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RESUMO

O efeito da lesdo seletiva citotoxica do giro denteado hipocampal foi avaliado
durante tarefa operante de discriminagdo condicional e bi-se¢cdo temporal com duas
barras. Foram utilizados ratos lesados no giro denteado com microinjegdes de colchicina
e ratos controle-operados. Sob regime de privagdo de 4gua, os ratos foram submetidos a
treino cujas praticas apresentaram luz de 4 s ou 16 s como estimulos condicionais.
Independentemente da duracéo, a luz foi sempre seguida de intervalo vazio de 5 s e,
depois, de tom puro de 5 s. Pressdes a barra A foram reforcadas com gotas de 4gua
somente se emitidas durante o tom puro precedido pela luz de 4 s e pressdes a barra B
foram reforgadas somente durante o tom puro precedido pela luz de 16 s. No mesmo
treino, foram apresentadas praticas com o tom puro de 5 s ndo precedido por luz,
durante as quais pressdes em qualquer barra ndo causaram efeito algum. O teste
empregou praticas sem liberacdo de reforcador, iniciadas com luz de 4,0s,5,0s, 6,4 s,
8,0 s, 10,0 s, 12,8 s e 16,0 para a obtencdo de uma curva psicofisica de bi-secdo
temporal. Escolhendo a barra A ou B, os ratos dos dois grupos adquiriram a
discriminagdo entre as duas duragdes de luz (4 e 16 s) apresentadas no treino.
Independentemente das duas barras, os ratos aprenderam a responder durante tons
precedidos por luz de qualquer duragéo e a ndo responder durante tons apresentados
sozinhos. Além disto, o decurso das respostas operantes ao longo das praticas mostrou
que a atividade operante aumentava durante o intervalo vazio entre luz e tom, indicando
que a escolha entre as duas barras ndo foi mediada apenas por mero controle temporal,
mas por uma relacdo condicional entre o sinal temporal (luz) e o estimulo condicionado
(tom puro). A leséo do giro denteado ndo prejudicou nem a aquisi¢do da discriminagéo
condicional de duragfes nem o desempenho no teste de bi-se¢éo temporal.

Palavras-chave: Discriminagdo condicional, bi-se¢cdo temporal, comportamento
operante, giro denteado do hipocampo, lesdo seletiva, colchicina, privacéo de agua.
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ABSTRACT

The effect of a selective cytotoxic lesion of the hippocampus” dentate gyrus was
evaluated during an operant conditional discrimination and temporal bisection task with
two levers. Rats lesioned in the dentate gyrus with colchicine microinjections and sham-
operated rats were used. Under water deprivation, the rats were submitted to training
trials with 4 and 16 s light as conditional stimuli. Both the 4 s and the 16 s light were
always followed by an empty interval of 5 s, and then a 5 s pure tone. Lever A
responses were reinforced with water only if emitted during the pure tone preceded by
the 4 s light, and lever B responses were reinforced only during the pure tone preceded
by the 16 s light. In the same training procedure, trials with the 5 s pure tone not
preceded by light were presented, during which the responses were useless. In the test,
trials without reinforcement, with 4,0 s, 50 s, 6,4 s, 8,0 s, 10,0 s, 12,8 s, and 16,0 s
light, were presented in order to obtain a psychophysical temporal bisection curve.
Choosing A or B levers, the rats of both groups acquired the duration discrimination
between the 4 and 16 s light presented in the training phase. The rats learned to respond
(in lever A or B) with high taxes during tones preceded by light of any duration and to
emit low number of responses during pure tones presented alone. Also, the operant
responding during the trials showed that the operant activity was higher in the empty
interval between light and tone, indicating that the behavior of choosing between the
two levers was not mediated only by a simple timing process, but was also mediated by
a conditional relation between the time signal (light) and the conditioned stimulus (pure
tone). The dentate gyrus lesion do not affected the conditional discrimination
acquisition and the temporal bisection performance.

