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RESUMO

Druzian, AF. A influéncia do ambiente enriquecido na memadria espacial de
camundongos Swiss em trés diferentes faixas etarias. Campo Grande; 2013.
[Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O Ambiente Enriquecido, por promover neurogénese hipocampal, parece ter efeito
neuroprotetor sobre 0s comprometimentos de memoria relacionados ao
envelhecimento, resultando em melhora da memdria espacial de camundongos,
porém, ainda ha duvidas quanto a melhor idade para se iniciar o enriquecimento
ambiental. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do Ambiente Enriquecido
na aquisicdo da memaria espacial de camundongos submetidos a este ambiente em
trés diferentes faixas etarias. Camundongos fémeas Swiss recém-desmamados (21
dias), jovens (trés meses) e adultos jovens (sete meses) foram alojados em
ambiente padrdo controle ou em ambiente enriquecido durante 50 dias, e sua
memoria espacial foi testada por meio do Labirinto Aquatico de Morris. Apés 40 dias
de alojamento foram iniciados os treinos de memoria espacial no Labirinto Aquatico
de Morris, onde a variavel mensurada foi a laténcia para encontrar a plataforma
escondida, e o teste final foi realizado no 50° dia de alojamento. Nao houve efeito do
grupo experimental (grupo controle e grupo enriquecido) na aquisicdo de memoaria
espacial (teste ANOVA de duas vias, p=0,471). Nao houve efeito do momento de
analise, ou seja, das trés faixas etarias avaliadas (p=0,341), e também néo houve
interacao entre o grupo experimental e 0 momento de analise (p=0,590). Nao houve
efeito do grupo experimental e do dia de treino, tampouco interacdo entre esses
fatores em relacdo a laténcia para encontrar a plataforma para os camundongos
recém-desmamados (teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas, p=0,481,
p=0,448 e p=0,827, respectivamente) e para os camundongos jovens (p=0,301,
p=0,053 e p=0,941, respectivamente). Em relacdo aos camundongos adultos jovens,
observou-se efeito do grupo experimental (p=0,027), onde menor laténcia para
encontrar a plataforma foi obtida pelo grupo controle (pdés-teste de Tukey, p<0,05).
Porém, ndo houve efeito dos dias de treino (p=0,846), nem interacdo entre 0 grupo
experimental e o dia de treino, em relacdo a laténcia para encontrar a plataforma
escondida (p=1,000). A partir deste estudo, péde-se concluir que o enriqguecimento
ambiental ndo interferiu na aquisicdo de memoria espacial de camundongos fémeas
Swiss recém-desmamados, jovens e adultos jovens.

Palavras-chave: ambiente enriquecido, memoaria espacial, labirinto aquatico de
Morris.



ABSTRACT

Druzian, AF. Influence of enriched environment on spatial memory of three
different age groups of Swiss mice. Campo Grande; 2013. [Dissertation —
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

By promoting hippocampal neurogenesis, Enriched Environment appears to have a
neuroprotective effect on memory impairment associated with aging, resulting in
improved spatial memory of mice. However, doubts remain as to the best age for
initiating environmental enrichment. The objective of this study was to evaluate the
influence of enriched environment on the acquisition of spatial memory in mice of
three different age groups subjected to this environment. Weanling (21 days), young
(three months) and young adult (seven months) female Swiss mice were housed in a
standard control environment or an enriched environment for 50 days, and their
spatial memory was tested using the Morris Water Maze. After 40 days of housing,
training of spatial memory in the Morris Water Maze was initiated, measuring the
variable of latency in finding the hidden platform. The final test was performed on the
50th day housing. No experimental effect in control and enriched groups in the
acquisition of the spatial memory test was observed (two-way ANOVA, p = 0.471).
No effect of time of analysis, i.e. among the three age groups studied (p = 0.341) and
no interaction between the experimental group and the time of analysis (p = 0.590)
was observed. No effect of experimental group and training day, nor interaction
between these factors was demonstrated in relation to the latency in finding the
platform for weanling mice (two-way ANOVA for repeated measures, p = 0.481, p =
0.448 and p = 0,827, respectively) and young mice (p = 0.301, p = 0.053 and p =
0.941, respectively). Regarding young adult mice, an effect in the experimental group
was observed (p = 0.027), with a lower latency to find the platform obtained by the
control group (Tukey post-test, p < 0.05). However, there was no effect of training
day (p = 0.846), nor interaction between the experimental group and training day in
relation to the latency in finding the hidden platform (p=1.000). In this study,
environmental enrichment was shown to not interfere with the acquisition of spatial
memory in weanling, young and young adult female Swiss mice.

Keywords: enriched environment, spatial memory, Morris water maze.
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1 INTRODUCAO

Memoria e aprendizagem estdo em intima associacdo e vém avancando em
pesquisas desde que se conheceram suficientemente o sistema nervoso e as
técnicas de pesquisa para sua compreensao (ANDERSON, 2005).

Modelos animais tém sido amplamente utilizados no campo de pesquisas de
distarbios neurocomportamentais (VAN DER STAAY; ARNDT; NORDQUIST, 2009),
incluindo os comprometimentos de aprendizagem e memoria de doencas
neurodegenerativas, como Doencga de Alzheimer, Doenca de Huntington e Doenga
de Parkinson (PATEL, 2012). Porém, com o aumento da expectativa de vida, 0s
prejuizos de memoaria relacionados ao envelhecimento tém despertado interesse nos
pesquisadores (PATEL, 2012).

Estratégias para minimizar os efeitos do envelhecimento sobre a memoria e,
assim, garantir a qualidade de vida, tém sido empregadas em diversos estudos
nessa area, sendo o Ambiente Enriquecido (AE) uma delas. Este consiste em
condi¢cbes de alojamento que possibilitem a estimulagéo sensorial, visual, cognitiva e
motora do cérebro (ARAI; FEIG, 2011; NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).

O estimulo cognitivo, pela complexidade espacial e novidade, e a atividade
fisica, pelo uso de rodas de correr, afetam a plasticidade cerebral, promovendo
neurogénese hipocampal (KEMPERMANN et al., 2010), e, consequentemente,
interferindo positivamente na memoaria espacial, uma vez que esta é dependente do
hipocampo e decai com o envelhecimento (HEO et al., 2010; FOSTER; DEFAZIO;
BIZON, 2012). Contudo, o AE pode trazer, além de resultados positivos, resultados
negativos ou nenhum efeito, o que vai depender dos recursos utilizados para
enriquecimento, das variaveis estudadas, das linhagens de animais utilizadas e do
tempo de enriquecimento ambiental (TSAI et al., 2002).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para avaliar os efeitos do
enriguecimento ambiental sobre a memdria espacial de camundongos em varias
idades (FRICK et al., 2003; HARBURGER; LAMBERT; FRICK, 2007; HARBURGER,;
NZEREM; FRICK, 2007; GRESACK; KERR; FRICK, 2007; SANTOS, 2009; DINIZ et
al.; 2010; KULESSKAYA; RAUVALA; VOIKAR, 2011), porém sdo poucos 0s gue
utilizam mais de uma faixa etaria no mesmo estudo. Assim, questdes como a melhor

idade para se iniciar o enriquecimento ambiental, e se a exposi¢do precoce, logo
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apés o desmame, influencia positiva ou negativamente na aquisicdo da memoria
espacial permanecem nao resolvidas.

Neste estudo, optou-se por submeter camundongos fémeas recém-
desmamados, jovens e adultos jovens ao AE por um periodo total de 50 dias, para
se avaliar se este influencia na aquisicdo da memdria espacial e se h& interacédo
entre o0 enriquecimento ambiental e a idade em que os camundongos sao
submetidos a ele. Utilizou-se o Labirinto Aquatico de Morris (LAM) como metodologia
para avaliacdo da memodria espacial, por este ser o método mais largamente

empregado nos estudos com esta finalidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Memboéria

A memoria representa o conjunto de informacdes a respeito da vida de um
individuo, ou seja, sua historia, e determina sua personalidade (IZQUIERDO, 2011).

Existem varios tipos de memodrias, e estas séo codificadas por neurdnios,
armazenadas e recuperadas por redes neurais, e recebem forte influéncia dos
estados emocional, de consciéncia e de humor (CAMMAROTA; BEVILAQUA,;
IZQUIERDO, 2008).

Para que se forme uma memodria, € necessario que haja aprendizagem. A
aprendizagem é um processo de modificacdo resultante de uma determinada
experiéncia, e a memoria refere-se ao produto desta modificacdo. Logo, como
produto da aprendizagem, estabelecem-se registros permanentes: as memdrias.

Para que uma espécie sobreviva em determinado ambiente, ela precisa
comportar-se de maneira a adaptar-se a ele. Através da aprendizagem, uma das
formas de adaptacdo, o organismo ajusta seu comportamento para refletir o que
aprendeu sobre o seu ambiente. O rato, por exemplo, € capaz de aprender muito
sobre a natureza de seu ambiente, além de explorar o conhecimento obtido sobre
ele, sendo, portanto, o animal preferido para estudos de aprendizagem em
laboratorio (ANDERSON, 2005).

2.1.1 Estaqios da memoria

Memdria traduz-se por aquisicdo, formacdo, conservacdo e evocagdo de
informacgdes (IZQUIERDO, 2011).

A aquisicdo, também chamada de aprendizagem, refere-se ao processo de
adaptacdo do comportamento a experiéncia (ANDERSON, 2005; IZQUIERDO,

2011), ou ainda, a forma como uma representacdo permanente da informacgéo é
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codificada e como esse registro é fortalecido. Esse fortalecimento acontece com a
pratica, a repeticdo da informacéo aprendida (ANDERSON, 2005).

A codificacdo implica em perceber os sinais sensoriais e seus efeitos, sendo,
portanto, o ponto de partida para a criagdo da memoéria (MYSKIW; IZQUIERDO,
2012).

A maneira como a informagdo é mantida na memoéria da-se o nome de
conservacao ou retencdo. A memoria se adapta a estrutura estatistica do ambiente,
ou seja, retém-se melhor as informagdes que aparecem constantemente, haja vista
que estas apresentam maior tendéncia a serem necessarias. A pratica, como na
aquisicdo, também estd associada a retencédo de informacdes na memoria, e seu
curto espacamento leva a uma retencdo de lenta deterioracdo, isto é, um
retardamento do esquecimento (ANDERSON, 2005).

Consolidacdo consiste em um processo lento e persistente ap6s o estimulo
perceptivo, podendo sofrer mudancas, para tornar-se ou ndo uma memoria
duradoura (GARCIA-LAZARO et al., 2012).

J& a evocacado pode ser denominada recordacéo, lembranca ou recuperacao
(IZQUIERDO, 2011) e refere-se a como a informacdo € recuperada da memoria
quando necessaria, sendo realcada ao usarem-se pistas para que 0 registro da
memoéria torne-se mais ativo (ANDERSON, 2005). A evocacdo sem reforco da
memoria apos sua consolidacéo torna-a labil, o que faz com que esta possa ter seu
conteudo modificado por dois mecanismos, a extincdo e a reconsolidacao
(FIORENZA et al., 2011).

A extingdo ndo representa esquecimento, € sim um novo aprendizado. As
memorias extintas permanecem armazenadas de forma latente, podendo ser
evocadas em alguma circunstancia, pelo ressurgimento da situagdo ou do estimulo
usados para gera-las da primeira vez. Nesse caso, a reativacdo da memoria pode
conduzir a sua reconsolidacédo, ou seja, sua reafirmacédo a partir a repeticdo. Na
reconsolidacdo, entretanto, novas informacdes s&o incorporadas a memoria,

fazendo com que seu conteudo seja alterado (IZQUIERDO, 2011).

