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RESUMO

Em um organismo, o sistema circadiano modula muitos processos fisiolégicos e
comportamentais, como aprendizagem e memoria. Adicionalmente, a melatonina
também tem sido mostrada como moduladora desses processos cognitivos. No
entanto, diferentes programas de iluminagéo séo utilizados em animais de producao
e a melatonina tem sido usada como suplemento alimentar e no tratamento de
alteragbes da ritmicidade circadiana. Logo, ha necessidade de serem realizados
mais estudos sobre os efeitos gerados por manipulagdées no ritmo circadiano e pela
melatonina. Como ambos estdo diretamente relacionados a iluminacédo, o presente
trabalho teve como objetivo investigar o efeito de diferentes condicbes de
claro/escuro no biotério e intensidade luminosa durante testes comportamentais na
aprendizagem e memoria de trabalho de camundongos Swiss. No biotério,
camundongos Swiss foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12:12 h (C), claro
constante (L) ou escuro constante (E) e testados no labirinto Lashley Ill e Teste de
Reconhecimento de Objetos sob iluminacdo de 500 ou O lux, resultando seis
tratamentos (C500, CO, L500, LO, E500 e EO). N&o houve diferenca significativa
entre o ciclo claro-escuro de 12:12 h, claro constante e escuro constante no biotério
e nem entre os testes realizados a 500 e 0 lux. Somente os animais mantidos em
escuro constante e testados a 0 lux, tratamento EO, tiveram a aprendizagem e
memoéria de trabalho prejudicados, demonstrados pela aprendizagem mais lenta no
labirinto Lashley Il e o ndo reconhecimento do objeto no Teste de Reconhecimento
de Objetos.

Palavras-chave: Cognicdo. Melatonina. Ritmos circadianos. Labirinto Lashley Ill.

Teste de Reconhecimento de Objetos.



ABSTRACT

In an organism, the circadian system modulates many physiological and behavioral
processes such as learning and memory. Additionally, melatonin has also been
shown to modulate these cognitive processes. However, different lighting programs
are used in production animal and the melatonin has been used as a food
supplement and in the treatment of circadian rhythmic changes. Therefore, there is
need for more studies be conducted on the effects caused by manipulations in the
circadian rhythm and by melatonin. Because both are directly related to lighting, this
study aimed to investigate the effect of different light/dark conditions in stock room
and light intensity during behavioral tests in learning and working memory of Swiss
mice. In a stock room, Swiss mice were kept on a 12:12 light/dark cycle (C), constant
light (L) or constant darkness (E). They were tested in the Lashley Ill maze and
Object-recognition task under 500 or O Ix illuminations, resulting in six treatments
(C500, CO, L500, LO, EO and E500). There wasn’t significant difference between
12:12 light/dark cycle, constant light and constant darkness conditions in stock room
neither between the tests conducted at 500 and 0 Ix. Only animals kept in constant
darkness and tested at O Ix, EO treatment, had impaired learning and working
memory, demonstrated by slower learning in the Lashley lll maze and the non-
recognition of the object in Object-recognition task.

Keywords: Cognition. Melatonin. Circadian rhythm. Lashley Il maze. Object-
recognition task.



SUMARIO

1 INTRODUCAO 8
2 REVISAO DE LITERATURA oo 9
2.1 RITMOS CIRCADIANOS  -----mmmmm oo oo 9
2.2 APREDIZAGEM E MEMORIA 16
2.3 TESTES COMPORTAMENTAIS 14
2.3.1 Teste no labirinto Lashley llI 14
2.3.2 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO) ---------=--=mmmmmmmmmm oo 15
3 MATERIAL E METODOS -=---=ssenmemnnmmenmeeenene e me e mne s mee e eee e me e e e e 16
3.1 ANIMAIS 16
3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 17
3.2.1 Teste no labirinto Lashley llI 18
3.2.2 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRQO) ---------=mmmmmmmmmmmmmm oo 20
3.3 ANALISES ESTATISTICAS —---21
4 RESULTADOS 23
4.1 LABIRINTO LASHLEY [ =m-mmmmmm s oo oo 23
4.2 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS ----------==mmmmmm oo 26
5 DISCUSSAO 27
REFERENCIAS 31

ANEXO 1 36




1 INTRODUCAO

A iluminacdo é um fator ambiental importante para diversos organismos, na
qual alguns ritmos biolégicos sdo sincronizados com o ciclo claro/escuro, por isso,
sdo conhecidos como ritmos circadianos. Esta ritmicidade é determinada, em
mamiferos, pelos Nucleos Supraquiasmaticos. No entanto, sdo sincronizados com o
ciclo claro/escuro ambiental por um sinal humoral dado pelo horménio melatonina,
sintetizado, principalmente, pela glandula pineal durante a fase escura do ciclo
(CARDINALI, 1981; MOORE, 1983).

Em um organismo, o sistema circadiano modula diferentes processos
fisiolégicos e comportamentais (YOUNG, 2000). Ha evidéncias de que esta variacado
circadiana possa afetar tarefas de aprendizagem e memodria (GERSTNER; YIN,
2010) e, a0 mesmo tempo, a melatonina tem sido mostrada como moduladora
desses processos cognitivos (CAO et al., 2009). No entanto, distintos programas de
iluminacéo sao aplicados, na area de zootecnia, em animais de producdo (FREITAS
et al., 2010) e o hormdnio melatonina tem sido utilizado em suplementos alimentares
(CAO et al., 2009) e no tratamento do jet lag (PAUL et al., 2010, 2011).

