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RESUMO

A cafeina € um leve psicoestimulante que em baixas doses tem efeitos
cognitivos e mnemonicos positivos, enquanto em altas doses tende a possuir efeitos
prejudiciais sobre esses processos. A memoria tipo-episdédica em roedores pode ser
avaliada com tarefas hipocampo-dependentes. O giro denteado é uma subregido
hipocampal onde ocorre neurogénese no adulto, e acredita-se que esse processo esteja
relacionado a sua funcdo de separacdo de padrles, ou seja, identificacdo de padrBes
espaco-temporais para discriminar eventos. Além disso, a neurogénese é influenciada
pelo aprendizado de tarefas espaciais e contextuais. Nosso objetivo foi avaliar os efeitos
comportamentais em tarefas tipo-episddicas, em ratos Wistar machos, submetidos a
tratamentos agudo ou cronico com cafeina, nas doses de 15mg/kg ou 30mg/kg. Além
disso, procuramos avaliar as relagdes do efeito cronico da cafeina, em doses baixa e
elevada, bem como da influéncia do aprendizado de tarefas hipocampo-dependentes,
sobre a sobrevivéncia de neurdnios nascidos no inicio do tratamento, fazendo uso de
BrdU para marcar novas celulas geradas no giro denteado. Quanto ao tratamento agudo,
vimos que o grupo salina tendeu a apresentar melhor discriminacdo temporal e espacial
que os grupos cafeina, nas tarefas executadas. Os resultados do tratamento crénico
mostraram que houve melhor discriminacdo do grupo cafeina 15 mg/kg (dose baixa)
quanto ao aspecto temporal da memdria episodica; jA o grupo cafeina 30mg/kg (dose
alta) conseguiu discriminar melhor temporalmente em condicdo de maior dificuldade de
execucdo em comparagdo a menor dificuldade. Avaliacdo da neurogénese por meio de
imunohistoquimica para contagem de novos neurénios gerados no giro denteado nédo
revelou nenhuma diferenca entre os grupos do tratamento crénico. Assim, os efeitos
positivos mnemadnicos do tratamento cronico com cafeina ndo estdo relacionados com a
sobrevivéncia neuronal. Entretanto, outro mecanismo plastico deve explicar o efeito
mnemaonico positivo, haja vista que ndo houve melhora nos grupos tratados com cafeina

administrada agudamente.

PALAVRAS-CHAVE: Cafeina; memoria tipo-episddica; hipocampo; giro

denteado; neurogénese; sobrevivéncia neuronal.



ABSTRACT

The caffeine is a mild psychostimulant that has positive cognitive effects at low
doses, while promotes detrimental effects on these processes at higher doses. The
episodic-like memory can be evaluated in rodents through hippocampus-dependent
tasks. The dentate gyrus is a hippocampal subregion in which neurogenesis occurs in
adults, and it is believed that this process is related to the function of patterns
separation, such as the identification of spatial and temporal patterns when
discriminating events. Furthermore, neurogenesis is influenced spatial and contextual
learning tasks. Our goal was to evaluate the performance of male Wistar rats in
episodic-like tasks after acute or chronic caffeine treatment (15mg/kg or 30mg/kg).
Moreover, we assessed the chronic effect of the caffeine treatment, as well as the
influence of the hippocampus-dependent learning tasks, on the survival of new-born
neurons at the beginning of treatment. For this purpose, we used BrdU to label the new
cells generated in the dentate gyrus. Regarding the acute treatment, we found that the
saline group presented a tendency to have better spatial and temporal discrimination
than caffeine groups. The chronic caffeine group 15 mg/kg (low dose) showed the best
discrimination of the temporal aspect of episodic-like memory, whereas the chronic
caffeine group 30mg/kg (high dose) was able to discriminate temporal order, only in a
condition  of  greater  difficulty.  Assessment of  neurogenesis  using
immunohistochemistry for evaluating survival of new-born neurons generated in the
dentate gyrus revealed no difference among groups of chronic treatment. Thus, the
positive mnemonic effects of the chronic caffeine treatment were not related to neuronal
survival. However, another plastic mechanism could explain the positive mnemonic

effect, given that there was no improvement in the acute caffeine groups.

KEYWORDS: Caffeine; episodic like-memory; hippocampus; dentate gyrus;

neurogenesis; neuronal survival.
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1. Introducéo

1.1. Cafeina

A cafeina ou 1,3,7-trimetilxantina € um alcal6ide purinico (Spiller, 1998) e se
constitui na substancia psicoativa mais consumida no mundo, por cerca de 80 % da
populacdo mundial (James, 1997), devido a presenca em alimentos como o café, os
chas, os refrigerantes a base de cola e o chocolate (Daly & Fredholm, 1998).

A cafeina, assim como seus metabdlitos (paraxantina e teofilina), sdo
estimulantes do sistema nervoso (Snyder, et al., 1981) capazes de melhorar funcGes
cognitivas e intelectuais, tais como, alerta, sensagdo de bem-estar (Strain & Griffiths,
1995), humor, atividade psicomotora (Smith, 2002), reducdo do tempo de reacdo e
melhora da memdria (Riedel, et al., 1995), principalmente em baixas doses.

Seu mecanismo de acdo sobre os receptores de adenosina a torna potencialmente
aditiva (Gilliland & Bullock, 1984; Nehlig, 1999; Griffiths & Chausmer, 2000),
podendo produzir uma sindrome de dependéncia quimica (Nehlig, 1999). Essa
possibilidade é estimulada por seus efeitos comportamentais (Griffiths & Chausmer,
2000) ao reforcar temporariamente o desempenho cognitivo (Ryan, et al., 2002),
ocorrendo o efeito contrario devido a sua retirada (Bernstein, et al., 2002).

A cafeina parece promover seus efeitos de forma dose-dependente, possuindo
acdo psicoestimulante e induzindo melhora mnemdnica com baixas doses (Snyder, et
al., 1981; Roussinov & Yonkov, 1976; Bernstein, et al., 1994; Cestari & Castellano,
1996), enquanto exibe efeitos contrarios em doses moderadas e elevadas (Daly &
Fredholm, 2004; lzquierdo, et al., 1979; Molinengo, et al., 1995; Fisher & Guillet,
1997; Lister, 1987; Silva & Frussa-Filho, 2000). Em relacdo ao seu efeito ansiogénico,
sugere-se que a cafeina promova efeitos deletérios na memdria em altas doses devido ao
aumento dos niveis de ansiedade (Smith, et al., 1997; Silva & Frussa-Filho, 2000).
Tanto doses elevadas quanto a associacdo do farmaco a estimulos estressores podem
reverter seus efeitos positivos no desempenho (Frewer & Lader, 1991; Smith, et al.,
1991). Doses baixas a moderadas refletem um estado positivo no individuo propiciando

aumento do animo (Mikalsen, et al., 2001).
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Muitos estudos mostram que a cafeina reduz o tempo de reagdo e a taxa de erro
em tarefas com tempo de reacdo simples (Wesensten, et al., 2005), escolha do tempo de
reacdo (Kenemans & Lorist, 1995; Lieberman, et al., 2002) e vigilancia visual (Fine, et
al., 1994; Lieberman, et al., 2002). InvestigacGes em humanos revelaram que a cafeina
reforca o desempenho na recordacdo com retardo (Warburton, 1995), na meméria de
reconhecimento (Bowyer, et al., 1983), na seméantica (Oborne & Rogers, 1983), na de
trabalho (Sawyer, et al., 1982), em tarefas verbais (Jarvis, 1993), na evocagdo de
memorias de curto e longo prazo e eleva a eficiéncia na codificagdo (Riedel, et al.,
1995; Smith, et al., 1999). Age também melhorando o desempenho em tarefas de
atencdo seletiva (Lorist, et al., 1995; Warburton, 1995) e em tarefas de atencéo dividida
(Pons, et al., 1988; Kenemans, et al., 1999; Lorist & Snel, 1997; Lorist, et al., 1996;
Ruijter, et al., 2000). Parece ser capaz de aumentar a velocidade de processamento além
de reduzir a distracdo (Lorist & Snel, 1997; Streufert, et al., 1997; Smith, et al., 2001;
Smith, 2002). O consumo crénico da cafeina tem mostrado ser efetivo na atenuagéo do
declinio da memdria em idosos (Ritchie, et al., 2007; Riedel e Jolles, 1996). Facilita a
memoria e o aprendizado em roedores submetidos a tarefas de esquiva inibitoria
(Pereira, et al., 2002), esquiva passiva (Kopf, et al, 1999; Zarrindast & Shafaghi, 1994;
Suzuki, et al., 1993) e labirinto aquatico de Morris (Angelucci, et al., 2002; Dudley, et
al., 1994). Ha evidéncia que o blogueio combinado de receptores Al e A2a facilita o
desempenho de ratos em testes de memoria espacial, sugerindo-se seu envolvimento na
potenciacdo de longa duracdo?® (LTP) hipocampal (Aral, et al., 1990).

A cafeina antagoniza, de forma ndo seletiva, receptores metabotrépicos de
adenosina pré-sindpticos; a inativacdo desses receptores permite a liberacdo de
acetilcolina (Sattin & Rall, 1970; Fredholm, 1980), o qual se acredita ser um dos
principais neurotransmissores implicados com o armazenamento de memorias (Deutsch,
1974). A cafeina possui, teoricamente, uma grande diversidade de mecanismos de acao
que poderiam ser responsaveis por seus efeitos estimulatorios sobre a cognicdo e a
memoria. No entanto, na pratica, em doses habitualmente usadas, 0 mecanismo mais
provavel é o antagonismo de receptores de adenosina (Sallin & Rall, 1970) que pode
levar a alteracGes sinapticas, modificando metabdlica e bioquimicamente sua atividade,
0 que significa alteracdes na estrutura e na funcdo do hipocampo e neocortex, locais
onde ocorre plasticidade (Bliss & Collingridge, 1993; Buonomano & Merzenich, 1998).
Os demais mecanismos de a¢do dependem de doses muito elevadas (Daly & Fredholm,
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2004), em torno de 500 a 600 mg por dia, 0 que seria toxico (James & Stirling, 1983).
Tais doses de cafeina promoveriam: a ativacdo de receptores de rianodina resultando na
liberacdo de calcio no meio intracelular, o que modula o processo de transmissdo do
impulso nervoso e liberacdo de neurotransmissor (Berridge, 1998; Ehrlich, 1995); o
bloqueio de receptores GABA-A levando a depressdo de sinapses inibitorias (Koninck
& Mody, 1996); o bloqueio a fosfodiesterases propiciando a acumulagdo de AMPc que
funciona como segundo mensageiro na fosforilagdo de proteinas e expressdo genética
(Fredholm, et al., 1994; 1999). Todas essas agdes, incluindo o antagonismo de
receptores de adenosina, resultariam em aumento da eficiéncia de transmissédo e
alteracdo na morfologia sinaptica. No nivel de rede neuronal, a cafeina ativaria o cortex
neural permitindo o envio de sinais repetitivos dependentes de receptores NMDA para
areas circunvizinhas levando ao aumento de comunicagdes inter-corticais (Yoshimura,
et al., 2003). Em virtude desses mecanismos, a cafeina poderia reorganizar a rede
neuronal por meio da mobilizagéo sinaptica (ver Yoshimura, 2005 para revisdo).
Adenosina € um neuromodulador ubiquo do sistema nervoso central
(Dunwiddie, 1985; Greene & Haas, 1991; Mcllwain & Poll, 1986), sintetizado por
células gliais e neurénios, sendo liberado no espaco extracelular durante estados de
fadiga e sono (Feldberg & Sherwood, 1954; Haulilca, et al., 1973). Suas acdes séo
mediadas por receptores Al, A2a, A2b e A3, acoplados a proteina G (Ralevic &
Burnstock, 1998). A adenosina modula a excitabilidade neuronal pelo decréscimo na
taxa de disparo (Phillis, et al., 1975) e inibe a liberacdo de neurotransmissores como
glutamato (Brand, et al., 2001; Dolphin & Archer, 1983), aspartato (Burke & Nadler,
1988), acetilcolina (Jackisch, et al., 1984) e acido y-aminobutirico (Bonci & Williams,
1996; Chamberlin, et al., 2003). Esses efeitos tém sido atribuidos a ativacdo de
receptores pré-sinapticos adenosina tipo Al, portanto, o neuromodulador tem sido
proposto como agente neuroprotetor na isquemia, acidente vascular encefélico,
epilepsia, doenca de Alzheimer e Parkinson (Dall'lgna, et al., 2003; Ikeda, et al., 2002;
Ribeiro, et al., 2002; Stone, 2002). Agonistas adenosinérgicos sdo reportados como
protetores contra a morte celular isquémica in vivo (Bischofberger, et al., 1997; Connick
& Stone, 1989; Dalpiaz & Manfredini, 2002; Von Lubitz, et al., 1999) e in vitro
(Goldberg, et al., 1988). Contudo, a cafeina e antagonistas adenosinérgicos A2a
impedem a neurotoxicidade da -amiloide em cultura cerebelar de ratos (Dall'lgna, et

al., 2003). Além disso, em modelo animal de doenca de Parkinson, a administracdo de
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antagonistas de receptores A2a protegeu contra a perda de neurdnios dopaminérgicos da
substancia nigra, induzida por 6-hidroxidopamina em ratos, prevenindo também a perda
dos terminais nervosos dopaminérgicos no estriado e a subsequente gliose causada por
MPTP em camundongos (Ikeda, et al., 2002).

O sistema purinérgico incluindo a adenosina modula ndo sé neurotransmissores,
mas também sistemas de mensageiros secundarios, metabolismo energético e diversos
comportamentos, tais como, sono, atividade motora, agressividade, cogni¢do, memoria
e interagdo social (Machado-Vieira, et al., 2002). A adenosina tem papel importante no
aprendizado e meméria (Zarrindast & Shafaghi, 1994; Ohno & Watanabe, 1996) pela
regulacdo da transmissao sinaptica, excitabilidade neuronal (Sebastido & Ribeiro, 2000;
Kaplan & Abel, 2003) e plasticidade sindptica neuronal incluindo processos de
potenciacdo de longo-prazo! (LTP) (de Mendonca & Ribeiro, 1994; Kessey, et al.,
1997; Tabata, et al., 2001) e de depresséo de longo-prazo? (LTD) (de Mendonga, et al.,
1997; de Mendonca & Ribeiro, 1997), os quais estdo implicados em certas formas de
aprendizado e memoria (Errington, et al., 1987; Collingridge & Bliss, 1995). Estudos
prévios tém demonstrado que agonistas de receptores de adenosina impedem o
aprendizado e a meméria (Normile & Barraco, 1991; Normile, et al., 1994; Zarrindast &
Shafaghi, 1994; Ohno & Watanabe, 1996), enquanto antagonistas facilitam esses
processos, em roedores (Nehlig, et al., 1992; Suzuki, et al., 1993; Kopf, et al., 1999;
Pereira, et al., 2002; Angelucci, et al., 1999; Hauber & Bareiss, 2001; Angelucci, et al.,
2002). Ha ampla evidéncia para o papel modulatorio da adenosina na memadria no
hipocampo, bulbo olfatério e estriado (de Mendonca & Ribeiro, 1994; Kessey, et al.,
1997; de Mendonca & Ribeiro, 2000; Tabata, et al., 2001). Ao mesmo tempo, varios
estudos apontam antagonistas adenosinérgicos como reforcadores cognitivos (Pitsikas
& Borsini, 1997; Jin, et al., 2000; Fraser, et al., 1997; Fredholm, 1995; Prediger &
Takahashi, 2005; Prediger, et al., 2005a,b; Casas, et al., 1989, 1999; Arendash, et al.,
2006; Dall'lgna, et al., 2003, 2007).

De acordo com a revisdo de Daly (2007), os receptores de adenosina Al sdo
inibitérios da adenil-ciclase (Londos & Wolff, 1977; Van Calker, et al., 1979) e de
alguns tipos de canais de Ca2" sensiveis a voltagem (canais N e Q), além da ativacio de
varios tipos de canais de K* e de fosfolipases C e D. Enquanto os receptores A2 sdo
estimuladores da adenil-ciclase e, possivelmente, também ativam alguns tipos de canais
de Ca2" sensiveis a voltagem, especificamente, o tipo L (Fredholm, et al., 1994, 1995).
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Os primeiros sdo vistos como tendo papel chave na neuroprotegdo por reduzir a
liberagdo de glutamato e hiperpolarizar neurénios. Sua ativacdo no inicio da lesdo
neuronal atenua o dano, ao mesmo tempo em que seu bloqueio exacerba o dano em
animais adultos. Ocorre ainda uma subsensibilidade desses receptores, em estado tdxico
cronico. Em contraste, hd uma supersensibilidade de receptores A2a em condigdes
nocivas cronicas e seu bloqueio confere robusta neuroprotecdo cerebral em animais
adultos, como em estudos com modelos de Parkinson e Alzheimer (ver revisdo de
Cunha, 2005).

O mais evidente efeito da adenosina para o controle de circuitos neuronais é sua
habilidade de deprimir a transmissdo sindptica excitatdria por meio da ativacdo de
receptores Al (ver revisdo de Fredholm, et al., 2005). A ativacdo tonica de receptores
Al por adenosina endogena restringe a potenciacdo de longo-prazo! (de Mendonga &
Ribeiro, 1990), depressédo de longo-prazo? e depotenciacdo® (de Mendonga & Ribeiro,
1994; de Mendonca, et al., 1997). Tal habilidade referida ao receptor Al para conter a
plasticidade e é similar ao seu controle na transmissdo sindptica (ver revisdo de
Fredholm, et al., 2005). Dessa forma, esse sistema funciona como um sistema inibitorio
da plasticidade, evitando o surgimento de sinais irrelevantes ou sub-limiares em
circuitos neurais. Por outro lado, a ativacéo de receptores A2a pela adenosina endogena
parece ser seletivamente engajada na implementagdo de potenciacdo de longo-prazo®
tanto em sinapses estriatais como hipocampais (d’Alcantara, et al., 2001; Cunha, 2008).
Estudo recente mostrou que a potenciacdo de longo-prazo’ de correntes sinapticas
mediadas por NMDA entre fibras musgosas e células piramidais CA3 depende de
receptores de adenosina pos-sindpticos A2a (Rebola, et al., 2008). As acOes
psicoestimulantes da cafeina sdo atribuidas ao bloqueio de receptores Al e AZ2a,
entretanto, dados recentes mostram que o0s efeitos excitatérios bem como
neuroprotetores parecem ser devido ao bloqueio preferencial de receptores A2a
(Dall’Igna, et al., 2003; Higgins, et al., 2007; Huang, et al., 2005; Silva, et al., 2007).
No hipocampo, a acdo de receptores A2a atenua a habilidade de agonistas de receptores
Al para inibir excitabilidade e transmissao sinaptica (Schwarzschild, 2006; Cestari &
Castellano, 1996). O que reforca a taxa de disparo de aferentes colinérgicos dentro do
hipocampo, 0s quais, por sua vez, tém papel chave no controle de processos cognitivos
como atengdo e memoria (Hasselmo & Giocomo, 2006). A influéncia de receptores A2a
sobre interneurdnios também pode afetar processos cognitivos dependentes de
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hipocampo, por meio da exacerbagdo da taxa de disparo neuronal. Dessa forma, a
cafeina poderia induzir excitacdo do sistema por meio de correntes mediadas por
NMDA, tendo papel de auxiliar na sobrevivéncia e na integragdo de novos neur6nios ao
circuito hipocampal.

O estudo de Epstein et al. (2004) revelou que baixas concentracBes de cafeina
agem como moduladores do processo celular ao reduzir o potencial de membrana de
neurbnios tratados previamente, corroborando o fato da cafeina exibir propriedades
neuronais plasticas e estar implicada com a formacdo de memérias. Por outro lado,
trabalhos recentes mostram que ocorre supressdo da proliferacdo (Kochman, et al.,
2009; Han, et al., 2007) e sobrevivéncia de novos neurdnios gerados no giro denteado
adulto (neurogénese; Wentz & Magavi, 2009). Isso parece contradizer os efeitos
benéficos da cafeina sobre a memdria ao promover a sinaptogénese (Korkotian & Segal,
1999) e o aumento do potencial de longa duracdo hipocampal (Arai, et al., 1990),

necessitando de melhores esclarecimentos a cerca desses fatos.

1.2. Memodria episodica e tarefas de reconhecimento de objetos

Memoria episodica se refere a recordagdo consciente de experiéncias pessoais. E
a juncdo de trés elementos referentes a uma recordacdo: o qué aconteceu, onde e quando
o0 evento foi vivido. Esse tipo de memoria requer consciéncia autonoética e senso de
tempo subjetivo (Tulving, 2002). Tem sido proposto que animais ndo-humanos sdo
desprovidos de senso de subjetividade de tempo e poderiam somente lembrar os fatos de
um evento passado (memoria semantica), enquanto seriam incapazes de lembrar fatos
de experiéncias pessoais (Yonelinas, 2002; Roberts, 2002; Tulving, 2002; Suddendorf
& Corballis, 1997). Contudo, outros autores (Menzel, 1999; Donald, 2001; Griffin &
Speck, 2004; Hampton, 2001; Fortin, et al., 2004) tém proposto que esses animais
possuem uma forma implicita de memdria episodica, tendo, portanto, habilidades para
integrar e lembrar os elementos “o qué, quando e onde” de eventos pessoais, o que pode
ser inferido de seus comportamentos. Sendo assim, modelos animais de memoria
episodica tém sido utilizados em investigagdes anatdmicas, farmacologicas, fisioldgicas,

genéticas e moleculares, ndo aplicaveis a humanos (revisao de Dere, et al., 2006).
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A primeira tarefa utilizada em animais com o objetivo de avaliar a integracdo
desses elementos foi aplicada por Clayton & Dickinson (1998), em péssaros (corvideos)
submetidos a uma tarefa com intervalo de tempo para avaliar se eles eram capazes de
recordar onde foi escondida racdo ou larva. Tais passaros preferem as larvas, porém
estas sdo mais palataveis apenas quando o intervalo entre o treino e o teste é curto, pois
ap6s um longo intervalo, as larvas apodrecem e eles escolhem os lugares onde
aprenderam que ha ragdo. Outra tarefa, nesse sentido, para avaliar os trés componentes
da memoria episddica foi desenvolvida por Ergorul & Eichenbaum (2004) com ratos.
Estes, depois de repetidos treinos, foram capazes de lembrar uma série de odores
presentes em diferentes lugares, usando uma combinagdo do elemento olfativo (0 qué)
ao espacial (onde estava determinado odor) para distinguir quando foram apresentados.

Babb & Crystal (2005, 2006 a,b) desenvolveram tarefa em labirinto radial para
ratos, baseada no estudo de Clayton & Dickinson (1998). Na fase de amostra,
apresentaram quatro bracos inacessiveis e outros quatro com chocolate. Na sesséo teste,
0S animais eram re-expostos ao labirinto e os bracos anteriormente fechados, continham
agora, ragéo, enquanto os que continham chocolate continuavam a conte-los. Os animais
preferiram os bracos com alimentos mais palataveis (chocolate), indicando recordagéo

do evento.

