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O profundidade das riquezas, tanto da sabedoria,
como da ciéncia de Deus!

Qudo insondaveis sdo os teus juizos,

e quado inescrutdveis os teus caminhos!

Pois, quem jamais conheceu a mente do Senhor?
Ou quem se fez seu conselheiro?

Ou quem lhe deu primeiro a ele,

para que lhe seja recompensado?
Porque dele, e por ele, e para ele sdo todas as coisas;

gloria, pois, a ele eternamente. Ameém.
Romanos: 11: 33-36

O poder pode fazer qualquer coisa, menos a mais importante: ndo consegue controlar o
amor...Ninguém pode nos ensinar a odiar...Dentro de nos somos livres....E uma questio

de decisdo...Essa é a verdadeira esséncia da liberdade humana.
Olga Brasileiro



A Deus, raziao da minha existéncia e autor da minha fé.
A minha mae, pelo seu inexplicavel, amor incondicional;
e a minha filha, pela ben¢io de me fazer uma mae feliz,

dedico
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RESUMO

A nicotina ¢ um neuromodulador do sistema nervoso central que produz ampla variedade
de efeitos comportamentais. A proposta deste estudo foi investigar o papel da nicotina e da
mecamelamina sobre o mecanismo de aprendizagem e memoria, através de
condicionamento por refor¢o positivo, em peixes da espécie Carassius auratus. Foram
utilizados 158 animais; um aquario retangular, com dimensdes de 30 cm de comprimento,
10 cm de largura e 17 cm de altura, dividido ao meio em dois compartimentos, um preto e
outro branco. O experimento foi realizado em cinco dias: dia I-habitua¢do; dia II-registrou-
se a preferéncia natural do animal; dia Ill-treino 1, os animais receberam o refor¢o no
compartimento branco; dia [V-treino 2, os animais receberam o refor¢o no compartimento
branco ¢ em seguida foram injetados; dia V-teste, foi observada a preferéncia do animal
entre os dois compartimentos. Oito grupos de animais foram formados de acordo com a
droga administrada. Quatro grupos injetados imediatamente no pos-treino: veiculo (n=25);
nicotina 2,0mg/kg (n=24); mecamelamina 1mg/kg (n=25); mecamelamina 2,0mg/kg
(n=24); e quatro grupos injetados trés horas apds o treino: veiculo (n=15); nicotina
2,0mg/kg (n=15); mecamelamina 1,0mg/kg (n=15); mecamelamina 2,0mg/kg (n=15). A
analise estatistica foi feita através do ANOVA de 2 vias seguida do teste Student-Newman-
Keuls ou através do teste Friedman. As variaveis submetidas a analise foram o tempo de
permanéncia (TP) em cada compartimento, a laténcia (L); e o nimero de cruzamentos
(CZ). Os resultados mostram que nos grupos injetados imediatamente no pds-treino, os
animais de todos os grupos tratados exibiram preferéncia natural pelo ambiente escuro. No
poOs-treino, os grupos veiculo e mecamelamina 1mg/kg reduziram a preferéncia pelo
compartimento preto, permitindo inferir aprendizagem. No grupo nicotina houve diferenca
significativa (p<0,01) entre a permanéncia nos compartimentos preto e branco, porém os
animais mantiveram a preferéncia pelo ambiente escuro. No grupo mecamelamina 2mg/kg,
0s animais inverteram a preferéncia entre os compartimentos, indicando facilitagdo da
aprendizagem em relagdo ao grupo veiculo. Em relacdo a L, nos animais dos grupos
veiculo, mecamelamina 1,0mg/kg e 2,0mg/kg, a reducao significativa (p<0,05) da L entre
os dias indica que os animais aprenderam por refor¢o positivo e retiveram a tarefa no dia do
teste. Nos animais do grupo nicotina, houve diferenca significativa (p<0,05) da laténcia
apenas entre os dias T2 e o Teste. Quanto ao nimero de CZ, ndo houve diferencga
significativa entre os grupos tratados, sugerindo que as drogas nao exerceram efeito sobre a
atividade locomotora dos animais. Nos grupos injetados apos trés horas (animais injetados
trés horas ap6s o treino), a analise do TP no pds-treino indica que os animais continuaram
preferindo o compartimento preto, indicando que ndo houve efeito pré-ativo das drogas
sobre o processo de consolidagdo da memoria. Quanto a L, nossos resultados sugerem que
provavelmente, houve agdes das drogas colinérgicas sobre sistemas neurais inespecificos.
Em relacdo ao numero de CZ, nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados,
indicando que as drogas ndo exerceram efeito sobre a atividade locomotora do animal.
Assim, sugere-se que nesse modelo, nos grupos imediatos, houve efeito da mecamelamina
sobre a aprendizagem.

Palavras-chaves: Carassius auratus, aprendizagem, memoria, nicotina, mecamelamina,
comportamento, preferéncia.



ABSTRACT

Nicotine is a neuromodulator of the central nervous system, which has a wide variety of
behavioural effects. The aim of this study is to investigate the role of nicotine and
mecamylamine on the learning and memory mechanism through conditioning by a positive
reinforcement process in 158 fish of the species Carassius auratus. For this purpose a
rectangular aquarium was used (30x10x17 cm for total length, width and height,
respectively). The aquarium was divided into two compartments, one black and one white.
The experiment was done in five days: on the first day: habituation; on the second day: the
natural preference of the animal was registered; on the third day: training session number 1
(T1), the animals were subjected to reinforcement in the white compartment; on the fourth
day: training session number 2 (T2), the animals were subjected to reinforcement in the
white compartment and were injected immediately after training; on the fifth day: test, the
preference of the animals between the two compartments was registered once more. The
animals were divided into eight groups according to the treatment. Four groups were
injected immediately after training: vehicle (n=25); nicotine 2.0mg/kg (n=24);
mecamylamine 1.0mg/kg (n=25); mecamylamine 2.0mg/kg (n=24); and four groups were
injected three hours after training: vehicle (n=15); nicotine 2.0mg/kg; mecamylamine
1.0mg/kg (n=15); mecamylamine 2.0mg/kg (n=15). The statistical analysis was carried out
using a two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Student-Newman-Keuls
test or the Friedman test. The variables submitted to the analysis were: the time spent in
each compartment; the latency and the number of times the fish crossed from one
compartment to the other. The results show that in the groups, which were injected
immediately the animals, showed a natural preference for the black compartment before
training. In the post-training, the vehicle and mecamylamine 1,0mg/kg groups showed less
preference for the black compartment, indicating learning. In the nicotine group there was a
significant difference (P<0.01) between the time spent in the black and white
compartments, however the animals of this group maintained the preference for the dark
environment. In the mecamylamine 2.0mg/kg group, the animals changed the preference
between the compartments showing facilitation of the learning process. In relation to
latency the animals of the vehicle, mecamylamine 1.0 mg/kg and 2.0mg/kg groups,
presented a significant reduction (P<0.05) of the L between the days showing that the
animals learned by positive reinforcement and retained the task on the day of the test. In the
animals of the nicotine group, there was a significant difference (P<0.05) of latency just
between the T2 and the test days, showing a slower learning process. In relation to the
number of times the fish crossed from one compartment to the other there was not a
significant difference between the groups treated, suggesting that the drugs had no effect on
the locomotor activity of the animals. In the groups injected after three hours, the animals
still preferred the black compartment, showing that there was not any pro-active effect of
the drugs on the memory consolidation process. With regards to latency, our results suggest
that there was cholinergic drug action on unspecific neural systems. Thus, it suggests that
concerning the immediate groups in this model there was an effect on the learning process.

Key words: Carassius auratus, learning, memory, nicotine, mecamylamine, behavior,
preference.



1- INTRODUCAO
1.1 - Neuroplasticidade

A plasticidade neural ¢ uma resposta adaptativa do cérebro frente as necessidades
impostas pela vida de relagdo, ou seja, a organizagdo anatomica de areas especificas do
cérebro pode ser modificada pela experiéncia resultante do fornecimento de estimulos
intrinsecos (novos sinais neurais) € extrinsecos (novas experiéncias sensoriais € motoras) a
areas cerebrais especificas. Alteracdes funcionais e estruturais nas sinapses modificam a
eficiéncia sinaptica, através do aumento ou diminuicdo da transmissao dos impulsos
nervosos, provocando dessa forma, a modulagao do comportamento (Brandao, 2001).

O termo plasticidade ¢ usado para referir mudancas tanto na rede celular
(plasticidade neural) como a nivel comportamental (plasticidade comportamental). Embora
a relacdo causal entre plasticidade neural e plasticidade comportamental nao seja
conhecida, os mecanismos subjacentes da plasticidade neural sao multiplos e incluem
alteragdes bioquimicas, estruturais e funcionais (Brandt et al., 1997).

A formagdo da memoria, as alteragdes comportamentais e outras alteracdes plasticas
sdo resultantes de mudangas persistentes na comunicagdo entre os neurdnios vizinhos e de
modificagcdes na eficiéncia sindptica que ocorrem como resultado dessas alteragdes
estruturais, funcionais e bioquimicas (Sycova, 1997).

A neuroplasticidade constitui a principal descoberta das ultimas décadas em relagdo
a capacidade de reorganizacao estrutural do cérebro de mamiferos adultos. Durante muitos
anos o sistema nervoso foi concebido como uma estrutura fixa e imutavel. No entanto,

estudos mostram que mudangas persistentes na arquitetura do sistema nervoso central



(SNC) ocorrem nao apenas durante o desenvolvimento, em resposta a trauma e ap6s morte
celular, mas também durante atividade neural progressiva (Sykova, 1997). O rapido
aumento na compreensdo da fisiologia sindptica entre 1945 e 1960 forneceu bases para
discordar da idéia do cérebro adulto como uma estrutura imutavel (Goldman e Plum, 1997).

Uma caracteristica importante dos neuronios do neocdrtex de mamiferos ¢ a
habilidade para modificar suas propriedades de resposta em decorréncia de alteragdes
prolongadas na atividade dos impulsos aferentes. Esta forma de plasticidade neuronal ¢
principalmente observada nas areas corticais sensoriais, especialmente durante o periodo de
vida pos-natal. Um vasto numero de estudos realizado ao longo das ultimas quatro décadas
tem proporcionado amplas evidéncias que o cortex cerebral é susceptivel a uma variedade
de forgas epigenéticas que influenciam a organizagdo bioquimica, funcional e anatomica.
Os mecanismos celulares e moleculares subjacentes a plasticidade cortical comegaram ser
elucidados. Vdrios sistemas neurotransmissores tais como acetilcolinico, noradrenérgico,
serotoninérgico, dopaminérgico, e histaminérgico tém sido identificados como tendo um
importante papel na plasticidade cortical (Gu, 2002). Estes sistemas interagem entre si e
agem na modulacdo do comportamento (Fig 1).

Cercbral Cortex

Information integration,
Sensory m Motor

e cognition, thought, —— -

Input mood, emotion, etc. Output
'y ' Y [y 4 A
ACh NA 5-HT DA Hist
Nucleus Locus Raphe Ventral Tubero-
basalis of coeruleus nuclei tegmental | mammillary
Meynert area nucleus
Subcortical Regions

Fig 1: Neurotransmissores envolvidos na modula¢do do comportamento ¢ das fungdes cognitivas.
Fonte: Adaptado de Q. GU Neuromodulatory transmitter systems in the cortex and their role in
cortical plasticity. Neurocience, 2002.



Estudos realizados em diferentes modelos experimentais, utilizando animais de
laboratorio demonstraram o efeito de drogas sobre a modulagdo do comportamento e das
funcdes cognitivas tais como aprendizagem e memoria (Duran et al., 1994; Spieler et al.,
1999; Trauth et al., 2000). Diversos sistemas neuroquimicos como o histaminérgico,
Spérgico (substancia P), dopaminérgico e colinérgico tém sido investigados em modelos
exprimentais que avaliam a facilitagdo ou a inibi¢do dos mecanismos de aprendizagem e
memoria, através de reforco positivo e negativo (Boix et al., 1992; Boix et al., 1993;
Mattioli et al., 1997; Levin et al., 1997; Spieler et al., 1999; Bancroft et al., 2000; Brown et
al., 2001).

Fatores neurotroficos tais como o fator de crescimento insulinico—I (IGF-1), fator
de crescimento neuronal (NGF), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator-3 de
crescimento (TGFB), fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), e outros fendmenos
tais como neurogénese, sinaptogénese, axonogénese compensatoria, brotamento neuritico
colateral sdo relacionados com fendmenos neuroplasticos do SNC (Fuxe et al., 1996;

Goldman et al., 1997; Gomide et al.,1999).

1.2 - Aprendizagem e Memoria

Definir aprendizagem e memoria ndo ¢ facil porque em geral, estes processos sao
inferidos a partir de alteracdes comportamentais e ndo podem ser medidos de forma direta.
A aprendizagem ¢ uma mudancga relativamente duradoura no comportamento, produzida
pela experiéncia e abrange um conjunto de atividades e habilidades que animais € homens

adquirem através do contato com seu meio. Portanto, corresponde a aquisicdo de novos



conhecimentos e, como resultado desta experiéncia, ocorre modificacdo do comportamento,
enquanto que a memodria é a retencdo deste conhecimento (Branddo, 2001). A memoria
pode ser conceituada como a habilidade dos organismos adquirirem, reterem e usarem
informagdes e conhecimentos e estd intimamente relacionada a aprendizagem (Tulving,
1987). A aprendizagem pode ser facilitada através de condicionamento que consiste no
aumento da frequéncia de uma resposta que foi, recentemente, associada a um reforgador
positivo (Brandao, 2001).

De maneira geral, os mecanismos cerebrais da aprendizagem ¢ memoria estdo bem
associados aos processos neurais responsaveis pela ateng¢do, percepgdo, motivacao,
pensamento de forma que a perturbagdo em qualquer um deles tende a afetar, indiretamente
a aprendizagem e a memoria. O crescimento do corpo e do SNC facilita a mudanga de
comportamento, cujas reacdes que dependem da maturagdo aparecem em ¢€pocas
previsiveis do desenvolvimento e ndo demandam treinamento especifico (Brandao, 2001).

Em modelos experimentais, o sistema da aprendizagem e memoria ¢ mais elementar
(Hoar e Randall, 1971). Segundo Brandao (2001) a aprendizagem pode ser classificada de
acordo com as respostas dos procedimentos experimentais de laboratério em
condicionamento classico, condicionamento operante, habituagdo e sensibilizagao.

Dentre essas formas de aprendizagem, duas interessam ao entendimento desse
trabalho: a habituacdo e o condicionamento operante.

A habituacdo ¢ a forma mais elementar de aprendizagem ndo associativa na qual o
individuo ou o animal aprende acerca das propriedades de um estimulo novo, em geral,
indcuo. Apos repetidas apresentacdes o estimulo perde a sua caracteristica de novidade e o

individuo reage com respostas progressivamente mais fracas. Através da habituacdo os



animais, incluindo os seres humanos, aprendem a ignorar os estimulos que perderam o
significado ou a caracteristica de novo.

