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RESUMO

SANTANA, K.S. (2009). Efeitos da cafeina sobre a memoria de saguis (Callithrix jacchus).
Dissertacdo de Mestrado, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal.

A cafeina € considerada a droga psicoativa mais utilizada no mundo, apresentando
diversos efeitos centrais e periféricos. No Sistema Nervoso Central, o principal efeito ocorre
via bloqueio de receptores para adenosina A; e Aj,, que mediam a inducdo do sono de ondas
lentas. O bloqueio destes receptores por alimentos ou bebidas que contenha cafeina acarreta
em comportamentos como aumento do estado de alerta, animo e atividade locomotora. Na
memoria, os efeitos da cafeina sdo muito controversos, visto a diversidade de protocolos
experimentais e o fato dela ndo ter o mesmo efeito para todas as fases do processamento da
memoria — aquisi¢do, consolidagdo e evocacdo. Assim, tendo como sujeito o sagui (Callitrhix
Jjacchus), nosso objetivo foi avaliar os efeitos da cafeina na memoria deste primata através do
paradigma de preferéncia condicionada pelo lugar, onde o animal escolhe um contexto devido
a presenca de comida. Avaliamos também a atividade locomotora. Para o experimento foram
utilizados 20 animais (10 machos ¢ 10 fémeas) com idade entre 3 e 9 anos, oriundos do
Niucleo de Primatologia da UFRN (IBAMA, N°1/24/92/0039-0). O experimento contou com
cinco fases: dois dias de pré-exposicdo ao aparato. Treinos, onde os saguis foram
condicionados a discriminar um contexto reforcado (CR) de um ndo-reforcado (CNR) durante
8 dias. Em seguida houve administracdo oral da cafeina ou placebo, ambos a 10mg/kg, por
oito dias consecutivos (£ 1,5 horas antes do inicio do sono), com distribuicdo dos animais em
grupos: placebo (recebendo a substancia placebo) e repetido (ingerindo cafeina). Apds isso,
foi realizado o retreino ao aparato, seguido da administragdo do placebo (surgindo os grupos
abstinéncia e placebo) ou cafeina aos novos grupos repetido e agudo. Por tdltimo, o dia do
teste, sem o reforco, afim de avaliar o sujeito quanto a aprendizagem ao CR. As sessdes no
aparato duravam 8 min, e iniciavam as 6:15h para a pré-exposicao, treinos e teste. O retreino
comegou as 15:15h para que a consolidagdo da tarefa fosse dependente de sono. Os dados
comportamentais foram constituidos pelo tempo gasto (em %), frequéncia de contatos e
laténcia (em segundos) para o primeiro contato no CR e CNR. Na locomocdo foram
registrados a atividade geral e locomocdo em contato com o aparato e fora dele (em
quadrantes). Adicionalmente avaliamos possiveis diferencas entre machos e fémeas na tarefa.
Os resultados mostraram que na fase de pré-exposi¢cao os animais se habituaram ao aparato e
ndo apresentaram diferenca a quaisquer contextos. Nos treinos eles foram capazes de
aprenderem a tarefa de condicionamento, independente do sexo. Para o retreino, os 2 grupos
exibiram maior interacdo no contexto reforcado em relacdo ao ndo-reforcado. Todavia, na
atividade locomotora, animais do grupo repetido se locomoveram de forma semelhante tanto
em contato com o aparato e fora dele, enquanto que animais do grupo placebo se
locomoveram mais em contato com o aparato. Na fase de teste os saguis que ingeriram
cafeina apresentaram maior atividade locomotora em relagdo ao placebo, corroborando com
trabalhos que demonstram aumento na locomocdo. Quanto a aprendizagem, oS grupos
repetido e abstinéncia tiveram pior desempenho desta tarefa especifica se comparado aos
animais placebo e agudo. Isso sugere que a administra¢do prolongada da cafeina prejudicou a
memoria por afetar o sono, que é, em grande parte, responsdvel pelos processos
consolidativos.

Palavras chaves: Cafeina, Saguis, Memoria, Sono, Atividade locomotora.



ABSTRACT

SANTANA, K.S (2009). Effects of caffeine on memory in common marmosets (Callithrix
Jjacchus). Dissertacdo de Mestrado, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal.

Caffeine is considered the most consumed psychostimulant in the world, presenting
several central and peripheral effects. In the Central Nervous System the major effect occur
by its antagonistic activity at the A; and A, subtypes of the adenosine receptors. These
receptors are responsible for the slow-wave sleep induction, and their binding, caused by the
consumption of foods and beverages that contain caffeine, cause behaviors like increase of
alertness, mood and locomotion. The effects of caffeine on memory are still discussed
because of the diversity of experimental protocols. Also, it does not have the same effects on
all stages of the processing of memory - acquisition, consolidation and recall. Thus, using the
marmoset (Callitrhix jacchus) as subject, we aim to evaluate the effects of caffeine on the
memory of this primate through the conditioned place preference paradigm, where the animal
selects a context by presence of food. This cognitive task consists of five phases. The first
phase was two sessions of pre-exposure, in which they were evaluated for preference for any
compartment of the apparatus. Then, we proceeded the training, conditioning the animals to
the food-present context for 8 days. Then, there was administration of caffeine or placebo
(10mg/kg) for 8 consecutive days, during the pre-sleep phase, where the 20 animals were
distributed in two groups: placebo and repeated. The forth phase was one day of retraining, a
re-exposure of the apparatus to the marmosets followed by the administration of caffeine (for
the repeated group and a new group called abstinence) or placebo (for placebo and abstinence
groups). Finally, was the test where we evaluated if the subjects learned where the food was
present. Moreover, in this work we evaluate the existence of differences between females and
males on the task, and the locomotor activity for the experimental groups. The results showed
that in the pre-exposure phase the animals were habituated on the apparatus and did not
present differences for any contexts. In training, they were able to learn the conditioning task,
independent of gender. For the retraining, the two groups exhibited more interactions in
rewarded context than that in non-rewarded context. Nevertheless, in the locomotor activity,
the repeated group moved similarly in contact with the apparatus and outside of it. In the other
hand, the animals of the placebo group moved more when in contact with the apparatus. In the
test phase, the marmosets under influence of caffeine presented an increase in the locomotor
activity when compared with the placebo group, corroborating works that show this increase
in locomotion. In the learning evaluation, the continuous and abstinence groups had a bad
performance in the task in relation to the placebo and acute groups. This suggests that the
prolonged administration of caffeine disrupts the memories because it affected sleep, which is
largely responsible offline processing of memories.

Keywords: Caffeine, Common marmosets, Memory, Sleep, Locomotor activity.
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INTRODUCAO

A cafeina

Nao hd evidéncias reais sobre a descoberta dos efeitos da cafeina, porém uma das mais
aceitas e divulgadas é a do pastor Kaldi, que viveu ha cerca de mil anos, na regido que hoje é
a Etiopia (Neves 1974). Ao observar suas cabras, notou que elas ficavam alegres e saltitantes
sempre que mastigavam os frutos dos arbustos existentes em alguns campos de pastoreio,
arbustos estes que era o cafeeiro. O pastor notou que as frutas eram fonte de energia e
motivagdo, e com a ajuda delas o rebanho conseguia caminhar por varios quilometros. Assim,
Kaldi comentou sobre o comportamento dos animais com um monge da regido, que decidiu
experimentar o poder dos frutos e levou consigo até o monastério. Este comecou a utilizar os
frutos na forma de infusdo, percebendo que isto o ajudava a resistir a0 sono enquanto orava ou
em suas longas horas de leitura. Esta descoberta expandiu-se rapidamente entre os
monastérios, criando uma demanda pela bebida. Espalhou-se de tal maneira que hoje ela é
considerada a droga psicoativa mais amplamente utilizada no mundo (Fredholm et al. 1999).

A razdo dessa popularidade, que ultrapassa os limites culturais e de idade, € devido as
propriedades psicoestimulantes da cafeina, como aumento da concentracdo e cogni¢do
(Haskell et al. 2008), melhoria do humor (Smith 2002), aumento do estado de alerta (Rogers
et al. 2003), diminui¢do da fadiga (Fredholm et al. 1999), entre tantos outros. Estes efeitos
positivos combinam-se com a auséncia (ou quase) de efeitos negativos (Fisone et al. 2004),
que sdo comuns a maioria das droga psicoativas, como as anfetaminas, cocaina e nicotina, que
causam com mais frequéncia efeitos negativos e a dependéncia mais pronunciada do

individuo a droga, sem falar nos sintomas de abstinéncia mais drasticos. Todavia, a cafeina
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em excesso pode ocasionar alguns sintomas negativos como irritabilidade, agitacdo, dor de
cabeca, insdnia e efeitos ansiogénicos (Garett & Griffiths 1997; Kaplan et al. 1997).
Pertencente ao grupo das Xantinas, que sdo caracterizadas por estimularem o sistema
nervoso central, a cafeina foi purificada e isolada em 1820, pelo quimico alemao Ferdinand
Runge. A 1,3,7-trimetilxantina 3,7-diidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona (figura 1) ¢é
extraida de plantas alcaldides (tabela 1), e encontra-se presente em alguns itens alimentares

tais como chocolates e bebidas, como no cha e no café (tabela 2).

PLANTAS NOME CIENTIFICO

Folhas e talos do Chd mate llex paraguariensis
Sementes do café Coffea arabica
Fruto de cacau Theobraoma cacao
Frutos de guarana Paulinia cupana
Cola Cola acuminata

Tabela 1: As principais plantas que contém o principio ativo cafeina.
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Cafe % C3%ADna .

Apoés a ingestdo via oral, em condi¢des normais, ela € completamente absorvida no
trato gastrointestinal (cerca de 99%) para a corrente sanguinea (Meyer & Quenzer 2005) e o
pico de concentracdo plasmadtica para humanos é alcancado ap6s 30-60 minutos da ingestdo
(Lorist & Tops 2003). Decorrida a ingestao oral, a cafeina pode ser encontrada em todo corpo
e tem a capacidade de atravessar membranas bioldgicas, como a barreira hematoencefdlica e
placentdria (Lorist & Tops 2003). Para doses de até 10 mg/kg, a meia-vida desta droga € de
0,7 a 1,2 horas em ratos e camundongos, 3 a 5 horas em macacos (Bonati et al, 1984; 1985), e
2,5 a 4,5 horas em humanos (Arnaud 1987). A biotransformagao desta substancia ocorre
principalmente no figado, onde este a converte em uma variedade de metabdlitos, dos quais
95% destes sdo eliminados através da urina, 2 a 5% pelas fezes e o restante por meio de

fluidos corporais como a saliva (Meyer & Quenzer 2005).
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Figura 1: Estrutura quimica da cafeina (1,3,7-trimetilxantina 3,7-diidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona)
Fonte: http://www.netdrugs.info/images/moleculas/CAFEINA.gif.

A cafeina possui uma variedade de mecanismos de a¢do (Daly & Fredholm 1998), por
isso ela € considerada uma droga ‘“suja”, ou seja, que atua inespecificamente e
simultaneamente em varios receptores. Devido a esse fato, o estudo com essa substancia é
dificil tendo em vista que os resultados decorrentes da sua utilizacdo pode ser causado pela

diversidade de mecanismos e efeitos.