Logo, h4 necessidade de serem realizados mais estudos sobre os efeitos
gerados por manipulagdes no ritmo circadiano e pela melatonina. Como ambos
estdo diretamente relacionados a iluminacdo ambiental, uma forma de se estudar tal
influéncia é a partir de manipulagcdes no ciclo claro/escuro e na intensidade
luminosa. Parece razoavel suspeitar que mudancas no ciclo claro/escuro prejudicam
a aprendizagem e memoria dos animais e o0 escuro também causaria déficits em
ambos 0s processos cognitivos por influéncia do horménio melatonina.

Como camundongos Swiss possuem o0 comportamento de neofilia, explorar
coisas novas (BERLYNE, 1950; HUGHES, 2007), isso faz com que estes animais
sejam modelos de estudo adequados para este tipo de pesquisa. Adicionalmente,
nao foram encontrados estudos correlacionando a iluminagcdo com aprendizagem e
memoria de trabalho destes animais.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito de
diferentes condi¢cdes de claro/escuro no biotério e intensidade luminosa durante
testes comportamentais na aprendizagem e memoéria de trabalho de camundongos

Swiss.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RITMOS CIRCADIANOS

Os ritmos biologicos sdo manifestagcdes de um fenbmeno que se repete com o
mesmo periodo e muitos destes estdo associados a iluminacdo ambiental, por meio
do ciclo claro/escuro. Deste modo, sdo conhecidos como ritmos circadianos e
possuem um periodo de aproximadamente 24 horas, de acordo com a espécie,
como atividade-repouso e secrecdo de horménios. Os ritmos que nao estdo
associados ao ciclo claro/escuro sdo agrupados em: infradianos, com periodos
maiores que 24 horas, como o ciclo reprodutivo em mulheres, e os ultradianos, cujo
periodo é menor que 24 horas, como respiracao e batimento cardiaco (BRIDGES et
al., 1993; MARQUES; MENNA-BARRETO, 1997).

A ritmicidade circadiana € determinada por um reldgio interno (marca-passo),
que sao osciladores primarios, exibindo um padrao oscilatério geneticamente
determinado, auto-sustentado, endégeno, mesmo na auséncia de pistas ambientais.
Em mamiferos, o marca-passo sdo os Nucleos Supraquiasmaticos (NSQ), formados
por um par de nucleos situados no hipotdlamo (MARKUS; BARBOSA JUNIOR;
FERREIRA, 2003).

Os NSQ conferem o ritmo, no entanto, estes sdo sincronizados com o ciclo
claro/escuro ambiental por um sinal humoral dado pelo horménio melatonina (N-
acetil-5-metoxitriptamina). Este horménio é sintetizado, principalmente, pela glandula
pineal em células chamadas pinealdcitos (CARDINALI, 1981; MOORE, 1983).
Contudo, uma pequena quantidade deste hormdnio é produzida na retina, 0sso,
pele, intestino, plaquetas e bile (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005).

Na glandula pineal, o aminoacido triptofano é convertido em 5-hidroxitriptofano
e este é transformado em serotonina (5-hidroxitriptamina) pela acdo da enzima
aromatica aminoacido descarboxilase. Durante a fase escura do ciclo ocorre a
sintese da enzima N-acetiltransferase (NAT), que metaboliza a serotonina em N-
acetilserotonina. Parte deste produto lipossoluvel é langada na circulagcdo, mas parte

€ metabolizada pela enzima hidroxi-indol-O-metil-transferase (HIOMT) em
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melatonina (ARENDT, 1998; MARKUS; BARBOSA JUNIOR; FERREIRA, 2003),

como ilustrado no Esquema 1.
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Esquema 1 - Biossintese de melatonina (Adaptado de MAGANHIN et al., 2008).

A etapa limitante na sintese de melatonina € a conversao da serotonina em N-
acetilserotonina, que ocorre somente no periodo de escuro. Neste periodo, a
atividade da enzima N-acetiltransferase estd aumentada em até 100 vezes e é
interrompida no final da noite ou quando existe um pulso de luz no periodo de
escuro (TAMURA, 2006).

A transmissdo da informacdo de claro/escuro ambiental chega a pineal de
maneira indireta, através de proje¢Ges da retina, que ao informar a fase escura
ocorre a sintese e secre¢cdo de melatonina (CARDINALI, 1981; MOORE, 1983). Isso
faz com que seu pico diario coincida sempre com a fase escura, enquanto, durante a
fase clara sua concentracdo encontra-se a niveis basais (ZUKER; BOSHES; DARK,
1983) (Esquema 2a).
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De acordo com Arendt e Skene (2005), em condi¢cdes normais, a duracdo do
periodo secretdrio de melatonina sdo menores no verdo (noites curtas) que no
inverno (noites longas) (Esquema 2b). Essa alternancia do periodo secretoério serve
como sinal temporal para a organizacao de funcdes dependentes da duracéo do dia,
como reproducdo, comportamento e crescimento de pelagem em alguns animais
(ARENDT; SKENE, 2005).

(a) Dia Noite

(b)

-— Verao

= = |nverno

Esquema 2 - Perfis esqueméticos de secrecdo de melatonina. (a) Perfil circadiano. (b) Perfil sazonal
(Adaptado de CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).

Portanto, é a concentracdo de melatonina na circulacdo sanguinea e nos
liqguidos corpdreos que sinaliza a noite ou o dia no meio exterior e pelas
caracteristicas do seu perfil plasméatico noturno (duracdo do periodo secretério) qual
a estacdo do ano. A partir disso, 0 sistema nervoso central dispara mecanismos
adaptativos para noite/dia e para a estagcao do ano correspondente (MARQUES;
MENNA-BARRETO, 1997), tanto para animais de habito diurno quanto de habito
noturno, uma vez que possuem o0 mesmo padrdo de secrecdo de melatonina
(ZEITZER et al., 2000; ZHDANOVA, 2005).