Keywords: Conditional discrimination, temporal bisection, operant behavior,
hippocampal dentate gyrus, selective lesion, colchicine, water deprivation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Discriminagéo condicional

Os elementos do condicionamento pavloviano classico sdo: (1) uma relagéo
inata entre determinado estimulo S; e determinada resposta Ry (por exemplo, comida e
salivagdo); e (2) um estimulo S, sem relacéo inata com a resposta Ry (por exemplo, uma
luz, que a principio ndo elicia salivacdo). No condicionamento classico, ap06s
pareamento repetido de S, com S;, S, passa a eliciar a resposta condicionada (por
exemplo, a luz passa a eliciar salivagdo) (MILLENSON, 1977).

Enquanto procedimentos pavlovianos condicionam respostas eliciadas,
procedimentos operantes aumentam a probabilidade da emissdo de determinada
resposta, desde que repetidamente pareada com uma consequéncia reforcadora. Assim,
um rato sob privacdo de agua, por exemplo, pode aprender a pressionar uma barra caso
este comportamento seja consistentemente pareado com a oferta de 4gua. Neste caso, a
agua adquire propriedade de estimulo reforcador, pois reforca o comportamento de
pressionar a barra, aumentando a probabilidade de esta resposta ser emitida
(CATANIA, 1999).

Um procedimento em que podem ser estudadas as respostas operantes é o de
discriminacdo simples. A operacdo bésica consiste em reforcar determinada resposta
operante na presenga de um estimulo A, mas ndo liberar reforgador caso a mesma
resposta seja emitida na auséncia do estimulo A. O processo resultante é o aumento da
taxa da resposta operante durante a apresentacdo de A e a diminui¢do da taxa da mesma
resposta quando A esta ausente (MILLENSON, 1977).

Enquanto procedimentos de discriminagéo simples estudam associagdes béasicas

entre o estimulo discriminativo e o estimulo incondicionado, procedimentos de
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discriminagdo condicional estudam as relagdes condicionais que podem ser
estabelecidas entre dois estimulos discriminativos. Jenkins e Sainsbury (1969)
realizaram procedimentos pavlovianos de discriminacdo condicional positiva que
consistiram de: (1) apresentacdo de dois estimulos (X e A) formando um composto
simultaneo (XA) seguido de estimulo incondicionado (XA+); e (2) apresentacdo do
estimulo A sozinho e ndo seguido de estimulo incondicionado (A-). Os resultados
mostraram que, dependendo da condi¢do em que A é apresentado, se acompanhado de
X ou ndo, o estimulo A pode adquirir, respectivamente, propriedade excitatoria ou
inibitéria. De forma semelhante, na discriminacdo condicional negativa, XA ndo €
seguido de estimulo incondicionado (XA-), enquanto A sozinho é seguido de estimulo
incondicionado (A+). Porém, na discriminacdo condicional negativa, A adquire
propriedade inibitoria se acompanhado de X, e propriedade excitatoria se apresentado
sozinho. Tanto na discrimina¢do condicional positiva quanto na negativa, X &
denominado estimulo condicional (ou estimulo-caracteristica) e A € denominado
estimulo condicionado ou (estimulo-alvo).

Ross e Holland (1981), utilizando arranjos simultaneos (XA+/A-) em um
procedimento pavloviano semelhante ao de Jenkins e Sainsbury (1969), fizeram um
teste cujo resultado mostrou que o treino que apresenta arranjos simultaneos estabelece
uma associagdo direta entre X e o estimulo incondicionado. Portanto, na verdade, X ndo
adquire a propriedade de estimulo condicional em arranjos simultaneos. Em um
segundo experimento no mesmo trabalho, utilizou-se um procedimento pavloviano de
discriminacdo condicional positiva em que X e A foram apresentados em série e
separados por um intervalo vazio (X—A). Neste procedimento, a série X—A foi
seguida de estimulo incondicionado (X—A+) enquanto A apresentado sozinho néo foi