Apesar da existéncia desses varios mecanismos, o principal deles quando se procurar
estudar o sistema nervoso central acontece via bloqueio de receptores metabotrépicos para
adenosina (Daly & Fredholm 1998, Meyer & Quenzer 2005). Atualmente ja foram
identificados quatro subtipos desse receptor: A1, A2a, A2B e A3, sendo que a cafeina bloqueia
potencialmente os subtipos A1 e A2a (Acquas et al. 2002), os quais encontram-se amplamente
distribuidos no cérebro (Lee & Reddington 1986; Palmer & Stiles 1995; Dixon et al. 1996). O
subtipo A; € mais presente nas camadas corticais, hipocampo e estriado dorsal, e o subtipo Aj,
co-localizado com receptores dopaminérgicos no estriado ventral (Palmer & Stiles 1995;
Dixon et al. 1996). Ambos os subtipos mediam a maioria dos efeitos comportamentais da
cafeina (Howell & Byrd 1993; Roger et al. 1994), bem como estdo ligados a indu¢@o do sono
de ondas lentas (que serd comentado posteriormente). Assim, o bloqueio deles através da
cafeina promove os estados comportamentais de animo, alerta, vigilancia e atengdo ja

mencionados anteriormente.
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PRODUTO VOLUME OU PESO QUANTIDADE DE CAFEINA (mg)

Bebidas
Café 150 ml 74 - 83
Café descafeinado 150 ml 2-3
Ché 150 ml 24 -30
Cacau 150 ml 4-5
Refrigerante de cola normal ou diet 180 ml 26 - 58
Refrigerante de cola livre de cafeina 180 ml 0
Chocolates
Chocolate doce ou ao leite 28¢g 6-30
Chocolate preto 28¢g 5-35
Chocolate quente 28¢g 35-60

Tabela 2: Quantidade de cafeina presente em algumas bebidas e itens alimentares.
Adaptado de Meyer & Quenzer 2005.

Outro mecanismo de acdo central da cafeina é o aumento indireto da atividade
dopaminérgica pelo bloqueio de receptores para adenosina que estdo co-localizados com
receptores para dopamina (Garett & Griffiths 1997). Ambos os receptores interagem
funcionalmente e o bloqueio dos receptores para adenosina pela cafeina em baixas
quantidades faz com que os auto-receptores para o neurotransmissor dopamina também
estejam bloqueados (Xie et al. 2007). O resultado disso sdo maiores concentragdes de
dopamina nos individuos que ingeriram a cafeina. Dessa forma, comportamentos dependentes
da dopamina serdo mais proeminentes e exacerbados. Um desses comportamentos sdo o

aumento da locomog¢do em roedores e primatas em situagdes experimentais (Howell et al.
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1997; Daly & Fredholm 1998; Fredholm et al. 1999, Ferré 2008), e aumento da sensacio de

prazer e bem-estar tanto em humanos quanto nao-humanos.

Outras formas de acdo da cafeina se ddo por meio do bloqueio de um subtipo de
receptor para o neurotransmissor inibitério GABA (subtipo GABA,), fazendo com haja os
efeitos psicoestimulantes (Meyer & Quenzer 2005). Ademais, a cafeina estimula o aumento
da concentracdo e liberacdo de Ca® intracelular do reticulo endoplasmatico, fato este que é
importante para liberacdo de neurotransmissores como a dopamina (Daly 1993) e para a
existéncia dos efeitos comportamentais decorrentes do uso desta substancia. Ainda, o
bloqueio dos receptores para adenosina ji mencionados pode levar a outros efeitos
secunddrios importantes sobre demais neurotransmissores, incluindo a noradrenalina,
serotonina, acetilcolina e glutamato, o que interfere em muitas fungdes fisiologicas (Fredholm

et al. 1999).

Além destes efeitos mais relacionados ao sistema nervoso, a cafeina possui efeitos
periféricos em vérias regides do corpo. Entre eles estdo: (1) dilatacdo dos bronquios, sendo
por isso utilizado em remédios contra asma (efeito brocodilatador) (Cole et al. 1996),e (2) no
tratamento de crises de enxaqueca. Ambos os efeitos citados acima acontecem devido a
vasodilatacdo que a cafeina provoca, com posterior aumento do fluxo sanguineo para os
tecidos em geral. Os vasos sanguineos cerebrais, por sua vez, apresentam diminuicdo do
calibre, com aumento de sua resisténcia a passagem do sangue (Barone & Roberts, 1996).
Essa propriedade de contrair os vasos cerebrais e dilatacdo dos tecidos em geral justifica o
emprego da cafeina no tratamento de crises de enxaqueca e asma, respectivamente; (3)
estimulacdo do coragdo, devido ao aumento do aporte sanguineo para essa regido; (4)
aumento da excrecao urindria (Meyer & Quenzer 2005; Altimari et al. 2006); (5) aumento da

forca muscular devido ao aumento da quantidade de cdlcio disponivel para o processo
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contrétil na fibra muscular (Cole et al. 1996; Altimari et al. 2006); (6) Age sobre a enzima
lipase, uma lipoproteina que mobiliza os depdsitos de gordura para utilizd-la como fonte de
energia no lugar do glicogénio muscular, tornando assim o corpo mais resistente a fadiga
(Altimari et al. 2006), entre tantas outros efeitos periféricos. E importante destacar ainda que
em doses muito elevadas a cafeina pode provocar a liberagdo espontanea de ions cdlcio dentro
do musculo, desencadeando pequenos tremores involuntarios, aumento da pressao arterial e

da freqiiéncia cardiaca (Cole et al. 1996).

A tolerdncia aos efeitos da cafeina ocorre através do uso crénico, ocasionando
adaptagdes celulares e sendo necessario o aumento da ingestdo desta substancia por parte de
quem a consome (Arnaud 1987). Uma retirada brusca pode provocar sintomas de abstinéncia,
tais como letargia, irritabilidade e dores de cabeca, em um individuo com ingestiao prolongada
de 600 miligramas (6 xicaras de café) ou mais por dia (Cole et al. 1996; Fredholm et al.

1999).

O sono e sua relacao com a cafeina

O sono € um estado essencial para a sobrevivéncia dos humanos e demais animais
(Pearlman & Becker 1974; Stickgold et al. 2000; Fenn et al. 2003). Desde os tempos antigos,
os humanos se ocupam em estudd-lo como forma de entender um pouco da sua biologia ou
ainda de decifrar mitos contidos nos sonhos. Varios relatos a respeito do sono e sonhos foram
contados por civilizagdes antigas e livros historicos. Todavia, eles geralmente ndo se
detinham a dar uma explicacdo cientifica para esse fendmeno, ao invés disso, valiam-se de

idéias ildgicas e misticas. Um dos primeiro relatos, com certo cardter cientifico acerca do
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sono surgiu na Grécia Antiga com o filésofo Aristételes e o seu livro “De Somno” (Timo-laria
2008). Através dele, chegou-se a conclusdo que a alma ndo saia do corpo enquanto
dormiamos e os sonhos nao se tratavam de bruxas ou demonios nos amedrontando, e sim de
um evento natural de grande relacio com os acontecimentos que ocorrera durante o dia
anterior. Além disso, ele defendeu a idéia de que outros mamiferos, como caes e gatos
também eram capazes de sonhar (Timo-Iaria 2008).

Contudo, o que revolucionou o estudo do sono de forma a deixa-lo mais dinamico foi a
descoberta, pelo neuropsquiatra alemao Hans Berger, de que a atividade elétrica gerada pelo
cortex podia ser registrada. Com a utilizagdo de eletrodos fixados no couro cabeludo ou
dentro da calota craniana acoplados a um sistema capaz de registrar a variada atividade
elétrica, ele criou um aparelho chamado de eletroencefalograma (EEG), no ano de 1929
(Ballone 2005). Antes desse instrumento o que existiam eram apenas indagacoes e inferéncias
de como a circuitaria cerebral se comportava durante esta fase da vida em que dormimos.
Agora o que existem sao milhares de trabalhos tendo como foco principal a temética sono.

Anteriormente, este fenomeno fora considerado como um periodo de interrup¢ao ou
cessacao do estado da vigilia, o qual € prevalente nos animais vertebrados (Kleitman 1987).
Porém, o que se considera atualmente a respeito do sono € que ele se trata de um processo
ativo envolvendo multiplos e complexos mecanismos fisiol6gicos € comportamentais em
varios sistemas e regides do sistema nervoso central (Siegel 2005). Esta fase da vida nos
humanos e na maioria dos primatas do Novo e Velho Mundo ocorre em intervalos periddicos,
geralmente alocados durante a noite. Ela pode ser caracterizada pela suspensdo temporaria da
atividade perceptivo-sensorial € motora voluntdria (Kleitman 1987), por meio de mudancas
eletrofisioldgicas na atividade cerebral, bem como através de comportamentos especificos,
como diminui¢do da atividade locomotora, movimentacdo dos olhos, atonia muscular, entre

outros (Siegel 2005; Andersen & Bittencourt 2008).
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A partir destes indicios, podemos caracterizar dois estados principais (figura 2), que se
revezam ciclicamente: sono nao-REM e o sono REM (sigla da denominagdo inglesa Rapid
Eye Movement). O sono nao-REM ¢é predominante na primeira parte do sono, e tem como
evento importante o sono de ondas lentas (SOL), que € caracterizado pela sincronizacdo da
atividade neural do cértex, pela diminui¢do do tonus muscular, dos movimentos corporais, da
frequéncia respiratéria, da frequéncia cardiaca, do metabolismo, da pressdo sanguinea e
temperatura corporal (Purves et al. 2004). Ademais, é sugerido que no SOL ocorra com maior
frequéncia, em relacdo a vigila, o processo de reverberacdo das memdrias adquiridas quando
os animais estavam acordados (Ribeiro et al. 2004). A reverberacdo ocorre nas regides
hipocampais e neocorticais, e tem sido proposto que esse processo colabora na transferéncia
das representacdes de memorias entre as regides (Born et al. 2006). Assim, € importante para
a memoria, a reativacdo neural e o fortalecimento dos circuitos envolvidos na experiéncia que

0s sujeitos passaram anteriormente.
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Figura 2: Hipnograma de um individuo adulto normal. Neste é possivel observar os periodos de vigilia, sono
nao-REM (compreendido pelas fases 1, 2, 3 e 4) e REM ao longo do tempo.
Adaptado de Kandel et al. 2003.

O sono REM por sua vez, acontece predominante durante a segunda metade do sono em
humanos e demais primatas, aves e alguns répteis (Hoshino 2008). Também chamado de sono

paradoxal, pois hd ocorréncia de dessincronizacdo da atividade eletro-cortical semelhante a
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vigilia. Ele é caracterizado em humanos e alguns modelos animais (mamiferos, aves e alguns
répteis) por um padrao de ondas do EEG com frequéncias variadas e de baixa voltagem, dos
movimentos oculares rapidos, e movimentacdo do restante do corpo geralmente limitada e
vinculada aos sonhos (Andersen & Bittencourt 2008).

Para a maioria dos mamiferos encontramos uma distribuicao de aproximadamente 75%
de sono de ondas lentas e 25% de sono paradoxal ou REM (Lacrampe 2002), e é nesta tltima
etapa que a consolidacdo das memorias durante a fase de sono geralmente ocorrem. Segundo
Rauchs et al. (2005), quanto maior a complexidade da tarefa maior é o periodo de REM do
sujeito, pois o processamento da consolidagdo seria mais demorado por envolver um maior
ndmero de neurdnios.

Quantos aos mecanismos fisiolégicos que induzem o sono, embora ainda ndo sejam
conhecidos todos os processos, sabemos que o aumento de adenosina no cérebro € um dos
mecanismos fundamentais (Basheer et al. 2004). Este aumento ocorre mais precisamente na
regido do prosencéfalo basal (figura 3), onde a adenosina atua como um modulador no

controle do ciclo vigilia-sono (Mackiewicz et al. 2003).