Em um organismo, o sistema circadiano modula muitos processos fisiol6gicos e
comportamentais (LOUDON; SEMIKHODSKII; CROSTHWAIT, 2000; YOUNG,
2000). Ha evidéncias de que esta variacdo circadiana possa ser uma caracteristica
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geral do desempenho de animais em tarefas de aprendizagem e memoria
(CHAUDHURY; COLWELL, 2002; GERSTNER; YIN, 2010) e, ao mesmo tempo, a
melatonina tem sido mostrada como moduladora desses processos cognitivos (CAO
et al., 2009; SOTO-MOYANO et al., 2006).

2.2 APRENDIZAGEM E MEMORIA

Segundo Silva (2006), as fun¢des cognitivas sao estruturas basicas que servem
de apoio a todas as operacdes mentais. Sua origem esta nas conexdes cerebrais e
sdo capacidades que nos permitem perceber, elaborar e expressar informacdes
(SILVA, 2006). A aprendizagem e a memoria sdo algumas dessas fungoes.

A aprendizagem consiste no processo pelo qual os animais adquirem
informacdo a respeito do meio e a memdédria é o mecanismo de retencdo ou
conservacdo dessas informacdes (KANDEL; SCHWARTZ, JESSEL, 1995). A
chamada memoria de trabalho (ou operacional) € um tipo de memdéria de curto
prazo, que dura poucos segundos, cuja funcdo é armazenar as informacdes
somente enquanto uma determinada tarefa esta sendo realizada. E desempenhada
pelos neurdnios do coértex pré-frontal e depende, simplesmente, da atividade elétrica
dos neurénios dessa regido (IZQUIERDO, 2002).

Por outro lado, a memodria de longa duracdo pode durar dias, meses ou até
anos, pois a informacao € fixada de forma permanente, por meio de um processo
chamado consolidacdo da memdéria. O mecanismo ocorre através da potenciacéo de
longa duracédo (LTP), na qual ha um aumento persistente da resposta de neurdnios,
principalmente do hipocampo, a breve estimulagdo repetitiva de um axdénio ou
conjunto de axonios (IZQUIERDO, 2002). Este € um dos principais mecanismos
sinapticos, através dos quais tracos de memoria sédo codificados e armazenados no
hipocampo, coértex cerebral e em outras regides do sistema nervoso central
(MARTIN; GRIMWOOD; MORRIS, 2000)

Ratos Long-Evans submetidos a dessincronizacdo do ritmo circadiano, por
alteracdes de fase do ciclo claro/escuro, tiveram a memoéria prejudicada, sugerindo
que distarbios do ritmo circadiano podem prejudicar a consolidacdo da informacéo

no hipocampo (DEVAN et al., 2001). Este fato pode estar relacionado a ocorréncia
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de variagbes, ao longo de 24 horas, da LTP do hipocampo, como demostrado por
Barnes e outros (1977) em ratos, cuja a atividade sinaptica foi maior no meio da fase
escura e menor no meio da fase clara.

Chaudhury e Colwell (2002) também relataram que a habilidade de aprender
uma tarefa de condicionamento aversivo é alterada pelo sistema circadiano.
Camundongos C3H e C-57/6J aprenderam essa tarefa melhor durante a fase clara
gue na escura, mas 0s mecanismos subjacentes a modulacéo circadiana da funcao
de aprendizagem e memodria sdo desconhecidos. Porém, segundo esses autores,
muitos processos fisiolégicos, como secrecdo de horménios, que apresentam
variagao circadiana, poderiam ser a base da mudancga na aprendizagem.

O horménio melatonina, por exemplo, tem sido apontado como modulador
dessas fungBes cognitivas. Testes aplicados por Soto-Moyano e outros (2006) em
ratos Long-Evans, demonstraram que a administragdo de melatonina, nas
concentracbes de 0,1; 1,0 e 10 mg/Kg injetadas intraperitonialmente 30 minutos
antes do teste de memoria, prejudicou a memdria de trabalho dos animas. Isto foi
indicado pelo desempenho deficiente no labirinto radial dos animais que receberam
melatonina em comparacdo aos ratos controle. Segundo 0s mesmos autores, a
melatonina inibiu a LTP de forma dose-dependente, sendo que a dose maior
impediu completamente o desenvolvimento da LTP no neocortex.

Cao e outros (2009) obtiveram o mesmo resultado quando administraram de
forma crbénica este horménio em ratos Wistar. Durante 60 dias, os animais
receberam 3 mg/Kg de melatonina e tiveram a aprendizagem e memoria
prejudicadas, uma vez que a melatonina inibiu a atividade elétrica de neurdnios do
hipocampo (CAO et al., 2009).

Entretanto, camundongos Swiss com déficits na aprendizagem, devido a
estresse oxidativo mediado por radiagdo, obtiveram melhora na aprendizagem
guando tratados com 0,1 mg/Kg de melatonina (MANDA et al., 2007). Por possuir
propriedades antioxidantes (TAN et al., 1993), a melatonina pode ter agido de forma
indireta na melhora da aprendizagem.