2.2 Tipos e formas de memoéria
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2.2.1 Membria de trabalho

De acordo com a funcdo, ha um tipo de memdria, que tem por objetivo
gerenciar a realidade: a memoéria de trabalho (IZQUIERDO, 2011). Esta é
responsavel por coletar capacidades temporarias intrinsecas as regides de
processamento de informacdes e manté-las em mente por um breve periodo de
tempo, para desenvolver comportamentos direcionados por um objetivo e executar
funcdes (JENESON et al., 2012; JENESON; SQUIRE, 2012).

A memoria de trabalho dura, portanto, de poucos segundos a um a trés
minutos, e analisa as informacdes que chegam ao cérebro, comparando-as as
demais memodrias existentes. Esse tipo de memoria € produzido no cértex pré-
frontal, ndo fica armazenado, e precede as memorias de curta e longa duracao
(IZQUIERDO, 2011). Sugere-se que o cOrtex parietal posterior também esteja
envolvido no processamento da memoria imediata, que € uma medida da memoria
de trabalho (MYSKIW; IZQUIERDO, 2012). A memdéria de trabalho ndo depende,
portanto, do lobo temporal, e a ativacdo dessa area do cérebro se faz necesséria
somente quando a capacidade da memodria de trabalho é excedida por uma
qguantidade de informagdes maior que sua capacidade ou pela acessibilidade da
informacao (JENESON et al., 2012; JENESON; SQUIRE, 2012).

A memoria de trabalho depende de atividades elétricas de neurénios, e dura
enquanto existirem tais atividades, sendo, portanto, um sistema online, ndo estando

relacionada a formacao da memodria de curta duragdo (CAMMAROTA et al., 2007).

2.2.2 Memorias declarativas e nao declarativas

De acordo com seu contetddo, as memoérias podem ser declarativas e nao
declarativas (procedurais).

As declarativas sdo as que registram eventos, fatos ou conhecimentos, e sao
coordenadas pelo hipocampo e suas conexdes (IZQUIERDO, 2011). Esse tipo de
memo©éria permite que as informagBes armazenadas sejam acessiveis a consciéncia,

podendo orientar no desempenho em varios contextos (SQUIRE; WIXTED, 2011).
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As memorias declarativas dividem-se em episddicas (ou autobiograficas) e
semanticas. As episoddicas referem-se a informacdes sobre a existéncia do individuo
e eventos onde ha sua participacdo (CAMMAROTA; BEVILAQUA; IZQUIERDO,
2008; 1IZQUIERDO, 2011), sendo as mais estudadas em animais de laboratorio
(IZQUIERDO, 2011). Elas sao responsaveis por definir a identidade e a
individualidade, sendo parte elementar da consciéncia do individuo (GARCIA-
LAZARO et al., 2012). As semanticas referem-se as memérias de conhecimento
geral, as relacionadas ao ambiente do individuo (CAMMAROTA; BEVILAQUA,
IZQUIERDO, 2008; IZQUIERDO, 2011).

As nao declarativas (procedurais), coordenadas pelo nucleo caudado e suas
conexdes e pelo cerebelo, compreendem memorias de capacidades e habilidades
sensoriais e motoras, de habitos, de aprendizado emocional e perceptual, priming
(memoria adquirida e evocada através de dicas), e plasticidade comportamental,
como habituacdo e sensibilizacdo (IZQUIERDO, 2011; SQUIRE; WIXTED, 2011).
Essas memoérias funcionam automaticamente, se manifestando através da
performance em vez da lembranca (CARLSON, 2002; SQUIRE; WIXTED, 2011).

As memoérias ndo declarativas podem ser implicitas, adquiridas
automaticamente e sem a percepcdo do processo, ou explicitas, adquiridas
conscientemente. As memoérias declarativas sdo consideradas explicitas
(IZQUIERDO, 2011).

2.2.3 Memodrias de curta duracéo, de longa duracdo e remotas

Conforme o tempo de duracdo, as memorias podem ser classificadas em
memorias de longa duracao, de curta duracdo e remotas.

As memorias de longa duracdo duram alguns dias, meses ou anos e
requerem cerca de seis horas até sua consolidacdo, sendo instaveis nas primeiras
horas de aquisi¢éo e podendo sofrer interferéncia de varios fatores previamente ao
seu armazenamento definitivo. Apds anos ou meses de armazenamento passam a
se denominar memorias remotas (IZQUIERDO, 2011). As memoérias de longa
duracdo podem ser resgatadas dos locais de armazenamento de informacgbes

passadas quando estas ndo estdo mais presentes no pensamento, ou quando a
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capacidade da memodria imediata foi excedida ou a atencdo da memoria foi desviada
(JENESON; SQUIRE, 2012).

As memodrias de curta duracdo duram de uma a seis horas, e requerem as
mesmas estruturas nervosas que as de longa duracdo, mas utilizam-se de
mecanismos distintos (IZQUIERDO, 2011). Cammarota et al. (2007) evidenciaram
que a formacdo e a manutencdo da memoéria de curto prazo necessitam de
mecanismos diferentes dos envolvidos na consolidacdo da memadria de longo prazo,
apesar de os processos envolvidos na formacdo desses dois tipos de memodria
estarem relacionados.

Para seu processamento, esses dois tipos de memoria utilizam-se das
mesmas areas do cérebro: o hipocampo, o coOrtex entorrinal e o cortex parietal
(CAMMAROTA; BEVILAQUA,; IZQUIERDO, 2008).

O papel da memoria de curta duracdo € o de ler, de dar continuidade a
conversas e episodios enquanto a memoria de longa duracdo ndo é formada,
servindo, por conseguinte, como um armazenamento temporario da memoria
(IZQUIERDO, 2011). Para Anderson (2005), a informacdo chega até a memdria de
curto prazo através de varios processos perceptivos, e a repeticdo dessa informacéo
aumenta a probabilidade de retengdo na memoria de longo prazo.

As memorias de trabalho, de curta e de longa duracdo pertencem e sao
reguladas por subsistemas cerebrais separados. Estes podem estar presentes nas
mesmas estruturas cerebrais ou em estruturas diferentes, e compreendem uma
grande variedade de mecanismos moleculares, muitos dos quais podem estar
relacionados (CAMMAROTA et al., 2007).

Para Squire e Wixted (2011), o lobo temporal é essencial para o
funcionamento da memoria, sobretudo da memdria declarativa. Acreditava-se que
esta regido do cérebro fosse responsavel pela formacdo e armazenamento da
memoria. Porém, alguns estudos em seres humanos mostraram que sua funcéo é
formar, reorganizar, consolidar informagbes durante um longo periodo de
aprendizagem, e entdo distribuir elementos da memdéria para outras areas de
armazenamento (SQUIRE, 2009; SQUIRE; WIXTED, 2011).

Presume-se que a memoria de longo prazo, ap0s sua consolidacdo pelo
hipocampo, seja armazenada de forma estdvel no neocértex pelo aumento da
conectividade entre regides corticais, sendo este também responséavel por resgata-la
(SQUIRE, 2009; SQUIRE; WIXTED, 2011).
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Diferentemente da memoaria de trabalho, as memoérias de curto e longo prazo
ficam armazenadas quando ndo estdo sendo utilizadas, podendo ser resgatadas
guando necessario (CAMMAROQOTA et al., 2007).

2.3 Anatomia da memoéria

Sabe-se que quase toda a aprendizagem acontece no cérebro, e o cortex
cerebral esta envolvido na maioria das fungfes cognitivas. Trés dos quatro lobos do
cortex cerebral (parietal, temporal frontal) estdo envolvidas no processo de
aprendizagem e memoéria (ANDERSON, 2005).

De acordo com o numero de camadas celulares do cortex cerebral, ele pode
ser dividido em neocértex, paleocortex e alocortex. O neocoOrtex possui seis
camadas celulares e representa mais de 90% do coértex cerebral, incluindo os
cortices sensorial e motor primarios e de associacdo. Regibes com menos de seis
camadas sao classificadas como alocértex e estao representadas por estruturas do
sistema limbico, o responsavel pelo comportamento, como memoria e
aprendizagem. O alocortex é subdividido em paleocortex e arquicortex. Regides
formadas por trés a cinco camadas celulares sdo classificadas como paleocortex e
englobam o cértex entorrinal, o cértex piriforme e o giro olfatério. O arquicértex
compreende regibes com apenas trés camadas celulares e esta representado pelo
giro denteado e pelo hipocampo. N&o existe uma separacdo entre neocortex e
alocértex, e sim uma transi¢cdo entre essas duas regides, 0 que estreita a entrada
das areas de associagéo do primeiro no segundo (CHRONISTER; HARDY, 2006).

O lobo frontal, por meio do cortex pré-frontal, rostral ao cértex motor de
associagao, que é a area mais anterior do cortex cerebral, tem papel importante no
processamento da memoaria, atuando no planejamento e resolugdo de problemas
(ANDERSON, 2005; CARLSON, 2002).

O cortex parietal posterior, localizado na regido posterior do lobo parietal, é
uma area multissensorial complexa e esta reciprocamente conectado com os demais
cortices de associacdo multimodal (pré-frontal, temporal e cértex de associacao
limbica) (WHITLOCK et al., 2008). Participa do processamento da memoaria de

trabalho e também da formacédo e evocacdo de memorias episddicas (MYSKIW,
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IZQUIERDO, 2012), dentre estas, a memoria espacial (CARLSON, 2002;
WHITLOCK et al., 2008; TORREALBA; VALDES, 2008).

As estruturas presentes no lobo temporal sdo essenciais para a formacgéao e
processamento da memoria, sobretudo das memorias de curta e longa duracéo
(SQUIRE, 2009; SQUIRE; WIXTED, 2011; WIXTED; SQUIRE, 2011).

Dentre as estruturas cerebrais do lobo temporal localizadas no alocortex esta
a formacédo hipocampal, uma parte importante do sistema limbico, composta pelo
complexo subicular, pelo giro denteado e pelo hipocampo propriamente dito (ou
corno de Ammon) (HAINES; MIHAILOFF, 2006). Dentre as fun¢gbes da formacao
hipocampal estd a elaboracdo de um mapa cognitivo do ambiente e das
experiéncias sensoriais de animais (CANTERAS; BITTENCOURT, 2008).

O hipocampo, o responsavel pela criacdo de memorias declarativas
(ANDERSON, 2005; I1ZQUIERDO, 2011; WIXTED; SQUIRE, 2011), é conhecido
também pela sigla CA (Corno de Ammon). Divide-se em trés regibes em roedores
(CAl a CA3) e em quatro nos primatas (CA1l a CA4) (CANTERAS; BITTENCOURT,
2008), e interliga-se a outras regides do cérebro por meio de um feixe de axdnios
denominado férnix (CARLSON, 2002). CAl é a regido mais importante na formacéao
de memodrias declarativas nos mamiferos, mas atua em associagdo com 0 cortex
entorrinal e as demais areas da formagé&o hipocampal (IZQUIERDO, 2011).

