  502,0
Idoso 55 5680 652 2370 4300 6840
Grupos
% Adulto 50 4370 558 14,0 2780 6360
(Sessao=4)

Jovem 50 2830 40,5 120,0 169,0 3460

Grupos idoso (n=11 ratos, 220 tentativas), adulto (n=10 ratos; 200 tentativas), jovem (n=10
ratos, 200 tentativas).

Treino no labirinto de Barnes: composto por 4 sessoes consecutivas (I sessdo por dia), cada
sessdo composta por 5 tentativas consecutivas.
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Tabela 7 — INDICE DE EXTINCAO (IE): medidas descritivas e dados do teste de Kruskal-
Wallis para comparag¢do entre os grupos.

Grupos N Média EP. 1°Q 2°Q 3°Q Vall,"r'
Idoso 9 091 015 087 125 137
Adulto 10 102 010 073 1.02 119 0364
Jovem 10 134 013 102 129 144

Tabela 8 — Efeito dos grupos, das sessoes e da interagdo entre grupos e sessoes sobre o
desempenho no treino, expresso em LATENCIA (Lat): dados da andlise estatistica das
médias da Lat por meio do método de Analise de Desvio do Modelo Marginal Log-Linear.

Fonte G.L 1 Valor-p
Grupo 2 10,2 0,0062
Sessao 3 114,3  <0,001
Grupo*Sessao 6 32,2 <0,001

Grupos idoso (n=11 ratos), adulto (n=10 ratos),
jovem (n=10 ratos).

Treino no labirinto de Barnes: composto por 4
sessoes consecutivas (I sessdo por dia), cada
sessdo composta por 5 tentativas consecutivas.

Tabela 9 - Efeito da VELOCIDADE de deslocamento sobre a LATENCIA, durante o treino
no Labirinto de Barnes: dados da andlise estatistica por meio do método do Modelo
Marginal Log-Linear, com o fator velocidade inserido na matriz de calculo do modelo.

Fonte G.L r Valor-p
Velocidade 1 136,6 <0,001
Grupo 2 5.8 0,065
Sessao 3 76,2 <0,001
Grupo*Sessao 6 28,9 <0,001
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Tabela 10 - LATENCIA (s.) durante o treino no labirinto de Barnes: medidas descritivas
estratificadas por sessoes, grupos e para interacdo entre grupos e sessoes.

Fonte N Média E.P. 1°Q 2°Q 3°Q

1 155 109, 5.4 35,0 111,0 180,0

Sessies 155 42,9 3.9 14,0 25,0 435

155 31,4 33 7,0 17,0 345

4 155 22,6 2,6 6,0 12,0 26,5

Idoso 220 68,5 4.4 18,5 38,5 131,5

Grupos Adulto 200 44,0 3,7 11,0 23,5 43,0

Jovem 200 40,6 4,0 5,0 14,0 42,0

Idoso 55 121,9 9,2 52,0 180,0 180,0

(GSZISIE;OS=1) Adulto 50 105,9 8,7 44,0 103,5 180,0

Jovem 50 99,3 10,2 22,0 87,0 180,0

Idoso 55 63,1 8,2 19,0 39,0 85,0

(GSZI;:);(f:Z) Adulto 50 32,4 4,7 14,0 24,0 37,0

Jovem 50 31,1 5.5 7,0 18,0 31,0

Idoso 55 56,9 7,7 18,0 36,0 70,5

(GSZISI:);OS=3) Adulto 50 18,6 1,8 9,0 16,0 24,0

Jovem 50 16,1 3,1 4,0 7,0 17,0

Idoso 55 31,9 47 12,0 21,0 355

Grupos  — \ qulto 50 19,0 3,5 6,0 11,0 21,0
(Sessao=4)

Jovem 50 15,9 5,0 4.0 5,0 12,0

Grupos idoso (n=11 ratos, 220 tentativas), adulto (n=10 ratos; 200 tentativas), jovem (n=10
ratos, 200 tentativas).

Treino no labirinto de Barnes: composto por 4 sessoes consecutivas (I sessdo por dia), cada
sessdo composta por 5 tentativas consecutivas.

Tabela 11 — Desempenho dos animais dos trés grupos (idoso, adulto e jovem) no teste
comprobatdrio, expresso como PREFERENCIA PELO QUADRANTE ALVO no primeiro
(PQA 1, min) € no segundo (PQA;, min) minutos: medidas descritivas e dados do teste de
Kruskal-Wallis para a PQA o min € POA2o min do teste comprobatorio. Comparagoes entre os

grupos.

. Valor-

Fonte N Média D.P. 1°Q 2°Q 3°Q :
Idoso 11 0475 0,254 0,293 0,426 0,703

PQA i'min  Adulto 10 0,607 0,190 0,456 0,610 0,738 0,163
Jovem 10 0,677 0,159 0,601 0,690 0,822
Idoso 11 0385 0,270 0,219 0,418 0,552

PQA »min  Adulto 10 0,623 0,133 0475 0,647 0,717 0,051
Jovem 10 0,525 0,121 0,405 0,550 0,617
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Tabela 12 — PREFERENCIA PELO QUADRANTE-ALVO (PAQ): medidas descritivas e
teste de Kruskal-Wallis entre os grupos, dos dados da PQA no primeiro e no segundo minutos

do teste comprobatorio.

Fonte N Média D.P. 1°Q 2°Q 3°Q Va{‘)"r'
Preferéncia  Idoso 11 0,475 0,254 0,293 0,426 0,703
pelo Adulto 100,607 0,190 0456 0,610 0,738 s
quadrante 10 0,677 0,159 0,601 0,690 0,822
alvono 1°min Jovem
Preferéncia Idoso 11 0,385 0,270 0,219 0,418 0,552
pelo Adulto 10 0,623 0,133 0475 0647 0,717 (s
quadrante ’

alvo no 2°min Jovem 10 0,525 0,121 0,405 0,550 0,617

Tabela 13 — Efeito dos grupos, das sessoes e da interacdo entre grupos e sessoes sobre a
VELOCIDADE de deslocamento no LB: dados da andlise estatistica da velocidade média
por meio do método de Andlise de Desvio do Modelo Marginal Log-Linear.

Fonte G.L 1 Valor-p
Grupo 2 6,9 0,031
Sessao 3 58,4 <0,001
Grupo*Sessao 6 6.8 0,384

Grupos idoso (n=11 ratos), adulto (n=10 ratos),
jovem (n=10 ratos).

Treino no labirinto de Barnes: composto por 4
sessoes consecutivas (1 sessdo por dia), cada
sessdo composta por 5 tentativas consecutivas.