Fortin, et al. (2004) demonstrou em tarefa de discriminacdo de odores, usando
ratos com hipocampo lesionado e animais ndo-lesionados, que a memdria de
reconhecimento em ratos, similar a humana, é baseada em memoria tipo-recordacéo e
tipo-familiaridade e, que o hipocampo € seletivamente envolvido na primeira. Baseado
nesses achados propde-se que a validade de modelos animais de memdria episddica seja
avaliada pela sensibilidade hipocampal a lesdes (Ergorul & Eichenbaum, 2004). A
memoria tipo-recordacdo em ratos para localizacbes de diferentes objetos foi
desenvolvida como uma tarefa de exploracdo de objeto novo. Eacott, et al. (2005)
desenvolveram uma tarefa em que ratos sdo apresentados a um objeto ja conhecido e a
um novo, sendo o primeiro apresentado em contexto diferente. Assim 0s animais
exploram mais o objeto novo, pois recordam o objeto antigo, previamente apresentado

em outro contexto.
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Kart-Teke e colaboradores (2006) desenvolveram uma tarefa que ndo requer
privacdo de &gua ou alimentos, nem necessita de treinos extensivos que pudessem
corroborar para a recordacao, seja como motivacao para busca de alimento ou &gua, ou
ainda, como repeticdo que levasse ao aprendizado da regra com formacdo de memaria
do fato, sem recordacdo dos elementos o qué, quando e onde (memdria semantica -
Bird, et al., 2003; Gaffan, 1994; Hampton & Schwartz, 2004). Nessa tarefa, diferentes
versdes de preferéncia pela novidade sdo combinadas para medir a memoria de
reconhecimento de objetos (Ennaceur & Delacour, 1988), a memoria para localizacbes
nas quais os objetos sdo explorados (Ennaceur, et al., 1997) e a ordem temporal da
apresentacdo dos objetos (Mitchell & Laiacona, 1998). Foi visto que camundongos sao
capazes de integrar as informacfes o qué, quando e onde de experiéncias Unicas.
Avaliacdes farmacoldgicas nesse modelo também sdo possiveis (Dere, et al., 20053, b;
Barbosa, et al., 2010), por exemplo, o uso de agonista NMDA, D-cicloserina, teve efeito
promestico nessa tarefa (Kart-Teke, et al., 2006). A tarefa classica de exploracdo de
objetos consiste de uma sessdo de amostra, na qual os ratos ou camundongos exploram
dois objetos iguais, apds um intervalo de tempo, segue-se uma sessdo teste em que sdo
apresentados um objeto familiar e um novo. Os animais gastam mais tempo explorando
0 objeto novo, indicando que o objeto familiar foi reconhecido (Ennaceur & Delacour,
1988). Uma modificacdo desse paradigma permite medir a memdria para localizacdes.
S&o apresentados na sessdo de teste, dois objetos familiares, um em uma nova posicao e
0 outro na antiga posicdo, como encontrado na sessao de amostra. Assim, 0s animais
gastam mais tempo explorando o objeto posto em nova localizacdo (Ennaceur, et al.,
1997). Outra variante do paradigma de preferéncia por novidade mede a memoria para
ordem temporal, na qual dois diferentes objetos sdo apresentados no passado. Essa
versdo é composta de trés sessdes: duas sessdes de amostra, com intervalo de uma hora
entre elas e, uma sessdo de teste, cujo intervalo pode variar (Dere, et al., 2005a, b; Kart-
Teke, et al. 2006; Barbosa,et al. 2010). Nas sess6es de treino, duas ou quatro cdpias de
um mesmo objeto sdo apresentadas em localizac@es distintas em cada amostra. Em cada
amostra, 0s objetos sdo 0s mesmos entre si, mas diferem em localizacdo e aspecto de
uma amostra para outra. Durante a fase de teste, dois ou quatro objetos sdo
apresentados, tanto os da primeira amostra como da segunda, 0s quais podem ou nao
estar deslocados. Dessa forma, os animais exploram mais 0s objetos mais antigos
apresentados (primeira amostra) e ainda, tendem a explorar mais o antigo deslocado em
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relagcdo ao ndo-deslocado. Isso indica que os animais discriminam os objetos em termos
de recéncia relativa (Mitchell & Laiacona, 1998; Ennaceur & Delacour, 1988) e de
localizagdo (Ennaceur, et al., 1997; Dere, et al., 2005a, b; Kart-Teke, et al., 2006;
Barbosa, et al., 2010).

Em tarefas de localizacdo espacial, diferindo a distancia entre objetos, afastando-
0s ou aproximando-os, ratos com lesdes no giro denteado tiveram maior prejuizo em
localizagcbes mais préximas, bem como, nenhum déficit em separacdo espacial
aumentada. De forma diretamente proporcional, quanto maior a distancia entre o0s
objetos, melhor a discriminacdo (Gilbert, et al., 2001). Ratos com giro denteado
lesionado foram testados em tarefa de ordem temporal de localizacdo espacial.
Verificou-se que ratos lesionados tiveram padréo de preferéncia do objeto apresentado
mais antigo no tempo, quando o0s objetos foram apresentados na disposicdo mais
afastada; enquanto, tiveram prejuizo na recordacdo temporal, preferindo o mais recente,
quando a separacgdo espacial foi mais proxima. Isso sugere dificuldade de separacdo de

padrdes’ em niveis de alta interferéncia (Hunsaker & Kesner, 2008).

A memoria de longo-prazo pode ser avaliada em tarefas nas quais a sessao teste
€ uma nova situacdo, que ndo pode ser antecipada pelos animais. Dessa forma, €
requerida uma recordacéo retrospectiva da memoria, o que caracteriza a memoria tipo-
episodica em animais por critério comportamental. Em humanos, déficits em memdria
episodica sdo encontrados apos danos ao lobo temporal medial, o hipocampo, o cortex
frontal e corpos mamilares no diencéfalo (Aggleton & Brown, 1999). Quanto a estudos
de memoria de objetos em animais, o hipocampo tem se mostrado critico para
associacdes objeto-lugar (Gilbert & Kesner, 2004; Mumby, et al., 2002), mas
possivelmente, ndo esta implicado em memdria de reconhecimento do objeto em si, 0
qual depende do cortex perirrinal (Winters & Bussey, 2005). A ordem temporal para
objetos € mediada pelo cortex pré-frontal medial (Chiba, et al., 1994; Hannesson, et al.,
2004). E possivel que a neuroplasticidade de receptores NMDA no cértex perirrinal,
hipocampo e cértex pré-frontal suporte a memoria episddica em humanos e a tipo-
episodica em roedores. NMDA estéa implicado em certos tipos de plasticidade sinaptica
de longo-prazo e consolidacdo de memoria (Martin & Morris, 2002). Receptores
NMDA estdo envolvidos em reconhecimento de objetos, objeto-lugar e meméria de

ordem temporal. O uso de antagonistas tem mostrado prejuizos em tarefas de
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reconhecimento de objetos (De Lima, et al., 2005), associa¢Oes objeto-lugar (Mandillo,
et al., 2003) e ordem temporal (Long & Kesner, 1995). Agonistas de NMDA, como
DCS (D-cicloserina), reforca a cognicdo em ratos normais; melhora ou reverte o
prejuizo promovido por estresse de injecdo e auxilia 0 desempenho em memdria tipo-
episodica (Kart-Teke, et al., 2006). Agonistas desse receptor tem efeitos promnésticos
em diversas tarefas de aprendizado, em ratos e camundongos (Hughes, 2004; Land &
Riccio, 1999; Lelong, et al., 2001; Matsuoka & Aigner, 1996; Pussinen & Sirvio, 1999;
Quartermain, et al., 1994; Kart-Teke, et al. 2006); reverte déficit promovido por
anticolinérgicos (Ohno & Watanabe, 1996; Pitkanen, et al., 1995; Zajaczkowski &
Danysz, 1997), alivia déficits de lesdes hipocampais (Schuster & Schmidt, 1992),
reverte prejuizos associados a idade (Baxter et al., 1994) e a doenca de Alzheimer
(Schwartz, et al., 1996; Tsali, et al., 1999).

O lobo temporal medial incluindo a formag&o hipocampal (cortex entorrinal,
giro denteado, areas CAl1-4 e subiculum), amigdala e cortices perirrinal e pos-rinal,
servem como um sistema de memoria declarativa (Buffalo, et al., 1999; Squire, et al.,
2004). Eichenbaum e colaboradores (1994, 1996, 1997) propdem que diferentes partes
do lobo temporal medial suportam diferentes aspectos da memoria declarativa
(semantica e episodica). O sistema cortical codifica representagdes ndo relacionadas,
individuais, nas quais 0 hipocampo subsequentemente organiza para criar
representacdes relacionadas acessiveis, permitindo inferéncias a serem usadas em novas
situacbes. A regido parahipocampal (cdrtices entorrinal, parahipocampal e perirrinal)
estd implicada em varias rotas de entradas corticais e permite representaces temporais.
De acordo com Eichenbaum (1997), o hipocampo sustenta a habilidade para distinguir
entre episddios Unicos e para integrar a informacéo extraida desses episddios dentro do
conhecimento semantico. O hipocampo tem a funcdo de suportar a rede de memorias

corticais.

O hipocampo esta envolvido em recordacdo e memoria episodica, enguanto
outras estruturas do lobo temporal medial, como cértex perirrinal sustentam a meméria
baseada em familiaridade e memoria semantica (Tulving & Markowitsch, 1998;
Aggleton & Brown, 1999; 2006; Brown & Aggleton, 2001). Lesdes hipocampais em
humanos, como o famoso caso H.M. (Scoville & Milner, 1957) corroboram a idéia de

que o hipocampo e o0 lobo temporal medial sdo necessarios para aquisicdo e
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consolidacdo de memoria episodica. Lesdes na matéria branca em macacos (Gaffan, et
al., 2001) e em pacientes como H.M. com amplo dano ao lobo temporal medial
(Scoville & Milner, 1957) prejudicam a modulacdo colinérgica do hipocampo e regides
relacionadas. A perda de fibras colinérgicas, devido a lesdes (Easton, et al., 2002,
Gaffan, et al., 2001), que inervam o hipocampo e o cdrtex temporal inferior prejudica o
aprendizado de tarefa episodica, conduzindo a proposta de que a inervacdo colinérgica €
essencial para memdria episddica normal (Easton & Parker, 2003; Easton, et al., 2002;
Parker, et al., 2002). A acetilcolina é necessaria para novo aprendizado, pois estimula,
por exemplo, a potenciacéo de longo-prazo® nas sinapses da rede colateral recorrente de
CA3 (Hasselmo, 1995).

Tarefas de memoria tipo-episddica em roedores requerem que 0S componentes
“o0 que, quando e onde” estejam ligados em um episddio Unico durante a consolidagéo,
para permitir a recordacdo de todos os trés elementos no teste. A apresentacdo de um
componente pode ser suficiente para a recordacdo do episddio completo. O hipocampo
processa informacéo espacial (células de lugar®) e temporal independentemente (Kesner,
1998; O’Keefe & Nadel, 1978). Nesse sentido, sub-regibes hipocampais tém sido
associadas a diferentes componentes da memoria episddica: o componente “o qué” tem
sido associado com a fungdo do giro denteado; “onde” tem sido associado a CA3 e
“quando” a CAl. Assim o loop trissinaptico do hipocampo parece estar envolvido no
desenvolvimento da memoria tipo-episddica, pois processa episodios comportamentais.
Sugere-se que o giro denteado ndo esta envolvido na formacdo de memdria episodica
per se, mas € responsavel pela separacdo de contextos espaciais similares, sendo
essencial para a recordacdo e discriminacéo entre episddios. CA3 parece mais envolvida
com os aspectos do processamento espacial, relacionados ao ordenamento temporal
(Kesner & Hunsaker, 2010). CAl tem algum envolvimento espacial, mas ¢é
principalmente envolvida no processamento temporal, sendo responsavel pela

estocagem temporal de um evento separadamente de outro (Estes, 1985).

Tem sido proposto que o giro denteado e CA3 interagem via fibras musgosas
para 0 processamento da informacdo espacial com alta resolucdo (Morris &
McNaughton, 1987; Rolls & Treves, 1998; Rolls & Kesner, 2006). Além disso, o giro
denteado é responsavel pela mediacéo de separagio de padres® de espagos similares,

mecanismo necessario para deteccdo de pequenas mudancas (novidades) no meio. CA3,
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por sua vez, é responsavel por mediar um processo similar de separacéo de padrées®,
mas em escala espacial muito maior, ou seja, € capaz de detectar mudangas geométricas
gerais no meio (Rolls & Treves, 1998). Tem sido demonstrado que a sub-regido
hipocampal CA1 dorsal medeia o processamento temporal da informagéo; CA3 dorsal
participa do processamento espaco-temporal da memoéria ou completacdo de padrdes®
(Rolls & Treves, 1998; Gilbert & Kesner, 2006; Gilbert, et al., 2001) e o giro denteado
dorsal, a separacdo de padrées® espaciais (Gilbert et al., 2001; Hunsaker & Kesner,
2008). Dados recentes do nosso grupo avaliando as diferentes regides hipocampais em
tarefa de memoria tipo-episoddica que envolve os trés componentes simultaneamente
(adaptada de Dere, et al., 2005a; b) revelou a fungdo diferencial dessas regides na
aquisicdo. Animais controle mostraram discriminagdo espago-temporal. Animais com
inativacdo farmacoldégica com muscimol no giro denteado/CA3 mostraram prejuizo na
discriminacgdo espacial, enquanto a temporal foi preservada. Quando a inativagdo foi
realizada em CAl, os animais exploraram igualmente todos os objetos, sem
discriminagdo temporal ou espacial. Esses resultados corroboram estudos de modelos
computacionais em que giro denteado/CA3 tém papel na separacdo de padrdes’
espaciais, enquanto CAL é responsavel pela consolidacdo de episddios mnemdnicos
multiplos (Barbosa, et al., no prelo).

Nos ultimos anos, o paradigma de reconhecimento de objetos tem sido
amplamente usado para testar efeitos de intervencbes farmacoldgicas e genéticas na
memoria de reconhecimento (Bertaina-Anglade, et al., 2006; Heldt, et al., 2007). Esse
tipo de tarefa consiste em quantificar o comportamento natural dos roedores de
exploracdo de objetos novos em detrimento de antigos, apropriando-se da motivagéo
natural dos animais em explorar a novidade, um instinto inato para o aprendizado do
ambiente (Ennaceur & Delacour, 1988). Contudo, as bases anatémicas sobre os
processos exatos que envolvem a memdoria de reconhecimento ainda permanecem sobre
investigacdo (Costa, et al., 2008a).

A maioria dos efeitos benéficos da cafeina foi investigada em tarefas com
componentes aversivos ou de reforco (Angelucci, et al.,, 2002; Kopf, et al., 1999;
Prediger, et al., 2005). Ja tarefas que envolvem o comportamento natural dos animais

para avaliar o aprendizado e a memoria sdo pouco exploradas.
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1.3. Neurogénese

A neurogénese adulta € um processo que gera novos neurbnios a partir de
células-tronco neurais ou populacdes de células progenitoras em areas limitadas do
ceérebro, envolvendo os seguintes processos: proliferacdo de células progenitoras ou
células-tronco; migracdo dessas células geradas; diferenciacdo em tipos neuronais
especificos e integracdo ao circuito neural. As células-tronco ou progenitoras com
caracteristicas de multipoténcia e auto-renovacdo indiferenciada residem na zona
subventricular, ao longo das paredes dos ventriculos laterais e na zona subgranular do
giro denteado do hipocampo (Gage, 2000; Lie, et al., 2004). Novos neurdnios nascidos
nessas areas germinativas migram para o bulbo olfatério (Alvarez-Buylla & Nottebohm,
1988; Lois & Alvarez-Buylla, 1994) e a camada granular do giro denteado (Kaplan &
Bell, 1984), respectivamente, onde se diferenciam e incorporam ao circuito pre-
existente. O hipocampo é tido como responsavel por mediar vérias formas de memoria e
aprendizado (Burgess, et al., 2002; Scoville & Milner, 1957; Squire, 1987) e tem-se
tentado estabelecer uma ligacdo entre a neurogénese adulta e a manutencéo ou reforco
de habilidades cognitivas (Deng, et al., 2010). Novos neurbnios gerados no giro
denteado s@o necessarios para o aprendizado de tarefas espaciais, mediando o processo
de separacdo de padres’ e a meméria de tarefas dependentes de hipocampo (Imayoshi,
et al., 2008; Clelland, et al., 2009; Snyder, et al., 2009a,b,c; Ramirez-Amaya, et al.,
2006).

Vaérios trabalhos mostraram que novos neurdnios gerados no giro denteado
adulto formam conexdes sinapticas e se integram ao circuito hipocampal. Recebem
entradas sinapticas da via perforante como mostrado morfologicamente (Tronel, et al.,
2010; Zhao, et al., 2006) e eletrofisiologicamente (Ge, et al., 2007; Ambrogini, et al.
2009; Ge, et al. 2006; Esposito, et al., 2005). Novos neurbnios mostram expressao de
genes imediatos em respostas a aspectos especificos da estimulagdo comportamental
(Kee, et al., 2007; Trouche, et al., 2009; Epp, et al., 2011; Jessberger & Kempermann,
2003) e contribuem para a potenciacdo de longo-prazo® em nivel populacional (Snyder,
et al., 2001; Saxe, et al., 2006; Garthe, et al., 2009; Wang, et al., 2008). Estudos com
tracadores retrogrados (Stanfield & Trice, 1988; Hastings & Gould, 1999; Toni, et al.,
2008) e investigacdes morfoldgicas (Zhao, et al., 2006; Toni, et al., 2008; Faulkner, et

al., 2008) também sugerem que eles formam sinapses eferentes funcionais. Estudos com
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expressdo de canal rodopsina estimulados pela luz em novos neur6nios mostram a
formacdo de correntes pds-sindpticas excitatérias em CA3 (Toni, et al., 2008).
Trabalhos com expressdo de genes imediatos (Guzowski, et al., 2006; Guzowski, et al.,
1999) e eletrofisiolégicos (Leutgeb, et al., 2007; Hastings & Gould, 1999; Lacefiled, et
al., 2010; Buzséki, 2002) evidenciam que novos neurbnios sdo responsaveis por
representar e codificar informacGes comportamentais. Além disso, neurdnios jovens ou
maduros sdo ativados por diferentes aspectos da experiéncia (Aimone, et al., 2006;
Piatti, et al., 2011). Essa especializacdo dependente de experiéncia é importante para
garantir que populacdes de neurbnios respondam a caracteristicas de novos meios ou a
novas caracteristicas. Novos neur6nios sdo ativados preferencialmente por entradas
codificadas durante seu desenvolvimento (Kee, et al., 2007; Tashiro, et al., 2007;
Aimone, et al., 2011).

Estudos comportamentais mostram que ratos com leses no giro denteado, mas
ndo em CAl mostraram déficit na discriminagdo espacial de objetos de forma
dependente da distancia entre eles (Gilbert, et al., 2001). Camundongos transgénicos
com plasticidade prejudicada no giro denteado foram incapazes de distinguir contextos
semelhantes (McHugh, et al., 2007). Tais evidéncias sugerem o giro denteado como
responsavel pela separacdo de memorias formadas no hipocampo e, a neurogénese
parece ter papel importante nessa funcdo (Clelland, et al., 2009; Sahay, et al., 2011).
Propde-se que a plasticidade de neurdnios jovens entre populacfes funcionais distintas
em diferentes tempos, potencialmente melhora a separacdo de padrdes® ao longo do
tempo (Aimone, et al., 2006; Becker & Wojtowicz, 2007).

Neur6nios gerados na vida adulta passam por robustas mudancas na morfologia,
expressdo de canais ibnicos, resposta a neurotransmissores e outras propriedades
intracelulares criticas ao longo do seu desenvolvimento (Ge, et al., 2008; Mongiat &
Schinder, 2011). Todos esses fatores afetam sinalizacdo intracelular e entre células e,
interacdes entre neurdnios adultos e 0 meio provavelmente dependem do estagio celular
de maturacdo. A despolarizacdo gabaérgica em neurénios imaturos (Ben-Ari & Spitzer,
2004; Owens & Kriegstein, 2002) inicialmente serve como mecanismo para promover
diferenciacdo, migracdo e maturacdo desses neurbnios no giro denteado (Ge, et al.,
2006; Tozuka, et al., 2005; Ge, et al., 2007; Jagasia, et al., 2009). Niveis elevados de
GABA dentro da regido neurogénica levam tanto a inibicdo de neurdnios mais antigos,

guanto promove o crescimento de neurénios nascidos recentemente.
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Atividade neuronal regula a sobrevivéncia de novos neurdnios de forma
dependente de receptores NMDA (Tashiro, et al., 2006). Optogenética e analises
farmacoldgicas tém demonstrado que células granulares do giro denteado liberam
glutamato somente quando maduras (Toni, et al., 2008). Nesse periodo, a polaridade de
respostas gabaérgicas muda de excitacdo para inibicdo (Ge, et al., 2006). Entre quatro e
oito semanas ap0s 0 nascimento, novos neurdnios de camundongos adultos exibem
aumento na arborizacdo dendritica e nimero de espinhas dendriticas, bem como
refinamento de terminais axonais e maturagdo dos botdes sinapticos das fibras musgosas
(Faulkner, et al., 2008; Zhao, et al., 2006). Esse é o periodo no qual, novos neurdnios
exibiriam propriedades plasticas Unicas, tais como, um menor limiar e maior amplitude
para inducdo de potenciacdo de longo-prazo’, em comparagdo aos neurdnios perinatais
ou em estagios mais maduros. Suas propriedades plasticas sdo mediadas por receptores
do tipo NMDA contendo NR2B, sendo insensiveis a inibicdo gabaérgica, enquanto
supressdo da transmissdo gabaérgica é requerida para LTP* em neurdnios maduros (Ge,
et al., 2008; Ge, et al., 2007; Snyder, et al., 2001). Tal facilitacdo transiente em novos
neurdnios adultos poderia levar a conectividade entre eles, promovendo uma
contribuicdo Unica para o processamento da informacdo no giro denteado; além disso,
tem uma vantagem na competicdo com neurdnios maduros para estabilidade de
conexdes sinapticas aferentes e eferentes (Tashiro, et al., 2006; Toni, et al., 2007).

Uma nova populacdo de neurdnios nascidos poderia estar, portanto, envolvida na
discriminacdo de eventos, codificando novas experiéncias. Tem sido proposto tambem
que tais neurbnios poderiam ter um papel na integracdo temporal de eventos que sdo
proximos. Acredita-se que a discriminacao de eventos similares possa ser decorrente da
associacdo de um evento com uma populacdo de neurdnios novos em um estagio
distinto de maturacédo (Deng, et al., 2010; Aimone, et al., 2010).

O impacto do neurogénese aumentada no comportamento parece ser dependente
da tarefa, havendo um efeito positivo consistente na sobrevivéncia de novos neurénios
nascidos durante um tempo restrito antes da exposicdo a aprendizado explicito,
exercicio ou enriquecimento ambiental. Apesar de neurdnios com cinco semanas ja
expressarem marcadores neuronais, a plasticidade sinaptica € ainda maior que no
circuito de neurdnios maduros pré-existentes (Ge, et al., 2007). Novos neurdnios seriam

seletivamente envolvidos na codificagdo de eventos individuais e também afetariam a
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organizacdo de tragos de memdria, sendo ambos 0s processos provavelmente devido ao
reforgo na plasticidade dos neurénios novos.

Segundo Aimone, et al. (2009), as memorias episodicas sdo mais vulneraveis a
degradacdo ou esquecimento sem a contribuicdo de novos neurdnios. Propriedades
eletrofisioldgicas de novos neurdnios sugerem integracdo sinaptica e, essa habilidade
para expressar plasticidade é mais adequada a integracdo que a separagdo de estimulos
dentro do giro denteado. Sucessivas populagfes de novos neurénios, transitoriamente
expressam propriedades plasticas e codificam memdrias separadas, permitindo a
separacdo de padroes® espaco-temporais, seguindo o crescimento neuronal e a
maturagéo (Becker & Wojtowicz, 2007). A neurogénese pode melhorar a habilidade da
rede para estocar e recordar informacdes tanto por substituicdo (Becker, 2005) como por
adicdo de novos neurbnios (Weisz & Argibay, 2009). Autores sugerem que 0S
neurdnios amplamente sintonizados s&o 0s novos neurdnios adultos nascidos, sendo 0s
antigos retirados da rede (Alme, et al., 2010). O processo pode ser tido como a alteragéo
de neurénios disponiveis para codificar memorias, de modo que a nova informacao é
codificada diferentemente da antiga, reduzindo a interferéncia e aumentando a
separacdo das informacGes ao longo do tempo. Neurdnios antigos sdo responsaveis por
codificar caracteristicas similares a memorias familiares e novos neurdnios tendem a ser
mais adequados para codificacdo de novas caracteristicas, as quais Sa0 menos
representadas pelos antigos neurdnios da rede (Aimone & Gage, 2011).