Pelo fato de estudos demonstrarem que o0 sistema circadiano e o horménio
melatonina atuam sobre as funcbes cognitivas e ambos estdo diretamente
relacionados a iluminacdo ambiental, uma forma de se estudar tal influéncia é a
partir de manipulagbes no ciclo claro/escuro e na intensidade luminosa durante

testes experimentais.
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2.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

2.3.1 Teste no labirinto Lashley Il

O labirinto Lashley Il foi descrito primeiramente pelo psicélogo americano Karl
Lashley (LASHLEY, 1963). Este labirinto € constituido por quatro corredores,
interpostos entre dois compartimentos, um de inicio e outro de chegada. Cada
corredor apresenta uma porta que os interligam (LASHLEY, 1963), como ilustrado

no Esquema 3.

Compartimento
de chegada

Corredor 4

Corredor 3

Corredor 2

Corredor 1

Compartimento
de inicio

Esquema 3 - Labirinto Lashley IlI.

O objetivo do teste € que o animal saia do compartimento de inicio e atinja o
compartimento de chegada passando pelos corredores. No entanto, este labirinto
contém fundos cegos que 0s animais tém que aprender a evitar e escolhas (virar a
direita ou a esquerda), na qual o animal tem que aprender a fazer a escolha certa
para poder resolver o labirinto em sucessivos ensaios (ROSEN et al., 1995). E por
meio do numero de erros cometidos ao longo da experimentacdo que este teste

comportamental avalia a aprendizagem dos animais.
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2.3.2 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO)

Este teste € baseado na tendéncia de ratos e camundongos explorarem mais
objetos novos que objetos j& familiarizados (BERLYNE, 1950), o que permite o
estudo da memodria nestes animais.

O protocolo para a realizacdo do teste foi elaborado por Bevins e Besheer
(2006) e consiste de duas fases. Na primeira, o animal avaliado € colocado em um
ambiente distinto ao da gaiola, na presenca de dois objetos iguais para familiarizar-
se com eles, chamada de sessao de treino. Apos essa sessdo, o animal é retornado
a sua gaiola para o periodo de retencéo das informacdes, que varia de acordo com o
tipo de memodria que se deseja estudar. Em seguida, fase de teste, o animal é
recolocado ao ambiente junto a dois objetos: um j& familiarizado (antigo) e um novo
(Esquema 4), registrando-se o tempo que o animal explora cada objeto. O
reconhecimento € distinguido pelo animal passar mais tempo explorando o objeto

novo.

Sessao de treino Teste

Periodo de l

retengéo

Esquema 4 - Teste de Reconhecimento de Objetos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram avaliados 57 camundongos machos Swiss adultos (idade média de 90
dias), com peso médio de 45 g, fornecidos pelo Centro de Biologia da Reproducao
da Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR/UFJF). Os animais foram mantidos
no biotério do Laboratorio de Neurofisiologia e Endocrinofisiologia da UFJF e
alojados em grupos de oito a dez animais em gaiolas de polipropileno com
dimensdes de 41 x 34 x 16 cm, forradas com maravalha.

A temperatura média foi de 20,51 + 2,48 °C e umidade média de 68,31 + 6,53
%, registrados com termohigrémetro digital (ICEL manaus HT-7100) durante todo o
experimento. O valor de umidade registrado foi maior do que o considerado ideal (55
+ 10 %) pela Fundagdo Oswaldo Cruz (PAIVA; MAFFILI; SANTOS, 2005), no
entanto, todos os camundongos passaram por esta condicdo, eliminando, assim, a
possivel influéncia dessa variavel entre os tratamentos.

O biotério é equipado com exaustores de ar que possibilitou a ventilacdo
adequada em seu interior, impedindo o acumulo de amobnia derivada da acdo de
bactérias urease positivas sobre as excretas (POLITI; PIETRO; SALGADO, 2008).

A fim de garantir o maximo bem-estar dos animais e evitar influéncias, antes
dos testes, os camundongos foram manuseados somente durante a limpeza das
gaiolas, realizada duas vezes por semana sempre pelo mesmo pesquisador e no
mesmo horério. Houve cuidado de tentar evitar ruidos durante os procedimentos e
0S animais permaneceram em ambientacdo ao biotério por sete dias (BOEHM et al.,
1998), com agua e racdo a vontade e sob ciclo claro-escuro de 12:12 h (luzes
acesas as 7:00 h).

Apos toda a experimentagdo, os animais foram eutanasiados pelo método de
aprofundamento da anestesia (300 mg/Kg de Quetamina + 30 mg/Kg de Xilazina) via
intraperitonial (CLOSE et al., 1997). Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacio Animal da UFJF (protocolo
namero 043/2009, Anexo 1) e estdo de acordo com os principios indicados no Guia
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para o cuidado e uso de animais de laboratério (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1996).

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Apo6s o periodo de ambientacdo ao biotério, os camundongos foram divididos
em trés grupos de, respectivamente, 17, 20, 20 animais. Cada grupo recebeu uma
nova condicdo de claro/escuro no biotério, exceto o grupo controle que permaneceu
a mesma. Esta condigdo foi mantida durante todo o experimento e sao eles:

- Grupo Controle (C): mantido em ciclo claro-escuro de 12:12 h;
- Grupo Luz (L): submetido a claro constante (aproximadamente 25 lux);
- Grupo Escuro (E): mantido em escuro constante.

Quatro dias depois foram iniciados os testes comportamentais, conduzidos
em uma sala adjacente ao biotério. A escolha por iniciar os testes depois de quatro
dias foi fundamentada no trabalho de Martinez, Garcia e Morato (2005), porém né&o
h& consenso na literatura sobre o tempo de acomodac¢do que os animais devem ser
mantidos, antes de iniciar testes, quando ocorrem manipulacdes do ciclo
claro/escuro.