O condicionamento operante baseia-se na probabilidade de ocorréncia futura de uma
resposta quando ela ¢ seguida de um reforgo. O refor¢o positivo (recompensa - quando
ocorre a procura por alimento na ocorréncia de fome) aumenta essa probabilidade; e o
refor¢co negativo (puni¢do — estimulo aversivo contingente a uma resposta) diminui essa
probabilidade. Entdo, o condicionamento operante consiste na associagdo entre o estimulo e
o comportamento do animal (Brandao, 2001).

A rapidez da aprendizagem dos peixes e a similaridade geral dessa aprendizagem
com a sofisticada aprendizagem dos mamiferos tém sido investigada por alguns
pesquisadores (Gleitman e Rozin, 1971). Os peixes sdo capazes de desenvolver formas
especializadas de aprendizagem adaptativa, tais como a migragdo (Gleitman e Rozin,
1971). Possivelmente, o primeiro experimento formal sobre aprendizagem em peixes foi
realizado por Morbius em 1873 e repetido por Triplett em 1901.

Pesquisas sobre a capacidade de aprendizagem e memoria dos peixes tém seguido
duas tradigdes separadas: a biologica ou naturalistica, e as experimentais em laboratorio. A
primeira investiga a aprendizagem na vida natural dos peixes, observando problemas
funcionais, tais como o comportamento alimentar e a migra¢do; a segunda, ¢ direcionada a
psicologia comparativa da aprendizagem que investiga entre outros aspectos, o papel das
estruturas cerebrais na aprendizagem e memoria (Gleitman e Rozin, 1971).

E evidente o desempenho dos peixes em muitas tarefas de aprendizagem,
tradicionalmente preservadas em passaros e outros mamiferos inferiores (Lopez et al.,
2000). Tipicamente, sdo tarefas que envolvem processos simples de aprendizagem como a

habituagdo, o condicionamento cléssico e o condicionamento operante. Nao existem



evidéncias que sugerem que, levando em consideracdo as diferencas sensoriais € motoras, e
as condi¢des motivacionais, o fenomeno basico que usualmente caracteriza essas categorias
de aprendizagem em ratos ou passaros, ¢ diferente nos peixes (Hoar e Randall, 1971).

Os peixes podem ser instrumentalmente condicionados para desempenhar uma
resposta frente a um estimulo refor¢ador ou em situagdes aversivas. Pesquisas em peixes da
espécie Carassius auratus mostram que os processos de facilitagdo da aprendizagem e
memoria ocorrem em resposta a um estimulo reforgador positivo e em resposta a estimulos

que apresentam propriedades aversivas (Mattioli et al., 1997; Medalha et al., 2000).

1.2.1- Estagios da Aprendizagem e Memoria

A aprendizagem e a memoria sao processos que ocorrem em estagios. Os tragos de
memoria sdo inicialmente recebidos pela memoria sensorial ou memoria imediata que se
esgotam em fragdo de segundos. Os tracos de memoria a serem armazenados sao
transferidos para a memoria primaria que representa a memoria de curto prazo. Sua duracao
¢ pequena, da ordem de alguns segundos, podendo ser prolongada por minutos, horas ou
dias pelo processo de memorizacdo. Através do processo de memorizacao, isto €, pela
repeti¢ao mental do contetido da informagao ou pela apresentagdo repetida de um estimulo,
ocorre a transferéncia para um sistema duradouro de armazenamento, a memoria a longo
prazo.

A memoria a longo prazo pode ser subdividida em memoria secundaria e terciaria.
Os eventos estocados na memoria secundaria (duracdo variavel de minutos a anos), uma

vez localizados pelo sistema de busca sdo trazidos a consciéncia. A leitura periddica dessas



informagdes permite que elas sejam alteradas ou, entdo, que novas informagdes
relacionadas a aprendizagem inicial sejam acrescidas ao sistema. Esse processo ¢ chamado
consolidacdo (Brandado, 2001). Na memodria terciaria sdo armazenadas as informagdes
relativas as fungdes basicas da vida cotidiana que se constitui nos tragos de memoria ou
engramas correspondentes a fala, a escrita, a atividade motora e outras atividades essenciais

(Brandao, 2001).

1.2.2 - Consolidacio da Memoria

A hipotese da consolidagdo da memoria proposta hd 100 anos atrds por Muller e
Pilzecker continua guiando pesquisas sobre o mecanismo da memoria (McGaugh, 2000).
Ignorada por quase metade de um século, essa hipdtese foi revigorada em 1949, quando
pesquisadores relataram que choque eletroconvulsivo induzia amnésia retrograda em
roedores (Duncan, 1949).

Evidéncias de consolidacdo da memoria sdo encontradas em algumas espécies de
animais, tais como ratos (Sandi e Rose, 1994) peixes (Spieler et al., 1999). As habilidades
motoras € cognitivas requerem rapido acesso as novas informagdes armazenadas e,
provavelmente, existem mecanismos bioldgicos tais como, alteragdes celulares e
moleculares, responsaveis pela rapida consolidacdo. Diferentes regides do cérebro de ratos
tais como hipocampo e o nucleo estriado processam diferentes formas de memoria; a
amigdala modula a consolidagdo, regulando o processamento nessas regides do cérebro

(McGaugh, 2000).



O hipocampo pode desenvolver um importante papel na formagdo da memoria a
longo prazo, bem como na consolidagdo da memoria. Essa consolidacdo pode envolver
extensa interagdo entre o hipocampo, o cértex e o neocortex; outras regides do cérebro
servem para conectar areas capazes de fortalecer e reorganizar as informagdes que estao
sendo consolidadas (Squire e Alvarez, 1995). A amigdala realiza a modulacdo da
consolidacdo em outras regides do cérebro. Em humanos o nucleo basolateral da amigdala
media a influéncia das drogas e dos hormoénios sobre a consolidagdo da memoria no
hipocampo (McGaugh, 2000).

Diversos neurotransmissores € hormodnios estdo envolvidos no processo de
formacao da memoria em humanos. A epinefrina parece modular a consolidag@o através da
ativagdo de receptores B-adrenérgicos localizados perifericamente, os quais influenciam os
nuicleos do trato solitdrio no tronco cerebral, através de projecdes aferentes vagais.
Proje¢des noradrenérgicas dessas regides influenciam a atividade neuronal de outras
regides do cérebro, incluindo a amigdala. Hormoénios glicocorticoides que sdo liberados
pelo cortex da adrenal sdo transportados para o cérebro e ativam receptores glicocorticoides
intracelulares que associados as acdes da epinefrina, ativam a amigdala que ¢ importante
para mediar a influéncia desses hormonios sobre a modulagdo da consolidagdo da memoria
(McGaugh, 2000).

Estudos mostram que os diferentes estagios da memoria sdo baseados em processos
paralelos, porém independentes. Um estudo, utilizando facilitagdo sinaptica na Aplysia
indica que a facilitacdo a curto prazo (FCP) e a facilitacdo longo prazo da memoria (FLP),
ndo estdo necessariamente ligadas. Drogas e outros recursos que bloqueiam a FCP nao
bloquearam a expressdo da FLP, indicando que como ocorre com outras formas de

plasticidade e memoria, apenas a FLP requereu sintese protéica (Emptage e Carew, 1993).



Adicionalmente, a infusdo de drogas no hipocampo e no cortex entorrinal pos-treino,
bloqueou a memoria a curto prazo sem afetar a memoria a longo prazo, evidenciando que
os processos ocorrem de forma independente (Izquierdo et al., 1998).

Portanto, a consolidagdo da memdria é um fendmeno neuroplastico que envolve
interagdes entre sistemas neurais e alteracdes celulares ¢ moleculares dentro de sistemas
especificos que estdo relacionados com essa fun¢ao (McGaugh, 2000).

Pesquisas em ratos e em peixes Carassius auratus mostram que drogas com efeitos
estimulante, administradas minutos ou horas no pds-treino, influenciam a consolidag¢ao da
memoria (Mattioli et al., 1998; Brown et al., 2001). O uso de drogas administradas
imediatamente no pds-treino para diminuir ou aumentar a memoria, constitui um método
efetivo para investigar a consolidacdo sem afetar o mecanismo de aquisicdo ou a memoria

retrograda (McGaugh, 1989).

1.3 — Nicotina

Embora, inicialmente, introduzida na Europa como tabaco, na forma de planta para
fins medicinais, a nicotina tornou-se prejudicial a sociedade moderna (Costa et al., 2001).
Estudada como agente farmacologico primario do tabaco, possui um amplo espectro de
influéncias comportamentais (Mohammed, 2000). Os efeitos fisioloégicos da nicotina sdo
variados, afetando o sistema nervoso periférico (SNP) - cardiovascular e neuromuscular - e
o SNC (Feldman et al., 1996). Entre as agdes da nicotina, sdo citadas melhoria no
desempenho de tarefas cognitivas em ratos, macacos ¢ humanos (Levin et al., 1992),

produgdo de efeito ansiolitico (Géddnis et al., 2000) e ansiogénico (Zarrindast et al., 2000),



diminui¢do do consumo alimentar (Winders e Grundberg, 1990) e analgesia em ratos
(Damaj et al., 1999). A nicotina tem sido relacionada com o aumento do desempenho da
aprendizagem e da memoria em uma variedade de estudos experimentais em animais e

humanos (Bancroft e Levin, 2000).

1.3.1 — Farmacologia da Nicotina

A nicotina, amina tercidria que consiste de piridina e um anel de pirolidina (Fig 2), ¢
um alcaldide liquido que apresenta efeito psicoestimulante e atua como potente modulador

de varias fungdes do SNC (Zevin et al., 1998; Brown, 2001).

N

Fig 2 Foérmula estrutural da nicotina

A nicotina produz ampla variedade de efeitos comportamentais tais como, produgao
de efeito ansiolitico, melhoria do humor e do desempenho de tarefas cognitivas, diminuicao
do consumo alimentar, fato que pode estar relacionado a variedade de receptores
nicotinicos (Changeux et al., 1998; Costa et al., 2001; Shoaib et al., 2002). Existem

aproximadamente 12 subunidades de receptores nicotinicos, formando uma estrutura
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pentamérica associada a amplo espectro de fungdes fisiologicas e farmacologicas
(Corringer et al., 2000). A nicotina age através desses receptores colinérgicos que sao
encontrados em diferentes regides do cérebro, ganglios autonomicos, e jungdes
neuromusculares. Existem duas subclasses de receptores nicotinicos: musculares e
neuronais. Os receptores nicotinicos neuromusculares tém sido bem caracterizados, sendo
compostos de cinco subunidades (a2By0 ou a2Bed) que operam como ligantes que abrem
canais i0nicos. Os receptores nicotinicos neuronais sdo compostos de subunidades a e f3.
Uma variedade de diferentes subunidades, a2 ¢ a9 e B2 e B4, t€m sido identificadas,
evidenciando a existéncia de diferentes tipos de receptores nicotinicos neuronais (McGehee
e Role, 1995).

A ativagdo dos receptores nicotinicos causa a liberacio de outros
neurotransmissores, incluindo, acetilcolina (Ach), noradrenalina (NA), glutamato e
serotonina (5-HT). A propriedade reforcadora da nicotina esta fortemente ligada a liberacao
de dopamina (DA) (Zevin, 1998). Varios estudos mostram que a estimulacdo do sistema
dopaminérgico mesolimbico (DA mesolimbico), apresenta grande importdncia no
mecanismo de refor¢o e nas propriedades estimulatorias da nicotina (Nissel et al., 1996).
Injecdes sistémicas de nicotina aumentam a liberacao (Imperato et al., 1986), sintese e o
metabolismo da DA (Grenhoff e Svensson, 1988) preferencialmente no nticleo accumbens
(Nac), a maior area de projecao do sistema DA mesolimbico (Panagis et al., 1996). A
propriedade de recompensa psicologica tem sido fortemente ligada a liberacdo de DA
(Corrigall et al., 1994) mas a liberagdo de outros neurotransmissores provavelmente

também contribuem (Zevin et al., 1998).
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Em humanos, a administracdo de nicotina parece desempenhar um papel no
mecanismo de refor¢o positivo e negativo. Os efeitos de reforgo positivo incluem
relaxamento, melhoria das fungdes cognitivas, e do humor, enquanto que os efeitos de
reforco negativo s3o aqueles evidenciados pelos sintomas da abstinéncia, incluindo
nervosismo, irritabilidade, ansiedade, diminui¢do da concentragdo, e das fungdes cognitivas

(Hughes e Hatsukami, 1986).

1.4 - Sistema Colinérgico

Em humanos, o sistema colinérgico ¢ um sistema neuroquimico que se origina no
nucleo cuneiforme mesencefalico. Desse nucleo partem fibras contendo colinesterase que
se projetam para o tecto mesencefalico, area pré-tectal, corpos geniculados e tdlamo, com
algumas fibras atingindo o globo palido e a substancia negra (pars compacta), formando a
via tegmental dorsal (Aires, 1991).

Outro grupo de fibras forma a via tegmental ventral (de Tsai) no mesencéfalo
anterior. Estas fibras passam pela zona incerta, regido supramamilar e area hipotalamica
lateral (onde existem muitas células contendo acetilcolinesterase) para fazer sinapses com
células colinérgicas do nucleo entopeduncular, globo palido e area pré-optica lateral. Da
regido anterior dessa via tegmentar ventral — em especial, da area pré-optica lateral e do
globo palido — partem proje¢des colinérgicas para todas as areas corticais telencefalicas.

Todas as etapas celulares dessa via tegmentar ventral sdo representadas por células
no diencéfalo ¢ no telencéfalo basal e apresentam caracteristicas semelhantes as dos

neuroénios da formagdo reticular, onde ocorre a origem da maior parte do sistema
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colinérgico. Entretanto, os territorios que circundam o feixe medial do prosencéfalo sdo
considerados como extensdes da formacdo reticular e formam o sistema reticular
colinérgico ascendente. Além desse sistema reticular, existe outro sistema colinérgico
chamado sistema limbico colinérgico que estd intimamente relacionado ao hipocampo
(Aires, 1991).

As projecdes colinérgicas para neurdnios do hipotalamo sdo provenientes de fontes
intrinsecas e extrinsecas. Os neuronios colinérgicos intrinsecos para o hipotalamo,
identificados por imunoreatividade positiva a colina acetiltransferase (ChAT) ou a
transportador vesicular para Ach (VAChT), estdo presentes no nucleo arqueado e
espalhados nos nucleos paraventricular, periventricular, posterior e lateral hipotaldmicos e
substdncia innominata. As projecdes colinérgicas extrinsecas para o hipotalamo sdo
provenientes principalmente dos grupos celulares ponto-mesencefalicos [pedunculopontino

e nucleos tegmentallatero-dorsal (Jo et al., 2002)].