E possivel que a funcéo diferencial no comportamento, entre neurdnios jovens e
maduros, se dé mesmo ap0s o desenvolvimento dos primeiros. Estudos mostram que a
citoarquitetura dendritica de neurdnios jovens nascidos posteriormente a outros €
diferente de maduros mais antigos (Desmond & Levy, 1982; Green & Greenough,
1986; Claiborne, et al., 1990; Redila & Christie, 2006), localizados mais profundamente
na camada celular granular. Como os dendritos tem papel na integracdo e
processamento de informacdo (Sjostrom, et al., 2008; Branco & Hausser, 2010), tais
diferencas morfoldgicas podem suportar diferencas permanentes na maneira de células

adultas recém-geradas contribuirem para 0 comportamento.

O circuito hipocampal é caracterizado por sua complexidade e redundancia. A
neurogénese adulta é tida como um mecanismo plastico adicional dentro do hipocampo,

sendo parte integral do ja rico e plastico circuito (ver revisdo de Wojtowicz, 2012).
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Estudos mostram que a neurogénese hipocampal pode ser regulada fisioldgica
(Imayoshi, et al., 2008; Clelland, et al., 2009; Snyder, et al., 2009a,b,c; Ramirez-
Amaya, et al., 2006) e farmacologicamente (Han, et al, 2007, Wentz & Magavi, 2009),
estando diretamente relacionada & memaria (Shors, et al., 2001; Kempermann, et al.,
1997). Farmacos podem aumentar ou reduzir a atividade sinaptica tendo como
conseqliéncia modificagbes no circuito neuronal, que por sua vez, alteram o
desenvolvimento comportamental e fung6es cognitivas (Himmel, 2008). A neurogénese
hipocampal pode ser regulada pela atividade neural sugerindo que o aprendizado induz
a ativacdo de novos neurdnios e, reforca a sua sobrevivéncia e incorporacdo dentro do

circuito em tarefas dependentes de hipocampo (Gould, et al., 1999; Leuner, et al., 2006).

2. Justificativa

Considerando os efeitos neuronais plasticos da cafeina, os quais propiciam
alteracdes eletrofisioldgicas e morfoldgicas, e seu aspecto mnemdénico positivo, em
determinada faixa de dose, propomos a investigacao de diferentes doses, em tratamentos
agudo ou croénico. Temos o intuito de avaliar sua acdo comportamental, bem como, a
possibilidade de influenciar a sobrevivéncia de novos neurdnios nascidos no giro

denteado (neurogénese), sob a condicéo de tratamento crénico.

3. Objetivos

3.1. Geral

Avaliar os efeitos da cafeina sobre a memoria do tipo episddica e verificar uma

possivel participacdo da sobrevivéncia neuronal no giro denteado.
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3.2. Especificos

e Auvaliar os efeitos da administracdo aguda e cronica de duas doses de cafeina sobre
a memoria do tipo episodica em duas tarefas de reconhecimento de objetos em ratos
adultos.

e Analisar os efeitos da administracdo cronica de uma dose baixa ou elevada de
cafeina sobre a sobrevivéncia neuronal no giro denteado (neurogénese).

e Estabelecer as relacbes entre o desempenho nas tarefas e o processo de

sobrevivéncia neuronal decorrente do tratamento crénico com cafeina.

4. Materiais e métodos

4.1. Sujeitos Experimentais e Procedimentos Gerais

Os ratos foram criados no Laboratério de Estudos de Memoria em Roedores da
UFRN, alojados em grupos de cinco animais em gaiolas plasticas com dimensfes de
30cm de comprimento x 37cm de largura x 16¢cm de altura e mantidos em ambiente com
isolamento acustico e sob condigdes controladas de temperatura (25 £1 °C), umidade e
luminosidade (ciclo claro-escuro de 12 horas, iniciando-se a fase clara as 6h). Os
animais tiveram livre acesso a agua e comida. Todos o0s experimentos foram realizados
de acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento
(SBNeC) e da International Brain Research Organization (IBRO), na publicagdo N° 85-
23, revisada em 1985 do Instituto Nacional de Guia para Cuidados e Uso de Animais de
Laboratorio. O nosso protocolo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais da
UFRN e a seguir foram executados os procedimentos experimentais (n° 021/2009).

Foram utilizados 45 ratos machos Wistar, com cerca de quatro meses de idade
que receberam injecBes agudas de cafeina 15mg/kg, cafeina 30mg/kg, ou salina,
perfazendo respectivamente, 0s grupos experimentais de dose baixa e alta de cafeina e
grupo controle. A administracdo aguda de droga ou veiculo foi realizada 30 minutos

antes dos treinos das tarefas para avaliar o efeito agudo da droga e o possivel estresse do
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procedimento de injecdo. Foram também utilizados 18 ratos machos Wistar, com cerca
de trés meses de idade, sendo divididos em trés grupos, de acordo com o tratamento
farmacoldgico crénico de 45 dias (cafeina 15mg/kg ou 30mg/kg, ou ainda, salina). A
idade de quatro meses dos animais no experimento com tratamento agudo se justifica
pela necessidade de mimetizar as condi¢des do tratamento crdnico, pois 0S grupos nesse
caso foram submetidos as tarefas, aproximadamente, nessa idade, 0 que nos permite
uma comparacdo dos dados de ambos os tratamentos.

Os animais também passaram por sessdes diarias de 5 minutos de manipulacéo,
5 dias antes do inicio das injecdes, em ambos os tratamentos, bem como 3 dias antes do
inicio das tarefas comportamentais, no caso do experimento com tratamento crénico.
Esse procedimento visa reduzir o estresse e permitir o costume dos animais com o
experimentador. Como forma de amenizar o trauma das inje¢6es do tratamento crénico,
os lados do peritdnio foram revezados a cada dia de administragdo. Além disso, 0s
animais foram alocados na sala onde ocorreram as injecdes e experimentos com uma

hora de antecedéncia para sua ambientacéo.

4.2. Tratamento farmacologico

O tratamento farmacoldgico foi procedido com cafeina, nas doses de 15mg/kg
ou de 30mg/kg, ou salina, injetados intraperitonealmente, apenas uma vez (tratamento
agudo), 30 minutos antes do inicio das sessdes de treinos das tarefas, ou ainda, uma vez
por dia durante 45 dias. Os animais foram pesados imediatamente antes de receber a
injecdo de droga ou veiculo, no caso do tratamento agudo ou, a cada 5 dias para que a
administracdo de farmacos fosse feita de acordo com seus pesos, durante o tratamento
cronico.

A cafeina foi diluida em solucdo salina e sob aquecimento. As solugdes de
cafeina ou veiculo foram injetadas a um volume de injecdo de 2 ml/kg, portanto, a
concentracdo das solugcbes de cafeina correspondiam a 7,5 mg/ml e 15mg/ml para as
doses de 15mg/kg e 30mg/kg, respectivamente, em ambos os tratamentos. O BrdU (5-
bromo-2-deoxiuridina) foi injetado apenas nos grupos submetidos ao tratamento crénico
para posterior analise histoldgica, a um volume de injecdo de 2ml/kg, com concentragdo

de 25mg/ml, diluido em salina, sob aquecimento, resultando em dose final de 50mg/kg,
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injetada intraperitonealmente, nos sete dias iniciais do tratamento. Tanto a cafeina como
0 BrdU foram obtidos da Sigma-Aldrich.

4.3. Tarefas comportamentais

Foram utilizadas duas tarefas comportamentais, de reconhecimento de objetos,
sabidamente dependentes do hipocampo (Barbosa, et al., no prelo; Hunsaker & Kesner,
2008).

A primeira tarefa foi adaptada de Dere, et al. (2005a;b) estendendo-se o
intervalo entre os treinos e o teste de uma hora, como na tarefa original, para 24 horas,
com o intuito de realizar manipulacdes farmacologicas (Barbosa, et al., 2010). Essa
tarefa consiste de quatro sessfes: uma de habituacdo, no primeiro dia da tarefa; duas
sessOes de treino, no dia seguinte, com intervalo de uma hora entre elas; e uma sessédo
de teste, 24 horas ap0s as sessoes de treino. Cada sessdo dura cinco minutos, exceto a
habituacdo que dura dez minutos. A sessdo de habituacdo consiste em expor 0s animais
a um campo aberto circular (84cm de didmetro e 32cm de altura) para reduzir a
exploracdo do meio nas sessdes seguintes. A primeira sessdo de treino consiste em
expor 0s animais a um conjunto de quatro copias de um mesmo objeto em determinada
disposicédo. O treino seguinte, uma hora depois, consiste em apresentar quatro copias de
objetos diferentes dos primeiros, em disposicao também distinta. O teste, realizado 24
horas depois do segundo treino, consiste em apresentar duas copias dos objetos do
segundo treino, nas mesmas posicGes (B) e duas copias do primeiro treino, um na
mesma posicao (Al) e outro em uma posicdo diferente (A2) daquela sessdo. As sessdes

de treino e teste estdo esquematizadas na figura abaixo:

Treino 2

Figura 1: Esquema das sessdes de treino e teste da tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal. As letras A e B

representam os objetos e suas posi¢des no campo aberto.
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Nessa tarefa foram avaliados 0s seguintes parametros: 0s tempos e as taxas de
exploragéo dos objetos recentes, antigos, antigo deslocado e ndo-deslocado, bem como a
média do tempo e da taxa de exploracdo dos recentes. A taxa de exploracdo dos objetos
é dada pela relacdo entre o tempo de exploracdo de cada objeto pelo tempo total ativo
(que também pode ser descrito como a soma do tempo de exploracdo de todos 0s
objetos). A taxa de exploracdo dos objetos recentes é dada pela soma dos tempos de
exploracdo desses objetos dividida pelo tempo total de exploracdo de todos os objetos.
J& a taxa média dos objetos recentes € dada pela relacdo entre a soma da taxa de cada
objeto recente (obtido com a relacdo acima) dividida por 2. A taxa de exploracdo dos
objetos antigos é dada pela soma dos tempos gastos na exploracdo de cada objeto antigo
dividido pelo tempo total de exploracdo de todos os objetos. A taxa de exploracdo de
cada objeto antigo deslocado ou néo, por sua vez, é dada pela relagdo entre o tempo de
exploracdo de cada objeto e o tempo total de exploragdo de todos os objetos. Foram
avaliados ainda as taxas de discriminacdo de novidade que consistem na relacéo entre a
diferenca da taxa de exploracdo dos objetos antigos e da taxa dos recentes pela soma
delas. Foram realizadas tanto as analises dos tempos e taxas de exploragdo para as
sessOes totais (cinco minutos dos treinos e teste), como para o primeiro minuto das
sessfes ou minuto a minuto.

Segundo Dere, et al. (2005a,b), essa tarefa avalia os aspectos o qué, quando e
onde da memoria episddica simultaneamente, aproveitando-se da exploracdo natural dos
roedores pela novidade, sejam novos objetos (Barker, et al. 2007; Dix & Aggleton,
1999), ou novas localiza¢bes (Hannesson, et al., 2004). Portanto, na tarefa executada
por nossos animais, haveria maior exploracdo dos objetos antigos (A) em relacdo aos
recentes (B), e entre os antigos, o deslocado (A2) em relacdo ao ndo-deslocado (Al).
Isso porque 0s objetos antigos foram apresentados ha mais tempo, 0 que aumentaria a
exploracdo dos animais em relacdo a objetos que foram apresentados mais
recentemente; a novidade nesse caso se da pela distancia temporal entre as sessdes. Ja
entre 0s objetos antigos, a atracdo pelo objeto A2 em relacdo ao Al se da pela novidade
espacial associada aquele objeto.

A outra tarefa episodica realizada foi proposta por Hunsaker & Kesner, em
2008, para avaliar o aspecto temporal da memdria em condicGes de alta e baixa
interferéncia de padrdes espaciais, realizada em campo aberto quadrado (75cm a cada
lado e 40cm de altura). Essa tarefa compreende uma sesséo de habituac¢do, que dura dez
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minutos; trés treinos de cinco minutos cada, intervalados por trés minutos, nos quais um
mesmo objeto € apresentado em lugares diferentes do campo e, um teste, também de
cinco minutos, realizado 30 minutos apds o terceiro treino, em que sdo postos duas
réplicas do objeto nas posicdes do primeiro e terceiro treinos. Nessa tarefa foram
avaliadas as taxas de exploragdo dos objetos nas posi¢Oes antiga e recente, bem como a
taxa de discriminacgéo, no teste, tanto para a sesséo total de cinco minutos, como minuto
a minuto. A taxa de exploracao é dada pela relacdo entre o tempo de exploracdo de um
dos objetos e a soma do tempo de exploracdo total (tempo ativo). Enquanto a taxa de
discriminacdo é a relacdo entre diferenca de tempo de exploracdo do objeto na posicao
antiga e na recente pelo tempo ativo total. Foram também vistos os tempos ativos que
avaliam a exploracéo dos dois objetos na sessd@o de teste e de cada objeto nas sessdes de
treino. A tarefa compde-se de duas condicdes, correspondentes a disposicdo dos objetos
na sessdo de teste: baixa interferéncia (sendo 84 cm a distancia entre 0s objetos) e alta
interferéncia (na qual os objetos distam 42cm entre si). As sessOes de treinos e teste

estdo esquematizadas na figura abaixo, para ambas as condi¢des:

A)
&
° » e %,
3 3 30 %
o o
Treino 1 (5’) Treino2 (5) Treino 3 (5') Teste (5')
B)
, 30’ 2
3 3 [s
[ ~ o |1 ® >
® ®
Treino 1 (5') Treino 2 (5) Treino 3 (5") Teste (5)

Figura 2: Tarefa de ordem temporal para localizagGes espaciais. A) Condi¢do de baixa interferéncia. B) Condicdo de alta
interferéncia.

A tarefa proposta por Hunsaker & Kesner (2008) foi desenvolvida para avaliar a

separacdo de padrfes espaciais em animais com lesdo do giro denteado. Animais
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lesionados ndo conseguem discriminar 0s objetos na condicdo de alta interferéncia
(maior dificuldade de separagdo de padrdes espaciais), ndo havendo, portanto,
preferéncia pelo objeto apresentado na posi¢do mais antiga temporalmente. Embora
esses mesmos animais consigam apresentar o padrédo esperado de preferéncia pela
primazia na condi¢do de baixa interferéncia (menor dificuldade).

Em ambas as tarefas e condicOes, em todas as sessdes, foram avaliadas as
distancias percorridas, tanto considerando a sesséo total de dez minutos (habituacéo) ou
cinco minutos (treinos e teste), como minuto a minuto. Ainda na habituacdo foram
avaliados os tempos gastos por zona do campo aberto (zonas externa e interna) para
avaliar a ansiedade nos animais. As taxas de exploracao e de discriminagdo, nas tarefas
e condicBes também foram avaliadas, porque elas indicaram relagdes entre os tempos de
exploracdo. Tais taxas exibiram uma porcentagem de exploracdo, a qual indicaria se a
exploracdo se deu ao acaso (quando a relacdo se situava proximo de zero) ou se havia
discriminacdo entre os objetos (quando o valor da relacdo se afastava de zero), bem
como, diferengas individuais e entre grupos.

Os objetos utilizados possuiam de 10 a 20 cm e eram de material plastico de
diferentes formas, texturas e cores, contendo cimento em seu interior para evitar o
deslocamento pelos animais, bem como eram distribuidos aleatoriamente entre eles. Os
objetos ndo possuiam significado etiologico para o0s animais e estudos pilotos
averiguaram que ndo houve preferéncia entre o0s objetos utilizados, havendo
discriminacdo entre eles. Tanto os objetos quanto os aparatos foram limpos com solucao
de alcool 5% entre as sessdes e de um animal para outro. As sessdes experimentais
foram registradas em video e os parametros comportamentais calculados por programa
de rastreamento de animais (ANY-maze, Stoelting, USA). As avaliacdes de exploracédo
dos objetos foram realizadas por observador cego ao tratamento e obtidas manualmente
com o auxilio de crondémetros. Foram consideradas explora¢6es quando 0s animais
estavam em contato direto com o0s objetos por meio do focinho ou das vibrissas. Nao
foram consideradas exploracfes quando o animal tocava os objetos com as patas, mas
seu foco de visdo ndo era 0s objetos; ou quando se encontravam bem proximos aos

objetos, mas ndo se voltavam em direcéo a eles.
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4.4. Delineamento experimental

4.4.1: Tratamento agudo:

45 animais de 4 meses de idade foram submetidos a tratamento agudo com
cafeina 15mg/kg, cafeina 30mg/kg ou salina. As doses de cafeina ou veiculo foram
injetadas, intraperitonealmente, 30 minutos antes do inicio das primeiras sessfes de
treino das tarefas comportamentais de reconhecimento de novidade espacial e temporal
(Barbosa, et al., 2010), bem como das duas condi¢Ges da tarefa de ordem temporal para
localizagdes espaciais (Hunsaker & Kesner, 2008). Para cada tarefa ou condigdo foram
usados animais diferentes para que a droga fosse administrada antes das series de
treinos. Assim, um grupo de 15 animais (cafeina 15mg/kg, N=5; cafeina 30mg/kg, N=5;
salina, N=5) passou pela tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal e,
outros dois grupos de 15 animais (cafeina 15mg/kg, N=5; cafeina 30mg/kg, N=5; salina,
N=5) cada passaram pelas condi¢des de alta ou baixa interferéncia da tarefa de ordem

temporal para localizacGes espaciais.

30min antes:
cafeina 15mg/kg;
cafeina 30mg/kg

ou salina 2ml/kg,
Futanasia

Dia1l l Dia 2 Dia 3 l

Reconhecimento de novidade espago-temporal

Habituacdo Treinos Teste
Dia 1l l Dia 2 l
Ordem temporal — alta interferéncia
Habituacdo Treinos Teste
Dia 1l l Dia 2 l
Ordem temporal — baixa interferéncia
Habituacdo Treinos Teste

Figura 3: Esquema do delineamento experimental do tratamento agudo.
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4.4.2. Tratamento cronico

As doses de cafeina ou veiculo foram administradas a 18 animais (cafeina
15mg/kg, N=6; cafeina 30mg/kg, N=6; salina, N=6) por 45 dias, intraperitonealmente.
Os animais iniciaram o tratamento cronico com trés meses de idade. O BrdU (5-bromo-
2-deoxiuridina) foi injetado intraperitonealmente, a partir do segundo dia de
administragdo da cafeina ou salina, por sete dias, com o intuito de marcar todas as novas
células geradas na regido do giro denteado do hipocampo (neurogénese), para avaliar a
sua sobrevivéncia em virtude do tratamento farmacol6gico, bem como, a inter-relacdo
desses processos com o aprendizado de tarefas hipocampo-dependentes. As tarefas
comportamentais foram executadas a partir de quatro meses de idade dos animais. A
partir do 29° dia de administracdo de cafeina ou salina, foram submetidos a primeira
tarefa comportamental. No 29° dia, passaram pela habituacdo em campo aberto circular;
no 30° dia, foram submetidos a dois treinos, intervalados por uma hora, com objetos em
disposicoes diferentes e, no 31° dia, sujeitos a uma sessao de teste, com objetos tanto da
primeira quanto da segunda sessdes de treino, em posi¢cGes como nessas sessdes, exceto
um dos objetos do primeiro treino (objeto deslocado), conforme descrito acima
(Barbosa, et al. 2010). A segunda tarefa foi executada a partir do 41° dia de
administracao dos farmacos, nesse dia foi realizada a habituacdo dos animais, em campo
aberto quadrado; no 42° e 43° dias foram realizadas as sessfes de treino, que nessa
tarefa sdo trés, cada uma com um objeto em posicdo distinta e 30 minutos depois, foi
efetuado o teste que consiste em reapresentar 0s animais aos mesmos objetos, dispostos
nas mesmas posicdes que na primeira e terceira sessdes de treino. Todos os animais
passaram por condicdo de alta e baixa interferéncia, em dias seguidos, correspondendo
respectivamente, a disposicdes dos objetos no teste, mais préximos ou mais afastados,
conforme descrito acima (Hunsaker & Kesner, 2008). O intervalo de 12 dias entre as
tarefas serviu para analisar o efeito do aprendizado e do tratamento sobre fases
diferentes do desenvolvimento dos novos neurénios gerados. Uma vez que, neur6nios
com 28 dias ainda estavam iniciando sua maturacao, enquanto, apos 41 dias ja estariam

mais maduros e integrados a rede neural (ver revisdo de Lledo, et al., 2006).
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Cafeina 15mg/kg; 28 dias Dia29 Dia30 Dia31 Dia4l Dia42 Dia43 Dia45
30mg/kg ou salina 7 dias | Habituagdo  Treinos Teste | Habituacdo  Treinos e testes | Eutanasia
2ml/kg, i.p. ¢ | | |

BrdU Reconhecimento de Ordem temporal —alta e

50mg/kg, i.p. novidade espago-temporal baixa interferéncia

Figura 4: Esquema do delineamento experimental do tratamento cronico.

4.5. Andlise imunohistoquimica

A analise imunohistoquimica s0 foi realizada com o0s animais tratados
cronicamente, pois consideramos que o tratamento agudo ndo exerceria influéncia sobre
a sobrevivéncia neuronal. ApoOs 0s testes comportamentais, no 45° dia, todos os 18
animais foram anestesiados intraperitonealmente com uma superdose de tiopental
sodico (Cristalia, Brasil; 60mg/Kg). Apo0s anestesia, os animais foram perfundidos
intracardiacamente, por meio de bomba de infusdo, com solucdo salina (NaCl 0,9%,
tampao fosfato de sodio, pH 7,4), cerca de 300ml, por 15 minutos, seguida de
paraformaldeido (PFA) a 4% em tampéo fosfato 0,1 M (TF) pH 7,4, também cerca de
300ml, por 15 minutos, para fixacdo. Os encéfalos foram removidos, imersos em
solucdo de sacarose a 30% em tampdo fosfato (pH 7,4), a 4°C, para crioprotecdo. Apos
esse processo, foram congelados rapidamente em meio de inclusdo Tissue-Tek®
(Sakura, Japdo) dentro de moldes plasticos inseridos em uma mistura de alcool etilico e
gelo seco. O material foi mantido em freezer a -80°C.

Cortes coronais da regido hipocampal (2,4mm-5,4mm do bregma posterior) com
20 um de espessura foram obtidos com o uso de criostato (MICROM HM 550) e
montados em laminas histologicas eletricamente carregadas (Super Frost Plus, VWR
International, EUA), procedendo-se a seguir com a imunohistoquimica para marcacédo
do BrdU (Sigma-Aldrich) injetado no inicio do tratamento cronico, bem como de NeuN,
uma proteina expressa em nucleos de neurénios maduros. Para revelacdo do antigeno
BrdU foi necessario um pré-tratamento que no caso dos nossos tecidos contou,
inicialmente, com a imersdo dos cortes em solucdo de HCI, 2N, por 40 minutos, a 37°C;

seguido de incubacdo por 30 minutos em solugdo tampéo de borato de sodio, 0,1M, pH
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8,5, também a 37 °C. As laminas foram lavadas em solucéo de PBS, 10mM, pH 7,4, por
10 minutos sob agitagdo mecéanica. A seguir, submetidas a tratamento com tripsina 0,1%
em solugédo de PBS, 10mM, pH 7,4, por dois minutos, a 37°C. As laminas foram, entdo,
novamente lavadas na solugdo de PBS sob agitagdo e incubadas com anticorpos
primarios (ver abaixo) diluidos em PBS 10mM, 0,5% de Triton X-100 e solugdo de
bloqueio composta por soro normal de cabra (NGS) a 5%, overnight a 4°C.
Posteriormente, a solu¢do com anticorpos primarios foi removida, por meio de lavagem
em solucdo de PBS sob agitacdo e, os cortes foram incubados com anticorpos
secundarios diluidos em PBS 10mM e 0,5% de Triton X-100 por duas horas a
temperatura ambiente. Por fim, os nucleos celulares foram corados com DAPI (4’-6’-
diamidino-2-fenil-indol) 2mg/ml em PBS 10mM e as sec¢Oes foram examinadas em
microscopio fluorescente (ZEISS Observer.Z1). As fotografias foram feitas em
microscopia confocal (Carl ZEISS Microlmaging GmbH BioSciences Division Jena —
LSM 710) e de fluorescéncia (ZEISS Observer.Z1).