Prosencéfalo
bazal

Figura 3: Cérebro humano num corte sagital. Em destaque a regido do prosencéfalo basal.
Fonte: http://web.bvu.edu/faculty/ferguson/Course_Material/BioPsych/Chpt9_Sleep_Dreams.html
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A adenosina, no sistema nervoso central, € geralmente um neuromodulador inibitério
de neurdnios como os dopaminérgicos, colinérgicos e gabaérgicos (sendo os dois primeiros
excitatorios e o ultimo inibitério). Hipotetisa-se que esta substancia se acumula
extracelularmente durante a vigilia e atua localmente nos terminais pds-sindpticos (Porkka-
Heiskanen et al. 2002) ocasionando a inducdo do sono. A adenosina € um componente da
molécula de ATP (adenosina trifosfato), e a quebra desta ultima serve nos processos
metabodlicos do individuo, pois fornece energia para as mais diversas funcdes celulares.
Assim, ao utilizar-se o ATP haverd a producdo de subprodutos, incluindo a adenosina. E
como ao longo do dia do individuo muitas moléculas de ATP sado utilizadas,
proporcionalmente muitas unidades de adenosina ficam acumuladas nas fendas sindpticas no
inicio do periodo de repouso (Mackiewicz et al. 2003), causando inibi¢do de neur6nios
excitatorios promotores da vigilia. Por isso que no final do dia sentimos cansados e
sonolentos. Passada a noite de sono, grande parte da adenosina serd metabolizada para o meio
intracelular, por meio de transportadores de nucleosideos (para, por exemplo, a produgdo de
novas moléculas de ATP) ou ainda serd excretada para fora do corpo. Dessa forma os niveis
de adenosina ficardo reduzidos o suficiente para que a inibicdo dos neurdnios promotores da
vigilia termine e entdo acordemos (Porkka-Heikanen et al. 2002; Meyer & Quenzer 2005).

Como a adenosina € indutora do sono e a cafeina bloqueia os receptores para este
neuromodulador, entdo a ingestdo de cafeina antes de dormir deixard o individuo por mais
tempo acordado. Sugere-se que se deva ao fato dos sujeitos metabolizarem mais lentamente
esta substancia quando estdo para dormir, em relacido ao que estdo em vigilia (Levy & Zylber-
Katz 1983). Assim, ao ingerir cafeina numa fase pré-sono considerdveis mudancgas nas
varidveis da polissonografia serdo vistas, como a laténcia prolongada para entrar no sono de
ondas lentas com a posterior reducdo da mesma; diminui¢do na eficiéncia do sono; e, aumento

de despertares durante o sono (Drapeau et al. 2006; Paterson et al. 2007). Também foi
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demonstrado que a cafeina pode causar perturbacdes no sono em ratos, resultando num
decréscimo no tempo total de sono e aumento na laténcia para iniciar o sono de ondas lentas,
indicando um possivel modelo animal de insonia (Schwierin 1996; Shinomiya et al. 2004).
Entdo, foi a partir desses e demais estudos que os pesquisadores supdem que a cafeina

interfere com os mecanismos modulatérios na regulacao do sono (Fredholm et al. 1999).

Memoria e cafeina

Um comportamento é o resultado da interagdo entre genes e ambiente. E um dos
mecanismos pelos quais o comportamento € alterado é a formacdo de memoéria e a
aprendizagem (Kandel et al. 2003). A aprendizagem € o processo de aquisi¢ao de informagdes
em que hd mudancas comportamentais. Nesta etapa, os estimulos externos sdo transmitidos
pelas vias sensoriais e armazenados em um sistema transitério. J4 a memdria € a capacidade
de adquirir e armazenar informagdes que posteriormente poderao ser evocadas ou recuperadas
(Tulving 1995), uma vez que estas encontram-se estaveis e consolidadas (Tomaz 1993). Estes
dois componentes sdo essenciais para a sobrevivéncia, pois a partir deles é que o individuo
podera adaptar-se ao meio, bem como modificar comportamentos em fun¢do de experi€ncias
anteriores.

A memoria ndo € uma entidade singular, ela consiste de muitas fases separadas que
depende de diferentes sistemas cerebrais, 0s quais interagem entre si (Squire & Zola-Morgan
1996; Squire 2004). Nela, podemos identificar trés fases fundamentais: aquisi¢do,
consolidagdo e evocagdo. A primeira fase refere-se a entrada de um evento qualquer nos

sistemas neurais associados a memoria, como objeto, som, acontecimentos, pensamentos,
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emogdes, comportamentos, etc. Alguns desses eventos podem ser esquecidos imediatamente
outros podem ser armazenados por um curto ou longo periodo de tempo (Lent 2004). Quando
um evento € memorizado por um tempo prolongado, diz-se que ocorreu um processo de
consolidagdo. Neste uma memoria tempordaria (que ndo depende da memoria de curto-prazo) é
convertida em uma forma permanente, por meio de conexdes entre os lobos temporais
mediais e dreas neocorticais (McGaugh 2000). J4 a evocacdo diz respeito a recuperacao de
memorias ja consolidadas (Born et al. 2006), as quais podem ser expressas sob duas formas:
uma primeira de maneira verbal (declarativa) para humanos, ou relacional para nao-humanos
dado o aspecto relacional da memoria declarativa. Por sua vez, uma segunda forma é por meio
nao-verbal (ndo-declarativa), onde o sujeito evoca as memorias através de atos, reflexos,
desempenho motor ou resposta emocional (Squire 2004).

Tendo em vista o cardter da memoria nao s para a vida dos humanos, mas também para
os demais animais que a possuem, € interessante saber como a substancia em estudo pode
atuar ou interferir nas fases do processo mnemonico. Ja foi visto nos tépicos anteriores que a
cafeina tem vérios efeitos centrais e periféricos no sujeito, devido esta ser uma droga de “acao
suja”. Por isso sdo contraditérios alguns resultados da acdo da cafeina (Angellucci et al.
1999). A maioria dos estudos a respeito mostram efeitos benéficos na memoria de curto e
longo-prazo em ratos (Angelucci et al. 2002) e humanos (Koppelstaetter et al. 2008), sem
falar na melhoria das tarefas de esquiva passiva ou inibitéria também para ratos (Suzuki et al.
1993; Kopf et al. 1999; Pereira et al. 2002). Entretanto, outros trabalhos ndo mostram nenhum
efeito na memoria em humanos (Loke 1990); ou que prejudicam, em altas doses a memoria de
humanos e ratos (Hindmarch et al. 2000).

Sugere-se esses efeitos controversos pelo fato dessa substancia ndo apresentar efeitos
positivos em todos os tipos de memoria e que estes efeitos podem ndo ser os mesmos para

todas as fases do processamento da memoria — aquisi¢do, consolidagdo e evocagdo (Angelucci
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et al. 1999). Além do que, os vdrios tipos de tarefas cognitivas empregadas e protocolos
experimentais também colaboram para a diversificacao dos resultados.

Uma das grandes dificuldades para quem estuda os efeitos da cafeina na memoria € o
fato de a maioria dos trabalhos focarem apenas os efeitos da administracdo aguda no
desempenho. Poucos ressaltam conjuntamente os efeitos agudos, cronicos e de abstinéncia na
memoria, e principalmente em primatas, como € o nosso caso. Ademais, outro problema ¢é
qual quantidade certa deve-se administrar com o intuito de verificar algum efeito na memoria.
Como ¢ sabido, efeito dela é representado por uma curva em forma de U invertida. Estima-se
que doses psicoestimulantes baixas, em torno de 10 a 15 mg/kg cause melhora no
desempenho cognitivo em ratos (Angelucci et al. 2002) e macaco rhesus (Buffalo et al. 1993),
aumento da atencdo e alerta, além do aumento de comportamentos relacionado a
neurotransmissdo da dopamina, como a atividade locomotora (Fisone et al. 2003). J4 em
doses muitas altas, entre 30 e 60 mg/kg (Fredholm et al. 1999), tem-se efeitos depressores,
como déficits na memodria e hipolocomog¢do. Acima disso (>60 mg/kg) as doses podem ser
deletérias ou até fatais (Fredholm et al. 1999). Por isso, conhecer o efeito dual da cafeina é
importante para obter o resultado desejado.

Os efeitos da cafeina ainda podem acontecer de forma indireta na memoria. Um deles
ocorre via perturbacdo na fase de sono. Como a maioria dos eventos consolidativos ocorrem
neste periodo (Rasch & Born 2007) e esta substancia atua de forma a aumentar a laténcia para
entrar em repouso (Drapeau et al. 2006), é provavel que a ingestdo antes de dormir acarrete
em algum maleficio na consolidacdo e recordacdo da memoria tanto para humanos quanto
para os demais animais. Outra forma indireta ocorre devido ao estado de ansiedade que doses
elevadas ou os efeitos da abstinéncia podem provocar (Garett & Griffiths 1997). Ao ficar com
niveis além do normal de cortisol (ou costicosterona para roedores), o individuo tende a se

concentrar menos na tarefa. Com isso ela erra mais e ndo aprende corretamente o que lhe fora
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ensinado, tendo um desempenho aquém quando comparado a sujeitos sem efeitos

ansiogénicos.

A tarefa cognitiva : o condicionamento de lugar

Nas décadas de 20 e 30, o psicélogo americano Burrhus Frederic Skinner propds uma
metodologia com base no condicionamento - processo de aprendizagem e modificacdo de
comportamento através de mecanismos estimulo-resposta sobre o individuo, o qual ele
denominou de condicionamento operante (Ferreira 2004). Este foi chamado de operante
porque o pesquisador era quem modelava o comportamento com o intuito de o animal realizar
a resposta esperada. O instrumento fundamental desta metodologia de Skinner € a modelagem
do comportamento por meio do refor¢co, que pode ser positivo (uma recompensa) ou negativo
(acdo que evita uma conseqiiéncia indesejada). E o caso do rato privado de alimentacdo que,
numa experiéncia, percebe que o acionar de uma alavanca levard ao recebimento de comida.
Ele tenderd a repetir o movimento cada vez que quiser saciar sua fome.

O paradigma de condicionamento, que inicialmente fora realizado com pombos e ratos,
tornou-se tao estabelecido que pode ser estendido aos primatas ndo-humanos e humanos de
forma eficaz. Com isso, ao longo dos anos, esta metodologia para avaliar aprendizagem
tomou vdrias dire¢des, a qual uma delas € o condicionamento de lugar.

Este tipo de condicionamento € uma técnica comumente utilizada para avaliar
preferéncia por um estimulo ambiental que tem sido associado de duas maneiras: a um reforco
positivo, sendo chamado de preferéncia condicionada por lugar (do inglés CPP — Conditioned
place preference); ou negativo, o qual recebe o nome de aversdao condicionada por lugar (CPA

— Conditioned place aversion). Em geral este procedimento de condicionamento envolve
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muitas tentativas onde o animal é apresentado a um reforco (como comida, odores, drogas de
abuso, choque) e este é pareado a um ambiente. Posteriormente espera-se que 0s sujeitos
frequentem e permanecam por mais (ou menos) tempo no compartimento onda fora associado
com o estimulo positivo ou negativo. Estas varidveis (frequéncia e permanéncia), bem como a
laténcia para o primeiro contato com o ambiente reforcado servem como um indicativo de
preferéncia ou aversdo e, portanto, sio medidas de aprendizagem. Nos trabalhos de CPP
realizados com hamsters (Ralph et al. 2002 e Cain et al. 2004a), ratos (Cain et al. 2004b) e
saguis (Valentinuzzi et al. 2008) demonstraram, através das varidveis de aprendizagen acima
citadas, que estas trés espécies de mamiferos foram capazes de associar um cheiro agradavel
ou a presen¢a de comida a um determinado ambiente.

Neste trabalho em especial utilizaremos a preferéncia condicionada por lugar, onde
parearemos um contexto a uma situacdo agradavel, que serd a presenca de alimentos
apreciados pelos animais (jujuba, leite condensado, bolacha doce e larvas do inseto tenébrio
[Classe Coleptera]). Valentinuzzi et al. (2008) e Santana et al. (2009), demonstraram que os
saguis foram capazes de associar alimentos a um ambiente espacialmente diferente do outro.
Assim, esse pequeno primata passou a fazer parte dos modelos animais utilizados para tarefas

de condicionamento de lugar.