1.4.1- Anatomia do Cérebro dos Teleosteos

Nos teledsteos, dois nucleos tém sido identificados no pré-tectum que se dirigem
para a regido periventricular central: o nicleo pré-tectal, o qual dirige-se lateralmente para a
comissura posterior; ¢ o nucleo da comissura posterior, o qual dirige-se ventralmente para o
nucleo pré-tectal. Os nucleos pré-tectal recebem substancial proje¢do da retina. O nucleo
pré-tectal nessas espécies sdo mais numerosos. Essa marcada hipertrofia das regides pré-
tectal e tubercular posterior ¢ uma das mais importantes caracteristicas dos teledsteos

(Butler e Hodos, 1996).
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A zona pré-tectal periventricular contem dois nucleos: o nucleo pré-tectal
periventricular ventral (PPv), e o nucleo pré-tectal periventricular dorsal (PPd). O PPd ¢
freqlientemente chamado de nucleo dptico da comissura posterior. Em alguns teledsteos,
incluindo ostariophysans e percomorphs, um terceiro nucleo pré-tectal periventricular esta
presente: o nucleo paracomissural. Quando presente, se dirige dorsalmente para o nucleo
pré-tectal periventricular dorsal (Butler e Hodos, 1996).

A zona pré-tectal central ¢ uma area formada por células espalhadas denominadas
nucleo pré-tectal central (PC). Os limites desses nucleos ndo freqiientemente dificeis de
serem distinguidos e ambos o ntcleo central e a zona pré-tectal periventricular nos
teledsteos sdo similares aquelas de outros peixes.

A zona pré-tectal superficial ¢ marcadamente expandida nos teledsteos, sendo
formada por varios ntcleos. Os mais rostrais desses ntcleos sdo os nucleos parvocelulares
pré-tectal superficial (PSp). Estes ntcleos fazem conex@o com o ponto de bifurcacido do
trato Optico e penetram dentro do trato dptico dorsal e ventral e recebem projecdes da retina
e do tecto (Butler e Hodos, 1996).

A zona superficial do pré-tecto em teledsteos também contém nucleos pré-tectais
magnocelular superficial (PSm), os quais recebem projecdes do tecto; e os nucleos corticais
(NC), que recebem projecdes da retina e, provavelmente, projecodes tectais. O terceiro dos
quatro grupos de nucleos dos peixes teledsteos, sdo os nucleos pré-tectal posterior (PO).
Nos euteledsteos, dois nticleos adcionais estdo presentes e sdo chamados nticleos pré-tectais
superficial intermedidrio (Psi) e nucleos glomerulosos (G).

Informagdes visuais sdo revezadas através de alguns desses nucleos pré-tectais
superficiais para parte do hipotalamo. E provavel que essas vias estejam envolvidas na

orientagdo do corpo do peixe no espago para localizagdo de alimento. Em euteledsteos, os
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nucleos pré-tectais superficiais parvocelulares e os nucleos corticais projetam-se para os
nucleos pré-tectais superficiais intermedidrios, os quais, por sua vez se projetam sobre os
nucleos glomerulosos que se projetam sobre o lobo inferior do hipotdlamo. Os ntcleos pré-
tectais superficiais parvocelulares também possuem projecdes diretas para estruturas do
sistema motor, incluindo nucleo troclear (IV) e raphe inferior (IR), que se projetam para a
medula espinhal (Butler ¢ Hodos, 1996). Como em ratos, o sistema colinergico interage
com outros sistemas neurotransmissores, ¢ provavel que em peixes, 0s sinais
neuroquimicos de algumas dessas conexdes sejam transmitidos ou modulados por vias

colinérgicas.

1.4.2 — Sistema Colinérgico em Teleosteos

O sistema colinérgico de algumas espécies de peixes, em particular nos teledsteos ¢
vinculado ao sistema nervoso autébnomo (Fig 3) A organizacdo e a funcao do sistema
nervoso autonomo em peixes ¢ proveniente de investigagdes anatOmicas detalhadas
realizadas no século XIX (Stannius, 1849; Chevrel, 1889). Os estudos realizados por Jonh
Young em 1931 e 1936, usando drogas agonistas e antagonistas no sistema colinérgico
foram pioneiros, tendo continuidade em vérios laboratérios. Estudos em peixes,
especialmente em teledsteos, sdo notavelmente consistentes com as fungdes observadas no

sistema nervoso autonomo de mamiferos (Evans, 1993).
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Fig 3: Sistema nervoso auténomo dos teledsteos.
Fonte: Adaptado de Evans, D. H. The physiology of fishes. Marine Science Series.
1993.

A Ach foi por muito tempo considerada o unico neurotransmissor de todos os
neurdnios pré-ganglionares e pos-ganglionares em todos os grupos vertebrados (Nilson,
1983). No entanto, esta visdo foi modificada a partir da descoberta de varios outros
neurotransmissores que agem simultaneamente com a acetilcolina nestes neuronios
(Furness e Costa, 1987; Gibbins, 1989).

A Ach ¢ formada a partir da acetil-coenzima A e colina pela acao da enzima colina
acetiltransferase (ChAT). A ChAT ¢ restrita aos neurdnios colinérgicos e pode ser
identificada por vérios métodos bioquimicos. E provavel que neurotransmissores
peptidérgicos coexistam com a Ach em peixes (Evans, 1993).

Estudos farmacolégicos mostram que agonistas de receptores nicotinicos melhoram
fungdes cognitivas como a memoaria, em humanos e em outros mamiferos (Grottick et al.,
2001; Brown, 2001). Por outro lado, drogas antagonistas como mecamelamina e
escopolamina podem causar prejuizo em teste de aprendizagem (Blokland, 1996; Levin et

al., 1998). A melhora das fung¢des cognitivas, incluindo aprendizagem, memoria e atengao
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pode ser induzida pela nicotina e tem sido documentada em varias espécies tais como ratos,

macacos, peixes e em humanos (Levin et al., 1998; Santangelo e Mattioli, 2002).

1.4.3 - Funcoes do Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico estd envolvido com varios aspectos importantes das fungdes
cognitivas incluindo atencdo, aprendizagem e memoria (Ankarberg et al., 2001). Essas
fungdes sdo altamente dependentes da neurotransmissao colinérgica central a qual atua em
associacao com outros neurotransmissores do SNC (Hagan e Morris, 1988). Em roedores, a
ontogénese do sistema colinérgico prevalece durante as primeiras 3-4 semanas apds o
nascimento (Davison e Dobbing, 1968) e ¢ durante esse periodo que esses animais
adquirem as fungdes motoras e sensoriais (Bolles ¢ Woods 1964) e a maturidade no
comportamento espontaneo (Campbell et al., 1969).

Os receptores colinérgicos sao localizados em muitas regides do cérebro, incluindo
areas importantes para funcdes cognitivas, tais como hipocampo e cortex frontal. Existem
basicamente duas classes principais de receptores colinérgicos: os receptores nicotinicos e
0s receptores muscarinicos.

Os receptores nicotinicos sdo excitatorios, rapidos (disparam em poucos
milissegundos), sdo ativados pela nicotina ¢ podem ser bloqueados pela d-tubocurarina
(Gu, 2002) e mecamelamina (Changeux, 1998). Esses receptores fazem parte da
superfamilia de receptores que se ligam a canais i6nicos (Gu, 2002). Algumas subclasses de
receptores também tém sido descritas. O receptor nicotinico foi o primeiro neuroreceptor

isolado, purificado, e quimicamente definido por métodos de genética molecular. Esses
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receptores sdo os unicos encontrados na placa motora terminal dos musculos esqueléticos
dos vertebrados (Changeux, 1998).

Os receptores muscarinicos, podem ser excitatorios ou inibitorios, possuem um
periodo de laténcia mais longo para iniciar o disparo (100 ms aproximadamente), sdo
ativados pela muscarina e podem ser bloqueados pela atropina, pirenzepina e escopolamina
(Gu, 2002). Esses receptores sao acoplados a proteina-G, fato que explica a diversidade de
seus efeitos e a laténcia mais longa para o disparo. Sdo encontrados nos musculos lisos e
nas células glandulares e, com receptores nicotinicos, nas células dos ganglios autonomicos
e neurdnios do SNC (Changeux, 1998).

A ACh foi o primeiro neurotransmissor a ser descoberto (Mesulan, 1998). E um
neurotransmissor ¢ neuromodulador (Gu, 2002) que ¢ sintetizado e liberado por neuronios
colinérgicos. A ChAT e acetilcolinesterase (AchE) sdo enzimas sintetizadas pelo corpo
celular dos neurdnios colinérgicos. Estas enzimas sdo transportadas para as terminagdes
nervosas € nessas regides terminais, a acetilcoenzima A e colina sdo combinadas pela
atividade enzimatica da ChAT para formar a molécula de Ach que ¢ armazenada dentro das
vesiculas sindpticas e no citoplasma, sendo liberada em resposta a um potencial de agdo. A
Ach liberada, ativa os receptores pos-sinapticos e pré-sinapticos e € hidrolizada em colina e
acetato pela acdo da AchE. Em seguida, a colina ¢ recaptada da fenda sinéptica para o
terminal colinérgico, sendo reutilizada na sintese de nova Ach (Mesulan, 1998).

A mecamelamina ¢ uma amina secunddria e um antagonista ndo competitivo dos
receptores acetilcolinicos nicotinicos que age nos canais i0nicos, sendo utilizada em vérias
pesquisas que investigam o sistema colinérgico no mecanismo de facilitacdo e inibi¢do das

funcdes cognitivas (Zevin et al., 1998).
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1.4.4 - Substratos Neurobioldgicos da Ac¢io da Nicotina no Mecanismo de

Aprendizagem e Memoria

Os substratos neurais da acdo da nicotina nas funcdes cognitivas envolvem
provavelmente areas especificas do cérebro, receptores especificos e interacdes nicotinicas
com outros sistemas neurotransmissores.

O hipocampo, cortex frontal e o nlcleo dopaminérgico mesencefalico sdo areas
reconhecidas como importantes sitios de a¢do da nicotina relacionadas com a fun¢do da
memoria. Outras 4reas que apresentam receptores nicotinicos sdo o nucleo basal
magnocelular e o nucleo basal de Meynert, ambas relacionadas com as fungdes cognitivas.
O sistema colinégico ¢ amplamente distribuido no cérebro. Diferentes caminhos podem ser
distinguidos com proje¢des para o cortex, bulbo olfatério, hipocampo e ou amigdala
(Mesulan et al., 1983) e estes caminhos podem apresentar diferencas qualitativas nas
fungdes psicologicas (Hasselmo, 1995).

As acdes da nicotina no SNC sao diversas, € 0os mecanismos subjacentes dos efeitos
dessa droga no comportamento sao complexos (Brown et al., 2001). A nicotina ndo
influencia apenas o sistema colinérgico. Pesquisas tém demonstrado que a nicotina interage
com outros sistemas neurotransmissores tais como acetilcolinico muscarinico,
dopaminérgico, norepinefrinico, serotoninérgico, glutamatérgico e gabaérgico para modular
o comportamento e as fungdes cognitivas (Levin, 1992; Brown et al., 2001).

Tem sido observado que a estimulagdo dos receptores pré-sinapticos nicotinicos
produz um aumento na liberacdo de dopamina e glutamato dos terminais pré-sindpticos

através do aumento do influxo de célcio (Gray et al., 1996; Brown, 2001). O aumento na
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liberagdo de dopamina provavelmente ¢ a base do efeito de refor¢co da nicotina. Em relacao
ao efeito glutamatérgico, ¢ provavel que a nicotina aumente a liberagdo de glutamato e
facilite sua ligacdo com os receptores N—-metil-D-aspartato (NMDA). Este pode ser um
mecanismo nao colinérgico de facilitagdo da memoria (Gray et al., 1996; McGehee ¢ Role,
1995).

Nao existe consenso em relagdo aos efeitos da nicotina na aquisicdo e retengdo de
novas informagdes (Gould et al., 1999). Estudos mostram que a administragao de drogas
colinérgicas no hipocampo prejudicou o desempenho de tarefas (Tizabi et al., 2000) e o
desempenho da aprendizagem e memoria em ratos (Blokland et al., 1992). Estes mesmos
autores observaram uma redugdo nos receptores o7 nicotinicos no hipocampo e associaram
essa reducdo a perda neuronal e sinaptica induzida pela administragdo pré-natal de nicotina.
Os receptores a7 nicotinicos sdo abundantes no hipocampo e apresentam funcdes
relacionadas a sinaptogénese e desenvolvimento neuronal. A redugdo nesse tipo de
receptor causa déficit atencional e cognitivo em ratos (Acri et al.,, 1995) e em humanos
(Adler et al., 1998). Outros estudos evidenciam que a nicotina ndo induz melhora no
desempenho em ratos (Mundy e Iwamoto, 1988), e outros mostram que a nicotina induz
significante déficit nas fun¢des cognitivas em humanos (Dunne, 1986; Peters, 1982). No
entanto, a maior parte da literatura informa que a administracdo de nicotina proporciona
melhora nas fungdes cognitivas (Ernest et al., 2001; Di Chiara, 2000; Newhouse e Kelton,
2000).

A mecamelamina tem sido usada para avaliar as fungdes cognitivas. Estudos em
ratos mostram que a administragdo sistémica de mecamelamina bloqueia o efeito de reforgo

induzido pela nicotina administrada por via intravenosa, indicando que a ativacdo de
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receptores acetilcolinicos esta envolvida nas agdes de reforco da nicotina (Watkins et al.,
1999). Outros autores afirmam que a mecamelamina apresenta efeito negativo sobre o
desempenho da aprendizagem e memoria (Blokland, 1996).

Estudos com agonistas nicotinicos em roedores ¢ em primatas ndo humanos
mostram um aumento no desempenho da memoria (Levin et al., 1998). O tratamento com
drogas agonistas pode melhorar a atencdo, aprendizagem e a memoria enquanto que
antagonistas nicotinicos como a mecamelamina causam déficit nas fun¢des cognitivas
(Levin et al., 1998; Brown et al., 2000; Brown et al., 2001).

Modificagdes na plasticidade cerebral podem ser induzidas pela nicotina. Foram
observadas alteragdes na morfologia dendritica do coértex pré-frontal e do ntcleo
accumbens de ratos, incluindo aumento na largura e no comprimento dendritico, bem como
aumento na densidade das espinhas dendriticas em ambas areas do cérebro desses animais
(Brown et al., 2001). Assim, as mudang¢as na morfologia dendritica no cortex frontal pode
ser um mecanismo subjacente ao aumento da memoria induzida pela nicotina. E provavel
que essas alteracdes ocorram também em outras areas do cérebro (Brown et al., 2001).
Outros estudos mostram que a nicotina produz um aumento na liberacdo de fatores de
crescimento no estriado (Maggio et al., 1997) no hipocampo (French et al., 1999), sendo
que isto pode ser o mecanismo subjacente das alteragdes morfologicas dendriticas.