O coértex entorrinal, que também faz parte do lobo temporal, é a principal
origem de aferéncias a formacdo hipocampal, conectando-a ao neocortex. As
informacdes recebidas pelos neurdnios do cértex entorrinal séo transmitidas para as
células granulares do giro denteado por meio da via perfurante (feixe de axénios), e
este, por sua vez, faz sinapse com as células piramidais da area CA3. Os axbnios
da area CA3 dividem-se: um ramo faz sinapse com células piramidais da area CAl e
outro se projeta para fora da formacao hipocampal pelo fornix. Além das regides do
sistema limbico, o cértex entorrinal recebe aferéncias do neocértex por via direta ou
por meio de areas adjacentes ao sistema limbico: o cortex perirrinal e o cértex para-
hipocampal (CARLSON, 2002). O cértex entorrinal trabalha associado ao hipocampo
na formagéo de memorias declarativas, e estes, em comunicacao, ainda, com outras
areas: o cortex cingulado, o coértex parietal e os nucleos basal e lateral da amigdala
(IZQUIERDO, 2011).

A amigdala, também localizada no lobo temporal, € composta por varios

grupos celulares divididos em caudomediais, basolaterais e centrais (HAINES,;
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MIHAILOFF, 2006). Dentre as funcdes da amigdala, mais especificamente por meio
dos nucleos basolaterais, estdo modular e armazenar as memaorias comportamentais
associadas a emocdes, a comportamentos motivados (CANTERAS;
BITTENCOURT, 2008; IZQUIERDO, 2011). Lesdes no lobo temporal levam a
reducdo da agressividade (lesdo da amigdala) e incapacidade de armazenar
informacdes novas (lesdo do hipocampo), enquanto ha preservacdo de memarias
antigas (HAINES; MIHAILOFF, 2006). Isto ressalta a hipotese de que memarias de
longo prazo sejam armazenadas no neocortex (SQUIRE, 2009; SQUIRE; WIXTED,
2011).

O que distingue o hipocampo das demais estruturas do lobo temporal
envolvidas na memoéria é o fato de que aquele tem a capacidade de combinar uma
grande variedade de atributos para formar uma memoaria (WIXTED; SQUIRE, 2011).

O nucleo caudado, juntamente com o lenticular, forma o corpo estriado, que
faz parte dos nucleos da base (HAINES; MIHAILOFF, 2006). Embora os ndcleos da
base atuem principalmente sobre o sistema motor, ha evidéncias de que lesbes
nesses nucleos em animais de laboratério prejudicam o aprendizado de tarefas de
condicionamento instrumental (CARLSON, 2002). Sabe-se, portanto, que o nucleo
caudado é um dos responsaveis pelas memorias procedurais (CARLSON, 2002;
IZQUIERDO, 2011), embora estas utilizem-se na sua aquisicdo do hipocampo e do
cortex entorrinal (IZQUIERDO, 2011). O estriado ventral, que também faz parte dos
ndcleos da base, parece estar relacionado ao armazenamento de memoria espacial
(FERRETTI et al., 2010).

O cerebelo é composto pelo cértex cerebelar, formado por uma camada de
células de Purkinge, e pelos nucleos cerebelares, que estdo presentes na
substancia branca. Fica ligado ao tronco encefalico através de pedunculos
cerebelares (HAINES; MIHAILOFF; BLOEDEL, 2006). Essa estrutura desempenha
papel importante no aprendizado motor, mas também esta envolvida em processos
cognitivos, como as memorias procedurais (IZQUIERDO, 2011; PASSOT et al.,
2012), e atua juntamente com o0 nlcleo caudado no processamento destas
(IZQUIERDO, 2011).
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2.4 Fisiologia da memoria

O hipocampo € uma das estruturas mais importantes na construcdo das
memorias declarativas, e a area CA1 é fundamental nesse processo (CAMMAROTA;
BEVILAQUA; IZQUIERDO, 2008), mas atua em associagdo com o subiculo, o cortex
entorrinal, o giro dentado e a area CA3, sendo, portanto, parte de um circuito
funcional da formacgéo hipocampal (IZQUIERDO, 2011).

O cértex entorrinal possui fibras aferentes e eferentes em comunicagéo com a
amigdala, com o cortex pré-frontal, com o cértex parietal associativo e com o cortex
sensorial, o que faz com que CA1 esteja conectada com todas as regifes do cérebro
relacionadas a emocodes e experiéncias.

O hipocampo, o cortex entorrinal, o parietal e o pré-frontal recebem vias
aferentes (dopaminérgicas, serotoninérgicas, colinérgicas e noradrenérgicas) de
regides que processam informacdes relacionadas aos estados de consciéncia, alerta
e ansiedade (CAMMAROTA; BEVILAQUA; IZQUIERDO, 2008).

Estudos tentam entender os mecanismos biogquimicos envolvidos na
construcdo de memorias declarativas, e estes parecem ser semelhantes aos que
ocorrem na inducao da potenciacéao de longa duracdo (CAMMAROTA; BEVILAQUA,
IZQUIERDO, 2008; IZQUIERDO, 2011).

2.4.1 Potenciacao de longa duracao e plasticidade sinaptica

A potenciacdo de longa duracdo (PLD) € um processo eletrofisiologico que
ocorre pos-sinapse nas espinhas dendriticas, onde a estimulacéo repetitiva, com
pulsos de alta frequéncia, de um axdnio ou um conjunto deles em algumas areas do
hipocampo leva, em longo prazo, ao aumento na resposta das células a estimulos
posteriores (CARLSON, 2002; ANDERSON, 2005; IZQUIERDO, 2011). Esse
processo eletrofisiologico dura de horas a meses, e tem sido bastante estudado no
hipocampo de roedores, embora aconteca também em outras regies do cérebro,
por acreditar-se que seja a base para a formagdo e armazenamento da memoria
(IZQUIERDO, 2011).
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A partir da interpretacdo de alguns estudos, Anderson (2005) sugere que a
PLD seja apenas parte das modificagBes neurais subjacentes a aprendizagem no
hipocampo, e que a aprendizagem aconteca por meio de algum outro processo
hipocampal. Mas, acredita-se que esse mecanismo seja responsavel por algumas
mudancas sinapticas que acontecem no momento da aprendizagem (CARLSON,
2002).

O receptor NMDA (N-metil D-aspartato), presente na formacéo hipocampal,
sobretudo na regido CA1, é essencial para a formacédo da PLD (CARLSON, 2002).
Esse fato pode ser percebido quando se administram antagonistas desse receptor, e
n&o ha inducgéo da PLD (GRUART; MUNOZ; DELGADO-GARCIA, 2006). O receptor
NMDA é responsavel por controlar um canal de célcio geralmente bloqueado pelo
ion magnésio, que impede a entrada do célcio na célula, mesmo sob estimulacéo do
glutamato, o neurotransmissor excitatério mais importante do cérebro. Por ser um
receptor dependente de neurotransmissor e voltagem, os ions célcio conseguem
adentrar as células somente quando o glutamato esta ligado ao receptor e quando a
membrana pds-sindptica estd despolarizada. A despolarizacdo da membrana
dendritica ocorre apenas quando ha sinapses fortes, e, se ocorrerem sinapses fortes
e fracas no mesmo neurbnio ao mesmo tempo, as fracas séo fortalecidas, e isto
resulta na chamada PLD associativa (CARLSON, 2002).

Alteracfes na estrutura e na bioquimica das sinapses em neurbnios pos-
sinapticos estéo relacionadas a formacédo da memoria. A essas alteracdes da-se o
nome de plasticidade sinaptica (CARLSON, 2002). Durante o processo de
aprendizagem, ha alteracbes estruturais nas espinhas dendriticas existentes pelo
aumento do numero de botbes multissinapticos (REKART; HOLAHAN;
ROUTTENBERG, 2007). Acredita-se que trés mecanismos estejam envolvidos na
plasticidade sinaptica: o aumento do numero de receptores pos-sinapticos do tipo
AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropidnico), a alteracao das estruturas
das sinapses, e a sintese de novas proteinas (CARLSON, 2002).

A PLD promove um aumento no numero de receptores do tipo AMPA
(receptores de glutamato ndo-NMDA), o que faz com que um potencial pos-sinaptico
de maior amplitude se estabeleca mediante a liberacdo de glutamato. A PLD
também altera as estruturas sinapticas formando sinapses perfuradas, que déao
origem a trés novos botbes terminais. Estes fazem sinapse com mais espinhas

dendriticas, o que resulta em sinapses fortalecidas (CARLSON, 2002).
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O influxo de célcio nas espinhas dendriticas pela ativagcdo dos receptores
NMDA leva aos surgimentos de novas sinapses e a inser¢cdo de receptores AMPA
nas ja existentes (CARLSON, 2002). O aumento do calcio intracelular leva a
ativacdo de varias proteinas cinase, enzimas cuja funcéo € regular a transferéncia
de ions fosfato para sitios especificos de proteinas, e a fosforilagdo dessas
proteinas incrementa sua funcéo (IZQUIERDO, 2011).

Uma dessas proteinas cinase € a calcio-calmodulina quinase do tipo I
(CaMKIl), dependente de célcio presente no espessamento de membranas pos-
singpticas da formacdo hipocampal (IZQUIERDO, 2011; CARLSON, 2002). Essa
enzima tem a capacidade de autofosforilagdo, o que permite com que ela
permaneca ativa, mesmo sem a presenca de calcio. Assim, ela fosforila receptores
AMPA e outros tipos de receptor de glutamato, tornando-os mais sensiveis a esse
neurotransmissor, o que torna as sinapses mais fortes (CARLSON, 2002).

A PLD também parece aumentar a quantidade de glutamato liberada no botéo
terminal pré-sinaptico. A entrada de calcio na espinha dendritica ativa a enzima
sintaxe de Oxido nitrico, e 0 6xido nitrico, que € um mensageiro retrogrado, difunde-
se para fora da espinha dendritica agindo sobre o botdo terminal e provocando um
aumento na liberacéo de glutamato (CARLSON, 2002; IZQUIERDO, 2011). Também
participam desse processo as proteinas dependentes do AMPc (derivado de
adenosina monofosfato)(PKA) e o mondéxido de carbono (IZQUIERDO, 2011).

As proteinas cinase célcio dependentes (PKC) a as proteinas cinase ativaveis
extracelularmente (ERKs) também fosforilam véarios tipos de receptores de
glutamato, mas sua funcdo mais importante € fosforilar fatores de transcricdo de
acido desoxirribonucleico (DNA) dos nucleos celulares. Esse processo é a ponte
para a producdo de &cido ribonucleico mensageiro (RNAm) e a consequente sintese
de proteinas (IZQUIERDO, 2011). Esta ocorre nos dendritos e pode incluir
componentes do citoesqueleto, além de proteinas cinase e receptores, 0 que
provoca as mudancas estruturais requeridas para a PLD (CARLSON, 2002).

Além da plasticidade estrutural pds-sinaptica, também héa plasticidade pré-
sinaptica no hipocampo durante o processo de aprendizagem, mas este mecanismo
ainda ndo esta totalmente esclarecido. Uma das possibilidades € que haja um
crescimento dos terminais pré-sinapticos induzido pela aprendizagem, ou seja, a
aprendizagem sustentada pode levar ao surgimento de novos terminais pré-

sinapticos que fardo sinapse com espinhas dendriticas existentes. Também se
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especula que haja um remodelamento dos terminais pré-sindpticos existentes
durante a aprendizagem (REKART; HOLAHAN; ROUTTENBERG, 2007).

Acredita-se, ainda, que haja plasticidade nao sinaptica participando da
formacdo das memodrias. Alteracbes na excitabilidade neuronal dependentes de
aprendizagem podem fazer parte da formagdo das memdrias, ou por promover a
ocorréncia de mudangas neurais, Ou por servir como um mecanismo de
armazenamento ativo para uma fase temporaria da memdéria (MOZZACHIODI;
BYRNE, 2010).