O sagui (Callithrix jacchus) como modelo experimental

E um pequeno primata neotropical que ocorre naturalmente no nordeste brasileiro, da
Bahia ao Maranhdo (Napier & Napier 1967, Avila-Pires 1969), e que existe em abundancia no
Rio Grande do Norte. Pertencente a familia Callitrichidae e ao género Callithrix, eles sdo um

dos menores macacos do mundo, medindo entre 18 cm de comprimento e cerca de 30 cm de
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cauda e peso corporal de menos de 500 g quando adultos. Devido sua fécil e barata
manutencdo e boa adaptacdo em cativeiro (Epple 1970) eles s@o constantemente utilizados em
pesquisas como sujeitos experimentais em vdrias dreas (Abbott et al. 2003): nutricdo,
toxicologia, fisiologia, endocrinologia, farmacologia, cronobiologia, comportamento,
neurociéncia entre tantos outros.

Os saguis (figura 4) sdo animais de hdbitos estritamente diurnos e a principal
caracteristica corporal que distingue esta espécie das demais do seu género sdo os tufos de
pélos longos e brancos que saem ao redor de cada orelha e a cauda ndo preénsil marcada com
anéis de pélos brancos e pretos (Guerra et al. 1998). Os machos e fémeas dessa espécie
possuem isomorfia quanto as caracteristicas fenotipicas, diferenciando-se apenas ao olhar a
genitdlia (Epple 1970), e na natureza alimentam-se principalmente de insetos, goma de
arvores e frutas. Além disso, podem ter até quatro filhotes por ano, visto que a gestagdo dura

em torno de 5 meses, com partes comumente gemelares.

Figura 4: O Sagui (Callithrix jacchus).
Foto: Kathiane dos Santos Santana.
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Quanto ao periodo de repouso (sono), o mesmo se recolhe para sua toca ou arvore ao
por-do-sol, e acordando préximo ao nascer do sol (Steveson & Rylands 1988). Com isso tem-
se mais ou menos um periodo de 12 horas de sono. Outro fato interessante é que eles possuem
o sono semelhante ao dos humanos, no que diz respeito, por exemplo, a dura¢ido, nimero e
padrao de ciclos de sono nao-REM e REM. (Crofts et al. 2001; Phillipens et al. 2004).

Ja no que diz a utilizacdo dos saguis como modelos experimentais em memoria, é
recomenddvel o uso deles a partir dos 18 meses, periodo em que sdo considerados adultos
(Abbott et al. 2003). Dessa forma tem-se a garantia que toda circuitaria cerebral relacionada
aos processos mnemonicos estejam maduros.

Além disso, pelo fato deles terem uma grande proximidade filogenética para com os
humanos, pois ambos compartilham a mesma ordem (primatas), sua relevancia para o estudo
em questdo é ainda maior se comparado a modelos animais constantemente utilizados que sao
os roedores. O sagui, portanto, assemelha-se em uma série de mecanismos fisiolégicos o que
nos serve como um bom sujeito quando o objetivo € compreender, comparativamente, o que

se passa no corpo humano.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Nosso objetivo foi o de avaliar os efeitos da cafeina em saguis adultos cativos numa
tarefa de aprendizagem. A substincia em questdo fora administrada em trés situacdes

diferentes (aguda, continua e abstinéncia), num periodo préximo a fase de sono dos animais.

Objetivos especificos

Avaliar se os animais respondem satisfatoriamente a tarefa cognitiva antes da

administracao da cafeina;

. Avaliar o efeito da cafeina em uso repetido e agudo na evoca¢do da memoria em tarefa
de condicionamento de lugar;

. Avaliar o efeito de abstinéncia da cafeina ap6s uso repetido na evocacdo da memdria
em tarefa de condicionamento de lugar;

. Verificar a atividade locomotora dos saguis nas situagdes experimentais;

. Avaliar possiveis diferencas no condicionamento e no efeito da cafeina entre machos e

fémeas.
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METODOLOGIA

Sujeitos experimentais:

Foram utilizados 20 saguis adultos cativos (10 machos e 10 fémeas) oriundos do Nicleo
de Primatologia da UFRN (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente - IBAMA, n°.
1/24/92/0039-0). Eles pesavam entre 350 a 480g, variando entre 3 e 9 anos, e foram mantidos
em gaiolas individuais (220 cm comprimento x 90 cm largura x 220 cm altura), sob condi¢des
naturais de iluminacdo, umidade e temperatura. A alimentacdo era oferecida duas vezes ao
dia: a primeira em torno das 7:00 — 8:00 h consistindo de uma mistura de leite, ovos
cozidos, pdo, vitaminas A, B e C e aminodcidos; e a segunda por volta das 13:00 -14:00
h a qual alternava entre uma variedade de frutas, batata doce e pedacos de frango. O
alimento permanece nas gaiolas durante duas horas, apds o qual € retirado e a 4gua encontra-
se sempre disponivel ao animal. Cada gaiola tem uma caixa ninho retangular de madeira
(32cm comprimento X 15cm altura X 15cm largura) , bem como poleiros e plataformas para
que eles possam pular e correr. Os 20 sujeitos foram divididos em 4 grupos, com 5 animais

cada, de acordo com a tabela 3 abaixo:

GRUPOS SEXO DOS DOSE REPETIDA (9°DIA)
EXPERIMENTAIS ANIMAIS (8 dias)

1. Placebo (controle) 3 machos e 2 placebo placebo
fémeas

2. Agudo 2 machos e 3 placebo agudo
fémeas

3. Repetido 2 machos e 3 cafeina cafeina
fémeas

4. Abstinéncia 3 machos e 2 cafeina placebo
fémeas

Tabela 3: Grupos que foram estudados no experimento.
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A dose repetida constou da administracao de cafeina ou placebo, por um periodo de 8
dias. Ja no nono dia houve a ingestdo de cafeina (para os grupos agudo e repetido) e placebo
(para os grupos abstinéncia e placebo). Todas essas administracdes ocorreram num periodo
proximo a fase de sono dos animais, conforme esquema que serd mostrado posteriormente na

figura 6.

Equipamentos e droga:

Para o experimento em questdo foram utilizados notebook (IBM) e camera filmadora
(Sony). Eles serviram para o registro comportamental das sessdes em que houve a utilizacao
dos aparatos experimentais.

Ja a cafeina (Sigma), em tratamento continuo e agudo, foi administrada em doses de 10
mg/kg para cada sagui, o que corresponde de 2 a 3 xicaras de café para humanos (Fredholm et
al. 1999). Essas doses foram pesadas e calculadas tendo como base a pesagem mais recente
que estava contida no histérico de cada sagui. As por¢des de cafeina estiveram sob forma de
p6 e foram colocadas numa pequena por¢ao de fruta, jujuba, uva-passa ou leite condensado,
que em seguida o pesquisador ofertava aos animais previamente privados de sua alimentacao
(cerca de duas horas de privagdo), para assim ter-se a certificacdo que ingeriram toda cafeina
ali contida. A diversidade de alimentos que foram fornecidos aos sujeitos deveu-se ao gosto
amargo da cafeina. Entdo para eliminar a possibilidade deles associarem o gosto amargo da
cafeina ao alimento, havia entdo as mudancas no tipo de alimento. Ao término da
administracio o alimento habitual do periodo da tarde foi colocado na gaiola dos sujeitos. O
placebo, por sua vez, constitui-se de amido, o qual esteve na mesma concentracao das doses

de cafeina (10 mg/kg). O fato de escolhermos 10 mg/kg de cafeina nesse experimento decorre
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de estudos anteriores (Howell & Landrum 1997) mostrarem que esta seria a dose limiar capaz

de promover efeitos psicoestimulantes em primatas, como chimpanzés.

Aparato experimental (figura 5):

O aparato experimental para o condicionamento de lugar foi utilizado durante as sessdes
de habituacio, treino, retreino e teste (a serem discutidos no préximo tépico). Ele é feito de
acrilico e consiste de uma pirdmide de base quadrada (0,40 m x 0,33 m de base e 0,46 m de
altura) ligada a um cubo (0,31 m de lado), por meio de um corredor (paralelogramo de 0,16 m
x 0,25 m x 0,14 m). O corredor possui em seu topo uma entrada retangular (0,10 m x 0,11 m),
0 que permite acesso do animal ao interior do aparato. Para alocar a recompensa, durante as
fases de treino e retreino, dois tubos pretos de filme fotografico (5 cm de altura e 2,8 cm de
diametro) foram usados com a finalidade de ndo permitir que os animais vejam o refor¢co do
lado de fora do aparato. Esta caixa experimental apresentou-se sob duas versdes, o que
permitiu a rotacdo da piramide e do cubo, que sdo contextos espaciais diferentes, entre os dois

lados (esquerda-direita) de forma randomica.

Figura 5: Aparato experimental utilizado para a tarefa de condicionamento de lugar.
Foto: Kathiane dos Santos Santana.
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Delineamento experimental:

Antes da introducdo da substancia, os animais foram habituados e treinados ao aparato.
Vale salientar que a alimentagdo dos saguis pela manha (entre 7:00 — 8:00 h) era apenas
oferecida apés o término de cada sessdao experimental, e a alimentagdo do periodo da tarde
(14:00 — 15:00 h) ap6s a administracdo da cafeina ou placebo, para que assim tivessem
motivagdo para explorar o aparato e ingerirem as substancias, respectivamente.

O experimento contou com cinco fases (figura 6): pré-exposicao, treinos, administracao
da cafeina ou placebo, retreino seguido da administracdo, e o teste. Nos dois primeiros dias
ocorreram as sessdes de pré-exposicao ao aparato, sem nenhum reforco. Neste, avaliamos a
neutralidade para os dois contextos e a resposta exploratéria dos sujeitos a estimulos novos.
Nos 8 dias subsequentes houve as sessdes de treinos (condicionamento propriamente dito),
onde os animais receberam o refor¢o positivo por todos estes dias sempre em um dos
contextos que foram previamente selecionados randomicamente — o contexto reforcado.
Assim, nesta fase pretendeu-se gerar preferéncia por um dos contextos. Tanto a pré-exposicao
quanto os treinos iniciaram as 6:15 h, com 8 minutos de duracdo para cada animal.

Apoés as pré-exposi¢des e treinos, a administracdo da cafeina ou placebo (tendo cada
grupo 10 animais) se deu por um periodo de oito dias, a partir das 16:15 h, e a apresentacdo
dos aparatos aos saguis foram temporariamente suspensas. O tempo de administracdo em
questdo foi selecionado pelo fato de ser préximo ao final de atividade dos animais, que é ao
por-do-sol (Steveson & Rylands 1988; Menezes et al. 1993). Dessa forma, tendo como
referéncia o pico de concentracdo de cafeina plasmética em humanos, que é cerca de 30-60
minutos ap0ds ingestdo (Hindmarch et al. 2000), a concentracdo médxima da substancia nos
saguis ficaria bem préxima ao inicio do repouso, que € cerca de 16:45 h (Menezes et al.

1993). Ja a quantidade de dias para administracdo da cafeina foi definida com a finalidade de
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ndo provocar efeitos pronunciados de abstinéncia aos animais que irdo ser submetidos a
droga.

No nono dia (apds as administracdes repetidas de cafeina ou placebo), o aparato
experimental foi reintroduzido na gaiola dos sujeitos (retreino), como forma de se lembrarem
do condicionamento e também para verificar se ja existe algumas diferencas entre os grupos
que receberam repetidamente a cafeina ou placebo. A tarefa comportamental no retreino
iniciou as 15:15 h, com duracdo de 8 minutos, com o refor¢o continuando no brago em que
estivera antes da interrupcao. Quando todos os animais finalizavam esta sessdo experimental
(em torno de 16:15 — 16:30 h) eles receberam uma por¢ao de alimento contendo a dose aguda
de cafeina (originando os grupos repetido e agudo) ou o placebo (com os grupos placebo e
abstinéncia). Essa mudanca de horério durante o retreino foi sugerida com a finalidade de a
consolidagdo dessa tarefa cognitiva nao sofrer interferéncias de outras atividades que o animal
faca durante o dia, e também com o intuito desta sess@o ser uma tarefa dependente de sono.