Pesquisas mostram que a nicotina pode melhorar a funcdo da memoria através de
sinapses colinérgicas. A nicotina ¢ um agonista acetilcolinérgico no receptor nicotinico e,
assim sendo, produz aumento na liberag¢do de acetilcolina dos terminais pré-sinapticos bem
como auto-regulacdo dos receptores nicotinicos (Abdula et al., 1993). As ac¢des da nicotina
no SNC s3o diversas, e os mecanismos subjacentes dos efeitos dessa droga no

comportamento sao complexos.
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1.4.5 - Substratos Neurais da Ac¢ao da Nicotina no Comportamento

Locomotor

Os efeitos da nicotina sobre a atividade locomotora sdo controversos. A nicotina
pode exercer um efeito estimulante ou depressor da atividade locomotora, dependendo da
dosagem administrada, da duragdo da exposi¢ao e do procedimento de administragao
(Ericson et al., 2000; Domino, 2001). Tem sido observado que baixas doses de nicotina
administrada de forma aguda, aumenta a atividade locomotora em ratos (Benwell e Balfour,
1992). Por outro lado altas doses (> 0,6mg/kg), inicialmente, diminui a atividade
locomotora (Clarke e Kumar, 1983). Estudos em ratos mostram que houve um aumento
significativo da atividade locomotora quando os animais foram submetidos a um pré-
tratamento cronico com essa droga (Nisell et al., 1996). Alteragdes bioquimicas evocadas
pela exposi¢do a nicotina em ratos adolescentes provocaram modificagdes no
comportamento locomotor dos animais. Foi observado que apos duas semanas da retirada
da nicotina, esses animais, especialmente as fémeas, exibiram redug¢do da atividade
locomotora (Trauth et al., 2000).

Outros estudos mostram que a nicotina interage com outros sistemas
neurotransmissores para modular o comportamento locomotor. Varias linhas de evidéncias
indicam que a administragdo de nicotina aguda altera a liberacdo das monoaminas
cerebrais, incluindo DA, NA, ¢ 5-HT. O efeito estimulante da nicotina sobre o sistema
locomotor tem sido relacionado a uma agdo estimulante dessa droga sobre o do sistema DA
mesolimbico em ratos (Benwell e Balfour, 1992; Corrigall et al., 1992). Tem sido relatado

que uma diminui¢do nas concentragdes de DA do nucleo accumbens e estriado, resultantes
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da retirada da nicotina, causou redugdo da atividade locomotora em ratos (Fung et al.,
1996).

Alteragdes funcionais nos sistemas dopaminérgico nigroestriatal ¢ mesolimbico de
descendentes de ratas tratadas no periodo pré-natal com nicotina, foram relacionadas ao
desenvolvimento de hiperatividade (Richardson e Tizabi, 1994). A hiperatividade nos
descendentes induzida pela exposi¢do pré-natal a nicotina foi associada a um aumento dos
receptores nicotinicos no cortex e possivelmente no estriado (Tizabi et al., 1997). E
provavel que a inducdo da sensibilizacdo locomotora resulte da ativacdo de receptores
nicotinicos na area tegmental ventral que ocorre sem envolvimento do niicleo accumbens
(Nisell et al., 1996).

Foi observado que o tratamento subcronico com mecamelamina, antagonista do
receptor nicotinico tercidrio, associado com a nicotina, preveniu a sensibilizacdo
locomotora a nicotina em ratos; enquanto que o tratamento subcronico isolado com o
antagonista, ndo alterou a hiperatividade locomotora que ocorreu apds administracdo de
nicotina (Ericson et al., 2000). Por outro lado, estudos mostram que a nicotina induz efeito
depressor da atividade locomotora o qual foi atenuado pela administracdo de
mecamelamina (Stolerman et al., 1995).

Pesquisas mostram que o efeito estressor de ambientes novos sobre o aumento da
atividade locomotora ¢ mediado por atividade hormonal. Ratos expostos a ambientes
pequenos e inescapaveis tornam-se mais ativos quando o ambiente ¢ novo, que quando o
ambiente ¢ familiar (Menzaghi et al., 1994). Os ratos expostos a ambientes novos e
inescapaveis, exibiram aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona, considerado

“hormonio estressor”’, e aumento da atividade locomotora (Piazza et al., 1989).
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Um estudo foi desenvolvido para avaliar a atividade locomotora e a densidade do
subtipo receptor alfa7 em varias regides do cérebro de ratos. Os animais desse estudo foram
expostos aos efeitos da nicotina no periodo pré-natal. Os resultados mostraram que
houveram alteragdes comportamentais manifestadas por um aumento dos movimentos
verticais; ¢ mudangas neuroquimicas, manifestadas pela redugdo do subtipo receptor
nicotinico alfa 7 (Tizabi et al., 2000). Esse receptor regula a liberagdo de uma variedade de
neurotransmissores ¢ provavelmente desempenha um importante papel na sinaptogénese e
no desenvolvimento neuronal (Shacka e Robinson, 1998).

Estes estudos mostram que o sistema colinérgico nicotinico, associado as ac¢des de
outros mecanismos neurotransmissores ¢ hormonais, desempenha um papel proeminente no
controle da atividade locomotora em modelos experimentais. No entanto, ndo existe
consenso em relagdo aos efeitos precisos da nicotina sobre a atividade locomotora fato que

contribui para a continuidade das investigagoes.

1.4.6 - Substratos Neurais da Acdo da Nicotina sobre o Mecanismo de

Fome e Saciedade

Embora existam aproximadamente 4000 compostos presentes no cigarro, a nicotina,
0 mais ativo alcaldide do tabaco (Liu et al., 2003), ¢ conhecida por induzir alteragdes no

metabolismo (Hofstetter et al., 1986; Sanigorski et al., 2002), reduzir o peso corporal
(Zhang et al., 2001) e diminuir o consumo alimentar (Winders e Grundberg, 1990). Varios

estudos tém relatado que o uso da nicotina causa hipofagia e aumenta o consumo energético
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(Mucha, 1997; Corrigall et al., 1989). Por outro lado, a retirada da nicotina t€ém sido
associada com hiperfagia e ganho de peso (Jang et al., 2003).

A administragdo sistémica ou central de nicotina exerce influéncia sobre as
concentragdes de diversos neurotransmissores cerebrais, entre eles a DA, 5-HT, Ach, bem
como afeta a regulacdo de neuropeptideos como o neuropeptideo Y (NPY), a oxerina A e
B, e 0 hormdnio de concentracdo da melanina (HCM) (Jo et al., 2002).

A liberagdo de DA e 5-HT do hipotdlamo mediada pela nicotina exerce um papel
critico no controle do mecanismo fome/saciedade. A DA que encontra-se aumentada no
inicio das refeigdes, levando a um aumento do apetite e consequentemente a uma maior
ingestdo alimentar, estd relacionada com mecanismo da fome. Por outro lado, a 5-HT, que ¢
aumentada durante a alimentacdo, provocando a inibicdo da ingestdo alimentar, estd
relacionada com o mecanismo de saciedade (Jo et al., 2002).

Estudos, utilizando a infusdo de nicotina no hipotidlamo de ratos, sugerem que a
ativacdo de receptores acetilcolinicos nicotinicos que agem sobre projecdes
serotoninérgicas do hipotalamo lateral, podem contribuir para o efeito anorético da nicotina
(Miyata et al., 1999; Yang et al., 1999; Meguid el al., 2000). A administracdo continua de
nicotina no hipotdlamo lateral induziu aumento na liberagdo de 5-HT, mantendo a
supressao alimentar nos animais tratados (Miyata et al., 1999). Outra relagdo entre as agdes
da nicotina e da serotonina observadas na regulacdo do apetite, foi observada a partir da
administracdo sistémica de nicotina (Schwid et al., 1992) e de bloqueadores de recaptacao
de serotonina (Wurtman e Wurtman, 1979) que causou perda de peso por diminui¢do da
ingestdo alimentar, especialmente carbohidratos (Mihailescu et al., 1998).

Os efeitos anoréticos da nicotina podem envolver a regulagdo de adipocitos, que sdo

sinalizados pela leptina. A leptina ¢ um hormdnio peptideo que regula a sintese e a
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liberagdo de adipocitos durante o estado de saciedade (Ahima et al., 2000). A ativagdo dos
receptores da leptina no SNC e SNP diminui o apetite ¢ aumenta o consumo energético,
funcionando como um componente aferente chave do circuito de feedback negativo que
estabiliza a massa de tecido adiposo. A nicotina, como um agente supressor do apetite,
pode diminuir a ingestao alimentar através do aumento dos niveis de leptina e/ou através do
aumento da sinaliza¢do dos receptores desse hormonio através de um fenomeno em cascada
(Jo et al., 2002).

Viarios estudos t€ém relatado o papel da leptina e de varios neuropeptideos na
regulacdo do apetite. O NPY ¢é um potente fator orexigénico, enquanto que a leptina, ¢é
anorexigénica (Zhang et al., 2001; Jang et al., 2003). O neuropeptideo Y e a leptina
possuem efeitos opostos no hipotalamo. Uma pesquisa desenvolvida em ratos para analisar
a imunoreatividade dos NPY e da leptina nos nucleos arqueado e paraventricular do
hipotalamo, concluiu que a inani¢do provocou aumento nos niveis de NPY e diminuiu os
receptores para leptina nesses nucleos, enquanto que a administragdo de nicotina resultou
na diminui¢do dos niveis de NPY e aumento dos niveis de leptina (Jang et al.,2002).

E provavel que o tratamento com nicotina possa suprimir a expressdo do NPY ou os
receptores desses neuropeotideos, causando hipofagia. Frankish et al. (1995) afirmam que a
administracdo de nicotina aguda (24-h), reduziu a ingestdo alimentar em torno de 30% e
diminuiu os niveis de NPY e RNAm do NPY no nucleo arqueado de ratos. Segundo Evans
(1993), ¢ provavel que neurotransmissores peptidérgicos coexistam com a acetilcolina em
peixes. Sendo assim, ¢ possivel que exercam controle no mecanismo fome/saciedade nesses
animais.

As concentragdes séricas de leptina significantemente mais elevadas em fumantes

em relagdo aos ndo fumantes sdo consistentes com a hipdtese de que a nicotina funciona
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como um mediador quimico no mecanismo de fome e saciedade (Eliasson e Smith, 1999;
Nicklas et al., 1999). A agdo da leptina e de outros mediadores quimicos, como a nicotina,
que provavelmente agem no mecanismo de fome/saciedade, ainda ndo foram testadas em
peixes da espécie Carassius auratus, em modelos que avaliem o comportamento alimentar
desses animais e suas relagdes com a atividade locomotora. Portanto, seria interessante
testar essa hipotese, observando a interferéncia da leptina e da nicotina no mecanismo
fome/saciedade e suas relagdes com o comportamento locomotor nesses modelos
experimentais.

De acordo com o que foi exposto, as agdes da nicotina sobre a modulagdo das
fungdes cognitivas sdo controversas. Sendo assim, a proposta dessa pesquisa foi investigar
o papel da nicotina e da mecamelamina administrada no pos-treino, no mecanismo de

aprendizagem e memoria em peixes da espécie Carassius auratus.
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2-OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi investigar o papel desenvolvido pela nicotina e pela
mecamelamina no mecanismo de aprendizagem ¢ memoria, em um modelo experimental
que permite avaliar a plasticidade dessas fungdes e a plasticidade comportamental, através

de condicionamento operante com refor¢o positivo em peixes da espécie Carassius auratus.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Sujeitos

A pesquisa foi desenvolvida, utilizando 158 peixes da espécie Carassius auratus
(Fig 4) ndo identificados quanto ao sexo, com peso corporal, variando entre 2,53 — 11,30 g,
provenientes de uma Unica fonte comercial. Os sujeitos foram caracterizados a partir de
diferencas individuais como cor, tamanho, formato da calda e presenca de manchas
corporais. Antes do inicio do experimento, os peixes foram mantidos no laboratoério em
aquarios de 30 | (aproximadamente 15 por aquério), durante um periodo minimo de uma
semana, para adaptagdo ao ambiente do laboratério, treinamento de alimentacdo nos
comedouros e controle de doencas. Os animais foram mantidos em uma sala com
iluminacdo natural e temperatura ambiente, sendo a 4agua continuamente filtrada e
oxigenada. Os aquarios foram equipados com um termostato para manutencao da
temperatura da agua a 23°C. Os peixes foram alimentados entre 7:30 e 8:30 h, uma vez ao
dia com ragdo especifica para peixes - Fast Color Gold fish (HAI FENG FAST COLOR,
Brasil). Todos os animais foram privados de alimento 48 horas antes de serem injetados

com as drogas.
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Fig 4. Peixe Carassius auratus

3.2 - Aquario experimental

Foi utilizado um aqudrio retangular, de vidro, com dimensdes de 30cm de
comprimento, 10 cm de largura e 17 cm de altura, sendo dividido a0 meio em dois
compartimentos cada um com 15 cm de comprimento (Fig 5) O compartimento esquerdo
do aquario foi forrado com filme auto adesivo preto, para ficar escuro, enquanto o
compartimento direito foi forrado com filme auto adesivo branco, para ficar claro.

Foram colados dois comedouros, um no compartimento escuro € o outro no
compartimento claro. Os compartimentos internos do aquario foram separados por duas
portas tipo guilhotina, uma escura que fechava o compartimento preto (CP), e outra clara
que fechava o compartimento branco (CB). Essas portas delimitavam um compartimento
inicial de 10 cm e quando removidas, o acesso do animal aos dois compartimentos era
permitido. A agua do aquério experimental era constantemente filtrada, oxigenada e

mantida com a mesma temperatura dos aquarios de manutengao.
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Compartimento
inicial

Fig 5. Aquario experimental

3.3 - Drogas e Tratamento

A nicotina dissolvida em solucado fisiologica estéril (0,9%w/v) numa concentragdo
de 2,0mg/ml foi administrada numa dosagem de 2,0mg/kg de peso corporal, sendo
previamente diluida em 2uL de solugdo salina estéril.

A mecamelamina dissolvida em solucdo fisiologica estéril (0,9%w/v) nas
respectivas concentracdes de 1,0mg/ml e 2,0mg/ml foi administrada nas dosagens de
1,0mg/kg e 2,0 mg/kg de peso corporal. A solugdo salina estéril foi utilizada como veiculo

controle.
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O procedimento de injecdo foi realizado por via intraperitoneal a um volume de
1ul/g. Para a inje¢@o foi utilizada uma seringa Hamilton de 100 pl, com uma céanula de
polietileno adaptada a uma agulha dental. As drogas previamente diluidas foram colocadas
em tubos Eppendorff, mantidas sob refrigeracio e codificadas de forma que o
experimentador ndo tinha conhecimento da droga e dosagem injetada em cada grupo.