Cada grupo foi subdividido em dois subgrupos, conforme a intensidade
luminosa no momento dos testes, sendo um testado a 500 lux e o outro a 0 lux
(medidos no centro dos aparatos). Deste procedimento resultaram seis tratamentos
de, respectivamente, 9, 8, 10, 10, 10, 10 animais: C500; CO; L500; LO; E500 e EO. A
letra de cada tratamento indica a condicdo de claro/escuro no biotério e o nimero
representa a intensidade luminosa no momento do teste.

A iluminacdo de 500 lux foi seleciona baseando-se na intensidade luminosa
das salas do laboratério, que variou entre 400 e 600 lux. Como os testes
comportamentais sdo conduzidos nestas salas, optou-se pelo uso da média dessa
iluminacédo. Foram utilizadas lampadas fluorescentes para obter a iluminacéo de 500
lux e manter a fase clara no biotério.

Para a condicdo de escuro (0 lux), tanto no biotério quanto na sala do teste,

as luzes foram apagadas e foram usados panos e plasticos pretos para cerrar as
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entradas de luz em frestas e janelas. Todas as medidas de iluminagdo foram
registradas com luximetro digital (Minipa MLM-1010).

Nos testes realizados a 0 lux, uma lampada vermelha foi utilizada para as
observacdes. Embora, tenha ocorrido variacdo de 1 lux na intensidade luminosa, a
luz vermelha ndo é visivel & camundongos, pois estes possuem visdo dicromatica,
ou seja, ndo possuem células da retina (cones) responsaveis pela percepcao da cor
vermelha (CONWAY, 2007; JACOBS et al., 2007). Por isso, este tipo de lampada é
utilizada para se fazer observacbes do comportamento desses animais no escuro
sem que ocorram interferéncias (POTHUIZEN et al., 2010).

Os animais de cada tratamento foram testados no labirinto Lashley Ill, para
analise da aprendizagem. Em seguida, houve pausa de dois dias, na qual os
camundongos ficaram mantidos no biotério sob o ciclo claro/escuro de cada
tratamento. Posteriormente, o0s animais foram submetidos ao Teste de
Reconhecimento de Objetos, para avaliacdo da memoria de trabalho. Os testes
comportamentais foram gravados utilizando uma filmadora digital e realizados
sempre no mesmo horario, entre as 19:00 e 00:00 h, uma vez que camundongos

possuem periodo de atividade noturno.

3.2.1 Teste no labirinto Lashley llI

O labirinto Lashley Il utilizado neste trabalho € uma versdo do labirinto de
Karl Lashley, em escala para camundongos (MATZEL et al., 2003). O labirinto,
confeccionado em fibra de média densidade (MDF), & constituido por quatro
corredores, interpostos entre dois compartimentos, um de inicio e outro de chegada.
Cada corredor apresenta dimensdes de 58 x 6 x 16 cm e possuem uma porta com 6

cm de largura (Fotografia 1).
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Fotografia 1 - Labirinto Lashley Il1.

O teste de aprendizagem consistiu em submeter cada camundongo a um
ensaio por dia no labirinto, durante cinco dias consecutivos, sempre no mesmo
horéario. Para os tratamentos C500, L500 e E500 o teste ocorreu sob iluminacao de
500 lux e para CO, LO e EO o teste ocorreu a 0 lux.

Durante os ensaios, cada animal foi colocado no compartimento de inicio do
labirinto, sempre com a cabeca de frente para a porta. Em seguida, o animal pode
percorrer livremente o aparato até atingir o compartimento de chegada. O tempo de
percurso foi registrado com um cronémetro digital, sendo arbitrado um limite maximo
de cinco minutos. Se apls este tempo 0 camundongo ndo alcancou o
compartimento de chegada, o animal foi guiado, manualmente, até este
compartimento.

Ap6s cada ensaio, os camundongos foram removidos do labirinto,
recolocados em suas gaiolas e retornados ao ciclo claro/escuro no biotério. Nesse
momento, o labirinto foi limpo com alcool isopropilico 70%, a fim de eliminar odores
deixados pelos animais, que poderiam influenciar no comportamento.

A aprendizagem dos animais foi avaliada pelo nimero de erros cometidos em
cada ensaio. Os erros foram considerados quando o camundongo virou para o lado
oposto ao percurso até o compartimento de chegada ou ndo entrou pela porta,
ambos resultando em um “beco sem saida”, e s6 foram contados quando o animal

estava indo em dire¢éo ao compartimento de chegada (LASHLEY, 1963).
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3.2.2 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO)

Para a realizacdo do TRO foi utilizado o protocolo proposto por Bevins e
Besheer (2006). O teste foi realizado em uma arena de MDF, com base retangular
de 60 x 40 cm, piso coberto com vidro antiderrapante, cercada por paredes com 30
cm de altura. Os objetos utilizados foram quatro cilindros de plastico com medidas
de 3 cm de didametro e 5 cm de altura, sendo trés brancos idénticos (A1 = A, = A3) e

um preto (B) (Fotografia 2).

Fotografia 2 - (a) Arena. (b) Cilindros brancos. (c) Cilindros branco e preto.

Os animais foram colocados na arena durante um periodo de cinco minutos
para habituacdo ao ambiente. Apds 24 horas, foi realizada a sessdo de treino do
TRO, onde cada camundongo foi colocado na arena com a cabeca de frente para a
parede, na presencga dos cilindros brancos A; e A, para familiarizar-se com eles
durante cinco minutos. Em seguida, o animal foi retirado da arena e mantido em uma
gaiola por 30 segundos, na sala de teste, para retencao das informacgdes a respeito
dos objetos pela memoéria de trabalho (IZQUIERDO, 2002).