No décimo dia, comecando as 6:15 h, houve o teste no aparato sem o refor¢o alimentar
no contexto refor¢cado, com o intuito de verificar a preferéncia do animal, e por conseguinte a
aprendizagem ao contexto entre os 0s quatro grupos experimentais (placebo, agudo, repetido e

abstinéncia).

Treinos 1 a 8 (6:15 h) Retreino (15:15h) + administracao

i
- e
U 1] U

Pré-exposi¢cdes 1 e 2 (6:15 h) Administracdo-8 dias (16:15 h)  Teste (06:15 h)

Figura 6: Esquema do procedimento experimental. Nesta sdo mostradas as sessdes experimentais, a quantidade
de dias e o hordrio que se inicia cada fase.

37



Nas fases que tem-se a utilizacdo do aparato experimental (pré-exposi¢do, treinos,
retreino e teste) os saguis eram livres para entrarem e sairem a qualquer momento dos 8
minutos das sessdes experimentais. Nestas fases, foram quantificados o tempo transcorrido
(em segundos) para o animal entrar nos contextos reforcado e nao-reforcado - laténcia;
freqii€ncia de entradas nestes objetos; e a porcentagem do tempo de permanéncia que o
animal ficou em cada contexto, levando-se em consideragao os 8 minutos do experimento.
Também avaliamos a atividade locomotora dos animais, por meio da delimitacdo de 18
quadrantes na gaiola e no aparato experimental (figura 7). Todos os parametros citados foram
registrados através de uma macro do programa Excel.

A cada sessao realizada com um sagui o aparato foi higienizado, através da utilizagcao de
agua e alcool (concentracdo a 5%) e papel toalha. Assim, evita-se os odores e a marcacao de

cheiro do animal anterior, que pode vir a atrapalhar na resposta do sujeito posterior.
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Figura 7: 16 dos 18 quadrantes que servem para contagem da atividade locomotora do animal. A saber: 1)
paltaforma esquerda, 2) plataforma direita, 3) grade frente (ndo mostrada na figura), 4) grade atrés, 5) atrds do
aparato, 6) em cima do quadrado, 7) em cima do corredor, 8) em cima do tridingulo, 9) dentro do tridngulo, 10)
dentro do corredor, 11) dentro do quadrado, 12) contato com o tridingulo, 13) contato com o corredor, 14) contato
com o quadrado, 15) em frente ao tridngulo, 16) fora do contato visual do pesquisador (ndo mostrado na figura),
17) em frente ao corredor, 18 em frente ao quadrado.
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Analise dos dados

A coleta dos dados comportamentais foram realizadas no momento do experimento
através de uma macro elaborada no Excel 2007 (Microsoft Inc.) (Anexo I), a qual registrou a
duracdo de cada comportamento. Consideramos que os saguis entraram ou sairam do contexto
quando a cabeca e os membros anteriores atravessaram os limites de cada ambiente.

Ao finalizar os oitos minutos de observacdo, os dados provenientes desta macro foram
repassados a uma outra planilha do Excel (Anexo I). Ela mostrava a quantidade de vezes e
tempo de permanéncia (posteriormente transformado em taxa de explora¢do) que o animal
passou nos contextos reforcado e nao-refor¢cado e do lado de fora do aparato. Esta planilha
ainda ofereceu os dados do tempo decorrido do inicio da sessdo ao inicio da interagdo com
cada contexto (laténcia).

A quantificacdo da atividade locomotora para cada animal se fez através dos videos que
foram gravados para todas as sessOes experimentais. Para a atividade locomotora,
delimitamos quadrantes na gaiola e no aparato, num total de 18 padrdes (figura 5), e cada vez
que o sujeito atravessou de um para o outro quadrante esta freqiiéncia foi computada. O
registro deste tltimo comportamento citado foi também feito por meio da macro gerada pelo

programa Excel.

Analise estatistica

No presente estudo, para avaliar preferéncia condicionada por lugar, duas metodologias

foram empregadas para quantificar o desempenho dos animais: (1) a avaliacdo

comportamental da tarefa e 2) a atividade locomotora.
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Na avaliagdo comportamental da tarefa, as varidveis taxa de exploracdo, frequéncia e
laténcia nao obedeceram a uma distribui¢do normal, de acordo com o teste de Kolmogorov-
Sminorv, que foi significativo (p<0,05) para uma distribuicado nao-normal. Por isso os dados
foram analisados através dos testes nao-paramétricos de Wilcoxon (comparando diferengas
intra-grupo), e Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (comparando diferengas entre grupos). Por
outro lado, como a atividade locomotora seguiu uma distribuicado normal, empregamos o teste
t para medidas dependentes e independentes. Os graficos resultantes foram construidos pelo
programa Excel 2007 (Microsoft Inc.), através da média e erro padrao dos parametros em
estudo. Os resultados foram significativos quando o p<0,05, a uma significancia de 95% e as

barras presentes nos graficos correspondem aos erros padroes de cada média.
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RESULTADOS

Fase de pré-exposicio

Nestes dois dias de pré-exposi¢ao ao aparato foram analisados o quanto os 20 animais
interagiram com o aparato e se eles tinham alguma preferéncia a um dos contextos do aparato
a serem refor¢cados ou ndo. Para tanto, utilizamos o teste de Wilcoxon como medida estatistica
para a taxa de exploracdo em ambos os contextos, frequéncia de entradas em cada um destes
compartimentos e a laténcia para a primeira entrada.

Na figura 8 (a e b) sdo exibidas a taxa de exploracdo no aparato e a frequéncia total que
0s sujeitos gastaram no aparato, independente dos contextos. Os resultados mostram que os

animais nao apresentaram diferencas na interagdo com o aparato nos dois dias de pré-

exposicao.
a) Taxa de explora¢do no aparato b) Frequéncia de entradas no aparato
100 - 5 -
90 -
g 8- 4
lg 70 ]
T
£ 60 3 3
o @
T 50 - 3 . "
x o Pré-exposicao 1
v 40 - 22 ) 3
k-] M Pré-exposicdo 2
o 30 4
£ 20 - = 1
0 0

sessoes experimentais sessoes experimentais

Figura 8: a) Taxa de exploragdo no aparato, em porcentagem e, b) freqii€éncia de entradas no aparato durante as
habituacdes. Barras de erro representam o erro padrao dos dados.

Além disso, os saguis ndo apresentaram nenhuma preferéncia a um contexto especifico,
de acordo com a taxa de exploracdo (figura 9a), frequéncia (figura 9b) e laténcia para o

primeiro contato (figura 9¢) do contexto a ser reforcado em relacao daquele ndo-reforgcado.
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10 +

Taxa de exploracdo (%)

¢) Tempo de laténcia para primeira entrada

480
420

Laténcia para o contexto (seg)

Taxa de exploracdo nos contextos

Frequéncia

Frequéncia de entradas nos contextos

aser reforcado

m ndo reforcado

: -

Pré-exposicdo 1

Pré-exposicdo 1 Pré-exposicdo 2

Pre-exposicdo 2

Figura 9: a) Taxa de explora¢do, em porcentagem, b) frequéncia de entradas, e ¢) tempo de laténcia para a
primeira entrada dos contextos a serem refor¢ados em relagdo aos ndo reforcados, durante a fase de pré-

exposicdo. Barras de erro representam o erro padriao dos dados.

Para a atividade locomotora, subdivimos essa varidvel em dois grandes grupos: o

primeiro diz respeito a toda frequéncia de atividade realizada dentro, sobre ou em contato com

o aparato (barras pretas, fig. 10); e o segundo em relagdo as atividades locomotoras realizadas

fora do aparato (barras cinzas, fig. 10). Os resultados mostram que os sujeitos exploraram de

forma semelhante tanto em contato com o aparato quanto fora dele durante os dias de pré-

exposicdo. Contudo, houve reducdo da atividade exploratéria no segundo dia quando

comparado ao primeiro dia da fase de pré-exposicao. (Teste t dependente, p=0,008).
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Frequéncia de atividade locomotora

40
35 4
30 I
25
20 + fora do aparato

15 W com o aparato

Quadrantes percorridos

10 +

Pré-exposicdo 1 Pré-exposicdo 2

Figura 10: Frequéncia de atividade locomotora durante a fase de pré-exposicdo. A presente estatistica ndo
mostrou diferencas quanto a exploracdo com aparato e fora dele. Todavia, houve diferenca na atividade
locomotora geral do primeiro dia de habitua¢do em relacdo ao segundo dia. *Teste ¢t para medidas repetidas com
p=0,008497. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.

Em relacdo a fase de pré-exposicao, tanto machos quanto fémeas tiveram uma atividade
e interacdo com o aparato semelhantes. Além disso, a taxa de exploracdo nos dois contextos,
frequéncia e laténcia para o primeiro contato também foram muito similares, ndo havendo
diferenca estatisticamente significativa entre os sexos (figuras a, bl, b2, cl e c2 — Anexo II).
Para a atividade locomotora com o aparato e fora dele também nao foram encontradas
diferencas significativas. Contudo ao comparar-se a atividade locomotora geral, apenas os
machos tiveram diminui¢do na quantidade de quadrantes percorridos na fase de pré-exposi¢cao

2, de acordo com o teste 7 para medidas dependentes (figura 11).

Atividade locomotora - Pré-exposi¢ao
fémeas versus machos

45 S
40 - I
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 - M Pré-exposicao 2

Pré-exposicdo 1

Quadrantes percorridos

fémea macho

Figura 11: Atividade locomotora geral de machos e fémeas na pré-exposicio. Para este grafico foi encontrada
diferenca significativa apenas para os machos, pois no segundo dia eles percorreram menos quadrantes do que no
primeiro. Teste 7 para medidas dependentes, *= p<0,05. Barras de erro representam o erro padrio dos dados.
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Como utilizamos o nimero igual de machos e fémeas no experimento (10 sujeitos para
cada sexo), adicionalmente avaliou-se a existéncia de alguma diferenca entre os géneros
quanto ao desempenho da tarefa cognitiva e interacdo ao aparato. Assim, alguns resultados

desta situagdo estdo no Anexo II, referente aos resultados complementares.

Fase de treino

Nos treinos os saguis foram capazes de aprender a tarefa requisitada: associarem o
ambiente espacialmente diferente do outro por meio de uma experiéncia agradavel. Esses
resultados de aprendizagem sdo comprovados através da figura 12, a qual demonstra aumento
da taxa de exploracdo (fig. 12a) e frequéncia no contexto reforcado ao longo dos 8 dias (fig.
12b), bem como a diminui¢do na laténcia para a entrada neste ambiente (fig. 12c). Nesta
figura, todos os gréficos estdo plotados sob forma de curvas para a visualizacdo da
aprendizagem dos animais ao longo do tempo.

A atividade locomotora durante os 8 dias de treino seguiu um padrido similar para os
sujeitos experimentais (figura 13). Contudo, pode-se notar diferenca significativa (teste ¢
dependente, p<0,05) quando comparou-se a atividade locomotora com o aparato daquela
realizada fora do aparato. A unica exce¢do foi o treino 1 que ndo teve diferenca

estatisticamente significativa.
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Figura 12: Curva de aprendizagem dos saguis durante a fase de treino. Os graficos acima representam a) taxa
de exploracio, b) frequéncia de contato e ¢) tempo de laténcia para o primeiro contato nos contextos refor¢ado e
nao-reforcado. Nestes € possivel perceber a curva de aprendizagem dos animais em relacdo a tarefa de
condicionamento. Wilcoxon, * — p<0,05; * — p<0,001. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.
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Frequéncia de atividade locomotora- treinos
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Figura 13: Atividade locomotora dos animais durante as sessdes experimentais. Neste grafico é possivel
observar diferencas significativas da frequéncia de atividade com o aparato e fora dele. Teste ¢ para medidas
dependentes, * — p<0,05; * — p<0,001. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.