Oito grupos de animais foram formados nesse experimento de acordo com a
droga administrada:
Grupo Veiculo = Os peixes foram tratados com solucdo salina imediatamente pds-treino
(n=25).
Grupo Nicotina 2,0mg/kg — Os peixes foram tratados com nicotina na dosagem de
2,0mg/kg imediatamente no pds-treino (n=24).
Grupo Mecamelamina 1,0mg/kg = Os peixes foram tratados com mecamelamina na
dosagem 1,0mg/kg, imediatamente no pds-treino (n=25).
Grupo Mecamelamina 2,0mg/kg — Os peixes foram tratados com mecamelamina na
dosagem de 2,0mg/kg, imediatamente no pos-treino (n=24).

e Grupo - 3Horas (Hs) = A finalidade deste grupo foi investigar se houveram
alteracdes no comportamento dos animais em decorréncia de provaveis efeitos das
drogas sobre outros sistemas uma vez que a consolidacdo da memoria ocorre uma
hora apo6s o animal sofrer o efeito do estimulo reforgador.

Grupo Veiculo — 3Hs= Os peixes foram tratados com solugdo salina trés horas apos o
treino (n=25).
Grupo Nicotina 2,0mg/kg - 3Hs = Os peixes foram tratados com nicotina 2,0mg/kg trés

horas ap0s o treino (n=24).
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Grupo Mecamelamina 1,0mg/kg - 3Hs = Os peixes foram tratados com mecamelamina
na dosagem de 1,0mg/kg, 3 horas apds o treino (n=25).
Grupo Mecamelamina 2,0mg/kg - 3H = Os peixes foram tratados com mecamelamina

na dosagem de 2,0mg/kg, 3 horas apds o treino (n=25).

3.4 - Procedimentos

O experimento foi realizado em cinco dias:

Dia I — Habituacdo ao aquario experimental. O animal foi colocado no
compartimento inicial com as portas guilhotina fechadas. A partir da colocagdo do animal
na agua, foram cronometrados 30 segundos para amenizar o estresse do animal. Em
seguida, as portas foram removidas, permitindo a saida do animal para desenvolver
atividade exploratoria do ambiente por 10 minutos.

Dia II — Preferéncia natural do animal pelos ambientes. O animal foi colocado
no compartimento inicial com as portas guilhotina fechadas. Apds 30 segundos, as portas
foram removidas, permitindo a saida do animal para desenvolver atividade exploratdria do
ambiente por 10 minutos. Durante esse periodo foi registrado o tempo que o animal
permaneceu em cada compartimento, a laténcia e o nimero de cruzamentos.

Dia IIT — Treino I. Trés unidades do alimento foram colocadas no compartimento
claro. Em seguida, o animal foi colocado no compartimento inicial por trinta segundos, com
as portas guilhotina fechadas. Apds esse periodo, as portas foram removidas, permitindo a
saida do animal para nado livre no aquéario. Um minuto apds encontrar o alimento no

comedouro, o animal foi retirado do aquério experimental e devolvido ao aquario de
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manutencdo. O comportamento do animal foi observado em termos de preferéncia pelo
ambiente, laténcia, ¢ atividade locomotora.

Dia IV — Treino II. Trés unidades do alimento foram colocadas no
compartimento claro. O animal foi colocado no compartimento inicial por trinta segundos,
com as portas guilhotina fechadas. Apds esse periodo, as portas foram removidas,
permitindo a saida do animal para nadar livremente no aquario. Um minuto apds encontrar
o alimento no comedouro, o animal foi retirado do aquario experimental e injetado com
uma dose da droga que era administrada de acordo com o peso corporal. Em seguida, foi
devolvido ao aquario de manutengdo. O comportamento do animal foi observado em
termos de preferéncia pelo ambiente, laténcia, e atividade locomotora.

Dia V — Teste. O animal foi colocado no compartimento inicial com as portas
guilhotina fechadas. Apdés 30 segundos, as portas foram removidas, permitindo a saida do
animal para desenvolver atividade exploratéoria do ambiente por 10 minutos. O
comportamento do animal foi observado em termos de preferéncia pelo ambiente, laténcia,
e atividade locomotora.

Em nosso experimento, a aprendizagem foi avaliada através da capacidade do
animal em relagdo a aquisicdo de novas informagdes que eram fornecidas pela tarefa
proposta. Para analise da memoria foi investigada a capacidade do animal em reter novas
informagdes. A avaliagcdo desses parametros foi realizada através das andlises do tempo de
permanéncia (TP) em cada compartimento; da laténcia (L) periodo de tempo para o animal
encontrar o alimento na fonte; e do nimero de cruzamentos (CZ). A analise do TP avalia a
preferéncia natural do animal e a preferéncia induzida pelo alimento (refor¢o) em relagdo

aos ambientes do aquario. A L consiste no tempo gasto para o animal encontrar o alimento
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na fonte a partir do inicio da atividade exploratéria no aquario experimental; uma reducao
da laténcia no dia do treino 2 em relacdo ao treino 1 foi considerada para inferir
aprendizagem. A laténcia do dia do teste foi utilizada como pardmetro de memoria. O
numero de CZ avalia a atividade locomotora do animal.

Uma camera de video (gradiente GCP 165-CR) foi colocada com auxilio de um
tripé a uma altura de 70 cm da base do aquario experimental. As imagens do aquario eram
vistas pelo observador através de um monitor de TV (Philco Hitachi 20”’). Todas as etapas
do procedimento experimental foram registradas para posterior analise que foi realizada

pelo observador através de um video tape (Mitsubishi HS X-50).
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4 - ANALISE ESTATISTICA

As variaveis submetidas a andlise estatistica foram o tempo de permanéncia do
animal em cada compartimento no pré-treino € no pds-treino; a laténcia que avaliou o
tempo transcorrido entre a saida do animal do compartimento inicial e o encontro do
alimento no comedouro; € o nimero de cruzamentos do animal entre os compartimentos
preto e branco. O tempo de permanéncia foi analisado através do teste de andlise de
variancia ANOVA de duas vias seguido do teste de comparagdes multiplas Student-
Newman-Keuls. A laténcia foi analisada usando o teste Friedman seguida pelo teste de
comparagdes multiplas Student-Newman-Keuls. O nimero de cruzamentos foi analisado

utilizando, ANOVA de duas vias entre o fator A, tratamento e B, dias.
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5 - RESULTADOS

5.1- Grupos “Imediatos”

Os animais desse grupo receberam a administragdo das drogas imediatamente apds o

treino I1.

5.1.1 - Tempo de Permanéncia (TP)

Uma andlise de variancia entre os tratamentos € os compartimentos mostra que nao
houve diferenca significativa (p= 0,9968) em relacdo ao fator tratamento. No entanto,
houve diferenca entre o fator permanéncia nos compartimentos.

A analise do TP dos animais dos grupos salina, nicotina 2,0mg/kg, mecamelamina
1,0mg/kg e 2,0mg/kg no pré-treino (inicial CP e CB) mostra que houve diferenca
significativa (P<0,01) entre os compartimentos preto e branco, indicando que houve uma
preferéncia natural dos animais desses grupos pelo ambiente escuro.

No pos-treino (final CP e CB) os grupos veiculo e mecamelamina 1,0mg/kg nao
apresentaram diferencga significativa (P=0,16815) e (P=0,24813) respectivamente, entre os
compartimentos P e B, indicando a redu¢do da preferéncia natural, o que permite inferir
aprendizagem por associacdo alimento-compartimento branco.

Em relacdo ao grupo nicotina no pos-treino, houve diferenca significativa (p<0,01)

entre a permanéncia nos compartimentos preto e branco. Porém, a preferéncia dos animais
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desse grupo continuou sendo pelo compartimento preto, indicando que ndo houve
associa¢do entre alimento e compartimento branco.

O grupo administrado com mecamelamina 2,0mg/kg, apresenta diferenga
significativa (p<0,05), invertendo a preferéncia entre os compartimentos. Esta inversao

indica uma facilitacdo na aprendizagem em relagdo ao grupo veiculo (Fig. 5).
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Fig 5: Média (+EPM) do tempo de permanéncia no pré-treino (inicial P e B) e pds-treino (final P e B), com
salina (n=25), nicotina 2,0 (n=24), mecamelamina 1,0 (n=25) ¢ mecamelamina 2,0 (n=24) mg/kg em cada
compartimento. ANOVA de 2 Vias (dias X compartimento para cada tratamento) seguida pelo teste de
Student-Newman-Keuls.

** (P<0,01) = quando os compartimentos foram comparados no pré-treino (Inicial P e Inicial B)
## (P<0,01) = quando os compartimentos foram comparados no pré-treino (Inicial P e Inicial B)

#4 (P<0,01) = quando os compartimentos foram comparados no pré-treino (Inicial P e Inicial B)

44 (P<0,01) = quando os compartimentos foram comparados no pré-treino (Inicial P e Inicial B)

* (P<0,05) = quando os compartimentos foram comparados no pos-treino  (Final P e Final B)

++ (P<0,01 = quando os compartimentos foram comparados no pos-treino  (Final P e Final B)

38



5.1.2 — Laténcia

A diminuicao da laténcia entre os dias T1 e T2 foi considerado como parametro de
aprendizagem por refor¢o positivo (aquisicdo); e entre os dias T2 e o teste (Ts), foi
considerado como parametro de memoria (retengao).

Em relagdo ao grupo salina, houve reducao significativa (P<0,05) da laténcia entre
os dias no treino 1 (T1) e no treino 2 (T2), demonstrando que os animais aprenderam por
reforgo positivo e que nao houve alteragdo entre T2 e Ts indicando que os sujeitos
retiveram a tarefa.

O grupo mecamelamina 1,0mg/kg apresentou redugdo significativa (P<0,05) entre
os dias no T1 e no T2, indicando que os animais aprenderam com o refor¢o positivo e
retiveram a informacao no dia do teste.

No grupo mecamelamina 2,0mg/kg houve reducao significativa (P<0,05) entre os
dias T1 e T2, sugerindo que os animais aprenderam; e entre os dias T2 e o Ts, indicando
um efeito facilitador da mecamelamina na dosagem de 2,0mg/kg sobre a memoria.

No grupo nicotina 2,0mg/kg houve diferenca significativa (P<0,05) da laténcia entre
os dias T2 e o Ts, indicando que houve reteng¢do da tarefa apesar de ndo haver diferenga
entre T1 e T2. O comportamento da laténcia dos animais desse grupo mostra que os

animais aprenderam de forma mais lenta (Fig 6).
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Fig 6: Média (+EPM) da laténcia nos treinos 1 (T1), 2 (T2) e teste nos grupos tratados com salina
(n=25), nicotina 2,0 (n=24), mecamelamina 1,0 (n=25) e mecamelamina 2,0 (n=24) mg/kg. ANOVA 2
Vias seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. (p<0,05) = quando comparados as laténcias entre os dias

T1 e T2 do grupo salina®; T2 e Teste#, do grupo nicotina; T1 e T2  do grupo Meca-1,0; Tl e T 2., eT2e
Teste” do grupo mecamelamina-2,0 mg/kg.

5.1.3 — Numero de Cruzamentos

A analise de variancia do namero de cruzamentos mostra que nao houve diferenga
significativa entre os grupos tratados, demonstrando que as drogas ndo apresentaram efeito

sobre a atividade locomotora do animal (Fig 7).

50 - W Salina
M nicotina2mg/kg
B Mecamelamina1mg/kg

OMecamelamina2mg/kg

Numero de cruzamentos
N
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Fig 7: Média (+EPM) do niimero de cruzamentos no pré e pos treino, com veiculo (n=25), nicotina 2,0
(n=24), mecamelamina 1,0 (n=25) e mecamelamina 2,0 (n=24) mg/kg.

5.2 - GRUPOS TRES HORAS

Os animais desse grupo receberam a administracao das drogas trés horas apds o

treino I1.

5.2.1 — Tempo de Permanéncia

A analise de variancia entre os tratamentos € os compartimentos mostra que nao
houve diferenca significativa (P=1,000) em relagdo ao fator tratamento. No entanto, houve
diferenca em relacdo ao fator permanéncia nos compartimentos.

A andlise do TP dos animais dos grupos salina (P=4,74456); nicotina 2,0mg/kg
(P=4,1836); e mecamelamina 1,0mg/kg (P=1,76404) no pré-treino (inicial CP e CB) mostra
que nao houve diferenca significativa entre os compartimentos preto e branco. No entanto,
os animais do grupo mecamelamina 2,0mg/kg apresentaram diferenca significativa (P<
0,01) entre os compartimentos P ¢ B, mostrando que houve uma preferéncia natural dos
animais desse grupo pelo ambiente escuro.

No pos-treino (final CP e CB) os animais dos grupos nicotina 2,0mg/kg
(P=5,32634) e mecamelamina 2,0mg/kg (P=5,49929) nado apresentaram diferenca

significativa, indicando que os animais desse grupo ndo associaram o alimento ao
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compartimento branco. Por outro lado, os animais dos grupos salina (P< 0,05) e
mecamelamina 1,0mg/kg (P< 0,01) mostram que houve diferenga significativa entre a
permanéncia nos compartimentos preto ¢ branco. No entanto, a preferéncia dos animais
desses grupos continuou sendo pelo compartimento preto, indicando que ndo houve

associacgdo entre o alimento e o compartimento branco (Fig 8).

500 ~
450 - W Salina

400 - ENicotina2mg
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -

Bl Mecamelamina 1mg

0 Mecamelamina 2mg

Tempo de Permanéncia (seg)

N
o O
| I

InicialP FinalP InicialB FinalB
Doses (mg/kg)

Fig 8: Média (+EPM) do tempo de permanéncia no pré-treino (inicial P e B) e pos-treino (final P e B), com
salina (n=15), nicotina 2,0 (n=15), mecamelamina 1,0 (n=15) e mecamelamina 2,0 (n=15) mg/kg em cada
compartimento. ANOVA de duas vias (dias X compartimento para cada tratamento) seguida pelo teste de
Student-Newman-Kuels.

++ (P<0,01) = quando os compartimentos foram comparados no pré-treino

** (P<0,01) = quando os compartimentos foram comparados no pos-treino

# (P< 0,05) = quando os compartimentos foram comparados no pés-treino
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5.2.2 — Laténcia

A andlise de variancia mostra que houve diferenca significativa (P<0,05) da laténcia
entre os dias nos grupos tratados com salina, nicotina 2,0mg/kg, e mecamelamina
2,0mg/kg. O grupo tratado com mecamelamina 1,0 mg/kg ndo mostrou diferencga
significativa (P= 0,268).

Em relacdo ao grupo salina, houve redu¢do significativa (P<0,05) da laténcia entre
os dias no treino 1 (T1) e no treino 2 (T2), e ndo houve alteragao entre T2 ¢ o Ts.

Em relacdo ao grupo nicotina 2,0mg/kg, houve diferenca significativa entre os dias
T1 e T2 (P<0,01) e entre os dias T2 e o Ts (P< 0,05).

O grupo mecamelamina 1,0mg/kg ndo apresentou diferenga significativa (P=
1,2483) da laténcia entre os dias T1 e T2. No entanto, houve diferenca significativa (P<
0,05) entre os dias T2 e o Ts, evidenciada por um aumento da laténcia no dia do Ts.