2.4.2 Formacao das memérias

Alguns estudos sugerem que a PLD seja a base da formacéao e consolidacao
das memodrias, seja pelos seus processos bioquimicos subjacentes ou pelo seu
mecanismo em Si.

O avango em tecnologias de imagem, como o surgimento da ressonéancia
magnética funcional, permitiu com que se explorassem &reas do cérebro
relacionadas a memodria, e se verificasse que 0os mecanismos utilizados na formacgéo
e na consolidacdo das memdérias no hipocampo sdo os mesmos da PLD na area
CAl1l (IZQUIERDO, 2011). Clarke et al. (2010) mostram evidéncias de que a
formacdo de PLD no reconhecimento de objetos, uma tarefa dependente do
hipocampo, induz mudancas na eficacia sinaptica, semelhantes as que séo a base
do armazenamento de memorias, e também plasticidade sinaptica de longa duracéo
nas areas CAl1 e CA3, com papel importante na codificagdo da memoria nas
primeiras horas. Quando a PLD ¢é inibida por algum processo, as transformacdes
funcionais de CAl ndo ocorrem, o que impossibilita a adequada aquisicdo e
evocacdo de memoérias (GRUART; MUNOZ; DELGADO-GARCIA, 2006).

Embora a formacdo de memarias tenha 0 mesmo mecanismo da formagéo da
PLD, existem algumas diferencas em algumas etapas desse processo, seja pelo
tempo necessario para a finalizacdo de cada uma delas, seja pelo pico de atividade
de cada enzima (IZQUIERDO, 2011).

A liberacéo de neurotransmissores também varia conforme o tipo de memoéria

a ser formada e o0s processos requeridos para essa formacdo. A liberacdo de
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acetilcolina esté relacionada a detecgdo de estimulos novos, e depende do nivel de
estresse, atencdo, excitacdo e ansiedade, enquanto a dopamina é liberada quando
ha necessidade de se formularem novas estratégias comportamentais. Ja a
liberacdo de noradrenalina ocorre quando ha formacédo de memaorias moduladas por
emocdes, como o medo, por exemplo, enquanto a liberacdo de &cido gama-
aminobutirico (GABA) esta relacionada a habituacao (MIRANDA, 2007).

Em relacdo aos mecanismos de formacdo das memadrias ndo declarativas ou
procedurais, ndo ha muitos estudos, uma vez que essas memdarias raramente ficam
comprometidas, mas eles sdo semelhantes aos das memdrias declarativas e

acontecem em outras regifes do cérebro (IZQUIERDO, 2011).

2.5 Memaria Espacial

A memodria espacial, um tipo de memoéria declarativa episodica, € aquela que
depende da habilidade de codificar, armazenar e recuperar informacdes sobre
orientacdo sobre o esboco espacial ou temporal no ambiente (SARKISYAN;
HEDLUND, 2009; SHARMA; RAKOCZY; BROWN-BORG, 2010). Possibilita ao
individuo orientar-se espacialmente em qualquer local, seja este familiar ou néo
(POMPEU; POMPEU, 2010). Permite, além de aprender caminhos, lembrar a
localizacdo de objetos (SARKISYAN; HEDLUND, 2009). Est4 relacionada ao
hipocampo e é particularmente vulneravel aos efeitos do envelhecimento, mesmo
naqueles individuos sem comprometimento neurolégico (HEO et al., 2010;
SHARMA; RAKOCZY; BROWN-BORG, 2010; FOSTER; DEFAZIO; BIZON, 2012).

Os declinios relacionados a idade interferem negativamente na qualidade de
vida, haja vista que a memoaria espacial € fundamental para que o individuo adapte-
se ao ambiente em que vive e, dessa forma, possa viver de maneira independente
(FOSTER; DEFAZIO; BIZON, 2012). Esta torna-se, também, indispensavel a
sobrevivéncia de animais, por permear a relagcdo destes com o ambiente, por meio
da exploracdo do ambiente na busca por alimentos, da fuga de predadores e da
percepcdo da presenca ou auséncia de individuos da mesma espécie (VIEIRA,
2006).
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Uma das formas mais simples de aprendizado espacial faz com que roedores,
por exemplo, ndo dispendam tempo explorando ambientes previamente explorados,
onde as fontes de alimento ja se esgotaram (SANDERSON; BANNERMAN, 2012).

Animais e humanos utilizam-se de substratos anatdmicos semelhantes para o
processamento da memoéria espacial (FOSTER; DEFAZIO; BIZON, 2012). Os
animais apresentam muitas estratégias de navegacdo em direcdo a um local em um
determinado ambiente. Para as tarefas de navegacdo, os roedores, por exemplo,
necessitam associar informagbes do proprio movimento com informacdes do
ambiente para gerar movimentos orientados pela meta a ser atingida (WHITLOCK et
al., 2008). Para que esta navegacao seja possivel, é necessario que o animal seja
capaz de adquirir e reter memorias espaciais (ROSENBAUM et al., 2012).

Os ratos sdo capazes de aprender e lembrar-se de localizacbes espaciais a
partir do momento em que abrem os olhos e comegam a explorar o ambiente.
Contudo, passam a resolver tarefas de memoria espacial alocéntrica baseadas em
pistas visuais somente por volta de quatro semanas pos-natal, em decorréncia da
maior experiéncia na exploracdo do ambiente, e, consequentemente, aprimoram sua
capacidade de navegacédo (AINGE; LANGSTON, 2012).

A memoria espacial alocéntrica, gerada a partir de referéncias espaciais do
ambiente, independente do ponto de vista do individuo (SHRAGER et al., 2007),
estd relacionada ao hipocampo e é embasada na teoria da formacdo de mapas
cognitivos (ROSENBAUM et al., 2012; SHRAGER et al., 2007). Acredita-se,
entretanto, que o hipocampo ndo seja necessario para sustentar representacdes
esquematicas requeridas para a navegacado, mas que sua funcéo seja estabelecer
memorias espaciais, além de reter e evocar detalhes visuais e de experiéncias
obtidas até mesmo ha bastante tempo atréds. Tais representacfes esquematicas séo
sustentadas por regides extra-hipocampais, dentre elas o cortex para-hipocampal, o
cortex retroesplenial e o cértex parietal posterior, que tém forte conexdao com as
estruturas do lobo temporal. Essas regifes tém a funcéo de efetuar a codificagédo
inicial das diferentes informagfes vindas do ambiente dentro de visGes alocéntricas
ou egocéntricas (onde o corpo do individuo € a referéncia) ou de ambas
(ROSENBAUM et al., 2012). Isto sustenta a hipotese de Rosenbaum et al. (2012),
de que memdrias espaciais, com tempo e experiéncia suficientes, podem existir
independentemente do hipocampo e do lobo temporal. Pode-se pressupor, por

conseguinte, que a informacao espacial € armazenada tanto em estruturas do lobo
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temporal quanto em estruturas subcorticais, e que aguelas sejam necessarias na
identificacdo de mudangas no ambiente (FERRETTI et al., 2010).

Existem varios métodos para se avaliar a memoria espacial em roedores, 0s
quais compreendem varios tipos de labirintos.

O Labirinto Aquatico de Morris tem sido um dos mais amplamente usados, e a
aprendizagem é mais rapida em relagdo aos demais, por requerer treinamento
prévio aos testes de memoaria, além de seu estimulo aquético ser estressante, por
nao ser habitual aos animais (SHARMA; RAKOCZY; BROWN-BORG, 2010). Uma
de suas maiores vantagens é que a agua elimina a possibilidade de os animais
utilizarem pistas odorificas para encontrar o alvo. Este método de avaliacdo é
simples de construir e adaptar, mas, utiliza-se de varias medidas de variaveis, como
laténcia, velocidade de nado, distancia percorrida, requerendo um sistema de
cameras para gravacdo e software para analise de comportamento, o que pode
dificultar sua aplicacdo (SHARMA; RAKOCZY; BROWN-BORG, 2010).

2.6 Uso de camundongos em pesquisas

Os primeiros estudos com uso de animais e transposi¢cado para a fisiologia
humana datam do final do século XIX, onde Claude Bernard provocava situacdes
fisicas e quimicas, que resultavam em alteracdes nos animais semelhantes as de
doenca em humanos. Para que um animal seja usado como modelo experimental,
este deve ter caracteristicas suficientemente semelhantes as do objeto imitado, além
de ser passivel de manipulacdo sem as limitacbes do objeto imitado (FAGUNDES;
TAHA, 2004). Os animais vertebrados utilizam as mesmas regides cerebrais que 0s
humanos e mecanismos moleculares semelhantes para a construcao e evocacéao de
memorias (IZQUIERDO, 2011). Os roedores sd0 0s animais mais amplamente
utilizados em estudos relacionados ao cérebro, seu desenvolvimento e funcgbes
(KRUBITZER; CAMPI; COOKE, 2011).

Desde sua introducdo em laboratorios, os camundongos tornaram-se um dos
mais importantes animais experimentais (SANTOS, 2009). Depois do rato, o

camundongo € o animal mais usado em pesquisas (FAGUNDES; TAHA, 2004;

MONTEIRO et al., 2009). Esses animais tém sido amplamente usados como objetos
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de estudo no campo da memoéria e aprendizagem (HARBURGER; LAMBERT;
FRICK, 2007; HARBURGER; NZEREM; FRICK, 2007; MADRONAL et al., 2010;
FRICK et al.,, 2003; HUANG et al., 2006) e na associacdo destas com algumas
doencas neurodegenerativas (JAMKOWSKY et al., 2005; CRACCHIOLO et al.,2007;
VAN DELLEN et al., 2008; WOOD et al., 2010) .

Entretanto, h4 que se levar em consideracdo a escolha da espécie para a
pesquisa, uma vez que ha uma variagdo comportamental entre e até mesmo
interespécies, 0 que pode interferir negativamente nos resultados do estudo.
Algumas espécies de camundongos expressam maior ansiedade, estresse e medo
que outras, tendo dificuldade de habituagcdo ao novo, o que caracteriza o animal
como nao adaptavel (BOLEIJ et al., 2012). Outras sdo mais agressivas, como é o
caso da linhagem Swiss, e a agressividade é mais acentuada nos machos para as
espécies em geral (LOO et al., 2004). Também ha variacdes entre as espécies
quanto a atividade exploratoria e aprendizagem e memoria (NITHIANANTHARAJAH;
HANNAN, 2009).

2.7 Estimulo ambiental

A preocupacdo com o ambiente em que 0s animais vivem nos laboratorios
tem sido uma constante, pois ha interferéncia deste ambiente no comportamento do
animal.

As instalaces dos animais de laboratorio tendem a proporcionar adequadas
condicdes de higiene, climatizacdo e dieta bem balanceada para garantir boa saude
fisica, mas o comportamento fica restrito pelas condi¢bes de alojamento padréo.

Condicdes restritivas por si sO podem agir como um agente causador de
estresse se comportamentos muito motivadores séo frustrados, além de limitar o
animal no controle do seu ambiente fisico e social (OLSSON; DAHLBORN, 2002).
Isso, aléem de interferir no bem estar do animal, pode interferir nos resultados da
pesquisa (SORRELLS et al., 2009).