Entre machos e fémeas ndo foram verificadas diferencas significativas quanto as varidveis
comportamentais (taxa de exploragdo, frequéncia e laténcia) de acordo com o teste de Mann-
Whitney. O que houve foram diferencas em relacio ao contexto reforcado versus nao-
reforcado (figuras d1, d2, el, e2, f1 e f2 — Anexo II). Para a atividade locomotora também nao
foram encontradas diferencas entre os géneros tanto para atividade geral quanto para atividade
com o aparato versus fora do aparato (teste ¢ independente). Contudo, as fémeas desde o
primeiro dia se locomoveram mais em contato com o aparato do que fora dele (teste t
dependente, p<0,05), enquanto que para os machos essa diferenca foi vista apenas no sexto

dia, com tendéncia para diferenca no quinto dia (figuras 14 a e b).
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Figura 14: Demonstra o quanto fémeas e machos se movimentaram em contato com o aparato versus fora do
aparato. O teste ¢ independente ndo mostrou diferengas entre os sexos. Todavia, o teste ¢ dependente revelou
diferencas para todas os treinos entre as fémeas (fig. 14a) e para os machos tendéncia, seguida por diferencas
apenas no quinto dia em diante (fig. 14b). Teste ¢ dependente, *= p<0,001; *= p<0,05; m= p<0,08. Barras de erro

representam o erro padrdo dos dados.

Fase de retreino

Com término da fase de treino e a demonstracdio de que os animais aprenderam a
discriminar o local reforcado, iniciamos a administracdo das substancias por um periodo de 8
dias, sempre num periodo que antecede o sono dos animais. Para o grupo repetido, a cafeina
na dose de 10 mg/kg foi administrada oralmente durante estes dias; ja para os grupos placebo
e agudo a substancia ingerida pelos sujeitos foi o amido (na mesma concentracao da cafeina).
Decorrido esse tempo, no nono dia, a fase de retreino foi realizada com a recolocagdao do
aparato juntamente com o refor¢co no contexto em que estivera anteriormente. Para melhor
visualizagdo dos resultados desta sessdo experimental, ao lado de cada gréafico do retreino
colocamos um outro que representa a média dos dltimos trés treinos realizados pelo animais
que ingeriram cafeina por oito dias (grupos repetido e abstinéncia) ou placebo por oito dias
(grupos agudo e placebo).

Dessa maneira, observou-se que os dados entre os animais que ingeriram cafeina ou

placebo repetidamente ndo apresentaram diferencas significativas durante os trés ultimos
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treinos na varidvel taxa de exploracdo. O que houve foi a diferenca do contexto reforcado em
relac@o ao contexto nao-reforcado (fig. 15a).

Ao confrontar este grafico da média dos dltimos trés treinos com o retreino (fig. 15b),
observou-se que eles nao diferiram. Ademais, no retreino também existiu diferenca

significativa ao comparar-se os contextos reforcado e ndo reforcado, para ambos os grupos.

Taxa de exploragao para os ultimos trés treinos Taxa de exploragao no retreino
a) 100 - b) 100 - . *

90 | = * 90 - Z
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o 50 4 T 50 A Placebo
g 40 7 g 40 W Repetido
s 30 s 30
£ ®
e 20 4 g 20

10 4 I 10 .

0 i 0 i

Reforcado Nao-reforcado Reforcado N&o-reforcado

Figura 15: Taxa de exploragdo a) para os utimos trés treinos e b) para o retreino. Nota-se que houve difrencas
significativas em relacdo ao contexto refor¢ado para o ndo refor¢ado em ambos os graficos. Wilcoxon, * —
p<0,05; * — p<0,001. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.

Para os comportamentos frequéncia (figura 16) e laténcia para o primeiro contato (figura
17), a diferenca do contexto reforcado em relacio ao nao-reforcado ainda permaneceu
significativo, como o que fora exibido para a taxa de exploracdo durante os treinos e retreino.
Adicionalmente, para a varidvel “laténcia” foi encontrado na sessdo de retreino diferenca
estatisticamente significativa (Mann-Whitney, p<0,05) ao comparar o grupo placebo com o

repetido para o contexto com reforco.
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a) Frequénciade entradas nos lltimos trés treinos ~ b) Frequéncia de entradas no retreino
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Figura 16: Frequéncia de entrada nos contextos a) durante os ultimos trés treinos e b) no retreino. Nestes
grificos sdo percebidas difrencas significativas em relacdo ao contexto reforcado para o ndo-reforgado.
Wilcoxon, * — p<0,05; * — p<0,001. Barras de erro representam o erro padréo.
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Figura 17: Laténcia para o primeiro contato com os contextos a) durante os ttimos trés treinos e b) no retreino.
Na figura a os 2 grupos apresentaram diferengas significativas em relacdo ao contexto. Para a figura b
encontramos diferengas entre o contexto reforcado e ndo-refocado, bem como diferenca significativa ao
comparar o grupo placebo com repetido para o contexto reforcado (Mann-Whitney, A — p<0,05). Wilcoxon,
*— p<0,05; *— p<0,001. Barras de erro representam o erro padrao dos dados.

Na atividade locomotora para os ultimos trés treinos foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas apenas para diferencas intragrupo. Essas dizem respeito a
frequéncia de locomocdo realizada em contato com o aparato em detrimento das atividades

realizadas fora desta (fig. 18a). No retreino (fig. 18b), o grupo repetido ndo diferiu
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significativamente para as 2 situagdes de atividade locomotora. Entretanto, no grupo placebo
houve diferenga significativa (teste ¢ dependente, *= p<0,05). Ao comparar os Utimos trés
treinos com o retreino, o teste ¢ para medidas independentes nao reveleu nenhuma diferenca

para as atividades realizadas fora e com o aparato.

Frequéncia de atividade locomotora nos ultimos

trés treinos Frequéncia de atividade locomotora no retreino
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Figura 18: Frequéncia de atividade locomotora durante a) os ultimos trés treinos e b) no retreino. Na figura a os
2 grupos apresentaram diferencas significativas em relacdo & atividade locomotora. Para a figura b encontramos
diferenca em relacdo atividade realizada com o aparato e fora dele apenas para o grupo placebo. Teste ¢ para
medidas dependentes, * — p<0,05; * — p<0,001. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.

Entre os géneros, os resultados comportamentais da sessdo de retreino ndo indicaram
diferenca entre eles. Ambos 0s sexos exploraram mais o contexto reforcado em detrimento do
nao-reforcado para as duas situacdes experimentais — placebo e repetido (figuras g, he i —
Anexo II). Para a atividade locomotora, obteve-se como resultado uma maior interagdo com
aparato (independente do sexo) apenas para os saguis que ndo ingeriram cafeina (grupo
placebo). Por sua vez, os animais que ingeriram a cafeina durante oito dias, ndo foi possivel

encontrar diferencas na interacdo com o aparato e fora dele (figura j — Anexo II).
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Fase de teste

Ap6s o retreino a tarde, os grupos agudo e continuo receberam uma dose de 10 mg/kg
de cafeina (entre 16:15 e 16:30 h), enquanto os animais do grupo placebo e abstinéncia
ingeriram o amido. Decorrida a fase de sono destes individuos, no dia seguinte pela manha foi
realizada a sessdo de teste.

Para a “taxa de exploracdo” (figura 19), o teste de Mann-Whitney revelou diferencas
significativas (p<0,05) para o grupo agudo em relagdo aos grupos repetido e abstinéncia, e
tendéncia estatistica do grupo placebo em relacdo ao abstinéncia, numa situagdo de contexto

reforcado. O teste de Wilcoxon ndo indicou diferencas intra-grupo.
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Figura 19: Taxa de exploracdo entre os grupos durante o teste. Neste o teste U de Mann-Whitney encontrou
diferencas significativas do grupo agudo em relag@o aos grupos cronico e abstinéncia (*— p<0,05), e tendéncia
do grupo placebo em relag@o ao abstinéncia ( m — p<0,08). Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.

Quando se levou em consideracdo a varidvel “frequéncia” nos dois contextos (figura
20), foram encontradas apenas tendéncia em relacdo ao contexto reforcado e nao- refor¢ado
para o grupo agudo (Wilcoxon, p<0,08), e entre este ultimo se comparado aos grupos

continuo e abstinéncia (Mann-Whitney, p<0,08) numa situacdo de contexto reforcado.
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Frequéncia de entradas nos contextos
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Figura 20: Frequéncia de entradas nos contextos durante o teste. O m representa a tendéncia (p<0,08) existente

para o grupo agudo em relacdo aos grupos continuo e abstinéncia para o contexto reforcado. J4 o M significa a
tendéncia (p<0,08) entre o grupo agudo na situagdo refor¢ado versus nao-reforcado. Barras de erro representam o
erro padrdo dos dados.

Ja para a laténcia de entrada nos contextos refor¢ado e ndo-reforcado (figura 21), o teste
de Wilcoxon (comparacdo intra-grupo) mostrou diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) apenas para o grupo agudo. O teste de Mann-Whitney nao observou diferencgas entre

0s quatro grupos experimentais.
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Figura 21: Laténcia para o primeiro contato com os contextos reforcado e nao-reforcado durante o teste. Neste
foi demonstrada diferenga apenas para o grupo agudo. Wilcoxon, *— p< 0,05. Barras de erro representam o erro
padrdo dos dados.
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Na atividade locomotora quando se observou a locomocao geral durante o teste (fig.
22a) os animais do grupo placebo tiveram um menor nimero de quadrantes percorridos
quando comparado aos grupos agudo e repetido (que receberam cafeina na tarde anterior),
segundo o teste ¢ para medidas independentes que revelou significancia para essa diminui¢ao
(p<0,05) Apesar de o grupo abstinéncia ter uma média superior quanto aos quadrantes
percorrido em relacdo ao placebo, esta diferencga nao foi significante o bastante.

Quando a atividades realizada com o aparato e fora do aparato foi analisada (fig. 22b) o
grupo agudo teve maior frequéncia de locomog¢ao com o aparato em relagdo ao grupo placebo
(teste ¢t independente, p<0,05) e tendéncia para o grupo abstinéncia (p<0,08). Além disso
esses mesmos individuos que receberam a cafeina agudamente tiveram menor frequéncia de
quadrantes percorridos do que os grupos repetido e abstinéncia fora do aparato. Ao verificar
diferencas intra-grupo (teste ¢ dependente) apenas o grupo agudo teve diferenca estatistica, ou

seja, se movimentaram mais em contato com o aparelho experimental do que fora dele.

Frequéncia de atividade locomotora geral - teste Frequéncia de atividade locomotora- teste
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Figura 22: Atividade locomotora dos 4 grupos experimentais durante a fase de teste. a) Atividade locomotora
geral; b) atividade com, sobre e dentro do aparato versus fora do aparato. Na figura “a” € possivel observar
diferengas significativas na diminui¢do da atividade locomotora do grupo placebo para os grupos agudo e
repetido (teste ¢ independente, A —p<0,05). Para a figura “b” sdo mostrados os seguintes achados: o grupo
agudo se locomoveu mais em contato com o aparato do que fora dele; o grupo agudo se locomoveu mais em
contato com aparato do que os grupos placebo e abstinéncia. Além disso, ainda os animais agudos se
locomoveram menos do que os animais dos grupos repetido e abstinéncia. Teste ¢ dependente, *— p<0,05. Teste

t independente; A —p<0,05; m —p<0,08 . Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.
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No teste assim como no retreino os dados comportamentais tanto de machos quanto de
fémeas nao foram significativos (figuras k1, k2, 11, 12, m1 e m2 — Anexo II). A atividade
locomotora com o contexto e fora do contexto também nao diferiu, todavia a atividade geral
sim. As fémeas do grupo placebo percorreram menos quadrantes quando comparados as
demais dos outros grupos que receberam cafeina (figura o — Anexo II). Entre os machos nas
quatro situagdes nao houve diferencas significativas, apesar da média do grupo placebo ser

menor do que os outros 3 grupos experimentais.
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DISCUSSAO

Fase de pré-exposicio

Durante a pré-exposicdo os resultados mostraram que os saguis nao apresentaram
preferéncia por qualquer um dos dois contextos. Os animais interagiram de maneira similar
nos comportamentos taxa de exploracao, frequéncia e laténcia para estas duas sessdes em que
nao ha apresentacdo do alimento (figura 9), nao havendo também diferencas destes quando se
comparou os sexos (Anexo II). Esses resultados para os saguis (independente do sexo)
reforcam a idéia de neutralidade para os ambientes, o que favoreceu a realiza¢do dos treinos
sem um viés para determinado contexto. Essa neutralidade entra em consonadncia com os
resultados de experimentos realizados com hamsters por Ralph et al. (2002) e Cain et al.
(2004a); com ratos por Cain et al. (2004b), e com saguis por Valentinuzzi et al. (2008), os
quais também demonstraram que os sujeitos experimentais nao tinham preferéncia para um

dado contexto durante a fase de pré-exposigao.