No grupo mecamelamina 2,0 mg/kg houve redu¢do significativa (P< 0,01) da
laténcia entre os dias T1 e T2. No entanto, observa-se que houve aumento significativo (P<
0,01) da laténcia entre os dias T2 e Ts.

Esses resultados podem sugerir que houve um efeito proé-ativo inespecifico das

drogas sobre o comportamento do animal (Fig 9).

43



M Salina
400 + +

350 |
300 |
250 -
200 +
150 -
100 ~

50 -

E Nicotina 2mg
B Mecamelaminaimg

O Mecamelamina2mg

Laténcia (seg)

T1 T2 teste
Dias/doses (mg/kg)

Fig 9: Média (+EPM) da laténcia nos treinos 1 (T1), 2 (T2) e teste, nos grupos tratados com salina
(n=15), nicotina 2,0 (n=15), mecamelamina 1,0 (n=15) e mecamelamina 2,0 (n=15) mg/kg. ANOVA
de duas vias seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls.

* (P<0,05) = quando comparados T1 e T2

+ (P<0,05) = quando comparados T2 e Teste

** (P<0,01) = quando comparados T1 e T2

$$ (P<0,01) = quando comparados T2 € Teste

## (P<0,01)=quando comparados T1 e T2

* (P<0,05) = quando comparados T2 e Teste

5.2.3 — Numero de Cruzamentos
A analise de variancia do namero de cruzamentos mostra que nao houve diferenga

significativa entre os grupos tratados, demonstrando que as drogas ndo apresentaram efeito

sobre a atividade locomotora do animal (Fig 10).
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Fig 10: Média (+EPM) do ntimero de cruzamentos no pré-treino e pos treino, com salina (n=15), nicotina 2,0
(n=15), mecamelamina 1,0 (n=15) e mecamelamina 2,0 (n=15) mg/kg.
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6 — DISCUSSAO

O condicionamento por refor¢o positivo em peixes da espécie Carassius auratus é
um modelo adequado para o estudo dos processos de aprendizagem e memoria. Este
modelo tem sido testado nesse laboratério, em estudos anteriores € tem mostrado o efeito
reforcador do alimento na facilitagdo da aprendizagem (Mattioli et al., 1997).

Segundo Santangelo et al (1999), os animais da espécie Carassius auratus
apresentam preferéncia natural por compartimentos escuros em relacdo aos claros. No
modelo de aprendizagem utilizado nesse estudo, os animais deveriam associar o estimulo
apetitivo ao compartimento branco do aquario, aumentando cada vez mais o tempo de
permanéncia nesse compartimento na medida em que recebiam o refor¢o. Em
conseqiiéncia, a laténcia para os animais encontrarem o alimento deveria diminuir, o TP do
animal no CB e o nimero de CZ deveriam aumentar. Sendo assim, o aumento no TP no
CB; a redugdo da L no dia do teste (Ts) em relacao aos dias do Tl e do T2, foram
considerados como parametros de aprendizagem e memoria. O nimero de Cz avaliou a
atividade locomotora dos animais.

Ao final desse estudo observou-se em relacdo a variavel TP que o treinamento
facilitou o mecanismo de aprendizagem e memoria nos animais dos grupos tratados com
veiculo, mecamelamina 1,0 e 2,0mg/kg. No grupo tratado com nicotina 2,0mg/kg,
evidenciou-se um processo mais lento de aprendizagem. Existem controvérsias sobre os
efeitos da nicotina em relagdo a funcdo da memoria em humanos ¢ em animais

experimentais. Alguns estudos em humanos tém documentado que a nicotina induz
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melhoras nas fungdes cognitivas (Peeke e Peeke, 1984; Warburton, 1992); outros mostram
que a nicotina causa déficits, auséncia de facilitagdo, ou efeitos variados sobre as fungdes
cognitivas (Peters e Mcgee, 1982; Williams, 1980), e alguns estudos t€ém sugerido que a
administracdo de nicotina reduz o apetite ¢ o peso corporal, enquanto que a cessagao causa
hiperfagia e ganho de peso (Zhang et al., 2001.; Miyata et al., 2001; Jo et al., 2002;
Sanigorski et al., 2002; Jang et al., 2003).

Um estudo que utilizou o modelo alimentar que avaliava a relagdo entre o numero
de refeicdes e o tamanho das refeigdes com o ciclo de estrogeno em ratas fémeas, foi
fortemente influenciado pelo ciclo de estrogeno. Tem sido observado que o pico de
concentragdo do hormonio estradiol no sangue o qual ocorre na fase proestrogénica 4-5 dias
do ciclo (Butcher et al., 1974), esta associado a uma diminui¢ao no tamanho das refeigoes e
a um aumento reciproco compensatorio do nimero das refei¢gdes para manter a constancia
relativa da ingestdo alimentar diaria. Existe uma relag@o entre o tamanho das refei¢des e o
numero das refeicdes que é: IA=TR x NR, onde [A=ingestdo alimentar; TR=tamanho das
refeicdes; e NR=numero das refei¢des. Tem sido observado que a infusdo sistémica e
cronica de nicotina, em ratas, afetou o IA, reduzindo o TR sem provocar aumento
compensatorio no NR. Nesse mesmo experimento, a retirada da nicotina provocou
hiperfagia devido ao aumento no TR acompanhada de parcial diminui¢do compensatoria do
NR (Miyata et al., 2001). Estes resultados corroboram com os nossos, indicando ser
provavel que os animais do grupo nicotina tenha evidenciado aprendizagem mais lenta em
virtude de uma agao hipofagica da nicotina.

Segundo Jo et al. (2002), a nicotina reduz o apetite e altera o comportamento
alimentar, aumentando a atividade anorética. O efeito anorético da nicotina provavelmente

estd relacionado a um aumento dos niveis do hormonio leptina, ou a um aumento da
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atividade dos receptores desse hormonio. A leptina, regula a sintese e liberacdo de
adipocitos durante o estado de saciedade e pode estar relacionado a um aumento da
atividade anorética (Zhang et al., 1994; Ahima, et al., 2000 In: Jo, et al., 2002). A ativacao
de receptores da leptina no SNC e SNP diminui o apetite e aumenta o consumo de energia.
De acordo com nossos resultados € provavel que um efeito anorético tenha causado reducao
da ingestdo alimentar nos animais do grupo tratado com nicotina, prejudicando a
aprendizagem.

Segundo Winders et al (1990) In: Mohammed, (2000) a nicotina diminui o consumo
alimentar. Mohammed (2000) e Miyata et al., (2001) afirmam que a hipofagia induzida pela
nicotina pode ser mediada através da liberacdo de dopamina e serotonina no hipotadlamo
lateral. O sistema dopaminérgico hipotalamico regula ndo apenas hormonios
gonadotréficos, mas também influencia a atividade alimentar.

Estudos sugerem que a inje¢do de serotonina dentro do nucleo ventromedial do
hipotadlamo de ratos reduz o tamanho das refeicdes e o nimero das refeicdes (Leibowitz et
al., 1993 In: Miyata et al., 2001). Outra pesquisa mostrou que a infusdo de nicotina na area
hipotaldmica lateral de ratos machos aumentou os niveis de dopamina e serotonina
hipotaldmica, enquanto que a retirada da nicotina diminuiu a liberagdo de ambos
neurotransmissores, induzindo hiperfagia (Miyata et al.,, 1999 In: Miyata et al., 2001).
Pode-se sugerir que o efeito da administracdo de nicotina sobre o comportamento alimentar
de ratos pode ser parcialmente devido a alteragdes funcionais nos sistemas dopaminérgico e
serotoninérgico no hipotalamo.

Os nossos resultados indicam, em relagdo ao TP no pré-treino, que quando os
animais foram colocados no aquario experimental a tendéncia natural era permanecerem no

compartimento preto. Por outro lado, no pds-treino (Ts), os animais tratados com veiculo,
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mecamelamina 1,0 e 2,0mg/kg, apresentaram um aumento do TP no compartimento branco,
fato que pode estar relacionado a um aumento na aprendizagem por refor¢o positivo uma
vez que os animais associaram esse compartimento ao alimento. Em relagao ao TP do
grupo tratado com nicotina 2,0mg/kg, observa-se que os animais continuaram preferindo o
compartimento preto. Portanto, se nesse modelo, for levado em consideracdo como
parametro de aprendizagem, apenas o comportamento dos animais que associaram o
alimento ao compartimento branco, nossos resultados ndo estdo consistentes com alguns
dados da literatura os quais afirmam que a nicotina é um agente facilitador, ¢ a
mecamelamina, inibidor das fungdes cognitivas (Levin e Barbara, 1998; Newhouse et al.,
2000; Bancroft, et al., 2000; Brown et al., 2000; Brown et al., 2001). No entanto, como a
nicotina exerce a¢do anorética ¢ provavel que essa droga tenha influenciado no
comportamento alimentar dos animais, desenvolvendo hipofagia fato que pode ter
interferido na propriedade do refor¢co como instrumento para avaliar a aprendizagem.

Apesar de existirem evidéncias na literatura de efeitos facilitadores da nicotina em
relagdo a atengdo em humanos (Stolerman et al., 2000; Grottick at al., 2000; Ernst et al.,
2001) e no mecanismo de aprendizagem e memoria em diversas espécies (Levin et al.,
1998), no presente modelo os resultados do grupo tratado com nicotina 2,0mg/kg
apresentaram em relagdo a laténcia, um processo de aprendizagem mais lento,
provavelmente por haver interferéncia das agdes colinérgicas no mecanismo de fome e
saciedade.

Analisando os resultados obtidos em relacdo a laténcia entre os dias T1, T2 e o Ts,
observamos que houve redugdo significativa das laténcias entre os dias T1 e T2 tanto nos
animais tratados com veiculo como nos animais que foram tratados com mecamelamina

1,0mg/kg. No grupo tratado com mecamelamina 2,0mg/kg houve reducdo da laténcia entre
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os dias T1 e T2 e entre T2 e Ts enquanto que o grupo tratado com nicotina 2,0mg/kg, houve
reducdo da laténcia apenas entre os dias T2 e Ts. Esses resultados sugerem facilitacdo da
aprendizagem e da memoria uma vez que os animais, em todos os grupos tratados, foram
capazes de associar o refor¢o ao ambiente aversivo.

Em relagdo a laténcia dos animais do grupo nicotina, nossos resultados sugerem um
processo de aprendizagem mais lento uma vez que ndo houve reducdo significativa da
laténcia entre os dias T1 e T2, evidenciando retardo na aquisicdo da tarefa que
provavelmente ocorreu entre os dias T2 e Ts. Este resultado pode ter ocorrido tanto pela
interferéncia das agdes colinérgicas no mecanismo de fome e saciedade como em
decorréncia da dose de nicotina administrada.

Pesquisas mostram que altas doses de nicotina podem provocar um efeito
prejudicial em decorréncia da super estimulacdo (hipersensibilizacdo dos receptores) do
sistema colinérgico (Gould et al., 1999). Foi demonstrado que baixas doses de nicotina
facilita a atengdo em camundongos C57BL/6, enquanto que altas doses podem interferir
com o processo atencional/aprendizagem. Um estudo feito por Gould et al (1999) em
C57BL/6 mostrou que a administracdo de nicotina na dose de 0,5mg/kg aumentou a
aprendizagem durante o treino e o teste experimental. No entanto, em contraste com o
efeito encontrado com 0,5 mg/kg de nicotina, a dose de nicotina de 1,0mg/kg (dose mais
alta), no dia do treino, produziu déficit na aprendizagem contextual manifestada por uma
inabilidade para explorar o ambiente). Nesse mesmo estudo, as doses de 0,1 e 0,25 mg/kg
ndo apresentaram efeitos sobre a aprendizagem contextual, sugerindo que dosagens muito
baixas ndo apresentam efeitos facilitadores sobre a aprendizagem. Em nosso experimento,
os animais do grupo nicotina tratados com a dose de 2,0mg/kg (dose alta) apresentaram

queda na aprendizagem. E provavel que essa alta dosagem tenha interferido na
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aprendizagem dos animais desse grupo, resultando num processo mais lento de aquisi¢io e
retencgdo da tarefa.

Apesar de existirem evidéncias na literatura que a nicotina pode aumentar a média
de resposta operante ao condicionamento por reforgo (Risner et al., 1985; Goldberg et al.,
1989; Gould et al., 1999; Brown et al., 2000; Brown et al., 2001), nossos resultados em
relacdo a laténcia do grupo mecamelamina 2,0mg/kg, mostram que a droga antagonista
provocou facilitacdo na aprendizagem. Portanto, de acordo com os dados da literatura, ndo
¢ possivel obter uma completa explicacdo sobre os efeitos da droga antagonista sobre a
preferéncia condicionada por lugar dos animais tratados com mecamelamina.

Em relagdo ao comportamento locomotor, os efeitos da nicotina sdo controversos.
Pesquisas indicam que a nicotina pode estimular ou deprimir a atividade locomotora em
ratos, dependendo da dosagem, duragdo da exposi¢do, e procedimento de administragdo.
Benwell e Balfour 1992 In: Ericson et al., 2000, afirmam que a nicotina administrada de
forma aguda, com baixas doses, aumenta a atividade locomotora; enquanto que com altas
doses (>0,6mg/kg), a atividade locomotora ¢ inicialmente diminuida, podendo desenvolver
comportamento estereotipado (Clarke e Kumar, 1983 In: Ericson et al., 2000).

Apesar de existirem evidéncias na literatura de que a nicotina aumenta a atividade

locomotora (Tizabi et al., 1997; Gidddnis et al., 2000), a analise dos nossos resultados

indica que ndo houve alteragdo no comportamento locomotor dos animais em todos os
grupos tratados, indicando que nem a reducdo da L nem o aumento no TP no
compartimento branco foram devidos a alteragdo no comportamento locomotor dos

animais.
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Uma pesquisa desenvolvida para avaliar o efeito comportamental na performance da
aprendizagem de ratos adultos tratados no periodo neonatal com nicotina mostrou que
diferentes doses de nicotina induzem a diferentes efeitos quando administrada em animais
adultos. A exposicdo neonatal a diferentes doses de nicotina causou alteragdes no
comportamento locomotor. Os resultados desse estudo mostraram que ratos adultos tratados
no periodo neonatal com nicotina (66mg/kg) apresentaram no décimo dia do periodo pds-
natal, baixa atividade locomotora. Os ratos adultos tratados no periodo neonatal com dose
baixa (3,3 mg/kg), exibiram elevada atividade locomotora que permaneceu até o quarto més
de vida desses animais (Ankarberg et al., 2001). Esses resultados sugerem que a atividade
locomotora de ratos varia com o tipo de dose de nicotina. Ou seja, quanto mais elevada a
dose menor a atividade locomotora. Desta forma, é provavel que nossos resultados em
relagdo a atividade locomotora, sejam uma consequéncia da dose de nicotina administrada.