Posteriormente, ocorreu a fase de teste, na qual o animal foi retornado a
arena, novamente com a cabeca de frente para a parede, no entanto, com 0s
cilindros branco A; (igual aos cilindros A; e A, ja explorados na sesséao de treino) e
preto B (novo) durante cinco minutos, para avaliacdo da memoria de trabalho, como
ilustrado no Esquema 5.
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Sessao de freino com os objetos A, e A, Teste com os objetos A; e B

I

A,

5min 5 min

Esquema 5 - Teste de Reconhecimento de Objetos com o0s objetos brancos A;, A, e Az, € 0 objeto
preto B.

O tempo que o animal explorou os objetos Az (Ta) e B (Tg) foi registrado com
crondmetro digital e calculado o indice de discriminacdo, dado por Tg/(Ta+Tg)
(BEVINS; BESHEER, 2006). O reconhecimento foi distinguido pelo animal passar
mais tempo explorando o objeto novo (B), indicado pelo valor do indice de
discriminagdo maior que 0,5. O comportamento de explorar foi considerado quando
o animal cheirou ou tocou o objeto com o focinho ou com as patas.

Da forma como foi feita para o teste no labirinto Lashley Ill, todos os
procedimentos descritos, a habituagéo e o TRO, foram realizados sob iluminagéo de
500 lux para os tratamentos C500, L500 e E500, e sob 0 lux para os tratamentos CO,
LO e EO. Apds a habituacdo e o TRO os animais foram retornados ao ciclo
claro/escuro no biotério.

O objeto A; foi utilizado para evitar que o animal utilize pistas olfatérias para o
reconhecimento. Entre os testes, a arena e os objetos foram limpos com alcool

isopropilico 70%.

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar o aprendizado do percurso no labirinto Lashley Il ao longo de
cinco dias, o numero de erros por dia foi submetido a anélise de variancia com
dados repetidos (r-ANOVA) para cada um dos seis tratamentos. Adicionalmente, foi
feito teste t pareado, para verificar se 0 numero de erros diminuiu significativamente
entre o primeiro dia, sem nenhum ensaio no aparato, e o quinto dia de teste, com

guatro ensaios anteriores.



22

Na analise do efeito de diferentes condi¢cdes de claro/escuro no biotério, o
namero de erros do quinto dia foi submetido a andlise de variancia (ANOVA) entre
os tratamentos C500, L500 e E500 e, em seguida, entre os tratamentos CO, LO, e
EOQ. Para o efeito da intensidade luminosa durante o teste no labirinto fez-se teste t
entre os tratamentos C500 e CO. Em todas as andlises o nivel de significancia
adotado foi de 5%.

Para avaliar a memoria de trabalho, os valores do indice de discriminacéo
foram submetidos a andlise descritiva, para verificar se esse indice foi maior que 0,5,
ou seja, se o0 animal recordou do objeto (BEVINS; BESHEER, 2006).

Todas as anélises foram feitas com o software PSPP® em plataforma Linux®.



4 RESULTADOS

4.1 LABIRINTO LASHLEY Il

Houve reducgao significativa dos erros ao longo dos cinco dias de teste para
os tratamentos C500, CO, L500, LO e E500, porém, para o tratamento EO esta
reducdo ao longo do teste ndo foi estatisticamente significativa. Adicionalmente, o
namero médio de erros cometidos por todos os tratamentos no quinto dia foi

significativamente menor comparado ao primeiro dia de ensaio, indicando que houve

aprendizagem (Tabela 1, Grafico 1).

Tabela 1 - Resultados da andlise de varidncia com dados repetidos (r-ANOVA) e teste t pareado
realizados para os tratamentos C500, CO, L500, LO, E500 e EO no labirinto Lashley Ill. * p < 0,05. n =

ndmero de individuos.

Labirinto Lashley llI

Tratamentos Analises estatisticas

r-ANOVA Teste t pareado
C500 (N=8)  F(2¢=5,50; p=0,002*  t;=3,86; p=0,006*
CO (n=9) F432=3,46; p=0,019*  tg=3,01; p=0,017*

L500 (n=10)  F4.36=5,27; p=0,002*
LO (n=10) Fu.36=5,85; p=0,01*
E500 (n=10)  F4,36=6,77; p<0,001*
EO (n=10) Fu36=1,87; p=0,137

t©=2,99; p=0,015*
t0=3,81; p=0,004*
te=4,53; p=0,001*
t0=3,76; p=0,004*
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Grafico 1 - Média e erro padrdo do nimero de erros cometidos pelos animais dos tratamentos C500,
CO0, L500, L0, E500 e EO, submetidos ao labirinto Lashley Ill, durante cinco dias. * p < 0,05 entre o dia
5eodial.

Com relacdo ao efeito de diferentes condigcbes de claro/escuro no biotério,
nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos C500, L500 e
E500 (F(,25=1,87; p=0,176) (Grafico 2) e nem entre os tratamentos CO, LO e EO
(F2,265=1,80; p=0,185) (Grafico 3).

Do mesmo modo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos C500

e CO (t15=-0,89; p=0,39) na avaliagéo da intensidade luminosa durante o teste.
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Grafico 2 - Média e erro padrdo do numero de erros cometidos no quinto dia pelos animais dos
tratamentos C500, L500 e E500 no labirinto Lashley Ill. A letra (a) indica que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos.
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Grafico 3 - Média e erro padrdo do numero de erros cometidos no quinto dia pelos animais dos
tratamentos CO, LO e EO no labirinto Lashley lll. A letra (a) indica que n&o houve diferenca

significativa entre os tratamentos.
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4.2 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Somente o tratamento EO ndo obteve indice de discriminacdo acima de 0,5,
evidenciando que os animais deste tratamento ndo reconheceram o objeto antigo. O
contrario pode-se observar para os demais tratamentos que obtiveram indice de

discriminagéo maior que 0,5 (Tabela 2).