A atividade locomotora durante esta fase (figura 10) apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa do primeiro para o segundo dia, ou seja, 0s animais se
locomoveram mais no primeiro dia do que no segundo dia da fase de pré-exposi¢ao. Sugere-
se que isso se deva ao fato de os sujeitos terem se habituado ao aparato experimental
introduzido em sua gaiola. Essa habituacdo dos animais a objetos ja anteriormente
apresentados € largamente encontrada em tarefas de reconhecimento de objetos para ratos e
camundongos (Ennaceur & Delacour 1988; Bevins & Besheer 2006), e primatas ndo-humanos
(Saunders et al. 1984; Zola-Morgan & Squire, 1985, 1986).

Para o desempenho dos sexos na atividade locomotora, houve diferengas significativas

na diminui¢do da atividade do primeiro para o segundo de pré-exposi¢cdo apenas para o0s
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machos (figura 11). Isso pode significar que eles se habituaram mais rapidamente do que as
fémeas a novidade. O fato de as fémeas ndo terem essa diminui¢do na locomocao pode ser
explicado porque na sociedade dos saguis elas que sao as dominantes (Hearn 1983; Steveson
& Rylands 1988), e por isso necessitam serem mais cautelosas ao novo objeto. Box (1984,
1988) em seus trabalhos realizados com machos e fémeas de saguis demonstraram que elas
exibem comportamento mais investigativo quando expostas a objetos nao-familiares e sao
mais exploratérias quando colocadas em um ambiente novo no cativeiro. Na natureza, a
exploracdo inadequada pode levé-las a escolhas erradas, o que pode acarretar tanto a elas
quanto o seu grupo perda de territério, alimento ou mesmo a morte. Assim, a maior atividade
e exploragdo dentro e em torno do aparato foram a maneira que elas garantiram que o

aparelho era seguro para que pudessem interagir.

Sessoes de treinos

Nos treinos, o qual ndo houve a utilizacdo da cafeina, foi verificado que os saguis
interagiram com o aparato. Adicionalmente, demonstrou-se que estes sujeitos se condicionam
e aprendem a discriminar a tarefa corretamente (figura 12). Essa aprendizagem foi
exemplificada através da diminuicdo na laténcia, e o aumento da permanéncia (pela taxa de
exploragdo) e frequéncia no contexto reforcado em relagdo ao nao-reforcado. Estas varidveis
acima citadas sdo parametros utilizados como medidas de aprendizagem, e que foram
confirmados com resultados significativos para a tarefa cognitiva do estudo em questdao que
foi a preferéncia condicionada por lugar.

Os achados relatados nos treinos replicam os experimentos de Valentinuzzi et al. (2008)

e Santana et al. (2009), os quais utilizaram protocolos parecidos e que também tiveram como
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sujeitos o Callithrix jacchus. Estes trabalhos e o nosso foram capazes de demonstrar que os
pequenos primatas neotropicais foram capazes de fazer associagdes e relembrarem das
diferencas existentes entre os dois contextos espacialmente distintos (piramide e cubo) que se
aleatorizavam quanto a direcdo (direita — esquerda) no decorrer da fase de treino. Essa
capacidade de aprenderem que o contexto havia um reforco positivo € especialmente
importante em situacdes onde os animais estdo no campo e necessitam recordar que num
determinado ambiente rico na diversificagdo da flora, haviam alimentos apreciados (no caso
dos saguis frutas, pequenos insetos e gomas de &rvore) ou inimigos que poderiam
potencialmente colocar sua vida em risco. Dessa forma, a aprendizagem tem papel
fundamental em modelar o comportamento destes animais em fung¢do das experiéncias
anteriormente vividas, deixando o mesmo mais eficiente e otimizado.

Para atividade locomotora geral, os animais se locomoveram semelhantemente durante
os oito dias da fase de treino (figura 13). Porém a atividade realizada dentro, sobre ou com o
aparato foi significativamente maior quando comparada com a atividade realizada fora do
aparato. Fazendo uma comparagdo entre os sexos, foi encontrado que as fémeas desde o
primeiro dia se movimentam mais em contato com o aparato do que fora dele, enquanto que
os machos s6 comecaram a ter essa diferenca a partir do sexto dia de treino (figura 14). Esta
maior interacdo com aparato desde o primeiro dia pode ter ocorrido porque o reforco que
estava contido neste objeto foi algo mais motivador para elas do que para eles, uma vez que a
ingestdo de alimentos para as fémeas primatas muitas vezes pode estar relacionado com a
capacidade futura de gerar descendentes (Wrangham 1979; Van Schaik & Van Noordwijk
1988). E uma vez elas usufruindo mais do contato com aparato, maiores chances terdo para
alimentar e quem sabe ser uma futura dominante e provedora de filhotes em detrimento de

outras que se alimentariam menos.
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Além disso, assim como na fase de pré-exposi¢do, ndo foram encontradas diferencas
significativas nas varidveis comportamentais entre machos e fémeas nos treinos para esta
tarefa condicionada pelo lugar. Apesar de as curvas de aprendizado favorecerem mais as
fémeas (figuras dl1, d2, el, e2, fl1 e f2 — Anexo II), ndo houve diferencas estatisticamente
significativas ao comparar o desempenho com os machos. Assim, ambos exploraram de
maneira semelhante e tiveram resultados significativos no contexto reforcado em relagdo ao
nao-reforcado. Com isso podemos sugerir que para os individuos da espécie C. jacchus o sexo
nao é um fator preponderante para que saissem melhor nesta tarefa cognitiva, como mostrou o
trabalho de Valentinuzzi et al. (2008) o qual teve protocolo experimental bem semelhante ao
do estudo em questdo e que também utilizou nimero parecido de machos e fémeas e nao

encontrou diferencas entre os mesmos na execugao da tarefa.

Fase de retreino

No retreino, para o grupo repetido que recebeu cafeina por 8 dias, e o grupo placebo que
ingeriu amido pela mesma quantidade de tempo, nao foram observadas diferencas quanto ao
desempenho cognitivo da tarefa. Acreditamos que tais resultados entre os grupos
experimentais tenham sido similares e tdo positivos, pelo fato de nesta sessdo ter a presenca
de alimento, fazendo com que os sujeitos, principalmente aqueles que ingeriram a cafeina, se
motivassem pela comida, uma vez que estavam parcialmente privados da alimentagdo.

Entretanto, ao analisarmos a atividade locomotora tanto para o grupo repetido quanto
para o placebo, vimos que a frequéncia de locomog¢do com e fora do aparato foi semelhante
para os que receberam repetidamente a cafeina. Supde-se entdo que os animais sob os efeitos

mais prolongados desta droga psicoativa podem ndo ser tdo objetivos em relacdo aos
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individuos do grupo placebo, ja que ndo se recordavam de maneira eficaz como alcangar o
contexto com o reforco, necessitando percorrer mais quadrantes até chegarem 1d. Ja os
animais até o momento livres de cafeina percorreram mais vezes o aparato, pois se lembravam
da estratégia mais eficiente € menos custosa (energeticamente) de chegar ao local correto.

As separacdes dos animais entre os sexos para avaliar os efeitos comportamentais da
cafeina no retreino nao tiveram resultados significativos, assim como nas sessdes de treinos.
Por isso o fato de escolhermos agrupar os sexos e apresentd-los como resultados principais,
uma vez que juntando machos e fémeas aumenta-se a quantidade de sujeitos em cada grupo

experimental.

Sessao de teste

Depois dos animais do grupo agudo e repetido receberem cafeina, e os do placebo e
abstinéncia ingerirem amido ap0s retreino, eles dormiram. Na manha seguinte o teste foi
realizado, e encontramos como resultados o melhor desempenho dos grupos placebo e agudo
e um pior para os grupos repetido e abstinéncia. Ou seja, a cafeina promoveu déficits na
memoria para esta tarefa especifica aos animais que a receberam por tempo mais prolongado.
Outro resultado foi a inexisténcia de diferencas entre os sexos (Anexo II), o que corrobora
ainda mais para a semelhanca dos individuos da espécie C. jacchus nesta tarefa cognitiva.

Apesar de no retreino o grupo que tomou cafeina repetidamente ter resultado satisfatorio
para as varidveis comportamentais, talvez pela presenca de comida no aparato experimental, o
mesmo ndo aconteceu no teste, j4 que estes animais, agora nos grupos repetido e abstinéncia,
tiveram piores performances nas trés varidveis comportamentais em estudo (taxa de

exploragdo, frequéncia e laténcia) em relacdo aos animais placebo e os agudos. Com isso,
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aqueles animais ao realizarem o teste sem as pistas alimentares, ndo foram capazes de
responderem a tarefa corretamente, provavelmente por ndo se lembrarem do ambiente
reforcado nas sessdes anteriores, € por isso nao persistiram na intera¢io com o0 mesmo.
Quando os saguis realizaram os treinos e logo apds a fase de vigilia tiveram que dormir,
¢ provavel que tenha ocorrido no SOL modificacdes sindpticas no hipocampo e neocortex,
além de mudancgas significativas na atividade elétrica se comparado a vigilia e ao REM
(Wilson & McNaughton 1994; Marshall et al. 2006); mudancas essas que sdo importantes
para o processo de consolidacdo “offline” das memorias (Marshall & Born 2007). Contudo,
quando administrarmos cafeina apds o término dos treinos, durante 8 dias consecutivos
sempre no final da vigilia, possa ser que esta substancia tenha interferido nessa subfase do
sono ndo-REM, pois ela pode ter bloqueado os receptores adenosinérgicos dos tipos Aj e Asa
indutores deste tipo de sono (Acquas et al. 2002). Além disso, € provavel que os sujeitos sob
efeitos desta substancia tenham uma menor qualidade e eficiéncia no sono, ja que como fora
explicado no item “Introduc@o” os individuos sdo mais sensiveis a cafeina quando a ingerem
perto de dormirem, pois demoram mais tempo para metabolizd-la (Levy & Zylber-Katz
1983). E ao prejudicar o sono de onda lentas dos saguis, devido a ingestao da cafeina, possa
ser que ela também prejudique o processo de consolidagdo “offline” a longo-prazo para esta
tarefa cognitiva, assim consecutivamente, afetando o desempenho dos animais durante o teste.
Ademais supomos também que algum efeito ansiogénico, além do normal, colaborou
com a falha na recordacdo, principalmente para o grupo abstinéncia. Como ja foi dito
anteriormente, abstinéncia a cafeina pode levar a sintomas como falta de concentracdo e
ansiedade em humanos e modelos animais (Fredholm et al. 1999) os quais podem ter levado
indiretamente ao mau desempenho dos saguis. Para confirmar a existéncia do efeito
ansiogénico, uma boa alternativa sera reanalizar os videos e observar se ha o aparecimento de

comportamentos estereotipados (que sao indicativos de estresse, como piloerecio e
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movimentacdo do tipo “vaivém’). Assim, ao observar esses videos podemos comparar o
comportamento dos animais nas sessdes de retreino com as sessdes que ndao haviam
administracao da cafeina.