Pesquisas tém mostrado que o tratamento agudo com nicotina pode suprimir a
atividade locomotora em ratos (Stolerman et al., 1973; Stolerman et al., 1995). Outros
estudos também tém demonstrado que a exposicdo de ratos a ambientes novos causou
hiperatividade locomotora em decorréncia do aumento dos niveis plasmaticos de um
hormdnio estressor denominado corticosterona (Oitzl, et al., 1997). Nesse experimento, 0s
ratos mais ativos (aqueles com aumento da atividade locomotora) em decorréncia da
exposicdo ao ambiente novo foram denominados altos respondedores (HR). Estes animais
exibiram maior aumento nos niveis de corticosterona e consequentemente, maior nivel de
estresse. Os animais que foram menos reativos ao ambiente novo foram denominados
baixos respondedores (LR) e exibiram menor aumento dos niveis de corticosterona.
Também foi observado que os ratos mais ativos (HR) em decorréncia do efeito estressante

do ambiente novo, foram aqueles mais sensiveis ao efeito supressor da nicotina,
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provavelmente porque o nivel de atividade nesses sujeitos foi inicialmente mais alto;
enquanto que os animais menos ativos (LR) pelo ambiente novo, foram mais sensiveis ao
efeito estimulante da nicotina porque seu nivel de atividade foi inicialmente mais baixo.

Em muitas espécies de roedores, incluindo camundongos C57, a administracio de
1,0mg/kg de nicotina reduziu a atividade locomotora, relacionada com a habilidade para
explorar o ambiente, prejudicando assim a aprendizagem contextual. De acordo com esses
resultados poderia se sugerir que a dose de 2,0mg/kg de nicotina administrada aos animais
do grupo nicotina desse experimento, poderia ter suprimido a atividade locomotora dos
animais tratados. Entretanto, como o niimero de cruzamentos foi semelhante ao grupo
veiculo, essa hipotese foi descartada .

Os resultados do grupo trés horas mostram em relagdo ao TP no pré-treino e no pos-
treino, que houve uma preferéncia natural dos animais de todos os grupos tratados pelo
compartimento escuro e que o treinamento ndo facilitou a aprendizagem e a memoria uma
vez que os animais ndo associaram o alimento ao compartimento branco. Este resultado
estd de acordo com os dados da literatura que afirma que as drogas devem ser
administradas dentro de um prazo aproximado de 1 hora apos o treino para que ocorra a
consolidacdo da memoria. McGaugh e Petronovich (1965) afirmaram que as drogas que
possuem efeito estimulante tais como nicotina, anfetamina, cafeina, metrazol, estricnina, e
drogas, com efeito, depressivo tais como clorpromazina e fenobarbital modificam a
memoria através de seus efeitos sobre as sinapses neuronais. Em ratos, tem sido observado
que drogas com efeito estimulante facilita, enquanto que drogas com efeito depressivo inibe
a consolida¢do da memoria. Segundo Liu e Braud (1974), esse efeito ¢ mais intenso quando
a droga ¢ administrada num periodo de tempo mais curto em relagdo ao final do treino. Se o

tratamento for feito apds o periodo de tempo necessario, (aproximadamente 1 hora) apds o
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treino, para consolidacdo da memdria, a droga administrada nao influenciara na retencao da
tarefa.

Liu e Braud (1974) investigaram o efeito de picrotoxina, droga que possui agido
estimulante sobre o SNC, e observaram que o tempo limite para exercer seu efeito foi
aproximadamente 1 hora. McGaugh e Krivanek (1970), utilizaram a estricnina para avaliar
a janela temporal da acdo dessa droga e sugeriram que o tempo limite para o tratamento
exercer o efeito foi aproximadamente uma hora. De acordo com Liu e Braud (1974), o
periodo de tempo para consolidagdo da memoria ¢ muito mais longo para drogas que
exercem efeito estimulante do que para drogas que apresentam efeito depressivo.

Agranoff (1971) verificou que a injecdo de puromicina, droga que possui efeito
depressivo, pode bloquear o processo de consolidacdo da memdria em peixes, se 0s animais
forem injetados antes ou imediatamente apds o treino. No entanto, se houver um retardo na
administragdo, que chegue a ultrapassar 30 minutos, a droga torna-se inefetiva.

Os nossos resultados estdo de acordo com os descritos acima, pois os animais desse
experimento foram injetados trés horas apds o treino, sugerindo que as drogas nao
exerceram efeito sobre a aquisicdo e retencdo da informagao, provavelmente pelo fato dos
animais desse grupo terem sido injetados apds o periodo de tempo no qual ocorreria o
processo de consolidagdo da memoria.

Em relagdo a laténcia entre os dias T1, T2 e Ts, os resultados obtidos indicam que
houve reducdo significativa das laténcias entre os dias T1 e T2 para os animais do grupo
salina, nicotina 2,0mg/kg e mecamelamina 2,0mg/kg; e entre os dias T2 e Ts para os
animais do grupo nicotina 2,0mg/kg. Os animais dos grupos mecamelamina 1,0mg/kg e

mecamelamina 2,0mg/kg observamos que houve aumento da laténcia entre os dias T2 e Ts.
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Esses resultados provavelmente estdo associados a um efeito pro-ativo inespecifico
das drogas sobre sistemas neurais inespecificos. Segundo Liu e Braud (1974), os efeitos
obtidos da administracdo de drogas apds um longo periodo em relagdo ao final do treino,
podem desencadear “efeitos colaterais” sobre outros sistemas que controlam, por exemplo,
motivagdo, aten¢ao, atividade geral ou outros efeitos sensorio-motores.

Estudos mostram que efeitos colaterais podem aparecer quando as drogas sdo
administradas apés um periodo de tempo necessario para exercer seu efeito sobre o
mecanismo de aquisi¢ao e retencdo da informagao. Provavelmente estes efeitos ocorram em
decorréncia da acao das drogas sobre sistemas neurais que controlam outras fungdes nao
relacionadas com o mecanismo de aprendizagem e memoria (Liu e Braud, 1974; Davis,
1968). Como os animais do nosso estudo foram injetados trés horas apds o treino 2,
ultrapassando o limite maximo de tempo necessario para a consolida¢do, ndo existe
possibilidade para os tratamentos administrados terem exercido efeito sobre o processo de
consolidacdo da memoria. Sendo assim, é provavel que as drogas administradas tenham
exercido efeitos fisioldgicos sobre sistemas neurais inespecificos relacionados com o
controle de outras atividades funcionais.

Em relagdo ao nimero de CZ, as drogas administradas nesse grupo ndo exerceram
qualquer influéncia significativa sobre o comportamento locomotor dos animais em todos
os grupos tratados. Esse resultado pode ter ocorrido por duas razdes: primeira - a dose
estabelecida para as drogas administradas, uma vez que nos grupos imediatos, o resultado
em relagdo a atividade locomotora também ndo foi significativo; segunda — o retardo no
periodo de tempo (trés horas) estabelecido para a administracdo, ficando consistentes com
os dados da literatura que defendem que a eficacia dos tratamentos depende do periodo de

tempo no qual as drogas foram administradas.
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De acordo com os resultados do nosso trabalho e com os dados da literatura, pode-
se afirmar que existem muitas controvérsias em relagdo ao papel do sistema colinérgico no
mecanismo de aprendizagem e memoria, tanto em humanos como em outros modelos
experimentais. Em peixes da espécie Carassius auratus, o aprimoramento desse modelo,
deve ser conduzido, de forma que possa ser avaliada a ingestdo alimentar, como
instrumento de reforgo, utilizando outras substincias que facilitam a aprendizagem e a

memoria sem exercerem influéncia sobre os mecanismos de controle alimentar.
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7 — CONCLUSAO

O modelo de condicionamento operante por refor¢o positivo para peixes da
espécie Carassius auratus constitui um importante recurso para o estudo da aprendizagem.
Este modelo permite verificar o efeito de drogas com acdo facilitadora e inibidora sobre o
mecanismo da aprendizagem e memoria. Observou-se que a nicotina na dose de 2,0 mg/kg
exerceu um efeito mais lento sobre a facilitagdo da aprendizagem, sugerindo uma provavel
interferéncia das agdes colinérgicas no mecanismo de fome e saciedade. A mecamelamina
(antagonista no receptor colinérgico) nas doses de 1,0mg/kg e 2,0mg/kg provocou resposta
facilitadora da memoria. Entretanto, ndo foi possivel obter uma explicacdo consistente
sobre os efeitos dessa droga sobre o mecanismo da aprendizagem em peixes da espécie

Carasius auratus.
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9- ANEXOS

9.1 - DADOS EXPERIMENTAIS BRUTOS

Tabela 1: Tempo de permanéncia com valores representados em segundos, obtidos do
experimento realizado com os grupos “imediatos” (Injetados imediatamente apés o

treino 2), tratados com veiculo (Salina). Pref: preferéncia; T1: Treino 1; T2: treino 2;

e Teste.
Suj Prefer T T2 Teste
P B P B P B P B

2 360 240 276 324 185 112 109 491
4 393 207 33 72 42 56 238 362
5 96 504 56 69 22 74 76 524
6 325 275 25 72 41 70 295 305
1 481 119 208 108 125 44 399 201
2 471 129 81 45 52 38 414 186
3 533 67 127 33 51 83 284 316
4 243 357 21 83 30 47 238 362
5 545 55 480 120 67 70 389 211
6 338 262 370 230 138 206 241 359
7 323 277 81 56 25 68 463 137
1 384 216 47 75 195 53 281 319
2 374 226 26 74 0 70 261 339
3 427 173 216 103 160 34 195 405
4 499 101 74 74 19 57 372 228
5 504 96 83 20 37 33 488 112
6 338 262 69 103 29 57 243 357
7 432 168 382 218 197 29 121 479
1 174 426 79 65 23 100 453 147
2 252 348 181 94 44 56 308 292
1 437 163 444 173 91 92 382 218
2 365 235 532 98 178 9 440 160
3 436 164 114 66 13 63 266 334
4 442 158 129 89 103 59 311 289
5 575 25 56 114 36 66 382 218
Média 389,9 2101 168 103 76 66 306 294
DP 112,8 112,8 153 66,3 63 36 110 110
EPM 25,23 25,23 34,2 14,8 14 8,1 25 25
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Tabela 2: Tempo de permanéncia com valores representados em segundos, obtidos do
experimento realizado com os grupos “imediatos” (Injetados imediatamente apds o

treino 2), tratados com Nicotina 2,0mg/kg. Pref: preferéncia; T1: Treino 1; T2: treino

2; e Teste.
Suj Prefer T T2 Teste
P B P B P B P B
7 167 433 50 62 44 70 292 308
8 551 49 573 27 385 63 358 242
9 356 244 41 51 68 60 293 307
10 320 280 0 70 12 80 402 198
8 484 116 435 165 196 100 381 219
9 457 143 68 32 91 33 395 205
10 362 238 72 23 31 68 261 339
11 419 181 148 50 63 33 368 232
13 432 168 99 63 190 75 370 230
14 473 127 138 44 34 68 330 270
8 0 600 153 319 26 84 557 43
9 521 79 51 86 51 78 340 260
10 267 333 51 61 34 32 146 454
11 298 302 50 75 20 54 409 191
12 582 18 24 112 128 120 291 309
13 311 289 36 76 92 181 272 328
14 433 167 184 83 188 21 506 94
3 69 531 158 112 435 120 369 231
4 414 186 135 46 132 9 450 150
6 339 261 133 72 32 63 444 156
7 600 0 344 69 165 62 522 78
8 124 476 43 87 0 74 307 293
9 380 220 85 51 49 58 370 230
10 299 301 25 46 2 68 273 327
Média 361 239,3 129 78,4 103 70 363 237,3
DP 152 151,7 135,2 58,6 110 35 90 90,47
EPM 34,8 34,79 31,02 13,4 25,3 8,1 21 20,75
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Tabela 3: Tempo de permanéncia com valores representados em segundos, obtidos do
experimento realizado com os grupos “imediatos” (Injetados imediatamente apds o
treino 2), tratados com Mecamelamina 1,0mg/kg. Pref: preferéncia; T1: Treino 1; T2:

treino 2; e Teste.

Suj Prefer T T2 Test

P B P B P B P B
12 506 94 14 87 58 69 300 300
14 259 341 14 67 105 37 20 580
17 288 312 0 74 68 95 482 118
20 192 408 165 67 49 52 322 278
15 565 35 135 14 150 79 525 75
16 420 180 89 43 0 67 270 330
17 411 189 172 87 69 67 320 280
18 362 238 7 57 53 65 129 471
19 235 365 360 111 86 58 272 328
20 488 112 77 67 7 65 271 329
21 569 31 217 105 61 92 255 345
15 453 147 27 344 41 30 332 268
16 600 0 453 147 247 192 319 281
17 321 279 74 86 86 48 382 218
18 302 298 252 254 223 127 391 209
19 417 183 136 126 67 125 376 224
20 323 277 109 134 132 149 414 186
21 287 313 43 80 109 63 334 266
6 229 371 172 75 43 115 314 286
7 326 274 75 71 21 46 290 310
11 498 102 370 230 109 193 189 411
12 340 260 15 67 22 48 82 518
13 405 195 121 76 318 19 182 418
14 418 182 35 63 23 53 246 354
15 399 201 51 111 44 26 312 288
Média 384,5 215,5 127 106 88 79 293 307
DP 11,7 111,7 122 72,3 77 47 113 113
EPM 24,98 24,98 27,3 16,2 17 11 25 25
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Tabela 4: Tempo de permanéncia com valores representados em segundos, obtidos do
experimento realizado com os grupos “imediatos” (Injetados imediatamente apods o
treino 2), tratados com Mecamelamina 2,0mg/kg. Pref: preferéncia; T1: Treino 1; T2:

treino 2; e Teste.

Suj Prefer T T2 Test
P B P B P B P B
21 528 72 191 14 58 66 255 345
22 577 23 138 189 136 191 108 492
23 226 374 12 85 14 87 215 385
22 334 266 121 99 56 65 214 386
23 286 314 56 87 6 57 198 402
25 269 331 28 81 0 67 204 396
26 498 102 61 72 144 88 346 254
27 349 251 175 27 49 58 367 233
28 297 303 41 77 43 174 130 470
22 465 135 0 81 39 38 254 346
23 401 199 61 26 85 68 238 362
24 345 255 99 65 22 63 380 220
25 140 460 24 82 38 46 260 340
26 348 252 24 70 19 60 358 242
27 447 153 8 68 121 43 319 281
28 470 130 70 62 14 45 334 266
8 277 323 96 28 58 47 377 223
9 381 219 90 259 77 84 246 354
10 300 300 0 70 20 66 198 402
16 257 343 98 80 25 73 197 403
17 422 178 48 47 31 49 290 310
18 493 107 70 20 56 34 331 269
19 327 273 138 70 27 137 44 556
20 521 79 107 61 82 90 204 396
Média 373 226,8 73,17 75,8 50,8 75 253 347,2
DP 110 109,9 53,58 52,3 39,5 40 88 88,38
EPM 25,2 25,22 12,29 12 9,07 9,1 20 20,28
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Tabela 5: Laténcia com valores representados em segundos, obtidos do experimento
realizado com os grupos “imediatos” (Injetados imediatamente apdés o treino 2),
tratados com veiculo (Salina); Nicotina 2,0mg/kg; Mecamelamina 1,0mg/kg;

Mecamelamina 2,0mg/kg. T1: Treino 1; T2: treino 2; e Teste.