Para se minimizar a interferéncia desses fatores causadores de estresse,
tém-se aumentado a complexidade do ambiente em que vivem esses animais por

meio do chamado Ambiente Enriquecido.
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Para que um ambiente seja considerado enriquecido, as mudangas na
condicdo de habitagdo devem aumentar a frequéncia e a diversidade de
comportamentos naturais, reduzindo a ocorréncia de comportamentos anormais,
maximizar a utilizacdo do ambiente e aumentar a habilidade do animal aos desafios
do cativeiro (OLSSON; DAHLBORN, 2002).

Os ninhos permitem aos animais controlar seu préprio ambiente, pela
construcdo de esconderijos contra agressores, além de promover abrigo a
superexposicao a luz e regular a temperatura mais adequada as suas necessidades
(VAN LOO; BAUMANS, 2004).

Comportamentos agressivos, uma preocupacdo em ambientes de laboratorio,
podem ser resolvidos, além do uso de materiais para a constru¢do de ninhos, pela
utilizacdo de gaiolas grandes, que permitem aos animais evitarem seus possiveis
agressores (BALCOMBE, 2006). Ratos e camundongos preferem companhia ao
isolamento, e recursos como refagios e materiais para ninhos sédo indispenséaveis
para o seu bem estar (VAN LOO et al., 2004; BALCOMBE, 2006).

2.7.1 Ambiente Enriguecido

Denomina-se Ambiente Enriquecido a exposicdo de animais de laboratoério a
condi¢cbes de alojamento que possibilitem a estimulagdo sensorial, visual, cognitiva e
motora do cérebro, quando comparado com condi¢des de alojamento padrdo (ARAI;
FEIG, 2011; NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006). O AE também compreende a
interagdo social, pelo alojamento conjunto de animais, em grandes gaiolas, com
camaras exploratérias (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; DHANUSHKODI;
SHETTY, 2008), pois animais alojados isoladamente em um ambiente enriquecido
tendem a aumentar sua resposta ao estresse agudo em vez de diminui-la (MEIJER
et al., 2007).

Para se enriqguecer o ambiente, sdo introduzidos diversos brinquedos com
cores, formas, cheiros e texturas variadas, para estimulacdo visual, objetos de
madeira para percep¢ao sensorial, tuneis de varios formatos viabilizando navegacgéo
espacial, rodas de correr para exercicio fisico, além de balancos e aparatos para
escalada (REYNOLDS; LANE; RICHARDS, 2010; DHANUSHKODI; SHETTY, 2008)
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e materiais para fazer ninhos (MADRONAL et al., 2010). Pela acuidade visual
diminuida dos roedores, os sistemas mais apurados e 0s que mais se beneficiam, no
entanto, sdo o somatossensorial e o olfatério (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN,
2009).

O termo “enriquecido”, por vezes, pode ser substituido por “complexidade” ou
“novidade” (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006), mas ambos podem estar
presentes em um mesmo AE. A complexidade e o conceito de novidade séo
mantidos pela troca frequente dos objetos (REYNOLDS; LANE; RICHARDS, 2010),
do formato dos tubos (CARVALHO et al., 2009) e da configuragdo dos labirintos
utilizados em algumas gaiolas (FARES et al., 2013).

Pode haver, ainda, uma diferenciacdo no AE pela utilizacdo ou ndo de rodas
de correr. Entretanto, o exercicio fisico isoladamente ndo produz os amplos efeitos
associados ao AE. Além disso, as rodas de correr somente realgcam o exercicio fisico
aerobico grosso, enquanto o AE sem rodas de correr intensifica a estimulacé@o
motora fina, mais complexa (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2009).

O AE promove mudancas qualitativas e quantitativas na PLD (ARAI; FEIG,
2011), expressas pela indugéo da plasticidade neural em varios niveis no cérebro,
por meio da modificacdo de estruturas e circuitos neurais e de processos
bioguimicos, melhorando as func¢des cognitivas (DHANUSHKODI; SHETTY, 2008).
Por essa razdo, o enriguecimento ambiental tem sido usado tanto em sistemas
nervosos intactos quanto nos lesados (MADRONAL et al., 2010).

Além das alteracdes que ocorrem no hipocampo, implicando na melhora da
aprendizagem e memoéria (HUANG et al.,, 2006), o AE também promove uma
variedade de mudancas no corpo estriado, interferindo, assim nas fungdes motoras
e comportamentos motivados (THIRIET et al., 2008). Para Madrofal et al. (2010), o
enriqguecimento ambiental melhora o desempenho e o condicionamento motor de
camundongos. Pang et al. (2006) observaram melhora nos déficits do corpo estriado
em modelo animal de Doenga de Huntington, como retardo do inicio da doenca pelo
uso de rodas de correr.

A neurogénese hipocampal aumentada pela aplicacdo do AE é
particularmente interessante na pesquisa de disturbios neurodegenerativos, uma vez
gue estes interferem negativamente nos processos de aprendizagem e memdria
(DHANUSHKODI; SHETTY, 2008).
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Modelos animais de alguns tipos de doencas neurodegenerativas tém sido
estudados para se verificar a interferéncia do AE nos prejuizos cognitivos
relacionados a tais doencas. Para Jankowsky et al. (2005), Cracchiolo et al. (2007) e
Valero et al. (2011), o enriqguecimento ambiental pode minimizar 0s prejuizos
cognitivos decorrentes da progressao da Doenca de Alzheimer. Wood et al. (2010)
referem que o AE pode acarretar uma melhora da fungéo cognitiva, da sobrevida e
da qualidade de vida em modelos animais de Doenca de Huntington. Ja para van
Dellen et al. (2008), a estimulacao fisica e mental pode retardar o surgimento de
apenas alguns sinais da doenca. Sugere-se, a partir desses estudos, que o AE
possa ser adaptado para o tratamento de tais doencas (VALERO et al.,, 2011,
WOOD et al., 2010).

Alguns estudos propdem que o AE possa abrandar os declinios cognitivos
relacionados ao envelhecimento. Harburger, Lambert e Frick (2007) e Harburger,
Nzerem e Frick (2007), em estudos realizados em camundongos, observaram efeito
positivo na memoria de idosos submetidos a enriguecimentos ambientais
complexos, o que ja tinha sido observado em camundongos de meia idade por Frick
et al. (2003).

Em contrapartida, h4 estudos relatando efeitos negativos do AE, como
elevado nivel de estresse e outros problemas relacionados a salde dos animais
(HUTCHINSON; AVERY; VANDEWOUDE, 2012). O AE pode ocasionar efeitos
positivos, negativos ou neutros, dependendo da espécie, do sexo e da idade do
animal (TOTH et al., 2011).

A despeito de tantos estudos, algumas questdes permanecem nao resolvidas,
como a idade mais adequada para se submeter o animal ao AE, ou se ha periodos
criticos para o maior impacto dos efeitos do AE sobre as estruturas cerebrais e o
comportamento, ou como a genética e o género afetam a interagcdo dos animais em
seus ambientes E, ainda, como o AE pode nortear estratégias para o
desenvolvimento de terapias ocupacionais ou tratamentos médicos em humanos
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do ambiente enriquecido na aquisicdo da memoria

espacial de camundongos em trés diferentes faixas etarias.

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a aquisicdo de memoria espacial em camundongos expostos ou
ndo ao AE nas faixas etarias de recém-desmamados, jovens e adultos jovens, no
Labirinto Aquético de Morris, durante os diferentes dias de treinamento e no dia do
teste final.

b) Comparar camundongos submetidos ao alojamento nas faixas etarias
de recém-desmamados, jovens e adultos jovens em relagdo a aquisicdo de memoria
espacial.

C) Verificar se o enriquecimento do ambiente interfere na aquisicdo da
memoria espacial em trés diferentes idades de camundongos.

d) Avaliar se ha interacdo entre o enriquecimento ambiental e a idade dos

animais em relacdo a aquisicdo de memoéria espacial de camundongos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Amostra, Local e Periodo do Estudo

Neste estudo foram utilizados 47 camundongos fémeas da linhagem Swiss,
de trés faixas etarias: recém-desmamados (21 dias), jovens (trés meses) e adultos
jovens (sete meses), Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sendo submetidos ao estudo
no Setor de Experimentacdo desse mesmo local, no periodo compreendido entre

fevereiro e setembro de 2012.

4.2 Delineamento Experimental

Tratou-se de um estudo experimental, onde os camundongos foram divididos
aleatoriamente em dois grupos, 0 grupo controle e o grupo enriquecido, de acordo
com o tipo de alojamento, os quais foram subdivididos em trés diferentes faixas
etarias. Tanto o grupo controle quanto o enriquecido compreendiam subgrupos de
camundongos recém-desmamados (n=8 para cada grupo), jovens (n=8 para cada
grupo) e adultos jovens (n=7 e n=8, respectivamente).

4.3 Procedimentos

Todos os camundongos, ao completarem a idade requerida para o estudo (21
dias, trés meses e sete meses, respectivamente), foram submetidos a um de dois
diferentes tipos de alojamento: o grupo controle no Ambiente Padrédo Controle (AC) e
0 grupo experimental no Ambiente Enriquecido (AE), conforme descrito abaixo. Os
animais permaneceram nos seus respectivos alojamentos durante 50 dias

consecutivos.



35

Apos 40 dias de alojamento, estes foram treinados no Labirinto Aquético de
Morris durante cinco dias consecutivos, e, apés um intervalo de descanso de quatro
dias, foi realizado o teste final, conforme descrito abaixo. Quando os testes foram
finalizados, os animais foram submetidos a eutanasia na camara de gas com diéxido

de carbono e encaminhados a incineragéo.

4.3.1 Ambiente Enriguecido e Ambiente Padrdo Controle

O AC compbs-se por caixa padrao para roedores, medindo 31 cm de largura,
39 cm de comprimento e 18 cm de altura, sem nenhum objeto para estimulo dos
animais em seu interior, apenas com cama de maravalha, comida e agua ad libitum.

O AE compds-se por uma gaiola metdlica de dois niveis, medindo 60 cm de
largura, 81 cm de comprimento e 46 cm de altura, contendo duas escadas com
acesso ao andar superior, onde agua e comida foram servidas ad libitum. Esta
continha também uma passarela comunicando os dois lados do pavimento superior,
uma passarela elevada comunicando um lado ao outro da gaiola na extensao de seu
comprimento, e uma passarela imediatamente acima do chdo, comunicando a gaiola
de um lado a outro na extensédo de sua largura, além de uma roda de correr e um
trampolim. O andar inferior da gaiola era forrado com maravalha (Figura 1).

A gaiola era também provida de objetos e brinquedos de varias cores, formas,
tamanhos e texturas, alguns destes afixados na gaiola, e materiais para fazer ninho.
Tais objetos compreendiam dois tlneis de cloreto de polivinil (PVC) de formato e
diametro diferentes, e diversos brinquedos disponiveis comercialmente para
criangas (bolas, potes, panelinhas, animais, carrinhos, flores, arvores, cones,
homens, letras, numeros, dentre outros). Os materiais para fazer ninho
compreendiam papel toalha, papel crepom e lengos de papel (Figura 2).

Os brinquedos méveis e os materiais para fazer ninho eram trocados duas
vezes por semana, sendo colocados de 10 a 15 objetos diferentes e quatro folhas ou
pedacos amassados de um unico tipo de papel a cada troca.

Em ambos os ambientes, a limpeza das gaiolas era realizada duas vezes por
semana. O ciclo de luz era controlado, com periodo claro/escuro de 12 horas, sendo

as luzes ligadas automaticamente as seis horas da manha. A sala do setor de
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experimentacdo era mantida a uma temperatura ambiente de 21+3°C e agua e racao
prépria para roedores eram fornecidas ad libitum (SANTOS, 2009).