Na efetuacdo dos procedimentos histologicos para analisar a ocorréncia ou ndo
dos processos de geracdo e sobrevivéncia de novos neurdnios, na regido do giro
denteado hipocampal, em decorréncia dos tratamentos, foram utilizados como
anticorpos primarios: anti-NeuN IgG monoclonal de camundongo (MAB377, Millipore)
e anti-BrdU 1gG2a monoclonal de rato (ab-6326-250, ABCAM). O primeiro € marcador
especifico para neurdnios maduros e o segundo marca o BrdU injetado nos animais.
Foram utilizados anticorpos secundarios anti-rato e anti-camundongo conjugados aos
fluordforos Alexa Fluor 488 e Alexa Fluor 546.

Foram obtidas 35 laminas por animal ou 140 cortes por animal. Os cortes foram
coletados sequencialmente a cada cinco laminas, o que permitiu que em cada lamina
tivéssemos cortes de alturas diferentes. Dessas 35 laminas, escolnemos uma a cada 10
para analise imunohistoquimica, logo, para cada animal foram realizadas analises de
trés laminas, compreendendo uma amostragem de aproximadamente 10% do hipocampo
no seu eixo rostro-caudal. As células da porcdo do giro denteado expressando
fluorescéncia para o anticorpo anti-BrdU e para comarcacdo com 0s anticorpos anti-
BrdU e NeuN foram contadas manualmente para comparagdo entre grupos, nas porges
dorsais dos giros denteados dos cortes histologicos (hemisférios direito e esquerdo,

camadas subgranular e granular, laminas superior e inferior).
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4.6. Analises estatisticas

Para todos os parametros comportamentais e avaliacdo imunohistoquimica foi
utilizada a anélise de variancia (ANOVA) de uma ou mais vias proposta por Snedocor
(1946) seguida do teste posthoc de Bonferroni, ou ainda, analise multivariada
(MANOVA), quando a comparagdo entre grupos envolveu mais de uma variavel
dependente. Quando a comparacao foi feita apenas duas varidveis do mesmo grupo foi
utilizado o teste T de Student pareado. Foram feitas correlagcdes bivariadas entre o
desempenho mneménico e o nimero de células BrdU/NeuN positivas. Todos os testes
utilizados foram avaliados ao nivel de significAncia inferior a 5% (p< / = 0,05). As

analises foram feitas com o auxilio do programa SPSS 18.0.

5. Resultados

5.1. Tratamento agudo
5.1.1. Tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal

| - Habituacdo: Avaliando a tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal
para o tratamento agudo, observou-se que ndao houve diferenca entre grupos durante a
habituacdo, para o pardmetro de distancia total percorrida (Grafico 1.A; ANOVA,
F2,12=2,239, p=0,149), 0 que era esperado, uma vez que a injecdo de drogas so foi dada
aos animais no dia seguinte, no dia dos treinos. Considerando a distancia percorrida ao
longo da sessdo de habituacédo, verificou-se que o primeiro minuto diferiu do terceiro
minuto em diante (Gréafico 1.B; ANOVA de medidas repetidas, Fe108= 31,833; Teste de
Bonferroni, p<0,05). A MANOVA ndo revelou nenhuma relacdo dos tratamentos com
0s tempos nas zonas externa e interna (Grafico 1.C; F212=2,678, p=0,109), conforme
esperado. O Teste T para amostras dependentes revelou que o tempo gasto na zona
externa foi significativamente superior ao tempo gasto na zona interna, para todos os

grupos, na sessdo de habituagdo (Gréfico 1.C; t14=36,786, p<0,001).
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Gréfico 1: Resultados da habituacdo da tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal. Média +/- erro padrdo. A)
Distancia percorrida, ANOVA de uma via, p>0,05. B) ANOVA de medidas repetidas, efeito do tempo; teste de Bonferroni,
#p<0,001. C) MANOVA, p>0,05; Teste T para amostras dependentes para o tempo gasto por zona, #p<0,001.

Il - Treinos: Houve forte tendéncia ao efeito da distancia entre grupos, no treino 1
(Gréfico 2.A; ANOVA, F212=3,251, p=0,074); o teste de Bonferroni apesar de ndo
significativo, indicou que o grupo salina percorreu menor distancia que 0S grupos
cafeina, no treino 1. Considerando ainda esse treino, ndo foi vista diferenca entre grupos
para o parametro de tempo total de exploracdo dos objetos (Grafico 2.B; ANOVA,
F212=0,856, p=0,449). A MANOVA ndo indicou interacBGes entre 0s grupos quanto a
taxa de exploracdo dos objetos (Gréafico 2.C; objeto 1, F2,12=0,809, p=0,468; objeto 2,
F212=0,720, p=0,507; objeto 3, F212=0,034, p=0,967; objeto 4, F212=0,462, p=0,641).
Entretanto, a ANOVA de medidas repetidas indicou efeito da taxa de exploracdo dos
objetos (Gréfico 2.C; F336=6,251, p=0,002), sem efeito do tratamento (F212=0,096,
p=0,909) ou interacao (F336=0,544, p=0,771). O teste de Bonferroni revelou que a taxa
de exploracdo do objeto 4 era superior a dos objetos 2 (p=0,016) e 3 (p=0,017); como
todos 0s grupos apresentaram esse padrdo sugere-se que ele seja devido a posicdo do
objeto 4 na extremidade e ndo a um efeito do tratamento. No treino 2, foi verificada
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diferenca estatisticamente significativa entre grupos quanto a distancia percorrida
(Gréfico 3.A; ANOVA, F2,12=7,457, p=0,008), com o teste de Bonferroni sugerindo que
0 grupo salina percorreu menor distancia que os grupos cafeina 15mg/kg (p=0,021) e
cafeina 30mg/kg (p=0,015). Esse dado sugere um efeito hiperlocomotor da cafeina
administrada agudamente. Ao mesmo tempo ndo houve diferenca estatistica para o
parametro de tempo total ativo no segundo treino (Gréfico 3.B; F2,12=0,715, p=0,509).
A MANOVA ndo indicou interagcdes entre 0s grupos e as taxas de exploracdo dos
objetos no treino 2 (Grafico 3.C; objeto 1, F2,12=0,097, p=0,909; objeto 2, F212=0,937,
p=0,419; objeto 3, F2,12=1,107, p=0,362; objeto 4, F2,12=0,289, p=0,754). A ANOVA de
medidas repetidas (Grafico 3.C) também ndo indicou efeito do tratamento (F212=1,040,
p=0,383), da taxa de exploracdo dos objetos (Fs36=0,996, p=0,406), nem da interacao
entre esses fatores (Fs,36=0,720, p=0,636).
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Gréfico 2: Parametros de distancia total percorrida, tempo ativo total e taxa de exploracdo dos objetos no treino 1 da tarefa de
reconhecimento de novidade espacial e temporal. Média +/- erro padréo. A) Distancia percorrida entre os grupos, ANOVA de uma
via p>0,05. B) Tempo de exploragéo total dos objetos entre os grupos, ANOVA de uma via, p>0,05. C) Taxa de exploracdo dos
objetos no treino 1, MANOVA, p>0,05; ANOVA: efeito da taxa de exploracdo dos objetos e teste de Bonferroni, *p<0,05.
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Grafico 3: Parametros de distancia total percorrida, tempo total de exploragdo dos objetos e taxa de exploragdo dos objetos no treino
2 da tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal. Média +/- erro padrdo. A) Distancia total percorrida, ANOVA de
uma via, *p<0,05. B) Tempo de exploracéo dos objetos, ANOVA de uma via, p>0,05. C) Taxa de exploracéo dos objetos dentre os
grupos, MANOVA e ANOVA, p>0,05.

Il — Teste: Néo foi encontrada diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos quanto a distancia percorrida (Grafico 4.A; ANOVA, Fz212= 0,641, p=0,544),
nem quanto ao tempo total ativo (Grafico 4.B; ANOVA, F212=0,352, p=0,710). A
MANOVA nédo revelou interacbes das taxas de exploracdo de cada objeto com os
tratamentos (Grafico 4.C; objeto recente 1, F2,12=0,641, p=0,544; objeto recente 2,
F2,12=1,946, p=0,185; objeto antigo ndo-deslocado, F2,12=0,891, p=0,436; objeto antigo
deslocado, F212=0,384, p=0,689). A ANOVA de medidas repetidas (Gréafico 4.C) para a
taxa de exploracdo dos objetos também ndo revelou nenhuma diferenca significativa,
ndo houve efeito da exploracdo (Fs3s36=1,337, p=0,278), do tratamento (F212=0,667,
p=0,531), ou interacdo (Fs,36=0,878, p=0,521).
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Gréfico 4: Parametros de distancia total percorrida, tempo ativo total de exploracéo dos objetos e taxa de exploracdo dos objetos no
teste da tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal. Média +/- erro padrdo. A) Distancia total percorrida, ANOVA de
uma via, p>0,05. B) Tempo de exploracdo dos objetos, ANOVA de uma via e teste de Bonferroni, p>0,05. C) Taxa de exploracdo
dos objetos dentre os grupos, MANOVA e ANOVA de medidas repetidas, p>0,05.

Além disso, a MANOVA ndo revelou interacGes significativas entre a taxa de
exploracdo de recentes e antigos (Grafico 5.A; respectivamente, F212=0,383, p=0,690;
F212=0,418, p=0,668); média dos recentes e antigo nao-deslocado (Grafico 5.B;
respectivamente, F2,12=0,397, p=0,681; F2,12=0,891, p=0,436); antigo deslocado e ndo-
deslocado (Grafico 5.C; respectivamente, F2,12=0,891, p=0,436; F2,12=0,384, p=0,689); e
dos recentes entre si (Grafico 5.D; objeto recente 1, F212=0,641, p=0,544; objeto recente
2, F212=1,946, p=0,185). Testes T intra-grupos incluindo todos os grupos na analise nao
indicaram diferencas significativas entre os objetos recentes (t14=-0,938, p=0,364); entre
0 antigo deslocado e ndo-deslocado (t14=1,377, p=0,190); entre a taxa média de
exploracéo dos recentes e o antigo ndo-deslocado (t14=0,067, p=0,947); ou entre a taxa

de exploracdo de recentes e antigos (t14=-1,065, p=0,305). Analises de teste T pareado
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realizadas com cada grupo, ndo indicaram diferencas estatisticamente significativas para
0 grupo salina (taxa dos objetos recentes entre si, ta=-1,076, p=0,393; taxa dos recentes
X antigos, t4=-0,385, p=0,720; taxa do antigo ndo-deslocado x antigo deslocado, ta=-
1,202, p=0,296; taxa média dos recentes X antigo nao-deslocado, t4=1,813, p=0,144),
cafeina 15mg/kg (taxa dos objetos recentes entre si, ta=1,551, p=0,196; taxa dos
recentes X antigos, t4=0,798, p=0,470; taxa do antigo ndo-deslocado x antigo deslocado,
t4=0,853, p=0,492; taxa média dos recentes X antigo nao-deslocado, t4=0,601, p=0,580),
ou cafeina 30mg/kg (taxa dos recentes X antigos, t4=-0,813, p=0,962; taxa do antigo
ndo-deslocado x antigo deslocado, t4=0, p=1,000; taxa média dos recentes X antigo ndo-
deslocado, t4=-0,179, p=0,867). Somente para o grupo cafeina 30mg/kg houve tendéncia

a discriminagdo entre os recentes (t4=-2,574, p=0,062).
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Gréfico 5: Parametros de taxa de exploragdo dos objetos no teste da tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal.
Média +/- erro padrdo. A) Taxa de exploragdo dos recentes X antigos. B) Taxa média de exploragdo dos recentes X antigo ndo-
deslocado. C) Taxa de exploragdo dos objetos antigos ndo-deslocado e deslocado; teste T pareado, p>0,05. D) Taxa de exploracdo

dos objetos recentes; teste T pareado, * p=0,062. MANOVA e Teste T para amostras relacionadas, p>0,05.
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5.1.2. Tarefa de ordem temporal para localiza¢des espaciais

5.1.2.1. Alta interferéncia

| - Habituacdo: A avaliagdo da condicdo de alta interferéncia da tarefa de ordem
temporal para localizacdes espaciais mostrou que os grupos ndo diferiram quanto a
distancia total percorrida (Grafico 6.A; ANOVA, F214=0,507, p=0,614) durante a
habituacdo, haja vista que o tratamento agudo s6 foi efetuado no dia seguinte, quando
séo realizados os treinos e o teste. Considerando a distancia percorrida por minuto na
sessdo de habituagdo, foi visto que o primeiro minuto difere do terceiro em diante
(Grafico 6.B; ANOVA de medidas repetidas, Fe108=34,584 e teste de Bonferroni,
p<0,001). Foi mostrada também uma interacdo significativa entre o tempo e o
tratamento (ANOVA de medidas repetidas, Fisi08=2,154 e teste de Bonferroni,
p=0,008), mas sem efeito do tratamento (ANOVA de medidas repetidas, F214=0,507,
p=0,614), conforme esperado. Todos os grupos apresentaram preferéncia pela zona
externa em comparacao a interna (Grafico 6.C, Teste T pareado, t14=43,275, p<0,001);
ndo foi mostrada interagdo entre 0s tempos gastos por zona e 0s tratamentos
(MANOVA, F214=1,331, p=0,301).
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Gréfico 6: Habituacdo na condicéo de alta interferéncia da tarefa de ordem temporal de localizagBes espaciais, alta interferéncia.
Média +/- erro padrdo. A) Distancia total percorrida, ANOVA de uma via, p>0,05. B) ANOVA de medidas repetidas, efeito da
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distancia ao longo do tempo e teste de Bonferroni, #p<0,001. C) MANOVA, p>0,05. Teste T para amostras dependentes, #p<0,001,

para o pardmetro de tempo gasto por zona.

Il — Treinos: foi visto que houve diferengas significativas para a distancia percorrida
entre os treinos (Grafico 7.A; MANOVA, treino 1, F212=4,137, p=0,043; treino 2,
F2,12=8,932, p=0,004; treino 3, F212= 9,995, p=0,003). O teste de Bonferroni indicou
que no treino 1, a diferenca era devido a maior exploracdo do ambiente pelo grupo
cafeina 15mg/kg em comparacdo ao salina (p=0,045); no treino 2, o grupo cafeina
15mg/kg percorreu maior distancia que o cafeina 30mg/kg (p=0,050) e que o salina
(p=0,004); o mesmo ocorreu no treino 3 (respectivamente, p=0,030 e p=0,003). A
ANOVA de medidas repetidas (Grafico 7.A) corroborou o resultado da MANOVA,
havendo efeito da distancia percorrida (F224=31,653, p<0,001), do tratamento
(F2.12=8,243, p=0,006), mas sem interacdo entre esses fatores (F,24=0,189, p=0,942). O
teste de Bonferroni sugeriu que o grupo cafeina 15mg/kg apresentou maior exploracédo
que o cafeina 30mg/kg (p=0,059) e que o salina (p=0,005); a0 mesmo tempo, a distancia
percorrida durante o treino 1 foi significativamente superior aquela do treino 2
(p=0,001) e treino 3 (p<0,001). Esses resultados sugerem efeito hiperlocomotor da
administracdo aguda de cafeina 15mg/kg, o que ndo foi evidenciado no grupo cafeina
30mg/kg, sugerindo que uma possivel elevacdo da ansiedade provocada por essa dose
pode ter causado efeito hipolocomotor. Quanto a interacdo entre os tempos ativos nas
sessOes de treinos e os grupos, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (MANOVA, treino 1, F212=2,591, p=0,116; treino 2, F212=1,869,
p=0,197; treino 3, F2,12=2,234, p=0,150). Entretanto a ANOVA de medidas repetidas
revelou efeito significativo do tempo ativo (F224=4,973, p=0,016), mas ndo do
tratamento (F212=2,632, p=0,113) ou interacdo (Fs24=0,443, p=0,776), corroborando,
nesse caso, o resultado da MANOVA. O teste de Bonferroni indicou que o treino 1

apresentou maior tempo de exploracéo que o treino 3, p=0,031.
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Il — Teste: Foi vista diferenga estatisticamente significativa entre 0s grupos para o

parametros de distancia percorrida (Grafico 8.A; ANOVA, F2,12=5,770, p=0,018). O
teste de Bonferroni indicou que o grupo cafeina 15mg/kg apresentou maior distancia
percorrida que o grupo salina, p=0,017. Ja para o tempo ativo, houve uma forte
tendéncia a diferenca entre os grupos (Gréafico 8.B; ANOVA, F212=3,656, p=0,058). O

teste de Bonferroni, apesar de ndo significativo, sugeriu que os grupos cafeina 15 e

30mg/kg apresentaram maior tempo ativo que o salina, p=0,105 e p=0,120,

respectivamente.
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Quanto ao tempo de exploracdo do objeto antigo em comparagdo ao recente
entre grupos nao foi vista nenhuma relacéo estatisticamente significativa (Grafico 9.A;
MANOVA, objeto antigo, F214=1,104, p=0,359; objeto recente, F2,14=1,090, p=0,363),
porém analises intra-grupos para cada tratamento revelaram que o grupo salina
apresentou tendéncia a maior exploracdo do objeto antigo (Gréfico 9.A,; teste T pareado,
t4=2,461, p=0,070), o que ndo foi evidenciado nos demais grupos (teste T pareado,
cafeina 15mg/kg, t4=-0,458, p=0,671; cafeina 30mg/kg, t4=0,542, p=0,617). A
MANOVA (Grafico 9.B) indicou diferencas estatisticamente significativas somente
para interacdo do pardmetro de taxa de exploracdo do objeto recente com o tratamento
(F212=5,170, p=0,024), mas ndo da taxa do objeto antigo (F2,12=0,487, p=0,626). O teste
de Bonferroni indicou que o grupo cafeina 15mg/kg apresentou maior taxa de
exploracdo do objeto recente que o salina (p=0,026), mas ndo maior taxa do objeto
antigo. Esse resultado sugere que o grupo cafeina 15mg/kg administrado agudamente
teve um desempenho inferior ao grupo que recebeu apenas uma injecdo de salina. Ao
mesmo tempo os resultados de maior exploracdo do meio (Grafico 8.A) e dos objetos
(Gréfico 8.B) sugerem que o grupo cafeina 15mg/kg apresentou hiperlocomocao e a
falta de discriminacdo dos objetos pode ser decorrente desse fato. Teste T pareado
avaliando a taxa de exploracéo do objeto antigo e do recente, incluindo todos 0s grupos,
ndo indicou diferencas estatisticas significativas (t14=1,558, p=0,142). Entretanto,
analises de testes T pareados para cada grupo evidenciaram que o grupo salina
apresentou tendéncia a maior taxa de exploracdo do objeto antigo que do recente, o que
ndo é reprodutivel nos demais grupos (Gréafico 9.B, teste T pareado, salina, t4=2,005,
p=0,115; cafeina 15mg/kg, ta=-0,713, p=0,515; cafeina 30mg/kg, t4=0,936, p=0,902).
Como o teste T ndo foi capaz de revelar uma tendéncia muito expressiva, é possivel ser
devido ao pequeno nimero amostral dos grupos (N=5). Esse resultado corrobora a
sugestdo acima para o tempo de exploracdo, houve visivelmente preferéncia do grupo
salina pelo objeto antigo. A ANOVA nao revelou diferenca entre grupos para a taxa de

discriminacéo entre os objetos (Gréafico 9.C; F2,12=2,587, p=0,116).
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Grafico 9: Teste da tarefa de ordem temporal para localizagOes espaciais, alta interferéncia. Média +/- erro padrdo. A)Tempo de
exploracéo dos objetos, MANOVA e teste de Bonferroni, p>0,05; teste T pareado, ‘p=0,070. B) Taxa de exploracdo dos objetos,
MANOVA e teste de Bonferroni, *p<0,05; Teste T pareado, ‘p=0,115. C) Taxa de discriminagdo entre os objetos por grupo,
ANOVA, p >0,05.

5.1.2.2. Baixa interferéncia

| — Habituacdo: Néo foi vista nenhuma diferenca estatisticamente significativa, entre
grupos, para a distancia total percorrida durante a habituacdo (Grafico 10.A, ANOVA,
F212=1,094, p=0,366). A ANOVA de medidas repetidas indicou efeito do tempo na
distancia percorrida (Gréafico 10.B; Fe108=24,300, p<0,001) e, uma tendéncia a interacdo
tempo e tratamento (F1s,108=1,600, p=0,073), mas sem efeito do tratamento (F2,12=1,095,
p=0,366), 0 que era esperado, ja que o tratamento sO foi efetuado no dia seguinte. O
teste de Bonferroni revelou que o primeiro minuto diferiu do terceiro minuto em diante,
p<0,05 (Gréafico 10.B). A MANOVA nao revelou efeitos de interacdo do tempo gasto
por zona com o tratamento (F2,12=0,125, p=0,884). O Teste T pareado indicou diferenca
estatisticamente significativa intra grupos para o tempo de exploracdo por zonas, na
habituagdo (t14=69,293, p<0,001; Grafico 10.C).
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Il — Treinos: N&o foram vistas diferencas significativas para interac@es entre a distancia
percorrida nos treinos pelos grupos (Gréafico 11.A; MANOVA, treino 1, F212=0,592,
p=0,569; treino 2, F2,12=0,315, p=0,736; treino 3, F2,12= 0,506, p=0,615). A ANOVA de
medidas repetidas (Grafico 11.A) revelou que houve efeito da distancia percorrida
(F224=5,365, p=0,012), mas sem interacdo da distancia com o tratamento (Fa4,24=0,834,
p=0,517), nem efeito do tratamento (F212=0,386, p=0,688). O teste de Bonferroni
sugeriu que o grupo cafeina 15mg/kg apresentou maior exploracdo que o salina
(p=0,010), embora ndo houvesse efeito do tratamento na ANOVA. Esse resultado,
assim como Visto para a condicdo de alta interferéncia, sugeriu efeito hiperlocomotor da
administracdo aguda de cafeina 15mg/kg. Quanto a interacao entre os tempos ativos nas
sessOes de treinos e o0s grupos, ndo foram vistas diferencas estatisticamente
significativas (Grafico 11.B; MANOVA, treino 1, F212=0,371, p=0,697; treino 2,
F2,12=0,365, p=0,702; treino 3, F212=0,421, p=0,666). ANOVA de medidas repetidas

corroborou os achados da MANOVA néo indicando efeito significativo do tempo ativo
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(F224=0,374, p=0,692), nem do tratamento (F212

(F4,24=0,624, p=0,616).
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Grafico 11: Treinos da tarefa de ordem temporal para localizagGes espaciais, baixa interferéncia. Média +/- erro padrdo. A)
Distancia percorrida em cada treino, MANOVA, p>0,05; ANOVA de medidas repetidas e teste de Bonferroni, *p<0,05. B) Tempo
ativo em cada treino, MANOVA e ANOVA de medidas repetidas, p>0,05.