O desempenho dos animais do grupo agudo ndo diferiu daqueles do grupo placebo.
Para a taxa de explora¢do no contexto refor¢ado (figura 19), o grupo agudo permaneceu por
tempo significativamente maior neste ambiente em relacdo aos animais repetidos e tendéncia
para significancia em relagdo ao grupo abstinéncia. Quanto a laténcia (figura 21) e nimero de
frequéncias no contexto (figura 20), os resultados destas varidveis exibiram, respectivamente,
diminui¢do no tempo para o primeiro contato com o contexto reforcado e tendéncia para o
aumento na frequéncia de entradas neste somente para os animais agudos. Ainda com relacdo
a ultima varidvel, estes animais frequentaram por mais vezes o ambiente com comida do que
aqueles sujeitos do grupo repetido e abstinéncia.

Esse bom desempenho cognitivo do grupo que ingeriu cafeina agudamente corrobora
com os achados de vdrios estudos, seja com humanos ou modelos amimais (Griffiths &
Woodson 1988; Smith et al. 1994; Riedel & Jolles 1995; Angelucci et al. 1999). Dentre eles
estdo os experimento realizados por Angelucci et al. (2002), o qual eles treinaram ratos para o
labirinto aquético de Morris e em seguida administravam cafeina. Os pesquisadores
encontraram que baixas e agudas doses (até 10 mg/kg) foram capazes de aumentar a melhora
no desempenho dos ratos para acharem a plataforma submersa. J4 em humanos, a pesquisa
liderada por Rasch et al. (2008) também encontrou resultados positivos. Eles aplicaram dois
antidepressivos, que diminuem a quantidade de sono REM, apés tarefas dependentes de sono.
Os resultados mostraram que doses agudas destas drogas ndo foram capazes de prejudicar a
consolidagdo de memdrias procedurais durante a fase de sono, uma vez que os sujeitos

tiveram desempenho melhor se comparado aqueles que receberam apenas o placebo.
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Outro dado a ser discutido e de relevancia tal foi a menor atividade locomotora geral
que o grupo placebo desenvolveu em relacdo aos demais sujeitos que receberam a cafeina
aguda ou repetidamente (figura 22). Estes resultados ndo fogem do esperado que a maioria
dos trabalhos, os quais também demonstram aumento na atividade locomotora em modelos
animais que ingerem cafeina ou seus agonistas em detrimento daqueles que ndo ingerem
(Howell et al. 1997; Fredholm et al. 1999; Ferré 2008).

Quando animais ou humanos ingerem a droga em estudo, a mesma tem a capacidade de
bloquear receptores para adenosina do subtipo A; e A, Este fato faz com que haja um
aumento na liberagdo do neurotransmissor dopamina (Ferré et al. 1992), uma vez que os
receptores para adenosina deixardo de antagonizar com os de dopamina. Como consequéncia
tem-se aumento de comportamentos relacionado a neurotransmissdo da dopamina, como o
comportamento motor, que € um dos efeitos mais evidentes observados em pesquisa animal
(Lorist & Tops 2003) e que como ja dito anteriormente, foi confirmado no presente trabalho.

Apesar de ndo termos registrado a fase de sono destes primatas por meio de métodos
mais acurados, os resultados nos levam a crer que os sujeitos foram sensiveis aos efeitos da
cafeina no que diz respeito a déficits na memdria (para animais do grupo abstinéncia e
repetido), e atividade locomotora (para todos que ingeriram esta substincia psicoativa).
Esperamos que no futuro a utilizagdo de actimetros, telemetria ou eletrodos nos sirvam como
ferramentas eficazes para avaliar o ciclo vigilia-sono, bem como irregularidades neste
ocasionados por esta ou outras drogas psicoativas. Ademais, o uso de técnicas
imunohistoquimicas neste modelo primata ou em roedores pode ser uma boa alternativa para
verificar expressao de genes imediatos relacionados a aprendizagem, corroborando ainda mais
para um resultado preciso acerca de como o animal estd se comportando a tarefa cognitiva e a

administracio da droga.
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CONCLUSAO

A partir do que fora exposto nos resultados e discussao, podemos concluir e sugerir que:

. Os animais responderam satisfatoriamente a tarefa de condicionamento de lugar, ou
seja, foram capazes de aprender onde se encontrava o alimento em detrimento do ambiente
espacialmente diferente. Por tal fato, o paradigma experimental em estudo mostra-se aplicavel
por tratar-se de uma tarefa de aprendizagem que nao requer medidas invasivas ou que causem
dor ou desconforto aos animais, que € comum em estudos de aprendizagem em animais como
roedores.

. Ap6s a administragcdo da cafeina, os grupos de uso repetido e abstinéncia tiveram pior
desempenho no teste em relagdo aos animais placebo e agudo. Isto sugere que a cafeina agiu
inibindo a memoria nesta tarefa cognitiva especifica.

. Animais sob efeito repetido, de abstinéncia ou agudo da cafeina apresentaram maior
atividade locomotora se comparado ao grupo placebo, o que demonstrou o carater estimulante
desta substancia.

. Machos e fémeas nao diferiram nas varidveis comportamentais, ressaltando assim a
semelhanga dos géneros nesta tarefa cognitiva.

. Fémeas exploraram e se locomoveram mais em contato com contexto, colocando em

evidéncia a dominancia e melhor aproveitamento do refor¢co em relacao ao sexo oposto.
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ANEXOI:

Planilhas do Excel utilizadas para 1) coleta dos dados
comportamentais e de atividade locomotora; 2) armazenamento
dos dados.
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ANEXO II:

Resultados complementares. Graficos de comparacao entre
machos e fémeas na tarefa de condicionamento de lugar.
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Taxa de explora¢ao no aparato - Pré-exposicao
fémeas versus machos

Qo
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femea macho

M Pré-exposicdo 2

taxa de exploracao (%)

Figura a: Taxa de exploragcdo dos géneros durante a fase de pré-exposi¢do. Neste percebe-se que ndo ha
diferencas significativas entre o total explorado no aparato no primeiro e segundo dia de habitua¢des. Barras de
erro representam o erro padrao dos dados.

Frequéncia nos contextos - Pré-exposicao Frequéncia nos contextos - Pré-exposi¢ao
bl) fémeas b2) machos
5 5
4 4
© )
Q3 g 3
£ E: reforcado
=2 o
g 2 o 2 .
& = H nio-reforcado
i | r
; - . mi i
Pré-exposicdo 1 Pré-exposicao 2 Pré-exposicdo 1 Pré-exposicdo 2

Figuras b1 e b2: Representam o quanto fémeas e machos frequentaram os contextos a serem refor¢ados ou néo
durante a fase de pré-exposi¢do. Nao foram verificadas diferencas significativas para ambos os sexos. Barras de
erro representam o erro padriao dos dados.

Tempo de laténcia - Pré-exposicdo Tempo de laténcia - Pré-exposi¢ao
fémeas machos
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Figuras cl e c2: Correspondem ao tempo (em segundos) que fémeas e machos levam para fazer o primeiro
contato com 0s contextos a serem-reforcados ou nao durante a fase de pré-exposi¢cdo. Para ambos ndo houve
diferencas estatisticamente significativas. Barras de erro representam o erro padrao dos dados dos dados.
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d1) Taxa de exploracdo - treinos d2 Taxa de exploragdo - treinos
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Figuras d1 e d2: Taxa de exploracdo nos contextos reforcado e ndo-refor¢cado para machos e fémeas. O teste de
Mann-Whitney ndo revelou diferencas entre machos e fémeas. Contudo o teste de Wilcoxon mostrou diferengas
quando comparou-se a taxa de exploracio no contextos entre os géneros. Neste € possivel observar também que
os machos comecaram a explorarm mais o contexto reforcado apenas no segundo dia de treino. Wilcoxon, *=
p<0,05. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.
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Figuras el e e2: Frequéncia de entradas nos contextos refor¢ado e ndo-reforcado durante os treinos para os
géneros. Eles nao difereriram significativamente (Mann-Whitney). Contudo, levando-se em conta os contextos,
cada um dos sexos teve melhor desempenho no contexto que havia a comida em relagdo daquele que ndo tinha.
A excecdo foi o treino 1 para as fémeas, pois ndo teve diferenca estatistica. Wilcoxon, *= p<0,05. Barras de erros
representam o erro padrdo dos dados.
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Figuras f1 e f2: Representam o tempo que fémeas e machos gastaram para entrar nos contextos refor¢ado e ndo-
refor¢ado. Os sexos ndo diferiram entre eles (Teste de Mann-Whitney). Entretanto o tempo que demorarm para
entrar no contexto com comida foi menor em todas as sessdes, para ambos os grupos. Wilcoxon, *= p<0,05;

m= p<0,08. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.
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Taxa de exploragdo - retreino Taxa de exploragdo - retreino

n 2
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Figura gl e g2: Taxa de exploracdo nos contextos para ambos os sexos, nas duas condi¢des de administracdo da
cafeina: placebo e repetido. Nesta sessdo ndo foram percebidas diferencas entre os géneros nem para 0s grupos
experimentais, apenas diferencas do contexto reforcado versus ndo-refor¢cado. Wilcoxon, *= p<0,05; m= p<0,08.
Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.

Frequéncia nos contextos - retreino Frequéncia nos contextos - retreino
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Figura h1 e h2: Frequéncia de entrada nos contextos para machos e fémeas durante o retreino nas duas situagoes
experimentais: placebo e repetido. Ambos os sexos demonstraram uma maior frequéncia de entrada para o

contexto refor¢cado em relacdo ao nio-reforcado.Wilcoxon, *= p<0,05. Barras de erro representam o erro padrido
dos dados.
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Figura il e i2: Laténcia para a primeira entrada nos contextos, para fémeas e machos nas duas situacdes
experimentais: placebo e repetido. Ambos os sexos demonstraram diminui¢cdo no tempo de entrada para o
contexto reforcado em relagdo ao nao-reforcado, contudo a diferenga ndo foi significativa ao comparar-se 0s
géneros. Wilcoxon, *= p<0,05; m= p<0,08. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.
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Figura j1 e j2: Frequéncia de atividade locomotora com o aparato versus fora do aparato, para fémeas e machos
durante o retreino. Ambos os sexos interagem mais com o aparato quando ndo ingerem cafeina. J4 aqueles que a
ingererm repetidamente ndo hd diferenca de interagdo com o aparato e fora dele. Adicionalmente, encontramos
uma tendéncia ao comparar a atividade dos machos fora do aparato, quando eles ingerem ou ndo a cafeina. Teste
t independente, *= p<0,05; m= p<0,08. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.
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Figuras k1 e k2: Taxa de explorag@o nos contextos para ambos os sexos, nas quatro condi¢des de administragdo
da cafeina: placebo, agudo, repetido e abstinéncia. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.
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Figuras 11 e 12: Frequéncia de entrada nos contextos refor¢ado e ndo—refor¢ado para machos e fémeas durante o
teste nas quatro situacdes experimentais: placebo, agudo, repetido e abstinéncia. Barras de erro representam o
erro padrdo dos dados.
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Figuras ml e m2: Tempo de laténcia, em segundos, para a primeira entrada nos contextos refor¢cado e nao-
refor¢ado durante o teste nas quatro situagdes experimentais: placebo, agudo, repetido e abstinéncia. Barras de
erro representam o erro padrao dos dados.
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Figuras nl e n2: Frequéncia de atividade locomotora com o aparato versus fora do aparato para fémeas e
machos durante a sessdo de teste, nas quatro situagdes experimentais: placebo, agudo, repetido e abstinéncia.
Barras de erro representam o erro padrao dos dados.
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Figura o: Frequéncia de atividade locomotora geral durante o teste para fémeas e machos nas quatro situacdes
experimentais: placebo, agudo, repetido e abstinéncia. Barras de erro representam o erro padrdo dos dados.
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