Figura 1 — Fotografia do Ambiente Enriquecido, mostrando roda de correr, tdnel e
passarelas. Fonte: arquivo pessoal.

Figura 2 — Fotografia mostrando detalhe de tunel, brinquedos e materiais para fazer
ninho. Fonte: arquivo pessoal.
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4.3.2 Labirinto Aquéatico de Morris

O LAM constituiu-se por um tanque circular de polietileno de cor preta,
medindo 101 cm de diametro e 53 cm de altura, preenchido previamente aos treinos
com agua a temperatura ambiente de 21+3°C.

Esse tanque era subdividido virtualmente em quatro quadrantes. Em um dos
guadrantes era afixada uma plataforma de PVC na mesma cor do tanque, de 11 cm
de diametro e 19,5 cm de altura, que ficava submersa, com a parte superior
localizada imediatamente abaixo da superficie da agua (cerca de um centimetro), e
servia como reflgio. A plataforma apresentava a superficie aspera, revestida com
Espuma Vinilica Acetinada (EVA), para facilitar a subida do animal, e sua posicdo
permanecia inalterada durante todos os treinos e teste final para todos os grupos de
animais (ROSSATO et al., 2006).

Nas paredes internas do tanque, acima da agua, nos quatro quadrantes,
estavam fixadas figuras sinalizadoras, que poderiam ser usadas como pontos de
referéncia pelos animais durante os treinos e/ou o teste final (Figura 3).

Os animais eram colocados individualmente no tanque em um dos quadrantes
(exceto naquele onde se encontra a plataforma escondida), sorteado por meio de
um dado, com sua visao voltada para a borda. Cada camundongo tinha 90 segundos
para encontrar a plataforma submersa (Figura 4). Se o animal ndo conseguisse fazé-
lo durante os treinos, este era colocado pelo examinador sobre a plataforma, onde
permanecia por 30 segundos (GRESACK; KERR; FRICK, 2007; ROSSATO et al.,
2006).

Os treinos eram realizados durante cinco dias consecutivos, trés vezes por
dia, com um intervalo de 30 segundos entre cada um. ApOs 0s cinco dias de treino,
0S animais descansavam em suas respectivas gaiolas por quatro dias, até a
realizagdo do teste de memodria espacial, desenvolvido em um Gnico dia, durante
trés vezes, com intervalo de 30 segundos entre cada sessao de teste (ROSSATO et
al., 2006).

O periodo de laténcia que o camundongo levava desde sua colocacédo na
agua até encontrar a plataforma escondida (reflgio) em cada treino/teste era
mensurado por meio de um crondémetro digital. A cada dia de treino/teste era

calculada a média de laténcia do animal para encontrar o refagio.
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ApOs os treinos/testes, os animais eram enxugados com toalhas e colocados
em uma caixa forrada com maravalha e aquecida com uma lampada incandescente
de 60 Watts, de onde retornavam as suas respectivas gaiolas depois que todos os
seus companheiros de alojamento tivessem sido submetidos ao treino/teste do dia.

Todos os treinos e testes eram realizados na fase clara do periodo claro/escuro.

Figura 3 — Fotografia do Labirinto Aquético de Morris. Fonte: arquivo pessoal.

Figura 4 — Fotografia mostrando o camundongo na plataforma escondida no LAM.
Fonte: arquivo pessoal.
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4.4 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob protocolo n® 336, na reuniao

ordinaria de 11 de agosto de 2011 (Anexo).

4.5 Anélise Estatistica

A avaliacdo do efeito do grupo experimental (Controle e Ambiente
Enrigquecido), do efeito da idade dos animais (recém-desmamados, jovens e adultos
jovens), bem como da interacdo entre estes fatores, em relagédo a laténcia de tempo
para encontrar a plataforma escondida no LAM no teste final, foi realizada por meio
do teste ANOVA de duas vias. Ja a avaliacdo do efeito do grupo experimental
(Controle e Ambiente Enriquecido), do efeito do dia de treino (um a cinco dias), bem
como da interacdo entre estes fatores, em cada um dos momentos de andlise, em
relacdo a laténcia de tempo para encontrar a plataforma escondida no LAM, foi
realizada por meio do teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas, seguido
pelo pds-teste de Tukey. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software
SigmaStat para Windows® na vers&o 3.5, considerando um nivel de significancia de
5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultado do teste final no Labirinto Aquatico de Morris

Os resultados referentes a laténcia para encontrar a plataforma no teste final
para 0s grupos controle e enriquecido, de acordo com cada faixa etaria, estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados referentes a laténcia para 0s animais encontrarem a
plataforma submersa no teste final, de acordo com os grupos controle e
enriquecido em cada momento de analise, no Labirinto Aquatico de

Morris.
Grupo Controle Amb. Enriquecido P
Recém-
desmamados 31,37+4,09 23,1615,34 0,243
Jovens 26,54+4,08 20,33+4,42 0,319
Adultos jovens 30,67+8,34 34,29+8,75 0,771

Nota: os dados estéo apresentados na forma de médiaterro padrdo da média.

N&o houve efeito do grupo experimental, ou seja, ndo houve diferenca entre o
ambiente controle e ambiente enriquecido (teste ANOVA de duas vias, p=0,471).
N&o houve efeito do momento de andlise (idades de recém-desmamados, jovens e
adultos jovens), ou seja, independente do grupo experimental, ndo houve diferenca
entre os momentos de analise (p=0,341). Nao houve interacdo entre o grupo
experimental e o momento de analise, ou seja, a diferenca entre 0s grupos

experimentais nao variou nos trés momentos de analise avaliados (p=0,590).

5.2 Resultados dos dias de treino no Labirinto Aquético de Morris
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Para os animais recém-desmamados, ndo houve efeito do grupo experimental
(teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas, p=0,481) e do dia de treino
(p=0,448). Também nao foi observada interacdo entre o grupo experimental e 0s
dias de treino, em relacdo a laténcia para que os animais achassem a plataforma
escondida (p=0,827). A laténcia para encontrar a plataforma escondida para o0s
camundongos recém-desmamados esta representada na Figura 5. O mesmo foi
observado em relacdo aos animais jovens (teste ANOVA de duas vias de medidas
repetitivas, efeito do grupo experimental: p=0,301; efeito do dia de treino: p=0,053;
interacdo entre grupo experimental e dia de treino: p=0,941). Esses resultados sé&o
apresentados na Figura 6. Em relagdo aos animais adultos jovens, houve efeito do
grupo experimental (teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas, p=0,027),
porém nao houve efeito do dia de treino (p=0,846), nem interacdo entre o grupo
experimental e os dias de treino, em relacdo a laténcia para que os animais
achassem a plataforma escondida (p=1,000). Quanto ao efeito do grupo

experimental adulto jovem, a laténcia dos animais do grupo controle foi
significativamente menor do que a daquela observada para os animais do grupo
Ambiente Enriquecido nos dias de treino em geral (pos-teste de Tukey, p<0,05).
Esses resultados estdo apresentados na Figura 7.

Os resultados referentes a laténcia para achar a plataforma em cada dia de
treino, para os grupos controle e enriquecido, de acordo com cada faixa etaria, estéo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados referentes a laténcia para encontrar a plataforma submersa
em cada dia de treino, de acordo com 0s grupos controle e enriquecido

em cada momento de analise, no Labirinto Aquatico de Morris.

Grupo Controle Ambiente Enriquecido

Dia de Recém- Adultos Recém- Adultos

treino desmam. Jovens Jovens desmam. Jovens Jovens

1 41,33+6,34 37,71+5,11 25,24+6,95 33,04+7,10 40,75%6,63 38,92+45,77
2 34,62+8,29 31,29+6,58 22,14+3,52 28,08+6,97 38,6718,31 36,17+9,63
3 26,21+6,76 20,75x4,17 27,47+5,25 32,17+8,80 28,00+6,60 42,87+8,36
4 33,37£5,82 26,12+2,76 25,38+4,86 29,00+5,52 26,12+557 39,12+8,22
5 23,33+4,06 29,3846,13 30,24+7,79 27,84+6,10 37,33+6,53 44,08+11,38

Nota: os dados estéo apresentados na forma de médiaterro padrdo da média. Nao houve interacéo
entre o grupo experimental e os dias de treino: recém-desmamados (p=0,827), jovens (p=0,941),
adultos jovens (p=1,000).
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—&—Controle recém-
desmamados

= AE recém-
desmamados

Treino (dias)

Grafico de linhas representando a laténcia para encontrar a plataforma
para os grupos recém-desmamados controle e enriquecido de acordo
com os dias de treino. Cada simbolo representa a média e a barra, o
erro padréo da média.

=&—Controle jovens
=~ AE jovens

Treino (dias)

Grafico de linhas representando a laténcia para encontrar a plataforma
para 0s grupos jovens controle e enriquecido de acordo com os dias de
treino. Cada simbolo representa a meédia e a barra, o erro padrdo da

média.
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=—Controle
adultos jovens

=i~ AE adultos

2 15 - jovens

Treino (dias)

Figura 7 - Grafico de linhas representando a laténcia para encontrar a plataforma
para 0s grupos adultos jovens controle e enriquecido de acordo com 0s
dias de treino. Cada simbolo representa a média e a barra, o erro padréao
da média.
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6 DISCUSSAO

Os primeiros estudos relacionados ao enriqguecimento ambiental em animais
surgiram em meados de 1960, analisando a relacdo entre o ambiente do animal e
sua constituicéo cerebral. Desde entéo, ele tem sido amplamente estudado, a fim de
se verificar seus efeitos sobre o comportamento e o bem estar de animais de
laboratorio (HUTCHINSON; AVERY; VANDEWOUDE, 2005). Tem sido estudado,
ainda, na area da aprendizagem e memdria em animais saudaveis, para avaliar 0s
declinios da memdria relacionados a idade, ou em modelos animais de doencas
(PATEL, 2012), pois esta area € de grande interesse para a saude humana. Porém,
ainda ha davidas em relacdo a forma de adaptacéo dessas pesquisas aos humanos.

O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia do ambiente enriquecido na
memoria espacial de camundongos fémeas da linhagem Swiss, recém-desmamados
(21 dias), jovens (trés meses) e adultos jovens (sete meses), a fim de se verificar se
o AE influencia na memdéria e se tal influéncia é dependente da faixa etaria. Neste
estudo ndo foi observada alteracdo significativa na memodria espacial dos
camundongos submetidos ao AE em relacdo aos controles, tampouco entre as
faixas etarias dos camundongos enriquecidos. Porém, foi observado efeito do grupo
experimental nos camundongos adultos jovens, onde a laténcia para encontrar a
plataforma escondida foi menor no grupo controle.