111 — Teste: ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos

para 0s parametros de distancia percorrida (Grafico 12.A; ANOVA, F212=0,112,

p=0,895) e tempo ativo (Grafico 12.B; ANOVA, F2,12=0,751, p=0,493).
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Gréfico 12: Teste da tarefa de ordem temporal para localizagdes espaciais, baixa interferéncia. Média +/- erro padrdo. A) Distancia

percorrida, ANOVA p>0,05. B) Tempo ativo, ANOVA, p>0,05.
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Quanto ao tempo de exploracdo do objeto antigo em comparagdo ao recente
entre grupos nao foi vista nenhuma relacéo estatisticamente significativa (Grafico 13.A;
MANOVA, objeto antigo, F2,12=0,231, p=0,797; objeto recente, F2,14=1,074, p=0,372);
analises intra grupos também ndo indicaram diferencgas estatisticamente significativas
nos tempos de exploracdo dos objetos (Grafico 13.A; teste T pareado, t14=-0,194,
p=0,849). Andlises de teste T pareado para cada grupo corroboram o resultado acima
para o parametro de tempo de exploracdo dos objetos (teste T pareado, salina, t4=0,977,
p=0,384; cafeina 15mg/kg, t4=-0,782, p=0,478; cafeina 30mg/kg, t4=0,842, p=0,447). A
MANOVA (Gréafico 13.B) ndo indicou diferencas estatisticamente significativas para
interacdo do pardmetro taxa de exploragdo do objeto recente com o tratamento
(F212=0,925, p=0,423), nem da taxa do objeto antigo (F2,12=0,983, p=0,425). O Teste T
pareado avaliando a taxa de exploracdo do objeto antigo e recente revelou uma
tendéncia a diferenca intra grupos (t14=2,888, p=0,080), sugerindo que 0 objeto antigo
foi mais explorado que o recente. I1sso pdde ser evidenciado nas analises de teste T
pareado para cada grupo, revelando tendéncia a discriminacdo no grupo salina e, em
menor expressao, no grupo cafeina 30mg/kg (Gréfico 13.B, salina, t4=1,754, p=0,154;
cafeina 15mg/kg, t4=-0,020, p=0,985; cafeina 30mg/kg, ta=1,513, p=0,205). A ANOVA
ndo revelou diferenca entre grupos para a taxa de discriminacdo entre os objetos
(Gréfico 13.C; F2,12=0,934, p=0,420).
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ANOVA, p>0,05.

5.2. Tratamento cronico

5.2.1. Tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal

| — Habituacdo: Nao foi observada nenhuma diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos considerando a distancia total percorrida, em metros, segundo a
ANOVA de uma via (F215 =1,404, p=0,276; Gréafico 14.A). A ANOVA de medidas
repetidas revelou efeito do tempo ao longo da sessdo (F2,15 =27,767, p<0,001), e o teste
de Bonferroni indicou que do quinto minuto em diante houve reducdo da distancia
percorrida em relacdo ao primeiro minuto (p<0,05; Grafico 14.B). Comparando-se 0s
tempos gastos nas zonas interna e externa, ndo houve efeito do tratamento nos tempos
de exploracdo por zona (MANOVA, F215= 1,240, p=0,319; F215= 1,239, p=0,319),
entretanto, houve, para todos os grupos, maior tempo de exploragdo da zona externa que
na interna, de acordo com Teste T para amostras dependentes (ts =15,793, p<0,001;

Gréfico 14.C).
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Il — Treinos: Quanto as sessdes de treino, ndo houve diferenca entre 0s grupos para 0s
parametros de distancia total percorrida e tempo total de exploracdo dos objetos, tanto
para o treino 1 (F215=1,563, p=0,242; F2,15 =1,681, p=0,219; Gréaficos 15.A e B), quanto
para o treino 2 (F2,15=0,175, p=0,841; F2.15=0,296, p=0,748; Graficos 16.A e B). Ja para
a taxa de exploracdo entre os objetos, a MANOVA néo evidenciou efeito do tratamento,
taxa de exploracdo do objeto, nem interacdo entre esses fatores; mas houve novamente
efeito da taxa de exploracdo do objeto como uma preferéncia do objeto 4, em relacao
aos objetos 2 e 3, no treino 1 (ANOVA de medidas repetidas, F14; 224 = 6,090, p=0,013;
Teste de Bonferroni, p<0,05; Grafico 15.C), enquanto ndo houve nenhuma preferéncia
entre 0s objetos no treino 2 (ANOVA de medidas repetidas, Fss4s= 1,651, p=0,191;
Grafico 16.C) dentre 0s grupos.
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1l — Teste: Foram avaliadas a distancia, o tempo ativo total e as taxas de exploracéo de
cada objeto (Grafico 17). A ANOVA ndo revelou efeito da distancia entre os grupos
(F215 =0,354, p=0,708; Grafico 17.A). A ANOVA mostrou que o tempo ativo diferiu
entre os grupos (F215=3,768, p=0,047) e o teste de Bonferroni indicou tal diferenca era
mostrada como tendéncia entre o grupo cafeina 30mg/kg e os demais, p=0,09 (Grafico
17.B). Quanto as taxas de exploracdo de cada objeto no teste, a MANOVA indicou
tendéncia ao efeito do tratamento na taxa de exploracdo do objeto antigo ndo-deslocado
(F2,15 =3,133, p=0,073), com teste de Bonferroni indicando tendéncia do grupo cafeina
15mg/kg apresentar maior taxa de exploracdo que os demais, p=0,081 (Grafico 17.C). A
ANOVA de medidas repetidas revelou efeito da taxa de exploracdo de cada objeto
(F3.45=4,495, p=0,008), sem efeito do tratamento ou interacdo e o teste de Bonferroni
indicou forte tendéncia a taxa do objeto antigo deslocado ser superior a um dos recentes
(recente 2), p=0,052 (Gréafico 17.C).
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Gréfico 17: Parametros de distancia total percorrida, tempo ativo total de exploragdo dos objetos e taxa de exploracdo dos objetos no
teste da tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal. Média +/- erro padrdo. A) Distancia total percorrida, ANOVA de
uma via, p>0,05. B) Tempo de exploracéo dos objetos, ANOVA de uma via e teste de Bonferroni, *p<0,05. C) Taxa de exploracio
dos objetos dentre os grupos, ANOVA de medidas repetidas, efeito da taxa de exploragéo, p<0,05 e teste de Bonferroni, "p=0,052;
MANOVA e teste de Bonferroni, p>0,05.
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Foram avaliadas ainda comparagfes entre as taxas de exploracdo dos objetos:
recentes X antigos, média da taxa dos recentes X antigo ndo-deslocado, antigo
deslocado X ndo-deslocado e recentes entre si (Grafico 18). As andlises de variancia
multivariada (MANOVA) indicaram tendéncias ao efeito do tratamento na taxa de
exploracédo de recentes X antigos (respectivamente, F2,15 =2,906, p=0,086; F2,15 =3,041,
p=0,078). O teste de Bonferroni sugeriu tendéncia do grupo salina apresentar maior taxa
de exploragdo dos recentes que o grupo cafeina 15mg/kg, p=0,091 e, em contrapartida,
o grupo cafeina 15mg/kg apresentar maior taxa de exploracdo dos antigos em
comparacdo ao salina, p=0,081 (Gréfico 18.A). A MANOVA indicou também
tendéncia ao efeito do tratamento quanto a avaliagdes da taxa de exploragdo do antigo
ndo-deslocado X a taxa média de exploracdo dos recentes (respectivamente, F2,15=3,133,
p=0,073; F215 =3,488, p=0,057); com o teste de Bonferroni indicando que o cafeina
30mg/kg tendeu a apresentar maior taxa média de explorag&o dos recentes que o cafeina
15mg/kg, p=0,063 e, cafeina 15mg/kg tendeu a apresentar taxa de exploragdo de objeto
antigo ndo-deslocado que a média dos recentes, p=0,098 (Grafico 18.B). A MANOVA
ndo indicou efeito do tratamento nas comparacOes entre as taxas de exploracdo de
antigo deslocado entre grupos (F215 =0,857, p=0,444), mas indicou uma tendéncia
quanto as taxas do antigo ndo-deslocado (F2,15 =3,133, p=0,073), conforme visto acima
(Gréfico 18.C). N&o houve efeito quanto a comparacdo das taxas de exploracdo dos
objetos recentes entre si (MANOVA, F21s5 =2,641, p=0,104; F215 =0,599, p=0,562;
Grafico 5.D). Os Testes T pareados ndo revelaram diferencas intra grupo nem para o
controle, nem para o grupo cafeina 30mg/kg quanto a avaliacdo das taxas de exploracao
de recentes X antigos (Grafico 18.A, respectivamente, t5=0,644, p=0,548; ts=-1,426,
p=0,216) e média dos recentes X antigo nao-deslocado (Gréafico 18.B, respectivamente,
ts=1,742, p=0,144; t5=1,234, p=0,272); ja os animais cafeina 15mg/kg exploraram
significativamente mais 0s objetos antigos em comparacdo aos recentes (ts= -2,908,
p=0,033; Grafico 18.A), bem como o objeto antigo ndo-deslocado em relacdo a taxa
média de exploracdo dos objetos recentes (t5=2,645, p=0,046; Grafico 18.B). Esses
resultados para o grupo cafeina 15mg/kg indicaram que 0 grupo apresentou
discriminacdo temporal, mas ndo espacial dos objetos. Uma andlise realizada para cada
grupo, revelou no grupo salina, uma tendéncia ao efeito da taxa de exploracdo do antigo
deslocado ser superior a do ndo-deslocado, sugerindo uma tendéncia & discriminagéo
espacial (Teste T pareado, ts=-2,043, p=0,097; Gréafico 18.C). O que ndo foi visto nos
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grupos tratados (Teste T pareado, cafeina 15mg/kg, ts=-1,230, p=0,273; cafeina
30mg/kg, ts=-1,345, p=0,237; Grafico 18.C). Também ndo houve diferenca entre as
taxas de exploracdo dos dois objetos recentes, dentre os grupos (Teste T pareado, salina,
t5=0,087, p=0,934; cafeina 15mg/kg, ts=-0,303, p=0,774; cafeina 30mg/kg, ts=1,294,
p=0,252; Grafico 18.D), conforme esperado. As analises estatisticas que revelaram
apenas tendéncia a efeitos e ndo diferenca significativa poderiam se dever ao pequeno

ndmero amostral por grupo (N=6) com grande variancia.
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Gréfico 18: Parametros de taxa de exploragdo dos objetos recentes X antigos; média dos recentes X antigo ndo-deslocado; antigos
ndo-deslocado e deslocado e de cada objeto recente, no teste da tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal. Média
+/- erro padrdo. A) Taxa de exploragéo dos recentes X antigos, MANOVA, p>0.05; teste T para amostras relacionadas, *p<0,05. B)
Taxa média de exploragdo dos recentes X antigo ndo-deslocado, MANOVA, p>0.05; teste T para amostras relacionadas, *p<0,05.
C) Taxa de exploragdo dos objetos antigos ndo-deslocado e deslocado, MANOVA, p>0,05; teste T para amostras relacionadas,
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5.2.2. Tarefa de ordem temporal para localiza¢des espaciais

| - Habituacdo: A habituacdo dessa tarefa é Gnica para as duas condi¢Ges no tratamento

crénico. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre 0s grupos

considerando a distancia total percorrida, em metros, de acordo com a ANOVA de uma
via (F2,14 =1,343, p=0,293; Gréfico 19.A). A ANOVA de medidas repetidas revelou
efeito do tempo ao longo da sessédo (Fs,126 = 27,418, p<0,001); o teste de Bonferroni

indicou que o primeiro minuto diferiu dos demais, p<0,001 (Gréafico 19.B). Houve

também diferenca significativa entre os grupos, comparando 0s tempos gastos nas zonas

interna e externa, havendo em todos os grupos maior tempo de exploracdo da zona

externa (Teste T para amostras dependentes, ti6 =34,146, p<0,001; Gréfico 19.C).
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Gréfico 19: Habituacdo da tarefa de ordem temporal de localizagBes espaciais. Média +/- erro padrdo. A) Distancia total, ANOVA

de uma via, p>0,05. B) Distancia por minuto, ANOVA de medidas repetidas, efeito da distancia ao longo do tempo e teste de
Bonferroni, #p<0,001. C) Tempo gasto por zona, MANOVA, p>0,05; teste T para amostras dependentes, #p<0,001.
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5.2.2.1. Alta interferéncia

Il - Treinos: Revelou-se uma tendéncia ao efeito do tratamento na distancia percorrida
no treino 3, mas ndo nos demais treinos (MANOVA, treino 1, F214=0,819, p=0,461;
treino 2, F214=0,459, p=0,641; treino 3, F214=3,521, p=0,058), com o teste de
Bonferroni sugerindo tendéncia do cafeina 30mg/kg apresentar maior distancia
percorrida que o salina (Grafico 20.A). Nao houve diferencas estatisticas significativas
para 0s parametros de tempo de exploracdo do objeto por sessdo de treino (MANOVA,
treino 1, F214=0,070, p=0,933; treino 2, F214=0,733, p=0,498; treino 3, F214=1,405,
p=0,278). Entretanto, para o dltimo pardmetro, uma ANOVA de medidas repetidas
revelou efeito da interacdo entre o tempo ativo por treino e o tratamento, sem efeito da
do tempo ativo ou tratamento per se (F2,26=3,759, p=0,014), com o teste de Bonferroni
sugerindo tendéncia ao tempo ativo no treino 3 ser superior ao do treino 1, p=0,083
(Gréfico 20.B). Os resultados do tempo ativo para as sessdes de treinos, juntamente com
os dados da distancia percorrida nessas sessdes sugerem efeito hiperlocomotor do grupo

cafeina 30mg/kg.

A) B)

Treinos Treinos

W Treino 1 R
ETreino 1

OTreino 2 N
OTreino 2

Tempo ativo (s)

W Treino 3 R
M Treino 3

salinaalta cafeina 15 alta cafeina 30 alta salinaalta cafeina 15 alta cafeina 30 alta

Gréfico 20: Treinos da tarefa de ordem temporal para localizagBes espaciais, alta interferéncia. Média +/- erro padrdo. A) Distancia
percorrida em cada treino, MANOVA, p>0,05. B) Tempo ativo em cada treino, MANOVA, p>0,05.

Il — Teste: A ANOVA revelou forte tendéncia a diferenca quanto a distancia
percorrida entre grupos (Grafico 21.A; F214= 3,190, p=0,072), essa tendéncia se
mostrou como maior distancia percorrida pelo grupo cafeina 30mg/kg em comparacéo
aos demais. O tempo ativo entre grupos ndo mostrou diferencas significativas (Gréafico
21.B; ANOVA, F2,14=1,040, p=0,379).
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Grafico 21: Teste da tarefa de ordem temporal para localizagdes espaciais, alta interferéncia. Média +/- erro padrdo. A) Distancia
percorrida, ANOVA, " p=0,072. B) Tempo ativo, ANOVA, p>0,05.

Para o tempo de exploracdo dos objetos antigo X recente (Grafico 22.A), a
MANOVA revelou tendéncia ao efeito do tratamento no tempo de exploragdo do objeto
antigo (F214=2,944, p=0,086); enquanto ndao houve efeito do tratamento no tempo de
exploracdo do objeto recente (F2,14=0,218, p=0,807). De acordo com Teste T pareado,
ndo houve diferencas para o tempo de exploracdo dos objetos nos grupos salina (ts=-
0,915, p=0,402) ou cafeina 15mg/kg (ts=1,100, p=0,322). Houve apenas diferenca
estatistica significativa para o parametro de tempo de exploracdo dos objetos, na sessao
de teste, para o grupo cafeina 30mg/kg. Teste T pareado revelou que o tempo de
exploracdo do objeto antigo foi superior ao objeto recente (t4=2,775, p=0,050). Quanto a
taxa de exploracdo dos objetos (Grafico 22.B), a MANOVA ndo indicou diferenca
estatisticamente significativa nem para a taxa de exploracdo do objeto antigo
(F214=2,527, p=0,116), nem para a taxa de exploracdo do objeto recente (F214=1,325,
p=0,297). De acordo com o Teste T pareado, ndo houve diferencas para a taxa de
exploracdo dos objetos nos grupos salina (ts=-0,743, p=0,491) ou cafeina 15mg/kg
(ts=0,162, p=0,878). Houve apenas para o grupo cafeina 30mg/kg, diferenca
significativa entre as taxas de exploracdo do objeto antigo e do objeto recente (Teste T
pareado, t4=3,312, p=0,030). Quanto as taxas de discriminacdo entre grupos nao houve
diferencas significativas (Gréfico 22.C; ANOVA, F2,14=2,033, p=0,168).
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Gréfico 22: Teste da tarefa de ordem temporal para localizagdes espaciais, alta interferéncia. Média +/- erro padrdo. A) Tempo de
exploracéo dos objetos, MANOVA, p>0,05; Teste T pareado, *p=0,05. B) Taxa de explora¢éo dos objetos, MANOVA, p>0,05;
Teste T pareado, *p<0,05. C) Taxa de discriminacéo entre os objetos, ANOVA, p>0,05.

5.2.2.2. Baixa interferéncia

Il - Treinos: Néo foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa para
o efeito do tratamento nos parametros de distancia percorrida (Grafico 23.A;
MANOVA, treino 1, F214=0,627, p=0,548; treino 2, F214=0,114, p=0,893; treino 3,
F214=1,701, p=0,218) ou tempo ativo nos treinos (Gréafico 23.B; MANOVA, treino 1,
F214=0,047, p=0,955; treino 2, F2,14=0,010, p=0,990; treino 3, F214=0,182, p=0,835). A
ANOVA de medidas repetidas (Grafico 23.A) ndo revelou efeito do tratamento
(F214=0,595, p=0,565), da distancia entre as sessdes de treino (F2.28=1,392, p=0,265),
nem interacdo (Fa,28=1,136, p=0,360). A ANOVA de medidas repetidas (Grafico 23.B)

também ndo revelou efeito do tratamento (F214=0,007, p=0,993), do tempo ativo entre
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as sessOes de treino (F14:204=0,987, p=0,385), nem interacdo entre esses fatores
(F1,4;204=0,277, p=0,891).

A) B)

Treinos Treinos

WTreino 1 WTreino 1

OTreino 2 Otreino 2

Disténcia {m)
Tempo ativo (s)

W Treino 3 Htreino 3

salina baixa cafeina15baixa  cafeina 30 baixa salina baixa cafeinal5baixa  cafeina 30 baixa

Grafico 23: Treinos da tarefa de ordem temporal para localizagGes espaciais, baixa interferéncia. Média +/- erro padrdo. A)
Distancia percorrida em cada treino, MANOVA e ANOVA de medidas repetidas, p>0,05. B) Tempo ativo em cada treino,
MANOVA e ANOVA de medidas repetidas, p>0,05.

11 — Teste: A ANOVA néo revelou nenhuma diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos quanto a distancia percorrida (Grafico 24.A; F214= 1,356, p=0,290),
nem quanto ao tempo ativo (Grafico 24.B; F2,14= 0,856, p=0,446).
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Gréfico 24: Teste da tarefa de ordem temporal para localizagdes espaciais, baixa interferéncia. Média +/- erro padrdo. A) Distancia
percorrida, ANOVA, p>0,05. B) Tempo ativo, ANOVA, p>0,05.

Para os parametros de tempo de exploracdo e taxa de exploracdo dos objetos antigo
X recente ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (Grafico
25.A; MANOVA, tempo de exploragdo do objeto antigo, F2,14=2,032, p=0,168; Grafico

25.B, tempo de exploragdo do objeto recente, F2,14=3,314, p=0,066; taxa de exploracdo
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do objeto antigo, F2,14=0,200, p=0,821; taxa de exploragdo do objeto recente,
F214=0,170, p=0,845). Houve apenas uma tendéncia a diferenga quanto ao tempo de
exploracdo do objeto recente, com o teste de Bonferroni sugerindo que o cafeina
30mg/kg apresentou maior exploracdo desse objeto que o salina, p=0,085. De acordo
com Teste T pareado (Grafico 25.A), ndo houve diferencas para o tempo de exploracdo
dos objetos em nenhum dos grupos (salina, ts=0,966, p=0,378; cafeina 15mg/kg, ts=-
0,339, p=0,748; cafeina 30mg/kg, ta=-0,659, p=0,546). Também ndo houve diferencas
intra grupos para a taxa de exploracdo dos objetos (Grafico 25.B; Teste T pareado,
salina, t5=0,966, p=0,378; cafeina 15mg/kg, t5=0,210, p=0,842; cafeina 30mg/kg,
t4=0,398, p=0,711). Quanto as taxas de discriminacgdo entre grupos ndo houve diferencas
significativas (Grafico 25.C; ANOVA, F2,14=0,036, p=0,965).
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Gréfico 25: Teste da tarefa de ordem temporal para localizagdes espaciais, baixa interferéncia. Média +/- erro padrdo. A) Tempo de
exploragdo dos objetos, MANOVA, ANOVA de medidas repetidas, p>0,05 e Teste T pareado, “p=0,085. B) Taxa de exploragdo dos
objetos, MANOVA, ANOVA de medidas repetidas e Teste T pareado, p>0,05. C) Taxa de discriminacéo entre os objetos, ANOVA,
p>0,05.
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5.2.3. Contagem celular

Com o objetivo de avaliarmos a taxa de incorporagdo de novos neurdnios no giro
denteado de animais tratados com cafeina e controles, foram realizadas quantificacfes
do numero de células comarcadas para BrdU e NeuN (Figuras 5 e 6). Considerando o
nimero total de células BrdU/NeuN-positivas, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (Gréfico 26; ANOVA, F215=0,146,
p=0,865). De maneira similar, ndo foram observadas diferengas entre grupos (tabela 1)
quando consideramos apenas 0 nimero de células comarcadas em cada lamina do giro
denteado (superior e inferior), em cada zona (subgranular ou granular), ou em cada

hemisfério (direito ou esquerdo).

Figura 5: Célula na regido do giro denteado, BrdU positiva (seta). Confocal, 40X.

A)NeuN - ] C) NeuN/BrdU

Figura 6: regido do giro denteado exibindo marcagdo com anticorpos fluorescentes para NeuN (A) e BrdU (B). C. células granulares

comarcadas para NeuN/BrdU, indicando que marcacdo de novos neurdnios (Microscopio fluorescente, Zeiss, aumento 10X).
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Gréfico 26: Contagem de células comarcadas BrdU/NeuN positivas. ANOVA p>0,05.

Células BrdU/NeuN no giro F (ANOVA) p
denteado

Lamina superior 0,259 0,775
Lamina inferior 0,057 0,945
Zona subgranular 0,028 0,972
Zona subgranular superior 0,004 0,996
Zona subgranular inferior 0,138 0,873
Zona granular 0,378 0,692
Zona granular superior 0,488 0,623
Zona granular inferior 0,252 0,781
Hemisfério direito 0,041 0,960
Hemisfério esquerdo 0,324 0,728

Tabela 1: Contagem celular no giro denteado. Para todos os parametros analisados entre grupos, ANOVA, p>0,05.

Em seguida foram realizados testes de correlacdo bivariada entre 0 nimero de
células BrdU/NeuN e o comportamento de exploracdo de objetos antigos: taxa de
exploracdo dos antigos (Gréafico 27; r=-0,065, p=0,797) e antigo ndo-deslocado (Grafico
28; r=0,036, p=0,887) na tarefa episddica de reconhecimento de novidade espacial e
temporal; bem como, taxa de exploracdo do objeto antigo (Grafico 29; r=-0,226,
p=0,382) na tarefa episddica de ordem temporal de localizacGes espaciais. Nao foi
verificada nenhuma correlacéo entre a quantidade de neurénios novos e o desempenho

na discriminacédo de objetos.
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Grafico 27: Dispersao dos dados relacionado o nimero de células BrdU/NeuN geradas no giro denteado com o desempenho da taxa

de exploragdo dos objetos antigos na tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal, em cada caso.
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Gréfico 28: Dispersdo dos dados relacionado o nimero de células BrdU/NeuN geradas no giro denteado com o desempenho da taxa

de exploragéo do objeto antigo ndo-deslocado na tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal, em cada caso.
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Grafico 29: Dispersao dos dados relacionado o nimero de células BrdU/NeuN geradas no giro denteado com o desempenho da taxa

de exploragéo do objeto antigo na tarefa de ordem temporal para localizagdes espaciais, em cada caso.

6. Discussao

As tarefas comportamentais utilizadas envolveram aspectos da memoria tipo-
episodica, ao expor os animais a reconhecimentos de novidades espa¢co-temporais, além
de serem dependentes de hipocampo, permitindo avaliacbes farmacoldgicas e
histolégicas conforme propostas.