Tabela 2 - Média e erro padrao dos indices de discriminacdo dos tratamentos C500, CO, L500, LO,
E500, EO no Teste de Reconhecimento de Objetos. n = niUmero de individuos.

Teste de Reconhecimento de Objetos

Tratamentos Anélise descritiva

Média + erro padrao

C500 (n=8) 0,67 + 0,04
CO (n=9) 0,57 + 0,05
L500 (n=10) 0,60 + 0,04
LO (n=10) 0,64 + 0,04
E500 (n=10) 0,57 + 0,04
EO (n=10) 0,50 + 0,04
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5 DISCUSSAO

Os animais de todos os tratamentos foram aprendendo o percurso do labirinto
Lashley lll, porém, a aprendizagem dos animais do tratamento EO, mantidos em
escuro constante no biotério e testados a 0 lux, foi mais lenta em relacdo aos
demais. Isso foi demonstrado pelo numero elevado de erros cometidos até o quarto
dia de teste e somente no quinto, e Ultimo, dia que houve reducdo significativa
desses erros.

N&o houve diferenga significativa entre as condi¢des de claro/escuro no
biotério e entre o teste realizado sob iluminacdo de 500 e O lux, quando os
tratamentos foram comparados. Isto indica que o déficit observado na aprendizagem
é, exclusivamente, devido aos animais permanecerem em escuro continuo durante
toda a experimentacdo, ou seja, a combinacdo de escuro constante no biotério e o
teste realizado no escuro (0 lux).

Com relacdo a memoria de trabalho, somente os animais do tratamento EO,
tiveram a memoéria de trabalho prejudicada. Quando estes camundongos foram
colocados na presenca do objeto antigo e do novo, exploraram ambos igualmente
(média do indice de discriminacdo = 0,50), indicando que ndo conseguiram
reconhecer o objeto antigo.

Como ocorreu para a aprendizagem, o escuro continuo durante toda a
experimentacéo foi o que prejudicou a memdria de trabalho, uma vez que ndo houve
diferenca entre as condicbes de claro/escuro no biotério, pois os animais dos
tratamentos C500, L500 e E500 reconheceram o objeto. Ao mesmo tempo, néo
houve diferenca entre a intensidade luminosa durante o teste, visto que 0s animais
dos tratamentos C500 e CO também reconheceram o objeto.

As alteracdes na condicdo claro/escuro feitas neste estudo ndo mostraram
efeitos nas funcgdes cognitivas quando analisadas isoladamente. Como em condigao
constante de iluminacdo os ritmos circadianos continuam ocorrendo (MARQUES;
MENNA-BARRETO, 1997), pode ser que este método ndo tenha registrado
variagdes significativas do desempenho dos animais nos testes de aprendizado e
memoria, porque foram realizados sempre no mesmo horario, para todos o0s
tratamentos. Como demonstrado por Duque Neto e outros (2008), ratos Wistar

mantidos em ciclo normal de 12:12 h claro/escuro, ciclo alterado de 11:11 h
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claro/escuro e em escuro constante ndo apresentaram diferengas de desempenho
no TRO. Ao contrario do que foi verificado por Chaudhury e Colwell (2002), que
realizaram testes na fase clara (chamada de dia subjetivo) e na fase escura (noite
subjetiva), verificando que camundongos C3H e C-57/6J aprendem melhor na fase
clara.

Da mesma forma, avaliada isoladamente, a intensidade luminosa durante os
testes comportamentais ndo mostrou efeito significativo, como verificado por Bert e
outros (2002) na memoéria e aprendizagem de ratos Fischer 344 e Wistar submetidos
ao labirinto aquético de Morris sob diferentes iluminacdes. Isso pode ter ocorrido,
provavelmente, devido a curta duracdo da exposi¢cdo dos animais a esta condigéo,
sendo que no teste no labirinto Lashley Il os animais ficaram expostos durante o
maximo de cinco minutos e no TRO a exposicao foi de 10 minutos e 30 segundos a
intensidade luminosa de 500 e O lux.

Somente o0s animais do tratamento EO tiveram a aprendizagem e memoria de
trabalho prejudicada. A combinacdo do escuro constante no biotério e os testes
realizados a 0 lux, ou seja, escuro continuo durante toda a experimentacao, foi o que
prejudicou as fungdes cognitivas. Sob esta condigdo, 0os animais possivelmente,
possuem concentracbes de melatonina maiores em relacdo aos outros, como
verificado por Talaei, Sheibani e Salami (2010) em ratos Wistar.

Este horménio inibe a potenciacdo de longa duracdo (LTP) no hipocampo
(CAO et al., 2009; COLLINS; DAVIES, 1997; TALAEI; SHEIBANI; SALAMI, 2010;
WANG et al., 2005) e no cortex (SOTO-MOYANO et al., 2006) de roedores. Dessa
forma, é plausivel sugerir que este horménio pode ter prejudicado a aprendizagem
dos animais por meio da inibicdo da LTP, uma vez que o labirinto Lashley lll, além
de ser um teste essencialmente de aprendizagem, requer algum tipo de memoria de
longa duracéo, a fim de otimizar o desempenho dos animais (ARENDASH et al.,
1995) e esse tipo de memoaria envolve a LTP (MARTIN; GRIMWOOD; MORRIS,
2000).