O AE tem sido empregado em estudos de doencas neurodegenerativas para
avaliar seus efeitos sobre a memodria espacial. Embora alguns ndo evidenciem
melhora ou reducdo dos prejuizos de memoria relacionados a Doenca de Alzheimer
(GORTZ et al.,, 2008), sdo observadas melhorias em tarefas dependentes do
hipocampo, relacionadas a memoria espacial nesta doenca (JANKOWSKY et al.,
2005; VALERO et al., 2011). Mas somente o enriqguecimento complexo, incluindo
estimulacdo cognitiva, fisica e social, por um longo periodo, € capaz de proteger o
cérebro contra prejuizos cognitivos relacionados a Doenca de Alzheimer
(CRACCHIOLO et al., 2007). O enriqguecimento ambiental complexo também parece
postergar o inicio dos sintomas da Doenca de Huntington (VAN DELLEN et al.,
2008), além de melhorar a funcdo cognitiva, a sobrevida e a qualidade de vida em
modelos animais (WOOD et al., 2010).
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Os estudos que avaliam a interferéncia do AE nos declinios de memoria
relacionados a idade em camundongos apresentam resultados contraditérios.
Enquanto alguns observam efeitos positivos significativos sobre a memoaria espacial
apenas em camundongos idosos (HARBURGER; LAMBERT; FRICK, 2007), outros
evidenciam tais efeitos em camundongos idosos e também nos de meia idade
(FRICK et al., 2003). J& outros apontam evidéncias de melhora na execucgdo de
tarefas espaciais, além de grupos de meia idade (de 13 a 17 meses) e idosos (a
partir de 18 meses), também nos grupos de camundongos jovens (até seis meses) e
adultos jovens (de seis a 12 meses) (HARBURGER; NZEREM; FRICK, 2007,
GRESACK; KERR; FRICK, 2007; SANTOS, 2009; DINIZ et al; 2010;
KULESSKAYA; RAUVALA; VOIKAR, 2011).

Estudos realizados com camundongos de faixas etarias semelhantes as deste
também n&o obtiveram resultado significativo nas tarefas de memodria espacial.
Prusky, Reidel e Douglas (2000), ao avaliarem camundongos fémeas de dois meses
de idade submetidos ao AE desde o nascimento, ndo evidenciaram diferenca
significativa no tempo gasto para encontrar a plataforma escondida no LAM.
Harburger, Lambert e Frick (2007), ao avaliarem os efeitos do AE na memoria
espacial em camundongos machos jovens (trés meses), de meia idade (15 meses) e
idosos (21 meses), ndo encontraram diferencas significativas entre 0s grupos
enriquecido e controle jovens e de meia idade, observando efeitos positivos sobre a
memoria espacial apenas nos idosos. Harburger, Nzerem e Frick (2007)
submeteram a trés formas de enriquecimento ambiental camundongos fémeas
jovens (trés meses), de meia idade (15 meses) e idosos (21 meses), e observaram
gue o grupo jovem submetido ao enriquecimento complexo, como neste estudo, ndo
obteve resultados significativos nas tarefas do LAM.

A duracado do enriquecimento ambiental parece influenciar na magnitude dos
efeitos comportamentais, bem como a linhagem de camundongo, o protocolo e
tarefas comportamentais utilizadas, e a idade em que estes sdo submetidos ao
alojamento (AMARAL et al., 2008). Um enriquecimento ambiental de longa duracao
esta associado a maior habituacdo a novidades em camundongos, além de
promover neurogénese hipocampal e manter seus efeitos em longo prazo
(KEMPERMANN; GAGE, 1999).

Em consonancia com o presente estudo, que utilizou um total de

aproximadamente sete semanas (50 dias) de alojamento, os estudos, cujos
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resultados se assemelham aos deste, utilizaram o AE por um periodo que variou de
seis a oito semanas (PRUSKY; REIDEL; DOUGLAS, 2000; HARBURGER;
NZEREM; FRICK, 2007; HARBURGER; LAMBERT; FRICK, 2007). J& os estudos
gue obtiveram resultados significativos em relacdo a memaria espacial mantiveram o
AE por periodos que variaram entre um (FRICK et al., 2003) e dois a 21 meses
(GRESACK; KERR; FRICK, 2007; SANTOS, 2009; DINIZ et al.; 2010;
KULESSKAYA; RAUVALA; VOIKAR, 2011).

Da mesma forma, periodos superiores a trés meses também foram
empregados nos estudos que avaliaram prejuizos de memoria relacionados a
doencas neurodegenerativas (GORTZ et al., 2008; CRACCHIOLO et al., 2007;
VALERO et al., 2011; VAN DELLEN et al., 2008). Porém, por se tratarem de estudos
cuja evolucdo natural das doencas engloba importante comprometimento da
mem©éria, ndo cabe aqui a comparacdo dos resultados desses estudos com o
presente.

Alguns estudos que obtiveram resultados significativos com um periodo de
enriguecimento ambiental semelhante ao deste (FRICK et al., 2003; HARBURGER,;
NZEREM; FRICK, 2007; HARBURGER; LAMBERT; FRICK, 2007) avaliaram
camundongos de meia idade e idosos. Isto pode explicar a discrepancia de seus
resultados em relacdo aos deste, haja vista que os declinios de memodria iniciam-se
por volta da meia idade (dos 13 aos 17 meses de vida), com a diminuicdo da
atividade exploratéria (FRANCIA et al., 2006), agravando-se ao longo do
envelhecimento (FRICK et al., 2000). Além disso, o protocolo aqui utilizado pode
nao beneficiar camundongos mais jovens. Camundongos a partir da meia idade,
portanto, podem ser mais favorecidos pelo enriquecimento ambiental, uma vez que a
neurogénese hipocampal diminui ao longo do envelhecimento (VERRET et al.,
2007).

Os protocolos de enriquecimento ambiental também podem influenciar nos
resultados, uma vez que ndo ha uma padroniza¢do do tamanho das gaiolas e tipos
de objetos usados para estimulagéo fisica e cognitiva (SIMPSON; KELLY, 2011). H&
pouca evidéncia sobre a contribuicdo de objetos especificos ou suas combinacdes
nas respostas comportamentais (ABRAMOV et al., 2008).

A maioria dos estudos, inclusive este, utiliza o superenriquecimento, com
multiplas estratégias de enriquecimento ao mesmo tempo ou em alternancias

periodicas. Porém, ha a necessidade de se considerar o comportamento de cada
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espécie ou linhagem. Pela sua tendéncia natural de cavar e construir ninhos para se
esconder de predadores (HUTCHINSON; AVERY; VANDEWOUDE, 2005), os
camundongos preferem materiais para fazer ninho a quaisquer outros, além de
preferirem estruturas opacas ou coloridas a gaiolas grandes (OLSSON; DAHLBORN,
2002). Isso explica a divergéncia de resultados entre este estudo e o de Kulesskaya,
Rauvala e Voikar (2011), que, embora também tenham submetido camundongos
recém-desmamados ao AE por um periodo de alojamento semelhante ao deste
estudo, observaram melhor desempenho no LAM dos camundongos enriguecidos.
Diferentemente deste estudo, esses autores utilizaram apenas material para fazer
ninho como estratégia de enriquecimento ambiental.

Apesar de camundongos preferirem estruturas opacas a largas gaiolas, estes
podem se adaptar as gaiolas, contanto que haja locais para serem utilizados como
esconderijo (OLSSON; DAHLBORN, 2002). Grande parte dos estudos acima
citados, tanto os com resultados positivos quanto os demais, utilizaram amplas
caixas plasticas com tampas perfuradas para ventilagdo, enquanto o AE deste
estudo foi desenvolvido em uma gaiola com grades, coberta com tela, com dois
tuneis para esconderijo. O mesmo tipo de gaiola foi mencionado por Santos (2009) e
Diniz et al. (2010) em seus estudos, que obtiveram resultados significativos nas
tarefas dependentes do hipocampo em camundongos, em discordancia com o0s
resultados deste estudo. Contudo, as diferencas estdo no tempo de enriquecimento
e nos protocolos de avaliacdo utilizados.

O superenriquecimento, pela sua complexidade estrutural e pela introducao
de novos objetos, pode levar a comportamentos de demarcacdo de territorio e,
assim, aumentar o estresse e a agressividade entre os camundongos, interferindo
negativamente na pesquisa. Além disso, objetos estaticos e repetitivos, pela
exposicao prolongada, podem induzir & diminuicdo das respostas comportamentais
a novidades (HUTCHINSON; AVERY; VANDEWOUDE, 2005). Diferentemente dos
trabalhos aqui citados, o presente estudo incluiu em seu AE alguns brinquedos
estéticos, afixados na gaiola, que permaneceram inalterados durante todo o periodo
de enriquecimento, além da posicdo das passarelas e do trampolim e das
configuracdes dos tuneis, que também néo foram modificadas. Todavia, assim como
nos demais estudos, também foi realizada a substituicdo de brinquedos, dos quais

alguns podiam ser modificados pelos animais. Essa pratica € mais efetiva em evocar
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uma nova resposta interativa (HUTCHINSON; AVERY; VANDEWOUDE, 2005), mas
pode ter sido sobrepujada pelos objetos estaticos e de configuracdo imutavel.

Protocolos de superenriquecimento impossibilitam determinar ao certo o efeito
de cada estratégia de enriqguecimento sobre a memodria espacial. Harburguer,
Nzerem e Frick (2007) avaliaram separadamente cada uma delas: estimulacéo
cognitiva, estimulacéo fisica e enriquecimento complexo (englobando estimulagfes
fisica e cognitiva e interacédo social). Estes autores avaliaram camundongos fémeas
jovens (trés meses), de meia idade (15 meses) e idosos (21 meses). Corroborando
com os resultados do presente estudo, aqueles, utilizando um periodo de AE
semelhante ao deste, ndo observaram qualquer resultado significativo no grupo
jovem submetido ao enriquecimento complexo. Em contrapartida, os grupos de meia
idade e idoso submetidos ao enriquecimento complexo apresentaram melhor
desempenho nas tarefas do LAM. Camundongos das trés faixas etérias, contudo,
quando submetidos a estimulacdo fisica apresentaram melhora da memodria
espacial, enquanto o grupo idoso apresentou resultados significativos em algum
aspecto das tarefas espaciais quando submetido a qualquer uma das trés
estratégias de enriquecimento.

Cain, Green e Bardo (2006) observaram uma diminuicéo na resposta visual a
novidades em ratos jovens submetidos ao enriquecimento ambiental social e
cognitivo por um més, sem estimulacdo fisica. O enriquecimento complexo, por
periodos breves, parece beneficiar camundongos somente a partir da meia idade,
onde se iniciam os prejuizos de memdria. A estimulacgdo fisica, no entanto, parece
trazer beneficios @ memdria espacial de camundongos em idades onde ainda ndo ha
comprometimento desta (MELLO et al., 2008).

O exercicio fisico promove mudancas em células da glia envolvidas no
remodelamento sinaptico, com provaveis efeitos sobre a plasticidade cerebral,
podendo ser, portanto, uma estratégia neuroprotetora (BERNARDI et al., 2013).
Conforme Kempermann et al. (2010), o exercicio fisico atua na proliferagéo celular,
enquanto o enriguecimento ambiental atua na sobrevivéncia dos novos neurbnios.
Estudos que utilizaram mais de uma roda de correr no AE apresentaram resultados
positivos (HARBURGER; NZEREM; FRICK, 2007; GRESACK; KERR; FRICK, 2007,
DINIZ et al.; 2010). O maior acesso a estimulacao fisica, associado ao maior tempo
de exposicdo ao estimulo, pode ter intensificado os efeitos sobre a memoaria
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espacial. A Unica roda de correr disponibilizada neste experimento pode ter sido
insuficiente para o nimero de camundongos alojados.