A acdo aguda da cafeina pode afetar, de maneira positiva, a fungdo cognitiva, ao
reforcar o aprendizado e a memoria. Seus efeitos benéficos, provavelmente sao
relatados, em parte, devido ao aumento da vigilancia e da estimulacao (Fisher & Guillet,
1997). Em nosso estudo, o tratamento agudo ndo demonstrou diferenca entre 0s grupos
quanto a distancia total percorrida na habituacdo (Gréafico 1.A), o que era esperado, ja
gue os grupos receberam o tratamento somente no dia seguinte, nos dias de treinos das

tarefas. Houve efeito de reducgdo da distancia percorrida ao longo do tempo, indicando
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habituagdo ao campo aberto (Gréficos 1.B, 6.B, 10.B); bem como maior exploracdo da
zona externa em comparagdo a interna, em todos os grupos, em todas as sessdes de
habituacdo das tarefas e condi¢cdes, o que é um comportamento natural de preferéncia
dos animais (Gréficos 1.C, 6.C, 10.C; Walsh & Cummins, 1976).

No dia seguinte & sessdo de habituacdo, os animais foram submetidos aos treinos
da tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal ou de uma das duas
condicdes da tarefa de ordem temporal para localizagbes espaciais. Todos 0s animais
receberam injecdes 30 minutos antes dos primeiros treinos, de acordo com a literatura
(Angelucci, et al., 1999; Halldner, et al. 2004; Silva & Frussa-Filho, 2000). No que se
refere & tarefa de reconhecimento de novidade espacial e temporal ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos, quanto a distancia percorrida no treino 1
(Gréfico 2.A), mas houve diferenca no treino 2 (Grafico 3.A), com 0s grupos cafeina
15mg/kg e 30mg/kg apresentando hiperlocomogdo. Quanto ao tempo ativo nas duas
sessOes de treino (Graficos 2 e 3.B), também ndo foi averiguada diferencas
estatisticamente significativa entre os grupos. Entretanto, a taxa de exploracdo dos
objetos revelou efeito desse parametro, sem efeito de tratamento ou interacdo, no treino
1 (Gréfico 2.C). Curiosamente, todos 0s grupos exploraram mais o objeto 4 que o0s
objetos 2 e 3, 0 que provavelmente se deveu a posicdo do objeto 4 na extremidade da
disposicdo dos objetos e ndo ao tratamento. Na sessdo de teste da tarefa de
reconhecimento de novidade espacial e temporal, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre 0os grupos para quaisquer comparagdes quanto a distancia, ao tempo
ativo (Grafico 4), ou ao padrdo de exploracdo (Gréafico 4 e 5), quer dizer, nenhum dos
grupos apresentou desempenho adequado, ndo sendo vistas diferencas entre o tempo ou
a taxa de exploracdo dos objetos antigos em detrimento dos recentes, ou do objeto
antigo deslocado em detrimento do ndo-deslocado. Entretanto pudemos destacar uma
tendéncia do grupo salina agudo a apresentar maior exploracdo do objeto antigo
deslocado em comparacdo ao ndo-deslocado, 0 que ndo é evidente nos grupos cafeina
15mg/kg e 30mg/kg, nos quais as taxas de exploracdo dos dois objetos foram
equivalentes (Grafico 5.C). Esse resultado sugeriu uma discriminacdo espacial pelo
grupo salina que ndo foi averiguada nos demais. A auséncia de significancia pode ser
devido ao baixo nimero amostral por grupo (N=5).

No trabalho de Barbosa, et al. (2010) foram vistas diferencas significativas na
taxa de exploracdo de objetos antigos em comparagdo aos recentes e antigo nao-
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deslocado em comparagéo aos recentes, considerando o tempo total de teste. Por outro
lado, a maior exploracdo do antigo deslocado em relagcdo ao ndo-deslocado sé foi vista
no primeiro minuto da tarefa, tanto para o grupo ndo submetido a qualquer injecao,
como para 0 grupo salina que recebeu uma injecdo i.p. pds-treinos. Esses resultados
prévios diferem dos nossos resultados, os quais ndo indicaram preferéncia temporal ou
espacial estatisticamente significativa pelo grupo salina, apenas uma tendéncia em
relacdo a discriminacgdo espacial. Para os grupos tratados com cafeina, as comparagdes
entre taxas de exploracdo de antigos X recentes, média dos recentes X antigo néo-
deslocado e antigo deslocado X ndo-deslocado foram equivalentes, indicando uma
exploracdo ao acaso, 0 que se traduz num prejuizo de desempenho na discriminagdo dos
objetos. Esse resultado é comparavel aquele obtido para o grupo que recebeu uma
injecdo de escopolamina (antagonista colinérgico) pos-treinos, nos quais a consolidacéo
foi prejudicada (Barbosa, et al., 2010).

Kart-Teke, et al. (2006) investigaram o efeito do estresse agudo de uma injecéo
de salina antes da primeira sesséo de treino, assim como fizemos em nosso tratamento
agudo. Kart-Teke, et al. verificaram gque os animais submetidos a tal tratamento tiveram
prejuizo na execucao do teste, ndo discriminando temporalmente, nem espacialmente os
objetos. Tem sido relatado que o estresse de uma simples injecdo de salina (Nagel &
Huston, 1988) ou outras manipulacdes estressantes, como a contengdo, podem
prejudicar a memoria (Baker & Kim, 2002). O mesmo trabalho avaliou se o efeito de
uma droga promnéstica (D-cicloserina - DCS) poderia reverter ou melhorar o deficit
promovido pelo estresse da injecdo. O DCS é um agonista parcial do sitio de glicina de
receptores NMDA, facilitando a frequéncia de abertura do canal (Johnson & Ascher,
1987), tendo efeitos promnésticos em ratos e camundongos (Hughes, 2004; Land &
Riccio, 1999; Lelong, et al. 2001; Matsuoka & Aigner, 1996; Pussinen & Sirvio, 1999;
Quartermain, et al. 1994) e revertendo déficits de memdria (Ohno & Watanabe, 1996;
Pitkanen, et al. 1995; Zajaczkowski & Danysz, 1997). Seus efeitos sdo dependentes dos
niveis de ansiedade suscitado nos animais (Ho, et al., 2005). Como os receptores
NMDA estdo envolvidos no reconhecimento de objeto-lugar e na memoria para ordem
temporal, DCS poderia reforcar a meméria alterando o padréo obtido com os animais
estressados pela injecdo. E possivel que em a resposta ao estimulo estressor (injec&o)
houvesse ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) induzindo a liberacdo de

horménios do estresse (Roozendaal, 2002) e, permitindo associar elevada ansiedade
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com prejuizo de memoria (Smith, et al., 1997; Silva & Frussa-Filho, 2000). Os
resultados de Kart-Teke para o tratamento agudo com DCS indicaram maior exploracao
do objeto antigo ndo-deslocado em comparacgéo aos recentes e ndo houve diferenga de
exploragédo entre antigo deslocado e ndo-deslocado. Portanto, houve melhora do aspecto
temporal da memdria episédica, mas ndao o espacial comparado ao grupo salina tratado
agudamente. Nossos resultados ndo verificaram melhor exploracdo dos grupos cafeina
tratados agudamente em comparacdo ao grupo salina agudo, indicando que embora a
cafeina possa ter alterado os niveis de ansiedade, como proposto para a acao
promnéstica de DCS (Ho, et al., 2005), ndo houve reversdo do estresse agudo da
injecdo. Ao contrario, nosso grupo salina agudo pareceu discriminar levemente o objeto
antigo deslocado em relacdo ao nédo-deslocado, sugerindo discriminag@o espacial que
ndo foi vista nos grupos cafeina; adicionando a esse fato, a auséncia de discriminagéo

temporal em quaisquer grupos tratados agudamente.

Na condicédo de alta interferéncia da tarefa de ordem temporal para localizagdes
espaciais, os resultados da habituacdo corroboraram os da tarefa acima (Gréafico 6).
Além disso, vimos que o grupo cafeina 15mg/kg apresentou maior locomogédo que o
grupo salina no primeiro treino e maior locomocao que o controle e o cafeina 30mg/kg
nos treinos seguintes (Grafico 7.A). Esses dados sugerem efeito hiperlocomotor da dose
baixa de cafeina, mas ndo da dose elevada, 0 que poderia ser explicado por uma
possivel alteracdo no nivel de ansiedade. A dose de 30mg/kg podia ter suscitado maior
ansiedade nos animais e reduzido seu comportamento exploratério (Silva & Frussa-
Filho, 2000). Ao mesmo tempo, todos 0s grupos apresentaram maior locomogdo no
treino 1 que nos demais (Grafico 7.A), bem como maior tempo ativo no treino 1 que no
treino 3 (Grafico 7.B), indicando habituacdo ao campo. Os dados da condigcdo anterior
para a habituacdo foram reproduzidos na condicdo de baixa interferéncia da tarefa
(Gréfico 10); ao mesmo tempo, o grupo cafeina 15mg/kg apresentou maior locomocao
que o grupo salina, nos treinos, corroborando o efeito hiperlocomotor dessa dose
também nessa condicdo (Gréafico 11.A). Quanto a avaliacdo dos tempos ativos nos
treinos ndo houve diferencas de exploracdo entre os grupos (Gréafico 11.B).

Na sessdo de teste da condicdo de alta interferéncia da tarefa de ordem temporal
para localizagBes espaciais houve diferenca quanto a distancia total percorrida, com o

grupo cafeina 15mg/kg apresentando maior locomocdo que o grupo controle, j& o
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cafeina 30mg/kg apresentou uma tendéncia a maior locomocao que o controle, apesar
de ndo significativo (Grafico 8.A). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos quanto aos tempos ativos (Gréfico 8.B). O grupo cafeina
15mg/kg apresentou maior taxa de exploracdo do objeto recente, mas néo do antigo
comparado ao grupo controle (Grafico 9.B), enquanto ndo houve diferenga entre os
tempos ativos para ambos 0s objetos entre grupos (Gréfico 9.A). Porém, houve
tendéncia do grupo salina apresentar maiores taxa e tempo de exploracdo do objeto
antigo que do recente, o que nao foi visto nos grupos tratados com cafeina, indicando
discriminacdo apenas pelo grupo controle (Gréfico 9.A e B). N&o houve diferenca entre
0s grupos tratados em relacdo aos controles quanto a taxa de discriminacdo entre 0s
objetos (Gréfico 9.C). O aumento da atividade locomotora pela cafeina (Nehlig, et al.,
1984, 1986), na dose de 15mg/kg, ndo se refletiu na maior exploragdo do objeto antigo,
apenas na do recente, sugerindo prejuizo na discriminacdo. A alteragdo nos niveis de
ansiedade pela cafeina também poderia explicar o déficit de discriminacdo em relacéo
ao controle (Smith, et al., 1997; Silva & Frussa-Filho, 2000), assim como na tarefa
anterior. Ja& com relacdo a condicdo de baixa interferéncia dessa tarefa ndo houve
qualquer diferencga entre quanto a distancia ou ao tempo ativo, bem como também néo
houve diferencas quanto ao padrdo de exploracdo entre grupos, na sessdo de teste
(Gréficos 12 e 13). No entanto, a avaliacdo da taxa de exploragdo dos objetos intra
grupos (Grafico 13.B) revelou uma tendéncia a maior exploracdo do objeto antigo em
relacdo ao recente pelos grupos salina e cafeina 30mg/kg, engquanto as taxas de
exploracdo de ambos o0s objetos pelo cafeina 15mg/kg foi similar. Tais resultados
acompanham aqueles exibidos pelo tempo de exploracdo desses objetos, porém a
tendéncia ndo é revelada, devido ao baixo nimero amostral e elevada variancia. Ao
contrario, poderiamos sugerir um déficit induzido pela administracdo aguda de cafeina
se levarmos em conta a tendéncia a discriminacéo exibida pelo grupo controle, quanto a
dose de 15mg/kg de cafeina. Ja quanto a dose de 30mg/kg, apesar de seu padrdo
semelhante ao grupo salina, esse resultado podia ser decorrente de alterac@es no nivel de

ansiedade, entretanto nosso aparato nao foi capaz de demonstra-las.

Véarios outros estudos mostraram também efeitos positivos da cafeina em
animais saudaveis. Angelucci, et al., (2002) verificaram que a administracdo aguda de

baixa dose de cafeina melhora a memoria de retencdo, mas ndo a de aquisicdo ou de
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trabalho, pelo menos na tarefa de labirinto aquatico de Morris, sugerindo efeito benéfico
na cafeina em situacbes espaciais/relacionais, ou seja, em memarias dependentes do
hipocampo. A administragdo aguda melhorou o desempenho em tarefas de esquiva
inibitéria em camundongos (Cestari & Castellano, 1996) e ratos (Angelucci, et al.,
1999); labirinto multi-cdmara em camundongos (Yonkov & Roussinov, 1983) e
esquiva ativa em ratos (Gevaerd, et al., 2001; Yonkov, 1984).

Rogers & Kesner (2004) concluiram que niveis adequados de acetilcolina sdo
necessarios para codificacdo de novos contextos espaciais, ou melhor, de tarefas
hipocampo-dependentes, ao passo que o0 decréscimo desse neurotransmissor &
necessario para recordacdo do aprendizado prévio. Tal estudo mostra que antagonistas
colinérgicos como a cafeina, ao ser administrada pre-treino, aumentaria os niveis de
acetilcolina antes da aquisicdo e melhoria a memdria, enquanto, sua administragdo na
fase de recordacgdo tenderia a elevar os niveis colinérgicos prejudicando a memoria.
Seus achados contrariam estudos anteriores (Angelucci, et al., 2002; Yonkov, 1985;
Cestari & Castellano, 1996; Yonkov & Roussinov, 1983; Furusawa, 1991; lzquierdo,
1979; Sansone, et al;,1994; Smith, et al., 1994; Terry & Phifer,1986; Loke, 1988;
Erikson, et al., 1985). Nosso estudo mostrou que ambas as doses utilizadas ndo foram
efetivas na execucdo das tarefas tipo-episddicas ndo sendo observada melhora cognitiva
promovida pela cafeina administrada agudamente, antes dos treinos.

Avaliando os parametros da tarefa de reconhecimento de novidade espacial e
temporal (Barbosa, et al., 2010) aplicados ao tratamento cronico pode-se verificar que
houve habituacdo dos animais expostos ao campo aberto circular, uma vez que houve
reducdo significativa da distancia total percorrida ao longo do tempo de sessdo de 10
minutos (Grafico 14.B). Ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos quanto a
distancia total percorrida durante a habituacdo (Gréafico 14.A), indicando que a cafeina
administrada cronicamente ndo promoveu efeito sobre a atividade motora (Nehlig, et al.,
1992; Nikodijevic, et al., 1993; Kaplan et al., 1993). Concomitantemente, todos os
grupos apresentaram maior tempo de exploracdo da zona externa em relacdo a interna
(Gréfico 14.C), sugerindo que o comportamento natural dos animais de exploracao
proxima as paredes do campo (Walsh & Cummins, 1976) ndo foi alterado pela cafeina.
Seria possivel esperar que houvesse diferenca entre os grupos cafeina comparados ao

controle; devido a sua ja descrita acdo ansiogénica (Bourin, et al., 1998; Griffiths, et al.,
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1986), os grupos cafeina poderiam explorar mais a zona externa que o controle. Por
outro lado, como o tratamento foi cronico, o efeito ansiogénico podia ter sido tolerado
(Arendash, et al., 2006; Bhattacharya, et al., 1997; Corradetti, et al., 1986; Chou, et
al.,1985). A administragdo cronica de cafeina produz uma regulag&o positiva no numero
de receptores de adenosina e decréscimo na poténcia da cafeina, descrevendo um
mecanismo de tolerancia (Hawkins, et al. 1988; Johansson, et al. 1993). Entretanto,
outra possibilidade seria a sugestdo de que o aparato ndo foi capaz de exibir a alteracdo
nos niveis de ansiedade. Uma vez que tais niveis parecem ter sido alterados devido a
diferenca nos desempenho entre os grupos. Alteracfes nos niveis de ansiedade podem
ser verificadas em aparatos como o labirinto em cruz, pela esquiva dos bragos abertos
(Lister, 1987). Apesar de nosso trabalho ndo ter demonstrado elevagdo da ansiedade
pela cafeina, o campo aberto tem sido utilizado com a finalidade de avaliar ansiedade
(ver revisdo de Prut & Belzung, 2003).

Os parametros de tempo de exploracdo dos objetos (Graficos 15.B e 16.B) e
distancia total percorrida (Graficos 15.A e 16.A), durante as sessdes de treinos, nao
revelaram diferencas significantivas entre os grupos, indicando que nd@o houve
preferéncia por nenhum dos objetos conforme esperado. Como ndo houve diferenca
entre 0s grupos para a distancia total percorrida nos treinos, assim como na habituacéo,
ndo houve efeito hiperlocomotor da cafeina administrada cronicamente. O uso
prolongado de cafeina pode causar decréscimo na atividade locomotora (Nehlig, et al.,
1992; Nikodijevic, et al., 1993; Kaplan et al., 1993), enquanto o tratamento agudo eleva
esse comportamento (Nehlig, et al., 1984, 1986), conforme verificamos no nosso
trabalho. Ja para a taxa de exploracdo dos objetos houve diferenca significativa entre a
taxa de exploracdo do objeto 4 em relacédo as taxas dos objetos 2 e 3, apenas no treino 1
(Gréfico 15.C), o que poderia ser explicado pela posicdo do objeto 4 na extremidade da
disposicdo dos objetos. Ao mesmo tempo, como nao houve diferenca entre 0s grupos,
ou seja, todos 0s grupos exploraram mais 0 objeto 4, entdo tal preferéncia se deu ao
acaso e ndo devido ao tratamento ou a alguma variavel dependente; assim como foi
averiguado no tratamento agudo. Quanto ao treino 2, ndo houve diferenca entre as taxas
de exploracdo dos objetos (Grafico 16.C) e, portanto, nenhuma preferéncia foi revelada,
conforme esperado.

Na sessdo de teste, verificamos que ndo houve hiperlocomocgdo dos grupos
cafeina, pois ndo foi observada diferenca entre os grupos para a distancia percorrida
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(Gréfico 17.A). Houve maior exploracdo de todos os objetos (tempo ativo; Gréfico
17.B) pelo grupo cafeina 30mg/kg em relagdo aos demais. Entretanto esse dado ndo se
traduziu em discriminacao dos objetos, tal grupo explorou mais um dos objetos recentes
(recente 1) e o antigo deslocado, que foram dispostos proximos, na sessdo de teste
(Gréafico 17.C). Portanto, o aumento do tempo ativo pareceu ser explicado pela
proximidade dos objetos. Ao mesmo tempo, houve uma maior taxa de exploracdo dos
objetos antigos em comparacdo a taxa de exploracdo dos objetos recentes (Grafico
18.A), bem como maior taxa de exploragéo do objeto antigo ndo-deslocado em relagéo a
média dos recentes (Grafico 18.B), apenas para o grupo cafeina que foi tratado com
doses diarias de 15mg/kg, indicando que somente a baixa dose foi capaz de promover
discriminacéo dos objetos. Esse achado pode ser considerado como melhor desempenho
no aspecto temporal da memoria episddica. A maior exploracdo de objetos antigos em
relacdo a recentes € um comportamento esperado (Dix & Aggleton, 1999) que p6de ser
verificado apenas no grupo cafeina 15mg/kg. Uma possibilidade para a discriminagéo
ndo ter sido averiguada no grupo salina é o fato de que o estresse das injecdes pode ter
prejudicado o desempenho da tarefa (Kart-Teke, et al. 2006; 2007; Barbosa et al. 2010),
uma vez que a tarefa havia sido anteriormente padronizada sem tratamentos
farmacoldgicos (Dere, et al. 2005a, b; Kart-Teke, et al. 2006) ou com uma injecédo
aguda (Barbosa et al. 2010; Kart-Teke, et al. 2006). Segundo Dere, et al. (2005a) o
estresse, tanto agudo, quanto cronico pode desempenhar um papel prejudicial em tarefas
de memoria tipo-episodica. Ja o grupo que recebeu dose baixa de cafeina teve seu
desempenho melhorado, podendo a cafeina ter agido como refor¢ador cognitivo em
condicdes de estresse (ver revisdao de Fredholm, et al., 1999). Embora Smith, et al.
(1997) ndo atestem evidéncia para isso, 0 estudo de Temple, et al. (1997) mostrou que a
cafeina melhorou significativamente o desempenho em teste de vigilancia apos tarefas
estressantes, em humanos.

Ainda na sessdo de teste, ndo houve diferenca significativa entre as taxas de
exploracdo do objeto antigo deslocado e do ndo-deslocado (Gréafico 18.C), dentre
nenhum dos grupos, indicando que ndo houve melhora do aspecto espacial da memoria
episodica, fosse considerando o tempo total da sessdo, ou a cada minuto, a qual poderia
revelar um decréscimo da exploracédo ao longo do tempo (habituacgdo), como foi visto no
trabalho de Barbosa, et al. (2010), com maior taxa de exploragdo do objeto antigo
deslocado em relagéo ao ndo-deslocado apenas no primeiro minuto do teste. No nosso
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trabalho, houve apenas uma tendéncia dos grupos apresentarem uma maior exploragao
do antigo deslocado em relacdo ao ndo-deslocado, visto principalmente no grupo salina,
cuja a auséncia de efeito significativo deve ser decorrente do pequeno numero amostral
e elevada variancia. A taxa de exploracdo de cada objeto recente serve para fazer um
controle da exploracdo geral dos objetos e um controle para comparacdo do aspecto
temporal da memdria; ndo devendo haver preferéncia por nenhum dos objetos recentes,
j& que ambos sdo iguais e foram apresentados ao mesmo tempo. No nosso estudo, como
esperado, ndo foi encontrada diferenca estatistica significativa entre as taxas de
exploracdo dos objetos recentes entre si (Grafico 18.D), apesar de que o grupo cafeina
30mg/kg pareceu apresentar uma preferéncia por um dos recentes. Com relagdo ao
padrédo de exploracdo dos animais esperava-se que eles explorassem mais 0s objetos
antigos em comparacdo aos recentes, mais 0 antigo nao-deslocado em relacdo aos
recentes, bem como apresentassem maior exploracéo do antigo deslocado em relagéo ao
ndo-deslocado, conforme estudos anteriores (Dere, et al., 2005a, 2005b; Ennaceur &
Delacour, 1988; Ennaceur et al., 1997; Mitchell & Laiacona, 1998; Hannesson, et al.,
2004; Hotte, et al., 2005).

No presente estudo, observamos preferéncia temporal do objeto antigo néo-
deslocado em comparacao a recentes, pelo grupo cafeina 15mg/kg e, uma tendéncia do
grupo salina a preferéncia espacial, explorando mais o antigo deslocado que o néo-
deslocado. No caso do estudo de Kart-Teke, et al. (2006), os animais que exibiram
apenas preferéncia temporal ndo tinham passado por qualquer procedimento de injecédo
ou foram tratados com DCS (agonista NMDA), enquanto houve prejuizo no grupo
salina. No estudo de Kart-Teke, et al. tanto o farmaco quanto o veiculo foram
administrados intraperitonialmente, 30 minutos antes do primeiro treino. Assim, nosso
estudo e o de Kart-Teke, et al. mostraram que tanto a cafeina na dose de 15mg/kg,
administrada cronicamente, como DCS, administrado agudamente reverteram o efeito
de estresse da injecdo. Em ambos 0s estudos, 0s animais passaram por procedimentos de
manipulacdo, porém no estudo de Kart-Teke, et al., os animais passaram pelos
procedimentos experimentais durante a fase escura do ciclo de luz, o que pode ter
elevado a maior motivacdo para exploracéo.

Além disso, a administracdo cronica pré-teste de cafeina (15mg/kg, s.c.), em
ratos, melhorou a memoria de consolidacdo em campo aberto (Molinengo, et al., 1995).

Costa, et al. (2008b) encontrou que a administragdo sub-crénica de cafeina (10mg/kg,
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I.p.), durante quatro dias, melhorou o desempenho de camundongos em tarefa de
reconhecimento de objetos.

A tarefa tipo-episodica de ordem temporal para localizagGes espaciais aplicada
ao tratamento crénico mostrou resultados semelhantes a tarefa anterior para a
habituagdo. N&o houve efeito hiperlocomotor da cafeina (Nehlig, et al., 1992;
Nikodijevic, et al., 1993; Kaplan, et al., 1993), pois ndo houve diferengas entre os
grupos para o parametro de distancia total (Grafico 19.A). Houve habituacdo ao novo
campo aberto (quadrado), pois houve reducdo da exploracdo ao longo de uma sesséo de
10 minutos (Gréfico 19.B). A cafeina também ndo exibiu efeito sobre a ansiedade, em
qualquer dose, ja que todos os grupos apresentam maior tempo de exploracdo da zona
externa em relagdo a interna (Grafico 19.C).