Outra acdo da melatonina € que ela causa 0 aumento da concentracdo do
acido y-amino butirico (GABA) do hipotdlamo, cerebelo e cortex de ratos
(ROSENSTEIN; CARDINALI, 1986). O GABA é o principal neurotransmissor
inibitério do cérebro, que inibe todos os processos envolvidos na formagdo ou
evocacao dos diversos tipos de memoéria por uma acdo sinaptica direta sobre os
receptores denominados GABAa (IZQUIERDO, 2002) Este conjunto de sistema
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inibidor GABAérgico esta presente no hipocampo, cortex pré-frontal e em outras
regides do cérebro (IZQUIERDO, 2002).

Assim sendo, é possivel que tenha ocorrido aumento da concentracdo de
GABA no cortex pré-frontal dos camundongos do tratamento EO, mediado pelo
horménio melatonina. Com isso, provavelmente, houve inibicdo da atividade elétrica
dos neurénios dessa regido prejudicando a memoria de trabalho desses animais, 0
gue explicaria o déficit no reconhecimento do objeto.

O neurotransmissor serotonina também poderia ter agido nas funcbes
cognitivas. Como o0s animais mantidos em escuro continuo, provavelmente,
possuem concentracdes maiores de melatonina, logo, possuem niveis menores de
serotonina, visto que na glandula pineal ela € convertida em melatonina durante o
escuro (ARENDT, 1998; MARKUS; BARBOSA JUNIOR; FERREIRA, 2003). O
contrario pode ser considerado para os demais tratamentos, na qual, possivelmente,
possuem niveis maiores de serotonina.

A serotonina tem um papel importante na modulacdo de diferentes funcfes
fisiolégicas e em comportamentos, como locomocdo, aprendizagem, memoria,
alimentacdo e agressdo (BUHOT; MARTIN; SEGU, 2000; GASPAR; CASES;
MAROTEAUX, 2003). A reducdo da serotonina prejudica a memoria de trabalho
(BASS JUNIOR; MEANS; MC MILLEN, 1992; PORTER; LUNN; O' BRIEN, 2003) e a
administracdo de certos tipos de receptores de serotonina evitou perda de memoria
e facilitou a aprendizagem em situacdes de alta demanda cognitiva (BUHOT;
MARTIN; SEGU, 2000). Sendo assim, os déficits observados na aprendizagem e
memoéria de trabalho dos animais do tratamento EO poderiam ser também devido a
baixa concentracdo de serotonina nestes animais. O contrario, possivelmente,
ocorreu para 0s animais dos demais tratamentos, com maiores concentracdes de
serotonina ajudando nos processos cognitivos.

Outro fator que poderia causar déficits das funcbes cognitivas seria o
aumento do hormdnio corticosterona causado por estresse, pois ele afeta
negativamente os processos de aprendizagem e memoria (HE et al.,, 2008). No
entanto, o escuro constante altera a ritmicidade desse horménio, mas sua amplitude
permanece normal (FISCHMAN et al., 1988). Dessa forma, 0s prejuizos observados
nas fungdes cognitivas dos animais mantidos em escuro continuo, provavelmente,

nao deve ser por influéncia da corticosterona.
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Pode-se concluir que escuro continuo prejudica a aprendizagem e a memaria
de trabalho de camundongos Swiss, porém 0s mecanismos moleculares que
causaram tal efeito s&do incertos. Dessa forma, é necessario que sejam feitos
estudos mais aprofundados, com dosagem de substancias, analise histoquimica,
marcadores moleculares, atividade no hipocampo e no cértex pré-frontal em
diferentes condi¢fes de iluminacéo.

Os efeitos no organismo causados pela iluminacdo devem ser sempre
considerados em trabalhos envolvendo animais de laboratério e até animais de
producdo, como, por exemplo, aves, peixes e alguns mamiferos. Neste ultimo, para
se obter uma maior produtividade séo utilizados vérios regimes de iluminacdo, que
devem se adequar a um programa que nao comprometa as func¢des biologicas do
individuo e que nao afete o seu bem-estar.

Em humanos, alteracbes dos ritmos circadianos, como o jet lag, tém sido
tratados com o horménio melatonina (PAUL et al., 2010, 2011). O jet lag é causado
pela brusca mudanca de fusos horarios durante o voo, com isso, o reldgio circadiano
do corpo € incapaz de se adaptar a uma mudanca tao rapida (PAUL et al., 2011) e a
melatonina pode ajustar os ritmos circadianos com avango ou atraso de fase (LEWY
et al.,, 1998; REVELL; EASTMAN, 2005). No entanto, como ja& mencionado, a
melatonina afeta os circuitos neuronais envolvidos na aprendizagem e memoria.
Logo, ressalta-se a importancia dos estudos envolvendo este horménio e seus

efeitos no organismo.
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ANEXO 1

Documento comprobatorio de aprovacdo do protocolo n° 043/2009 pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da Pro-Reitoria de
Pesquisa/UFJF.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissio de Etica na Experimentacio Animal

CERTIFICADO-

Certificamos que o Protocolo n® 043/2009 — CEEA sobre “Avaliagio de fungdes
cognitivas em camundongos suigos”, projeto de pesquisa sob a responsabilidade de
Carlos Alberto Mourdo Junior, estd de acordo com os Principios Bticos na
Experimentagio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal
{COBEA), ¢ foi aprovado pela COMISSAO de ETICA NA EXPERIMENTAGAO
ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunifio realizada em
02/03/2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 043/2009 - CEEA about “Avalia¢do de funcBes
cognitivas em camundongos suigos” — Carlos Alberto Mourdo Junior - is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Research adopted by
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was
approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF - ETHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in 02/03/2010.
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