Veic Nico2 Meca1 Meca2
Sui T1 T2 Test Suj T1 T2 Test Suj T1 T2 Test Suj T1 T2 Test

2 566 237 79 7 51 54 17 12 41 67 11 21 271 64 23
68 38 36 8 600 389 46 14 21 82 16 22 600 41 4
65 35 9 9 32 68 9 17 14 103 25 23 600 56 34
37 51 66 10 10 32 17 20 172 41 16 22 160 60 8

265 112 79 8 600 240 14 15 89 169 27 23 83 3 15
66 30 35 9 39 o4 7 16 72 7 55 25 49 7 31

103 74 13 10 35 39 10 17 199 76 97 26 73 99 67
44 17 9 11 138 36 50 18 4 58 30 27 72 47 17

600 79 63 13 100 205 30 19 411 84 103 28 58 98 40

600 284 55 14 122 42 74 20 84 12 15 22 21 17 9
77 33 71 8 412 49 600 21 262 93 26 23 26 93 6
62 188 106 9 77 69 583 15 311 11 38 24 104 25 4
40 10 89 10 52 6 62 16 600 379 142 25 46 24 10

259 134 124 11 64 14 22 17 100 74 12 26 34 19 9
78 16 6 12 76 188 23 18 456 290 22 27 16 105 30
43 10 84 13 52 213 32 19 202 132 13 28 72 10 78

112 26 50 14 200 149 64 20 183 221 20 8 64 45 15

600 216 55 3 210 495 30 21 63 72 33 9 289 100 54

B ON_2N_2NOCOPRPWON_ANOAOBRARWOWN-_O0O0 N

84 63 55 4 61 80 49 6 187 98 5 10 10 26 40
215 40 57 6 145 35 16 7 83 7 46 16 118 38 13
5567 126 22 7 353 167 65 11 600 242 10 17 35 20 19
570 129 142 8 70 15 29 12 22 10 30 18 29 30 5
120 15 7 9 76 47 95 13 137 2 39 19 148 68 151
158 40 4 10 11 10 25 14 38 15 31 20 108 112 212

5 110 42 55 15 102 10 30
Média 220 82 55 149 113 60 178 94 35,7 129 50 37
opp 217 77 37 171 124 117 173 98 32,5 162 35 50
Epm 433 15 7,5 35 25 24 35 20 6,51 33 71 10
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Tabela 6: Numero de cruzamentos no pré e no pos-treino, obtidos do experimento
realizado com os grupos “imediatos” (Injetados imediatamente apdés o treino 2),
tratados com veiculo (Salina); Nico 2 (Nicotina 2,0mg/kg); Meca 1 (Mecamelamina
1,0mg/kg); Meca 2 (Mecamelamina 2,0mg/kg). Pref.: Preferéncia; T1: Treino 1; T2:

treino 2; e Teste

Salina Nico 2 Meca1 Meca2
Suj Pref T1 T2 Test Suj Pref T1 T2 Test Suj Pref T1 T2 Test Suj Pref T1 T2 Test

2 18 97 17 7 3810 7 57 12 16 4 3 24 21 3314 7 53
4 48 12 65 8 141212 25 14 58 1 4 11 22 41116 8
5 42 33 27 9 64 4 9 48 17 56 0 2 27 23 42 212 40
6 49 46 42 10 43 0 1 11 20 2515 36 22 281110 30
1 4012 9 54 8 325024 56 15 14 2 6 12 23 45 7 4 47
2 42 63 22 9 28 5 4 33 16 37 50 31 25 29 20 3
3 21 64 54 10 8 6 5 84 17 42 5 1 43 26 9 19 15
4 48 15 30 11 5417 4 33 18 48 1 6 22 271 31 112 4
5 214320 54 13 19 7 5 14 19 593717 52 28 39 9 4 28
6 524217 17 14 44 4 2 40 20 3010 3 52 22 24 0 2 52
7 62 94 10 8 0 1 1 43 21 112014 47 23 31 2 2 44
1 44 22 27 9 20 911 30 15 41 6 4 63 24 40 7 1 44
2 53 40 30 10 45 8 1 28 16 01312 35 25 52 4 2 Of
3 29148 17 11 6312 5 54 17 691012 51 26 60 2 7 87
4 35 41 25 12 6 4 9 40 18 413129 38 27 55 1 6 56
5 18 21 8 13 42 519 45 19 291310 60 28 39 3 1 53
6 5618 8 60 14 4013 4 15 20 27 812 26 8 71 3 4 39
7 4036 2 9 3 10 610 30 21 64 411 64 9 2910 3 11
1 10 83 7 4 49 9 4 54 6 863 13 10 44 0 2 40
2 51151 54 6 58 5 1 18 7 37 13 34 16 48 1 3 34
1 2053 9 40 7 057 21 11 265016 37 17 45 3 6 50
2 47 73 42 8 15 5 0 33 12 44 3 1 17 18 30 4 3 44
3 56 12 39 9 37 2 2 24 13 2414 5 19 27 71 2
4 411115 33 10 52 2 2 95 14 47 2 3 37 20 33 618 1
5 6 7 1 20 15 45 6 3 56

Média 38 13 5 32,1 36 8,46,2 39 36 10 7 36 37 46 6 37
DP 16 15 5 17,5 22 9,859 21 18 127 17 15 4 5 25

EPM 31291 35 44 2 1,2 42 36 2 1 34 3 081 5
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Tabela 7: Tempo de permanéncia com valores representados em segundos, obtidos do
experimento realizado com o grupo “Trés Horas” (Injetados trés horas apés o treino

2), tratados com veiculo (Salina). Pref: preferéncia; T1: Treino 1; T2: treino 2; e

Teste.
Suj Prefer T T2 Teste
P B P B P B P B
1 331 269 468 132 478 38 577 23
2 479 121 0 70 244 82 329 271
3 353 247 177 110 54 46 372 228
4 466 134 250 72 40 67 470 130
5 330 270 382 95 47 50 315 285
1 252 348 38 237 35 133 284 316
2 430 170 124 120 17 191 95 505
3 499 101 207 270 276 90 293 307
4 378 222 77 97 8 100 286 314
5 399 211 106 40 194 54 219 381
1 71 529 88 117 14 59 387 213
2 83 517 261 339 80 100 309 291
3 511 89 119 61 28 53 430 170
4 300 300 124 67 26 39 433 166

5 279 321 130 85 42 46 296 304
Média 344,1 257 170 127 106 77 340 260
DP 134,8 135 127 86 134 42 113 113
EPM 348 34,7 33 22 35 11 29 29
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Tabela 8: Tempo de permanéncia com valores representados em segundos, obtidos do
experimento realizado com o grupo “Trés Horas” (Injetados trés horas apés o treino
2), tratados com Nicotina 2,0mg/kg. Pref: preferéncia; T1: Treino 1; T2: treino 2; e

Teste.

Suj Prefer T T2 Teste
P B P B P B P B

6 342 258 525 75 457 131 374 226
7 351 249 78 85 64 46 202 398
8 241 359 235 88 10 71 409 191
9 397 208 72 70 28 64 538 62
10 314 286 110 62 50 54 422 178
6 489 111 238 47 37 33 259 341
7 263 337 274 131 82 77 199 401
8 287 313 157 250 27 69 247 353
9 476 124 61 175 22 127 222 378
10 331 269 44 101 76 67 292 308
6 341 259 30 45 18 53 336 264
7 347 253 54 112 61 16 451 149
8 120 400 258 86 87 99 429 171

9 352 248 43 41 42 45 410 190
10 425 175 117 41 4 82 393 207
Média 338 256 153 94 71 69 346 254
DP 92,3 80 134 57 110 32 103 103
EPM 238 21 35 15 284 8,2 27 27
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Tabela 9: Tempo de permanéncia com valores representados em segundos, obtidos do
experimento realizado com o grupo “Trés Horas” (Injetados trés horas apés o treino
2), tratados com Mecamelamina 1,0mg/kg. Pref: preferéncia; T1: Treino 1; T2: treino

2; e Teste.

Suj Prefer T T2 Test
P B P B P B P B

11 389 211 54 99 8 60 406 194
12 287 313 160 177 24 81 439 161
13 429 171 30 70 29 71 379 221
14 268 332 120 107 146 29 304 296
15 383 217 216 327 0 88 321 279
1 324 276 58 110 38 133 513 87
12 287 313 134 86 266 16 471 129
13 270 330 46 81 60 62 315 285
14 333 267 310 83 163 32 536 64
15 0 600 76 246 57 275 496 104
11 345 255 20 63 67 90 521 79
12 423 177 64 31 104 39 448 152
13 319 281 20 58 116 71 299 301
14 423 177 40 68 20 53 309 291
15 420 180 42 49 33 44 396 204

Média 326,7 273 93 110 75 76 410 190
DP 107,5 107 82 80 72 62 86 86
EPM 27,75 278 21 21 19 16 22 22

79



Tabela 10: Tempo de permanéncia com valores representados em segundos, obtidos
do experimento realizado com o “Trés Horas” (Injetados trés horas apés o treino 2),
tratados com Mecamelamina 2,0mg/kg. Pref: preferéncia; T1: Treino 1; T2: treino 2;

e Teste.

Suj Prefer T T2 Test
P B P B P B P B

16 568 32 141 61 43 41 523 77
17 424 176 48 62 27 65 363 237
18 180 420 80 143 47 70 112 488
19 324 276 34 56 19 58 291 309
20 534 66 59 109 O 95 292 308
16 289 311 13 119 6 67 281 319
17 373 227 66 113 O 80 351 249
18 333 267 55 213 20 70 130 470
19 279 321 O 93 45 63 229 371
20 506 94 84 73 124 54 400 200
16 441 159 133 104 29 35 474 126
17 472 128 39 46 45 25 351 249
18 430 170 36 70 18 56 479 121
19 352 248 136 113 24 61 437 163
20 452 148 66 102 1 63 481 119

Média 397 203 66 98 29,9 60 346 254
DP 106 106 43 42 309 17 125 125
EPM 273 27 11 11 798 45 32 32
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Tabela 11: Laténcia com valores representados em segundos, obtidos do

experimento realizado com o grupo “Trés Horas” (Injetados trés horas apos o

treino 2), tratados com veiculo (Salina); Nicotina 2,0mg/kg; Mecamelamina

1,0mg/kg; Mecamelamina 2,0mg/kg. T1: Treino 1; T2: treino 2; e Teste.

Salina Nico2 Meca1 Meca2

Sui T1 T2 Test Suj T1 T2 Test Suj T1 T2 Test Suj T1 T2 Test
1 600 456 22 6 600 528 16 1 93 8 110 16 14221 13
2 10 266 142 7 103 50 65 12 277 45 30 17 50 32 119
3 217 40 77 8 263 21 29 13 40 40 39 18 163 57 55
4 262 47 44 9 82 32 95 14 167 115 311 19 30 17 151
5 417 37 55 10 112 44 25 15 483 28 30 20 108 35 212
1 215 105 428 6 225 10 266 11 108 111 600 16 72 13 600
2 184 148 4 7 345 99 117 12 160 212 600 17 11920 162
3 317 306 85 8 347 36 38 13 68 62 600 18 208 30 482
4 114 58 168 9 176 89 36 14 332 135 127 19 33 48 110
5 86 188 173 10 85 83 83 15 262 272 600 20 97 118 148
1 145 13 131 6 19 8 30 1 23 95 499 16 165 4 32
2 600 120 127 7 106 17 99 12 35 83 57 17 25 10 194
3 112 20 101 8 284 126 84 13 18 127 9 18 46 12 13
4 131 5 35 9 24 25 74 14 48 13 139 19 18925 10
5 155 28 82 10 98 25 13 15 81 17 515 20 108 4 379

Média 238 122 112 191 80 71,3 146 91 284 104 30 179
DP 177 131 102 156 129 63,3 136 75 252 60 29 178
EPM 46 34 26,3 40,3 33 16,3 35 19 65 16 7,4 46

81



Tabela 12: Numero de cruzamentos no pré e pos-treino, obtidos do experimento
realizado com o grupo “Trés Horas” (Injetados trés horas apés o treino 2), tratados
com veiculo (Salina); Nico 2 (Nicotina 2,0mg/kg); Meca 1 (Mecamelamina 1,0mg/kg);
Meca 2 (Mecamelamina 2,0mg/kg). Pref.: Preferéncia; T1: Treino 1; T2: treino 2; e

Teste.

Suj Pref T1 T2 TestSuj Pref T1 T2 TestSuj Pref T1 T2 Test Suj Pref T1 T2 Test

1 63 1 6 2 6 55 12 283 19 11 32 9 4 32 16 12 8 10 24
2 3 0 11 42 7 53 3 3 48 12 46 26 2 38 17 36 4 1 45
3 39 5 6 21 8 17 7 6 32 13 25 3 5 3% 18 11 2 2 2
4 177 3 1 12 9 48 8 1 9 14 59 17 13 37 19 62 7 5 47
5 35 16 4 46 10 52 10 5 40 15 20 29 0 32 20 19 4 0 8
1 42 10 4 42 6 23 6 3 47 11 24 10 6 6 16 35 2 1 55
2 36 5 4 22 7 M0 3 1 32 12 46 5 2 10 17 27 4 0 12
3 2 15 10 42 8 27 11 1 27 13 46 4 5 48 18 38 4 1 3
4 24 5 1 58 9 9 6 2 8 14 37 25 9 8 19 20 0 3 25
5 42 7 8 42 10 30 2 1 42 16 0 1 65 7 20 15 3 3 30
1 19 18 6 64 6 76 9 &5 565 11 77 8 7 34 16 47 27 5 46
2 38 589 17 62 7 67 11 2 26 12 55 6 4 50 17 34 2 2 58
3 41 16 5 50 8 42 20 14 40 13 52 4 9 35 18 52 5 2 43
4 68 4 1 31 9 70 12 12 54 14 54 16 6 60 19 60 18 8 49
5 58 219 4 63 10 61 11 1 54 15 49 7 5 5655 20 39 11 1 &3
Média 39 12 5,9 40 43 8,7 53 36 41 11 55 32 338 7 29 333
DP 15 15 43 19 21 46 6,3 15 19 9,1 3,2 18 166 7 2,9 19,7
EPM 39 3,7 1,1 49 54 1,2 16 4 49 23 0,8 45 428 2 08 5.1
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