Na condicdo de alta interferéncia dessa tarefa, ndo houve diferencas
significativas entre 0s grupos, nas sessdes de treinos. Quanto a distancia percorrida
(Gréfico 20.A) houve uma forte tendéncia do cafeina 30mg/kg apresentar maior
exploragdo do meio que o salina no terceiro treino. O terceiro treino mostrou também
tendéncia a apresentar maior tempo ativo que o primeiro (Grafico 20.B). A interpretacao
desses resultados sugeriu efeito de habituacdo com as re-exposi¢cées a0 campo a cada
sessdo de treino, mas com manutencdo elevada no terceiro treino, comparado ao
primeiro, devido a hiperlocomocdo do grupo cafeina 30mg/kg (Nehlig, et al., 1992;
Nikodijevic, et al., 1993; Kaplan et al., 1993). Ja para a condicdo de baixa interferéncia
ndo foi observada qualquer diferenca estatisticamente significativa para os parametros
de distancia percorrida (Grafico 23.A) e tempo ativo (Grafico 23.B), nas sessdes de
treinos, entre 0s grupos. Isso corrobora para o fato de ter havido habituacdo ao campo
com reducdo da exploracdo, decorrente de re-exposicdes. Em ambas as condi¢des, no
tratamento crénico, foram utilizados os mesmos animais, que também passaram pela
tarefa de reconhecimento de novidade temporal e espacial. Além disso, vale destacar
que cada animal passou pelas duas condi¢fes e que parte dos animais foi submetida a
condicdo de alta interferéncia, enquanto a outra parte foi sujeita a condicdo de baixa
interferéncia, no mesmo dia. No dia seguinte, foram sujeitos a condi¢do pela qual ainda
ndo tinham passado.

Avaliamos os parametros comportamentais do tempo de exploracdo dos objetos
no teste, apresentados nas posi¢cdes do primeiro e terceiro treinos, respectivamente, o
mais antigo e o mais recente temporalmente. Foi visto que entre os grupos, na condigéo
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de alta interferéncia (objetos mais proximos), houve maior distancia percorrida (Grafico
21.A) pelo grupo cafeina 30mg/kg, sem diferengas estatisticamente significativas para o
tempo ativo (Gréfico 21.B). Também ndo houve diferencas quanto a taxa de
discriminacéo entre os objetos. Apesar disso, houve maior exploracdo do objeto antigo
em comparacgdo ao recente pelo grupo cafeina 30mg/kg (Grafico 22.A e B). Esse padrédo
de exploracdo é o esperado, havendo preferéncia pelo objeto mais antigo temporalmente
em relagdo ao mais recente (Hunsaker & Kesner, 2008). Em outras palavras, a novidade
temporal seria representada pelo objeto apresentado mais distante no tempo. A tarefa
designa que a primeira localizacdo espacial é preferencialmente recordada em
comparacdo a ultima localizacdo apresentada, pois a recordacdo proveniente do cortex
que exibe traco de memoria mais forte é a da primeira localizacdo. O comportamento
animal reflete a re-exploracdo do objeto cuja localizacdo foi mais consolidada,
suscitando a preferéncia pela primazia, em vez da recéncia, em animais com hipocampo
intacto (Hunsaker, et al., 2008; Hunsaker & Kesner, 2008). Ao mesmo tempo, nenhum
dos demais grupos, em nosso experimento, apresentou esse padrdo de exploracdo dos
objetos no teste, sugerindo que a alta dose de cafeina péde melhorar o padrdo espaco-
temporal da memoria episodica. Além disso, como nem o grupo controle apresentou o
comportamento esperado é possivel, mais uma vez, que o estresse cronico das injecoes
tenha prejudicado a execucdo da tarefa. A cafeina agindo como refor¢o cognitivo
também ndo conseguiu estabelecer o padrdo comportamental esperado nessa condi¢éo
de alta dificuldade, na dose de 15mg/kg. Houve reforco cognitivo, revertendo o efeito
estressor (ver revisdo de Fredhoom, et al. 1999; Temple, et al., 1997), apenas na dose de
30mg/kg, portanto, em condi¢bes de maior dificuldade de desempenho cognitivo, altas
doses de cafeina podem ser efetivas em detrimento de doses mais baixas (Kenemans &
Lorist, 1995; Lieberman, et al., 1987; Lieberman, et al., 2002; Wesensten, et al., 2005).

Na condicdo de baixa interferéncia, ndo houve qualquer diferenca estatistica
significativa entre 0s grupos, quanto a distancia, tempo ativo ou exploracdo dos objetos
(Gréficos 24 e 25). Houve apenas uma tendéncia a maior tempo de exploracdo do objeto
recente pelo grupo cafeina 30mg/kg comparado ao salina. Os grupos cafeina
apresentaram exploracdo similar entre os objetos, ndo havendo discriminacao, enquanto
0 grupo salina tendeu a apresentar maior exploracdo do objeto na posi¢do antiga que na

recente, conforme esperado (Gréafico 25.A e B). O desempenho melhorado pela cafeina
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na dose de 30mg/kg, somente na condicdo de alta interferéncia, em detrimento da
condicdo de baixa interferéncia, sugere que elevada dose de cafeina parece ser mais
efetiva em condigdes de maior dificuldade.

A tarefa de ordem temporal para localiza¢des espaciais foi desenvolvida para o
estudo do processamento temporal de localizacGes espaciais e de lesGes hipocampais. O
estudo de Hunsaker & Kesner (2008) mostrou que animais com lesdes no giro denteado,
que é responsavel pelo processo de separacdo de padrdes® espaciais (Morris &
McNaughton, 1987; Rolls & Treves, 1998; Rolls & Kesner, 2006), apresentaram
dificuldade em realizar a tarefa com altos niveis de interferéncia espacial (objetos
préximos), mas a realizaram normalmente em baixos niveis de interferéncia (objetos
afastados). Gilbert et al. (2001) e Goodrich-Hunsaker et al. (2008) demonstraram que
animais com lesdes no giro denteado tem dificuldade de discriminar localizagGes
espaciais quando separadas por menos que 68 cm, reafirmando a acdo de separagéo de
padrdes’ dessa regido hipocampal. Assim, nosso estudo propde que a cafeina na dose
elevada tenha agido reforcando a memdria tipo-episodica, ao interferir no
processamento de separacdo de padrfes’, na condicdo de alta interferéncia. Ja que
somente esse grupo, nessa condicdo, conseguiu discriminar espacialmente objetos em
funcdo do tempo em que foram apresentados. Assim, suple-se que 0 tratamento
prolongado com dose elevada de cafeina influenciou positivamente a acdo do giro
denteado.

A reducdo da exploracdo central em relacdo a locomocéo total ou aumento da
laténcia para entrar no centro, sdo indicativos de ansiedade; esses parametros podem
ainda ser alterados por farmacos (ver revisdo de Prut & Belzung, 2003). Nos presentes
experimentos, nao foi verificada alteracdo do comportamento dos animais em virtude do
tratamento com cafeina, apesar desse farmaco ser comprovadamente ansiogénico
(Bourin, et al, 1998; Griffiths, et al., 1986). Foi sugerido que elevados niveis de
ansiedade promovidos pela cafeina pudessem reduzir a atividade locomotora em
camundongos (Silva & Frussa-Filho, 2000). No estudo de Vila-Luna e colaboradores
(2012), observou-se padrdes similares de exploracdo do campo aberto, tanto de animais
que receberam tratamento oral e prolongado com baixa dose de cafeina (5mg/kg/dia,
durante 6 meses), como de animais controle jovens que consumiram apenas agua, nao

havendo desenvolvimento de ansiedade em espacos abertos. Ao mesmo tempo, 0s
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grupos cafeina ndo apresentaram diferencas quanto a distancia total percorrida nos
campos abertos, nas sessdes de habituacéo das tarefas aqui utilizadas, comparativamente
ao controle. Isso indica auséncia do efeito hiperlocomotor promovido pelo farmaco
(Nehlig, et al., 1992; Nikodijevic, et al., 1993; Kaplan et al., 1993). A atividade
locomotora em campo aberto reflete a exploracdo da novidade do meio, que decresce
com o tempo de exposicdo a ele (Dunne, et al., 2007), seguindo para a locomoc¢ao basal
em animais habituados (Zhang, et al., 2011). A reducéo da distancia percorrida ao longo
do tempo na exposicado aos campos abertos, durante as sessdes de habituacdo, indica que
assim como nas tarefas originais, apenas uma sessao de habituacdo é necesséria para
execuc¢do dos nossos experimentos (Barbosa, et al. 2010; Hunsaker & Kesner, 2008). A
cafeina exerce aumento da atividade locomotora em campo aberto (Kuribara, et al.,
1992; Nehlig, et al, 1992), mostrando efeito estimulatorio, em doses baixas e
moderadas (Svenningsson, et al., 1995a, b) e, depressor, em doses elevadas (Stoner, et
al., 1988; El Yacoubi, et al. 2000, Mumford & Holtzman, 1991). O efeito estimulante é
mediado pelo bloqueio de receptores A2a enquanto o efeito depressor é causado pelo
blogueio de Al (El Yacoubi, et al. 2000).

A cafeina exerce seu efeito de forma dose-dependente. Muitos trabalhos
mostram efeitos benéficos sobre a memdria e o aprendizado com o uso de doses baixas
entre 0,25 e 5mg/kg (Roussinov & Yonkov, 1976; Bernstein, et al., 1994; Cestari &
Castellano, 1996), em contraposicao a efeito amnestico promovido por doses moderadas
ou altas, entre 15 e 80mg/kg (Izquierdo, et al., 1979; Molinengo, et al., 1995; Fisher &
Guillet, 1997), as quais também se atribui efeito ansiogénico em camundongos
submetidos a tarefa de labirinto em cruz elevado. Como elevadas doses de cafeina
podem prejudicar a memoria, provavelmente, essa ocorréncia esta relacionada a efeito
ansiogénico (Lister, 1987; Baldwin, et al., 1989; Jain, et al., 1995; Bhattacharya, et al.,
1997). O hipocampo, por sua vez, é importante para processos de aprendizado e
memoria e tem também participacdo na ansiedade (Gray, 1982; Kim & Fanselow, 1992;
Phillips & LeDoux, 1992; LeDoux, 1995; Barkus et al., 2010; Oler et al., 2010;
Sapolski et al., 1990; Xiang et al., 2011). Assim, a cafeina por antagonizar receptores
Al e A2a, presentes no hipocampo (ver revisdo de Fredholm, et al., 1999), pode
modular os processos de aprendizagem e memoria (Scoville & Milner, 1957). Além
disso, trabalhos (Smith, et al., 1997; Silva & Frussa-Filho, 2000; Silva, 2001; Gold,
1995) propdem a relagdo entre memoria e ansiedade afirmando que baixos a moderados
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niveis de ansiedade podem facilitar o aprendizado, enquanto altos niveis sdo capazes de
prejudica-lo.

Foi demonstrado que hormonios do estresse e ansiedade, por exemplo,
corticotrofinas, glicocorticoides, vasopressina, epinefrina e norepinefrina estdo
envolvidos na regulacdo da formacdo de memorias (lzquierdo & Medina, 1997;
Korneyev, 1997). Baixos a moderados niveis desses horm6nios tém sido implicados na
facilitacdo de memorias, enquanto ha prejuizo com elevados niveis (lzquierdo, 1989;
McGaugh, et al., 1995). Outra possibilidade é que o aparato ndo conseguiu exibir 0s
niveis de ansiedade nos animais tratados com cafeina, ja que a literatura mostra que as
doses usadas sdo ansiogénicas (Izquierdo, et al., 1979; Molinengo, et al., 1995; Fisher &
Guillet, 1997).

O estresse repetido assim como dose de cafeina de 30mg/kg podem induzir a um
aumento da atividade do sistema dopaminérgico (Meyer & Caston, 2005). A cafeina age
ao antagonizar receptores A2a desinibindo o sistema dopaminérgico, ao retirar a
inibicdo do sistema gabaérgico sobre ele (Khisti, et al. 2000). Ja os eventos estressores
podem agir além da ativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (Berridge & Dunn,
1989; Deroche, et al., 1995; Galina & Amit, 1985; Koch, et al., 1981; Radulovic, et al.,
1999), ativando também o sistema dopaminérgico (Corda, et al., 1997; Doherty &
Gratton, 1996; Imperato, et al., 1991; Inoue, et al., 1994). Meyer & Caston (2005)
propdem, entdo, que o mecanismo responsavel por efeitos comportamentais do estresse
e de dose de cafeina de 30mg/kg sejam similares.

Sabe-se que efeitos psicoestimulantes da cafeina sdo conseguidos com baixas
doses, enquanto efeitos depressores se dao em altas doses (Fredholm, et al. 1999;
Roussinov & Yonkov, 1976; Bernstein, et al., 1994; Cestari & Castellano, 1996;
Izquierdo, et al., 1979; Molinengo, et al., 1995; Fisher & Guillet, 1997). Tais efeitos
comportamentais sdo demonstrados na locomocdo, exploracdo ou reatividade
(Fredholm, et al. 1999; Daly & Fredholm, 1998; Nehlig, et al. 1992; Nikodijevic, et al.,
1993; Kaplan et al., 1993; Meyer & Caston, 2004). Doses baixas a moderadas suscitam
alerta e vigilancia, enquanto elevadas doses exacerbam ansiedade (Lister, 1987;
Baldwin, et al., 1989; Jain, et al., 1995; Bhattacharya, et al.,1997). Em contrapartida, a
cafeina melhora uma variedade de tarefas psicomotoras, por exemplo, aquelas que
medem o tempo de reacdo e a acurdcia de execucdo, mostram-se mais eficientes com

doses mais elevadas de cafeina (Kenemans & Lorist, 1995; Lieberman, et al., 1987;
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Lieberman et al., 2002; Wesensten et al., 2005); melhorando o alerta e a funcéo
executiva (Posner, 1990).

Uma série de dados sugere que baixas doses de cafeina possam atenuar a reposta
do eixo HPA a estimulos estressores, caracterizando sua acao bifasica (Svenningsson, et
al., 1995; Garrett & Holtzman, 1995). Doses baixas atenuam a elevacao da liberagéo de
serotonina e dopamina no hipocampo induzida por contencdo (Yamato, et al., 2002),
enquanto apenas o consumo de cafeina sem estimulo estressor eleva esses
neurotransmissores no hipocampo (Carter, et al., 1995). Sugere-se também a existéncia
de um mecanismo diferencial de acdo antagbnica sobre receptores Al e A2a (El
Yacoubi, et al., 2000; Uhde, et al., 1984a; Loke, et al., 1985; File, et al., 1988; Baldwin
& File, 1989; McCloskey, et al., 1990; Nickell & Uhde, 1994; Jain, et al., 1995;
Fredholm, et al., 1999). Tais ac¢Oes centrais poderiam ser esperadas para regulacdo do
nucleo paraventricular do hipotalamo. Patz, et al. (2006) demonstra que baixas doses de
cafeina ndo atenuam o pico de resposta do eixo HPA a estimulo estressor sonoro. A
ativacdo do eixo HPA mostra-se dependente diretamente do estimulo estressor ou da
administracdo de cafeina, de forma dose-dependente, isto &, quanto maiores as
intensidades do estimulo ou a dose de cafeina, maiores os niveis hormonais de ACTH
(hormdnio adrenocorticotrofico). Entretanto, a cafeina ndo modula o eixo, 30 minutos
apos estimulo estressor (barulho de 80 ou 105 dB por 30 minutos), pois os valores
hormonais de ACTH néo diferem do grupo controle (Patz, et al. 2006).

Nicholson (1989) verificou que elevadas doses de cafeina (30mg/kg), mas nao
baixas doses (10mg/kg) induzem elevacdes na corticosterona plasmatica 2h apos
injecbes. Em outro estudo, foi visto que a cafeina administrada em camundongos
sujeitos ao paradigma de estresse imprevisivel prolongado (seis dias), o qual utiliza
varios estimulos como estressores (contencdo, mergulho em agua gelada, campo
aberto), ndo foi capaz de reverter o efeito do estresse, além de ndo mostrar relacdo dose-
dependente (Meyer & Caston, 2004). Noschang, et al. (2009) verificaram que a cafeina
ndo foi capaz de reverter o estresse crénico por contencdo de 40 dias em ratos.

Deve-se destacar ainda no efeito do estresse, que a regulacdo do eixo HPA esta
sujeita a variaveis que podem ocasionar resultados comportamentais bastante distintos,
entre elas: a espécie animal, a natureza, duracdo e frequéncia do estimulo estressor e a
possibilidade de fuga do agente estressor (Benedek & Szikszay, 1985; Calcagnetti &
Holtzman, 1990; Britton, et al., 1992; Hauger et al., 1988; Keller-Wood & Dallman,
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1984; Rivier & Vale, 1987; Kovacs & Sawchenko, 1996; Patz, et al. 2006). Isso indica
gue em NnOss0S experimentos, o estresse da injecdo pode ter sido regulado pela agdo da
cafeina, ja que ndo se observou o mesmo comportamento no grupo controle, quanto ao
aspecto temporal da memoria tipo-episodica.

A via colinérgica tem um papel crucial no controle da excitacdo, motivacdo e
atengdo cognitiva, ramifica-se extensivamente no hipocampo, amigdala, septo, cortex
frontal e outras regides limbicas, onde reciprocamente interage com vias
monoaminérgicas, gabaérgicas e glutamatérgicas e modula o eixo hipotalamo-
corticotropico (Wonnacott, 1997; Bugajski, et al., 1998; Picciotto, 1999; Paterson &
Nordberg, 2000; Li, et al. 2001b; Araki, et al. 2002; Hajszan & Zabroszky, 2002; Seth,
et al. 2002; Gobert, et al. 2003). A atividade das vias colinérgicas frontocorticais,
hipocampais e septal lateral é reforcada em resposta a estimulos estressores e
ansiogénicos. A superativacdo de entradas colinérgicas para o cortex frontal pode
contribuir para estados ansiosos enquanto mecanismos colinérgicos septais participam
da resposta ao estresse (Miczek & Lau, 1975; Gilad, 1987; Acquas, et al., 1996;
Berntson et al., 1998; Ceccarelli et al., 1999; Hart et al., 1999; Sarter & Bruno, 1999;
Giovannini et al., 2001; Ichikawa et al., 2002; Kubo et al., 2003). Sob condi¢des de
estresse, o papel ansiogénico da acetilcolina pode envolver a geracdo de uma isoforma
de acetilcolinesterase, aumentado sua concentragdo na amigdala, hipocampo e cortex,
sendo implicada na inducdo de estados ansiosos (Weeber, et al., 2000; Birikh, et al.,
2003). Os mecanismos muscarinicos para contencdo de ansiedade via acbGes no
hipocampo, possivelmente, refletem a modulacdo da transmissdo gabaérgica (Rodgers
& Cole, 1995; File, et al. 1998, 2000; Smyth, et al. 1998; Wu, et al. 2000).

Sitios Al sdo ricos no hipocampo, septo e cértex (Rivkees, et al., 1995;
Swanson, et al. 1995; Dixon et al., 1996; Ralevic & Burnstock, 1998; Ochiishi, et al.
1999). Eles medeiam a influéncia inibitéria da adenosina sob as vias glutamatérgicas,
dopaminérgicas e serotoninérgicas corticolimbicas (Impagnatiello, et al., 2000;
Johansson, et al., 2001; Nikbakht & Stone, 2001; Okada, et al., 2001; Abrams, et al.,
2002; Masino, et al., 2002; Solinas, et al.,, 2002). Estudos empregando modelos
baseados no comportamento exploratério indicam que a estimulacdo seletiva e o
antagonismo de receptores Al sdo associados, respectivamente, com acdes ansioliticas e
ansiogénicas (Baldwin & File, 1989; Jain, et al., 1995; Florio, et al., 1998). Receptores
A2a estdo concentrados no ganglio basal e nicleo acimbens, mas também sdo

81



detectados no I6cus ceruleos, ndcleo dorsal da rafe, hipocampo, cértex e amigdala (Olah
& Stiles, 1995; Dixon, et al., 1996; Rosin, et al., 1998; Impagnatiello, et al., 2000;
Fredholm, et al., 2001; Phillis, 2001; DeMet & Chicz-DeMet, 2002). Além disso,
parecem ter localizacdo compartilhada com sitios A1 em neurdnios glutamatérgicos,
serotoninérgicos e gabaérgicos (Impagnatiello, et al., 2000; Nikbakht & Stone, 2001).
Hé& evidéncias que receptores A2 exercem influéncia facilitatoria sobre a liberacdo de
GABA no septo e hipocampo, a0 mesmo tempo, sdo excitatorios para neurdnios
serotoninérgicos e glutamatérgicos no hipocampo (Popoli et al., 1995; Impagnatiello et
al., 2000; Okada et al., 2001). Portanto, ndo se tem nenhuma conclusdo sobre seu efeito
na ansiedade (Baldwin & File, 1989; Griebel, et al., 1991; Jain, et al., 1995; Ledent, et
al., 1997).

Apesar de receptores A2a serem mais prevalentes no estriado, sua relativa
escassez no hipocampo ndo implica em um papel minoritario no processamento
cognitivo nessa regido. Rebola e colaboradores (2008) mostraram que a potenciagédo de
longo-prazo® de correntes sinapticas mediadas por NMDA entre fibras musgosas e
células piramidais CA3 depende de receptores de adenosina A2a pds-sinapticos. Acoes
psicoestimulantes da cafeina sdo atribuidas ao bloqueio de receptores Al e AZ2a,
entretanto, dados recentes mostram que o0s efeitos excitatorios bem como
neuroprotetores parecem ser devido ao bloqueio preferencial de receptores A2a
(Dall’Igna et al., 2003; Higgins, et al., 2007; Huang, et al., 2005; Silva, et al., 2007).
Nesse sentido, a prevencao de declinio cognitivo e melhora de desempenho promovidas
pela cafeina, em animais, é reproduzida por antagonistas A2a, mas ndo antagonistas Al
(Dall’Igna et al.,, 2007; Higgins, et al., 2007; Kopf, et al., 1999; Prediger, et al.,
2005a,b).

Tem sido sugerido que o consumo crénico de moderadas doses de cafeina nao
causa consistentes efeitos mnemdnicos em humanos ou animais saudaveis, mas
melhoram o desempenho em sujeitos idosos (Vila-Luna, et al.,, 2012) ou com
comprometimento da memaria (Dall'lgna, et al., 2007; Johnson-Kozlow, et al., 2002;
Prediger, et al., 2005; Ritchie, et al., 2007; Riedel, et al. 1995; Riedel & Jolles, 1996).
A cafeina € capaz de prevenir o déficit ocasionado pelas lesbes P-amildides,
corroborando para a proposta de neuroprotecdo do Mal de Alzheimer (de Maia & de
Mendonca, 2002). Em nosso estudo, vimos que a cafeina na dose de 30mg/kg foi capaz
de exercer efeito mnemdnico positivo, na tarefa de ordem temporal, em condicdo de
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maior dificuldade de execucéo. Isso sugere a cafeina pdde agir em condicdo de reducgéo
do desempenho, nesse caso, provavelmente provocada pelo estresse de injecdo, ja que o
grupo controle ndo discriminou os objetos.