O enriguecimento ambiental, pela exposicdo a novidades, pode exercer
comportamentos emocionais especificos, como medo e ansiedade, de acordo com o
sexo e com a linhagem do animal (ADAMEC et al., 2006; ENNACEUR et al., 2006).
E pode, ainda, acentuar as diferencas comportamentais entre as linhagens
(ABRAMOQV et al., 2008). Situacdes causadoras de estresse inibem a potenciacao
de longa duracéo pela aumentada liberacdo de corticosteroides, prejudicando, dessa
forma, a aprendizagem (HOLSCHER, 1999). O estresse cronico, por sua vez,
prejudica a neurogénese hipocampal, alterando a funcdo cognitiva e emocional
(CASTILLA-ORTEGA et al., 2011).

Fémeas parecem ser mais suscetiveis negativamente a fatores causadores
de estresse (ADAMEC et al., 2006). E condicBes estressantes durante o periodo
pés-natal podem acentuar os niveis de ansiedade destas e, por conseguinte,
interferir negativamente na memoria dependente do hipocampo (COUTELLIER;
WURBEL, 2009).

Coutellier e Wirbel (2009), ao avaliarem camundongos adultos que foram
submetidos junto com suas progenitoras ao AE, com e sem fatores causadores de
estresse, no periodo poés-natal até o desmame, ndo observaram resultados
significativos nas tarefas de memdria dependentes do hipocampo em fémeas na
auséncia de estresse. Porém, evidenciaram resultados negativamente significativos
na presenca deste, o que nao se aplicou aos machos. Lin et al. (2011) observaram
um efeito ansiogénico em camundongos fémeas submetidos ao AE, além de
comportamento depressivo avaliado pelo aumentado tempo de imobilidade no teste
de nado forcado. Ja nos machos, o AE exerceu um efeito ansiolitico, e o tempo de
imobilidade no nado forgado foi significativamente menor.

No presente experimento, embora ndo se tenha objetivado avaliar
comportamentos emocionais, observou-se um aumento no tempo de imobilidade e
de flutuacdo no LAM nos grupos submetidos ao AE. Esse comportamento
depressivo pode ter inibido a motivagcdo necessaria para os treinos e o teste final no
LAM, interferindo nos resultados. E o maior tempo de flutuacdo observado pode
explicar a maior laténcia para encontrar a plataforma, para os camundongos
enriquecidos adultos jovens em relacdo a seus controles. Além disso, o tempo de

alojamento no AE pode ter sido insuficiente para a habituacdo ao
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superenriquecimento de camundongos fémeas nas faixas etarias analisadas neste
estudo, bem como naqueles utilizando camundongos fémeas, com algum grupo com
idade e tempo de enriquecimento ambiental semelhante a este (PRUSKY; REIDEL;
DOUGLAS, 2000; HARBURGER; NZEREM; FRICK, 2007).

Santos (2009), diferentemente desses estudos, alojou no mesmo AE
camundongos de ambos o0s sexos desde o nascimento, juntamente com suas
progenitoras. Seus achados de melhora significativa na memoria espacial podem ter
sido ressaltados pelo desempenho dos machos, pois as médias de laténcia para
encontrar a plataforma foram de todos os animais de cada grupo, e nédo foi
especificado o nimero de machos e fémeas em cada um deles.

Em relacdo as linhagens, Diniz et al. (2010), como neste estudo, utilizaram
camundongos Swiss. A divergéncia entre os resultados pode, mais uma vez, estar
relacionada ao tempo de enriquecimento, uma vez que as mudangas no
comportamento emocional de camundongos Swiss parecem ser bastante resistentes
as variacdes ambientais em relacdo a outras linhagens (SILVA et al., 2011). Santos
(2009) verificou que o desempenho dos camundongos Swiss foi inferior ao dos
camundongos C57BL/6, em concordancia com Van Dam, Leders e De Deyn (2006),
gue compararam esta linhagem a outras duas. Todos os demais estudos utilizaram a
linhagem C57BL/6 ou alguma sublinhagem desta (PRUSKY; REIDEL; DOUGLAS,
2000; FRICK et al.,, 2003; HARBURGER; NZEREM; FRICK, 2007; GRESACK;
KERR; FRICK, 2007; HARBURGER; LAMBERT; FRICK, 2007; KULESSKAYA,
RAUVALA; VOIKAR, 2011). Esta linhagem parece ter bom desempenho em tarefas
dependentes do hipocampo, sobretudo no LAM, e deve ser considerada na escolha
para pesquisas de avaliagdo de memoria espacial.

A avaliacdo da memodria espacial foi realizada por meio de um labirinto
aguatico, proposto inicialmente por Morris (1981), o Labirinto Aquatico de Morris,
onde foi mensurada a laténcia para o escape da agua. O LAM foi desenvolvido para
avaliar memoria espacial em ratos (MORRIS, 1981, 1984), sendo, mais tarde,
adaptado para camundongos. Consequentemente, o diametro do tanque também
precisou ser modificado. Entretanto, ndo ha uma padronizacdo na literatura em
relacdo a essa variavel. Neste estudo, utilizou-se um tanque de 101 cm de diametro,
enquanto a medida dos diametros dos tanques dos estudos aqui enumerados variou
de 94 a 120 cm. O diametro do LAM pode afetar a habilidade do camundongo em

determinar sua posicdo no espaco, uma vez que a motivacao aversiva a agua pode
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induzir ao estresse, e este, por sua vez, pode ser acentuado na presenca de um
tanque grande (VAN DER STAAY, 2000).

Os resultados referentes as tarefas de localizacdo espacial de acordo com o
diametro do tanque, porém, estdo diretamente relacionados a linhagem de
camundongo avaliada (VAN DAM; LENDERS; DE DEYN, 2006). Van Dam, Lenders
e De Deyn (2006) mostraram que, apesar de o diametro do LAM interferir nos
resultados das tarefas de memadria espacial em algumas linhagens, a metodologia
utilizada para a avaliacdo de tais tarefas ndo € adequada a outras. Estes autores
observaram um desempenho prejudicado em camundongos albinos em relacdo a
linhagens nao albinas, independente do diametro do tanque. Este fator pode ser
associado a diminuicdo da acuidade visual (necessaria para a utilizacdo de pistas
fora do labirinto como referéncia) observada em linhagens albinas (PRUSKY et al.,
2002).

O diametro do tanque utilizado no presente estudo, portanto, ndo parece ter
interferido nos resultados. Todavia, a auséncia da aquisicdo de memoria espacial
esperada pode ter sido resultado da acuidade visual prejudicada nos camundongos
Swiss, uma linhagem albina. Nao obstante, a reducdo no diametro do LAM pode
reduzir o estresse provocado pela aversdo a agua, permitindo uma melhor aquisicéo
de informacéo espacial (VAN DER STAAY, 2000; VAN DAM; LENDERS; DE DEYN,
2006), o que deve ser considerado, juntamente com a escolha da linhagem a ser
avaliada.

O pré-treino em diferentes tarefas também pode melhorar a execucédo das
tarefas no LAM (HOLSCHER, 1999), uma vez que o desempenho prejudicado pela
aversdo a agua pode ser equivocadamente interpretado como aprendizagem
espacial deficiente. Sugere-se, para tanto, que se utilize pelo menos um labirinto néo
aguatico associado ao LAM para melhor fidedignidade dos resultados (PATIL et al.,
2009). Este experimento utilizou somente o LAM, enquanto alguns dos estudos com
resultados significativos utilizaram outros tipos de testes previamente a este labirinto
(GRESACK; KERR; FRICK, 2007; DINIZ et al.; 2010; KULESSKAYA; RAUVALA;
VOIKAR, 2011), o que pode ter minimizado os possiveis efeitos do estresse.

A maior laténcia para encontrar a plataforma observada nos camundongos
adultos jovens em relacdo aos controles, bem como a auséncia de efeito dos dias de
treino, pode ter sido consequéncia de estresse cronico, uma vez que nao houve a

aguisicao esperada de memoria espacial.
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O teste de memoria espacial no LAM requer esforco fisico por meio do nado,
além de necessitar de treinos prévios, realizando-se uma bateria de treinos diérios, o
qgue pode levar os camundongos a fadiga. A fadiga produzida pelo exercicio fisico
pode prejudicar alguns aspectos de funcdo cerebral como discriminacdo e
aprendizagem (MIZUNOYA et al., 2004). Neste experimento, foram realizados cinco
dias de treinos consecutivos, com trés sessdes por dia, anteriormente ao teste final,
e o intervalo entre os treinos foi de um periodo curto de tempo (30 segundos),
conforme o protocolo descrito por Rossato et al. (2006). Em contrapartida, a maioria
dos estudos aqui elencados, independente dos resultados, embora tenha utilizado
periodos mais longos de intervalo entre os treinos, utilizou baterias com maior
namero de testes por dia. Zhou et al. (2009) observaram menor laténcia para
encontrar a plataforma em breves intervalos interteste (15 segundos, comparados a
10 e 60 minutos). Portanto, o curto intervalo de descanso entre os treinos nao deve
ter influenciado nos resultados.

Um dos estudos descreveu uma maior velocidade de nado em um dos grupos
controle em relacdo ao seu respectivo grupo enriguecido (GRESACK; KERR,;
FRICK, 2007). Outro verificou maior tempo de nado de camundongos jovens
submetidos ao enriquecimento complexo em relagdo aos demais, incluindo o grupo
controle, na primeira sessdo de treinos (HARBURGER; NZEREM; FRICK, 2007),
com melhora ao longo deles. Ambos utilizaram maior nimero de treinos diarios em
relacdo a este estudo, e o Ultimo realizou a tarefa de reconhecimento de objetos
anteriormente ao LAM, o que pode explicar o fato de os camundongos adultos
jovens enriquecidos deste estudo nao terem superado seus controles ao longo dos
treinos.

Embora pareca ter havido interferéncia de alguns fatores nos resultados deste
estudo, o tempo insuficiente de enriquecimento ambiental mostrou-se ser o de maior
influéncia na auséncia da aquisicAo esperada de memoria espacial pelos
camundongos estudados. Além disso, as faixas etarias analisadas, ainda sem
comprometimento de memoria, poderiam ter obtido resultados significativos de
memoria espacial durante o periodo de enriquecimento ambiental utilizado se
tivesse se incrementado a estimulacéo fisica pelo uso de mais rodas de correr.

Apesar de os resultados n&o terem sido significativos, observou-se uma
menor laténcia de tempo para encontrar a plataforma submersa nos camundongos

recém-desmamados e jovens do grupo enriquecido em relacdo aos seus controles
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no teste final de memoéria espacial. Ao longo dos dias de treino, embora sem
significancia estatistica, p6de-se observar, ainda, uma reducédo no tempo de laténcia
para encontrar a plataforma submersa para esses mesmos grupos. Um maior
periodo de alojamento no ambiente enriquecido poderia ter tornado esses resultados

significativos.
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7 CONCLUSOES

d)

e)

N&o se observou efeito significativo do enriquecimento ambiental na aquisicao
de memodria espacial nos camundongos em geral.

Nao houve diferenca significativa na aquisicdo de memoaria espacial entre 0s
camundongos em relacéo a faixa etaria.

Os dias de treino no Labirinto Aquatico de Morris e 0 grupo experimental nao
interferiram na laténcia para encontrar a plataforma escondida nos
camundongos recém-desmamados e jovens.

Em relacdo aos camundongos adultos jovens, apesar de ndo ter havido
influéncia dos dias de treino para encontrar a plataforma, houve efeito do
grupo experimental, apresentando o grupo controle uma menor laténcia.

A partir deste estudo, pode-se concluir que o enriquecimento ambiental nao
interferiu na aquisicdo de memdéria espacial de camundongos fémeas Swiss

recém-desmamados, jovens e adultos jovens.
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