Outros mecanismos tém sido propostos para acdo neuroprotetora: a cafeina
agiria alterando a morfologia sinaptica, ao aumentar o nimero e o tamanho de espiculas
dendriticas como verificado em culturas de neur6nios hipocampais (Korkotian & Segal,
1999), ou ainda, levaria ao crescimento da atividade de enzimas antioxidantes, com
consequente reforgo cognitivo (Noschang, et al., 2009; Abreu, et al.,, 2011). Em
condi¢Bes de declinio cognitivo decorrente da idade houve melhora cognitiva de curto-
prazo, em tarefa de reconhecimento de objetos, com o tratamento prolongado de cafeina
desde a idade adulta até a senil. Animais idosos tratados com cafeina chegaram a
apresentar padrdes comportamentais similares aos controles adultos, enquanto animais
idosos ndo tratados apresentaram déficit cognitivo (Costa, et al. 2008a). Tal estudo
considera que ndo se pode excluir de seus resultados o efeito agudo da cafeina. Outro
estudo envolvendo o tratamento de animais jovens e saudaveis com cafeina por 6
meses, submetidos a tarefas em labirinto em cruz, campo aberto e labirinto em Y,
comparados a animais de mesma idade sem tratamento, tiveram melhor desempenho e
aumento no numero e comprimento de dendritos basais da regido CAL, mesmo com 0S
testes sendo realizados apds descontinuagcdo do tratamento (14-28 dias apds), o que
indica plasticidade. Ja nas regides CA3 e giro denteado ndo foram encontradas
diferencas entre os grupos (Vila-Luna, et al., 2012).

E possivel que mecanismos troficos subsidiem a alteracdo da morfologia
dendritica em animais tratados com cafeina. A liberacdo de fatores troficos no
hipocampo € diretamente proporcional a taxa de disparo neuronal, com a maxima
liberacdo ocorrendo em frequéncias que induzem potenciagdo de longo-prazo®
(Balkowiec & Katz, 2002). Baixas concentracdes de cafeina induzem o disparo no
hipocampo (Pietersen, et al., 2009) e facilitam a LTP (Costenla, et al., 2010; Simons, et
al., no prelo).

O estudo de Costa, et al. (2008a) propde que a dose e 0 esquema prolongado de
administracdo ndo alteraram 0s niveis de ansiedade, pois 0s animais ndo evitaram a
exploracdo dos objetos. Enfatizando que a cafeina em altas doses ou outros esquemas de
administracdo podem suscitar a ansiedade (El Yacoubi, et al., 2000; Jain, et al., 2005) e
causar prejuizos cognitivos em tarefas de aprendizado e memdria (Silva e Frussa-Filho,
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2000). Também em tarefa de reconhecimento de objetos, pré-tratamento com cafeina
preveniu o prejuizo da memoria de curto e longo-prazos pela escopolamina,
corroborando propriedades de reforco cognitivo do sistema colinérgico pela cafeina
(Botton, et al. 2010). Estudo anterior realizado em nosso laboratério também evidenciou
a prevencdo parcial da cafeina em condicdo de déficit colinérgico promovido pela
escopolamina, em tarefa aversiva, comparativamente ao grupo tratado apenas com
cafeina (dados ndo-publicados).

Os resultados obtidos com o tratamento agudo de cafeina diferem daqueles
vistos no tratamento crénico, indicando que a discriminacdo de objetos ocorreu somente
nesse ultimo. Isso sugere que o efeito positivo deveu-se ndo a acdo aguda da droga, mas
sim a um mecanismo de plasticidade decorrente de um tratamento prolongado.
Entretanto, a sobrevivéncia de novos neurdnios nascidos sob influéncia desse
tratamento e de tarefas hipocampo-dependentes ndo explica o efeito comportamental,
haja vista que ndo houve diferenca entre os grupos no nimero de células BrdU/NeuN
(Figuras 5 e 6; grafico 26; tabela 1). Outros mecanismos de neuroplasticidade devem
explicar o efeito comportamental.

De acordo com Kart-Teke, et al. (2006), € possivel que a memdria episddica em
humanos e tipo-episddica em animais seja influenciada pela plasticidade de receptores
NMDA nos cortices perirrinal, pré-frontal e no hipocampo. Outros trabalhos ap6iam a
relacdo de receptores NMDA e memoria tipo-episodica (De Lima et al., 2005; Mandillo
et al., 2003; Long & Kesner, 1995). O antagonismo de receptores Al induz o reforco
potente de respostas de fibras musgosas in vitro (Moore et al., 2003) e in vivo
(Klausnitzer & Manahan Vaughan, 2008; Hagena & Manahan Vaughan, 2010), por
meio da reducdo de inibicdo ténica promovida pela adenosina presente. Esse efeito é
proeminente em fibras musgosas e contribui parcialmente para propriedades
eletrofisioldgicas de transmissdo sinaptica, tais como, a facilitacdo de alta freqiiéncia e
pulso-pareada (Nicoll e Schmitz, 2005). Cafeina induz, ainda, oscilacBes de disparos
espontaneos no hipocampo (Pietersen, et al., 2009), além de ter sido averiguado que 0
tratamento cronico promove mudancas morfoldgicas em neurbnios piramidais de
vertebrados (Burgess & Monachello, 1983; Juarez-Méndez et al., 2006).

Wentz & Magavi (2009) avaliaram que o tratamento por sete dias com doses
moderadas a altas de cafeina (20-30mg/kg/dia) reduziram a proliferacdo neuronal
hipocampal (giro denteado) em camundongos adultos, enquanto doses suprafisioldgicas
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(60mg/kg/dia) aumentaram a proliferacdo. No entanto, a sobrevivéncia desses neurdnios
desenvolvidos em resposta a doses suprafisiolégicas, quando comparados aos controles,
ndo foi sustentada depois de quatro ou oito semanas. Também ndo houve diferenciacdo
sinaptica, traduzida como aumento ou alteracdo do comprimento de dendritos, em
decorréncia do tratamento. A administragdo aguda de doses moderadas a
suprafisioldgicas ou, crénica de baixas doses ndao exerceriam efeito sobre a proliferacéo;
doses moderadas podem até reduzi-la. Entretanto, no estudo de Wentz & Magavi (2009)
ndo foram realizados experimentos que avaliassem o efeito comportamental da cafeina
sobre o aprendizado e memdria. Como os neurénios ndo foram utilizados em tarefas
comportamentais (Clelland, et al. 2009), é possivel que tenham sido retirados da rede
(Alme, et al., 2010; Deng, et al., 2010; Aimone, et al., 2010).

Considerando o efeito positivo da cafeina nos processos de aprendizado e
memoria em varios estudos (Angelucci, et al., 1999; Cestari & Castellano, 1996;
Yonkov & Roussinov, 1983; Gevaerd, et al., 2001; Yonkov, 1984; Molinengo, et al.,
1995; Costa, et al. 2008b; Angelucci, et al. 2002) e a importancia da neurogénese para
aprendizado de tarefas hipocampo-dependentes (Shors, et al., 2001; Kempermann, et al.,
1997; Imayoshi, et al. 2008; Clelland, et al. 2009; Snyder, et al. 2009a,b,c; Ramirez-
Amaya, et al. 2006), a cafeina poderia agir como reforcador cognitivo e influenciar o
processo de neurogénese e sobrevivéncia neuronal decorrente de aprendizado, por meio
do antagonismo de receptores adenosinérgicos (ver revisdo de Zimmermann, 2006). O
receptor do tipo adenosina pode estar envolvido no mecanismo pelo qual a cafeina afeta
a neurogénese, ja que é regulado pelo farmaco (Cauli & Morelli, 2005), a0 mesmo
tempo, a ativacdo do receptor de adenosina A2a ¢é antagbnica ao receptor de dopamina
D2, que tem sido visto exercendo papel de reforco na neurogénese (Ohtani, et al., 2003).
Entretanto nosso estudo também ndo mostrou diferencas entre grupos tratados e nao
tratados com cafeina, quanto a sobrevivéncia neuronal, visto que o0 nimero de novos
neurdnios gerados (células BrdU e NeuN positivas; figuras 5 e 6; grafico 26) ndo diferiu
significativamente entre os grupos.

Outro estudo avaliando a proliferacdo e a sobrevivéncia de novos neurénios no
giro denteado mostrou que um tratamento com baixa dose (3g/l) de cafeina reduz ambos
0S processos, comparado a grupo controle. Nesse estudo verificou-se também a

influéncia do aprendizado de tarefa espacial hipocampo-dependente, sendo que 0 grupo
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cafeina apresentou piora no desempenho e prejuizo de memaria de longo-prazo (Han, et
al. 2007).

O estudo de Kochman e colaboradores (2009) apoia os achados de reducdo na
proliferacdo decorrente do tratamento com cafeina (20mg/kg), nesse caso, a reducéo se
deu na regido do hilo, mas ndo na zona subgranular e a cafeina foi administrada trés
vezes, a cada quatro horas, durante a fase clara (sono). N&o foi encontrada reducéo na
proliferacdo, em nenhuma das regides, quando o experimento foi realizado na fase
escura (ativa), indicando que os resultados de reducdo na neurogénese, devido ao
consumo de cafeina, ocorreram por seu efeito estimulante com consequente supressao
do sono.

No nosso estudo, 0s resultados referentes a neurogénese ndo mostraram
modificagOes decorrentes do tratamento cronico com cafeina. Assim, apesar de nossa
hipdtese inicial de que a cafeina poderia promover excitagdo nos neurdnios recem-
gerados e auxiliar a sua sobrevivéncia e integracdo no circuito pre-existente ndo ter sido
confirmada, também ndo houve reducdo da sobrevivéncia em contraposicdo a estudos
anteriores (Han, et al. 2007; Wentz & Magavi, 2009).

Além disso, outras modificacbes podem mediar o efeito mnemadnico positivo da
cafeina, como alteracbes eletrofisiologicas, morfoldgicas ou metabolicas. O uso
prolongado de cafeina mostrou-se capaz de prevenir déficit cognitivo associado a idade
avancada por modificacdes plasticas em neurdnios hipocampais CA1, havendo aumento
no comprimento, ramificacdo e densidade de dendritos (Vila-Luna, et al., 2012). A
cafeina também foi capaz de inibir correntes de GABA em fatias hipocampais (Taketo,
et al., 2004). Propiciou a liberacdo de calcio dos estoques intracelulares, reforcando a
reatividade mediada por receptores NMDA (Segal, 1992). A exposi¢do cronica a droga
induziu oscilacbes de alta-frequéncia em CA3 mediadas pela entrada de calcio
extracelular, contribuindo para a transmissao sinaptica (Shui-Jin, et al., 2004). A cafeina
exerce ainda efeitos sobre fatores neurotréficos. A proteina CREB (ligadora de
elementos responsivos a Ca2'/AMPc) é um fator transcricional critico para o
desenvolvimento e funcdo do sistema nervoso central (Lonze & Ginty, 2002). CREB
medeia, por exemplo, a transcricdio de BDNF que promove sobrevivéncia neuronal,
crescimento neuritico e plasticidade sinaptica (Cunha, et al., 2010). Nesse sentido,
CREB mostrou papel fundamental no crescimento dendritico de novos neurdnios no
giro denteado (Jagasia, et al., 2009). Connolly & Kingsbury (2010) verificaram que a
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cafeina aumentou a concentracdo de BDNF em culturas de neurdnios corticais em
desenvolvimento, modulando a expressdo genética dependente de CREB. A cafeina
estimulou a atividade de PKA (proteina quinase A) reduzindo a expressdo de fosfo-INK
e fosfo-ERK no cortex frontal de camundongos, o que significa que houve inibicdo de
cascatas pré-apoptoticas, contribuindo, assim, para neuroprotecdo (Zeitlin, et al., 2011).

Os resultados das tarefas utilizadas em nosso estudo s&o sutis e podem ser
influenciados por fatores como motivacdo para exploracdo (Kart-Teke, et al., 2006) e
espécie ou linhagem utilizada (Dere, et al., 2005a; Hunsaker & Kesner, 2008). O estudo
de Hunsaker & Kesner (2008) utilizou ratos machos Long-Evans que apresentam maior
comportamento exploratério que ratos Wistar. Além disso, sabe-se que a discriminagéo
espacial entre dois objetos iguais, um em uma nova posi¢ao e outro em posicdo familiar
é mais dificil que a discriminagé@o de novidade do objeto ou recéncia temporal (Dere, et
al., 2003; Ennaceur, et al., 1997; Frisch, et al., 2005; Mumby, et al., 2002). A
discriminacgdo espacial frequentemente ocorre no primeiro minuto para ratos (Barbosa,
et al., 2010; Dere, et al., 2005a,b; Dix & Aggleton, 1999). Entretanto, em nossas
analises ndo verificamos diferencas estatisticas significativas para 0s parametros
avaliados no primeiro minuto das sessdes, entre 0s grupos.

Nossos experimentos mostraram que a cafeina administrada cronicamente pode
melhorar o desempenho de ratos Wistar em tarefas de memoria tipo-episodica, em
detrimento do uso agudo, indicando que possivelmente mecanismos plasticos estejam
mediando a melhora na memoria. No nosso tratamento agudo pudemos notar até um
prejuizo, em alguns casos, decorrente do uso da cafeina, a0 compararmos 0s grupos
tratados com o controle. Como o aspecto melhorado nas tarefas devido uso crénico de
cafeina foi o temporal, enquanto que o aspecto espacial pareceu ser discriminado apenas
nos grupos controle, tanto crénico, quanto agudo, é possivel que a regido CA1 esteja
mediando o seu efeito positivo, em vez do giro denteado ou CA3. Ja que a regido CA1
tem sido implicada com relagcdes temporais da meméria tipo-episddica, enquanto o giro

denteado e CA3 estdo envolvidos em processamento espacial.
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7. Considerag0es finais e conclusoes

Nosso estudo revelou que a administracdo cronica de cafeina na dose de
15mg/kg exerceu agdo benéfica sobre o aspecto temporal da memdria tipo-episodica em
ratos Wistar adultos, possivelmente revertendo o déficit cognitivo decorrente de
estimulo estressor. Vimos ainda que a dose de 30mg/kg de cafeina aplicada
cronicamente também exerceu efeito positivo na ordem temporal para discriminacao
espacial, em condicdo de maior dificuldade de execucdo, mas ndo em condi¢do de
menor dificuldade. 1sso sugere que altas doses de cafeina propiciaram melhor
desempenho em condi¢des de maior dificuldade de discriminacdo de padrdes. N&o
verificamos efeito positivo na memoria tipo-episddica em nenhuma das tarefas, com
nenhuma dose aplicada agudamente, mostrando que o tratamento crénico é efetivo em
contraposicdo ao tratamento agudo. Apesar dos resultados para dose cronica elevada
poderem sugerir alteracdo estrutural no giro denteado, ndo verificamos que tal
plasticidade seja decorrente de influéncia da droga e/ou aprendizado sobre a
sobrevivéncia neuronal. Assim, outros mecanismos plasticos devem subsidiar o efeito
comportamental visto nesse estudo. Uma possibilidade que pode ser averiguada
futuramente € que alteracdes plasticas, sejam eletrofisiologicas ou morfoldgicas, podem
ter ocorrido em outras regifes hipocampais, por exemplo, em CA1 que é relacionada
com aspectos temporais da memoria tipo-episodica. Haja vista que nas duas tarefas
utilizadas verificamos melhora do aspecto temporal (mesmo na tarefa de ordem
temporal para localizagdes espaciais que envolveu discriminacdo de padrdes, pois a
relacdo espaco-temporal nessa tarefa ndo pode ser separada).

Nosso trabalho contribuiu no sentido de verificar a melhora no desempenho de
ratos submetidos a tratamento cronico com cafeina. A elevacdo de acetilcolina, que
pode ser consequéncia do uso de cafeina estd implicada, no hipocampo, na codificacao
de novo estimulo (por exemplo, novos objetos) e modulacdo da consolidacdo de
memoria. O hipocampo tem sido associado com reconhecimentos de objeto-lugar, mas
ndo reconhecimento de objetos per se, alem de também ter sido implicado em distingbes
espaco-temporais (Kesner, et al., 2004; Hunsaker & Kesner, 2008), contribuindo para
memoria tipo-episodica. Doenca neurodegenerativa envolvendo a perda de memoria

tipo-episddica, como a Doenga de Alzheimer tem sido revertida em estudos com
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modelos animais tratados cronicamente com cafeina. Utilizamos um protocolo a base de
tarefas hipocampo-dependente para avaliar 0 processo de neurogénese e a possivel
influéncia de um agente farmacoldgico que reforgasse a cogni¢do. Apesar de Nnossos
resultados ndo averiguarem a relacdo entre aprendizado, cafeina e sobrevivéncia
neuronal, abre a possibilidade de outros mecanismos plasticos estarem envolvidos na
melhora cognitiva. O trabalho tentou entender o papel da maturacdo e de fatores
moduladores sobre o desenvolvimento de novos neurdnios, sendo que a sobrevivéncia
das novas células geradas sugere uma funcdo de longo-prazo, embora ndo influenciada
pela cafeina. Nosso estudo corrobora estudos anteriores que verificaram o papel positivo
do uso prolongado da cafeina na memoria, ainda que ndo tenha identificado o

mecanismo plastico responsavel pela melhora.
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ANEXO 1

Potenciacdo de longo-prazo (LTP): fendmeno de repetida estimulacdo elétrica de
aferentes que produz um aumento na excitabilidade neuronal e acredita-se ser um
mecanismo de lembranca de eventos. Tanto a LTP, quanto a LTD sdo sugeridas como
mecanismos funcionais para estocagem de memdria no cérebro de mamiferos
(Encyclopedia of Neuroscience).

2Depressdo de longo-prazo (LTD): fendmeno em que a ativacdo cumulativa de
aferéncias a caminhos neurais especificos produz decréscimo na excitabilidade de
neurdnios. E conhecida como forma de plasticidade sinaptica dependente de atividade e
proposta como mecanismo de esquecimento ao envolver o hipocampo (Encyclopedia of
Neuroscience).

3Depotenciacdo: ¢ a reducdo ou reversdo da LTP. E o fendmeno produzido apds a
saturagdo de LTP (estimulo tetanico - 100Hz, 100 pulsos), quando sdo aplicados
estimulos de baixa frequéncia (1 Hz, 1000 pulsos). A depotenciacdo reduz o
componente potenciado de potenciais pos-sinapticos excitatorios de campo (PEPS) e a
amplitude de disparo da populacéo (Fujii, et al., 1992).

Separacéo de padrfes: é o processo de transformagdo de representacdes similares ou
memorias em representacfes altamente dissimilares e ndo-sobrepostas (Marr, 1971;
Bakker, et al. 2008). O giro denteado cria representacdes esparsas ou ortogonalizadas
das informacdes provenientes do cortex entorrinal e projeta para CA3 via fibras
musgosas (Treves & Rolls, 1994).

>Células de lugar: S&o células hipocampais que representam o espaco formando mapas
(representacdes internas do ambiente) e servindo para a localizacdo dos animais. Foram
descobertas em 1971, por O’Keefe & Dostrovsky, quando faziam gravacdes da
atividade de células hipocampais em ratos movendo-se livremente, correlacionando a
atividade celular ao comportamento, notaram que determinadas células disparavam em
certas regides do espaco e ndo em outras. A representacdo interna da célula de lugar
formando um correlato espacial cognitivo chama-se campo de lugar. Sdo formados
rapidamente quando os animais sdo expostos a um novo meio (Hill, 1978; Wilson &
McNaughton, 1993), sendo estdveis por semanas ou meses (Muller, et al,
1987;Thompson & Best, 1990) e guiados por pistas espaciais (O’Keefe & Conway,
1978). Podem ser formados por variaveis ndo espaciais como dire¢cdo ou orientacdo
(O’Keefe & Dostrovsky, 1971; revisdo de Wiener, 1996; McNaughton, et al., 1983;
Muller et al., 1994; Markus et al., 1995), mas a localizacdo espacial é o correlato mais
consistente de sua atividade. As células de lugar possuem as propriedades de
estabilidade, permitindo a codificacdo estavel do meio e, de flexibilidade que permite a
atualizacdo constante do mapa cognitivo devido a mudancas do meio (revisdo de Hok &
Save, 2011).

Completacdo de padrdes: é o processo realizado por CA3 para completar informacoes
provenientes do giro denteado, ao agregar ou discriminar padrBes parciais. As células
piramidais interconectadas recorrentes de CA3 operam como uma rede de auto-
associagdo capaz de restabelecer padrdes de ativagdo estocados previamente baseados
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em ruido ou pistas degradadas. A memoria declarativa tipo-episddica baseia-se na
habilidade de ortogonalizar padrdes similares ou sobrepostos de ativacdo (separagéo de
padrdes) e de completar padrbes parciais ou discriminar padrdes similares de ativacédo
(completagéo de padrbes) (Marr, 1971).
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ANEXO 2

Universidade deeral do Rio Grande do Norte
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Natal (RN), 03 de agosto de 2009.
Prezada Professora Dra. REGINA HELENA DA SILVA,

Vimos, através deste documento, informar que o projeto “EFEITOS DA
ADMINISTRAGAO AGUDA OU CRONICA DE CAFEINA SOBRE A AMNESIA INDUZIDA POR ESCOPOLAMINA
EM RATOS”, protocolo n° 021/2009, apds analise das adequacbes, foi considerado
APROVADO por esta Comissao.

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13 do Regimento, é funcéo do
professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboracdo de relatério(s) de
acompanhamento que devera(ao) ser entregue(s) dentro do(s) prazo(s)

estabelecido(s) abaixo:
- Relatério Final: Fevereiro de 2010 (30 dias apos a conclusdo do projeto).
Agradecemos a sua atencdo e nos colocamos a disposicdo para eventuais

esclarecimentos.

Cordialmente,

Coordenadora da CEUA

UFRN - Campus Universitario — Centro de Biociéncias Telefone: (84) 3215-3419 ramal 210
Av. Salgado Filho, S/N — CEP: 59072-970 — Natal/RN e-mail: ceua@reitoria.ufrn.br
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#° .. %4 Universidade Federal do Rio Grande do Norte
L7 COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PROTOCOLO N.° 021/2009 (Adendo)
Professor/Pesquisador: REGINA HELENA DA SILVA

Natal (RN), 10 de agosto de 2011.

Prezado Professor/Pesquisador,

Vimos, através deste documento, informar que o ADENDO do projeto “EFEITOS DA
ADMINISTRACAO AGUDA E CRONICA DE CAFEINA SOBRE A AMNESIA INDUZIDA POR ESCOPOLAMINA EM
RATOS", protocolo n® 021/2009, apos analise das adequagdes, foi considerado APROVADO
por esta Comissao.

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13 do Regimento, & funcao do
professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboracdo de relatdrio(s) de
acompanhamento que devera(do) ser entregue(s) dentro do(s) prazo(s) estabelecido(s)
abaixo:

- Relatério Final: DEZEMBRO de 2011 (30 dias apés a conclusao do projeto).
Agradecemos a sua atencdo e nos colocamos a disposicdo para eventuais

esclarecimentos.
Cordialmente,

Bl C o

Elaine C. Gavioli

Coordenadora da CEUA
UFRN — Campus Universitario — Centro de Biociéncias Telefone: (84) 3215-3419 ramal 210
Av. Salgado Filho, SIN - CEP: 59072-970 — Natal/RN e-mail: ceua@reitoria.ufm.br
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43; Universidade Federal do Rio Grande do Norte
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PROTOCOLO N.° 021/2009 (Adendo N° 2)
Professor/Pesquisador: REGINA HELENA DA SILVA

Natal (RN), 15 de margo de 2012.

Prezado Professor/Pesquisador,

Vimos, através deste documento, informar que o ADENDO do projeto “EFEITOS DA
ADMINISTRACAO AGUDA E CRONICA DE CAFEINA SOBRE A AMNESIA INDUZIDA POR ESCOPOLAMINA EM
RATOS", protocolo n° 021/2009, apos analise das adequacdes, foi considerado APROVADO
por esta Comissao.

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13 do Regimento, & fun¢do do
professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboracdo de relatorio(s) de
acompanhamento que devera(@o) ser entregue(s) dentro do(s) prazo(s) estabelecido(s)

abaixo:
- Relatério Final: MAIO de 2012 (30 dias ap0s a conclusao do projeto).
Agradecemos a sua atencao e nos colocamos a disposicao para eventuais

esclarecimentos.
Cordialmente,

/W&

Elaine C. Gaviol

Coordenadora da CEUA
UFRN — Campus Universitario — Centro de Biociéncias Telefone: (84) 3215-3419 ramal 210
Av. Salgado Filho, S/N ~ CEP: 53072-970 — Natal/RN e-mail- ceua@reitoria.ufm.br
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