seguido de estimulo incondicionado (A-). Os dados da fase de treino mostraram que a
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freqiiéncia de respostas de orientacdo ao comedouro durante A precedido por X foi
maior do que durante A apresentado sozinho. Num teste de transferéncia, a substitui¢éo
do estimulo condicionado A por um estimulo B prejudicou a discriminagéo condicional,
0 que indicou que em procedimentos seriados ocorre associacdo bésica do estimulo
condicionado com o estimulo incondicionado, enquanto o estimulo condicional X
define a ocasido (occasion setting) em que A seré seguido de estimulo incondicionado.
No caso da discriminagdo condicional positiva, o estimulo condicional adquire
propriedade excitatoria. Porém, um estimulo condicional também pode adquirir
propriedade inibitoria durante treino de discriminagéo condicional negativa seriada. A
discriminagdo condicional negativa foi examinada por diversos autores (HOLLAND,
1984; HOLLAND, 1985; PEARCE; HALL, 1980; RESCORLA; HOLLAND, 1977
WAGNER; RESCORLA, 1972). Holland e Lamarre (1984) submeteram animais ao
procedimento simultaneo (XA- e A+) e seriado (X—A- e A+) de discriminagéo
condicional negativa e mostraram que a substituicdo de A por um estimulo B durante o
teste prejudicou a discriminagdo somente de animais treinados com procedimento
simultaneo. Deste modo, em discriminacgdo condicional negativa seriada, X sinaliza a
auséncia de estimulo incondicionado ap6s a apresentacdo do estimulo condicionado, ja
que, com o treino, a frequéncia de respostas ap6s A apresentado sozinho torna-se maior

do que a frequiéncia de respostas apds A precedido por X.

1.2. Duragbes como representacoes amodais

Na relacdo do animal com o ambiente, 0s estimulos ndo sdo definidos somente

pelas caracteristicas fisicas detectadas pelo aparato sensorial, mas também pelo

processamento subseqiiente no sistema nervoso central (GIBSON, 1960). Apesar de 0s
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receptores sensoriais serem sensiveis a muitos aspectos de um estimulo, somente alguns
destes aspectos podem ser relevantes para o processamento da resposta comportamental.
Este processo mediador do sistema nervoso central gera as representacdes dos estimulos
externos (LAWRENCE, 1963).

Uma representacdo corresponde a uma espécie de cdpia de um estimulo,
armazenada e topograficamente organizada em areas sensoriais do cérebro. E o caso das
representacdes modais, originadas de estimulos luminosos, sonoros, etc. Quando um
animal desenvolve a representagdo modal de uma informacdo adquirida do ambiente,
esta representacdo pode ser usada futuramente, mesmo na auséncia da informacéo que a
originou (GALLISTEL, 1990). Esta capacidade cognitiva possibilita uma flexibilidade
comportamental importante diante das mudangas imprevistas do meio (VAUCLAIR,
1996).

As éreas associativas do cérebro sdo capazes de produzir representagdes amodais
dos estimulos. As representacGes amodais resultariam da abstracéo a partir de atributos
fisicos dos estimulos, independentemente das modalidades dos estimulos que as
originaram (BUENO, 1997). Meck e Church (1982) tornaram a idéia consistente ao
mostrarem que ratos sdo capazes de transferir a representacdo de uma duracgéo adquirida
com um estimulo luminoso para um estimulo sonoro. Neste caso, a representagao
amodal da duragdo mostrou-se independente da modalidade luminosa, que a originou.
Isto indica, portanto, que ratos podem processar representacdes amodais, como as

duracoes.
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1.3. Manipulagéo de duragdes em discriminagao condicional

Componentes temporais em procedimentos de discriminagdo condicional
pavloviana foram examinados por Holland (1998) por meio da manipulacéo da duragdo
do intervalo vazio, que separa o estimulo condicional do condicionado em arranjos
seriados. Bueno, Wagatsuma e Martins (2007) também examinaram os efeitos de
duragbes em um procedimento pavloviano de discriminagdo condicional.
Diferentemente de Holland (1998), o objetivo de Bueno, Wagatsuma e Martins (2007)
foi investigar se diferentes duragfes de um estimulo condicional de mesma modalidade
podem adquirir propriedades excitatorias ou inibitorias. No trabalho de Bueno,
Wagatsuma e Martins (2007) o procedimento pavloviano de discriminagdo condicional
positiva envolveu dois tipos de praticas: (1) a apresentacdo de luz (L) como estimulo
condicional com duragdo de 15 s (L15) seguida de um intervalo vazio de 5 s (—)
precedendo um tom como estimulo condicionado (T) de 5 s (T5) e seguido de estimulo
incondicionado (L15—T5+); e (2) a apresentagdo de um tom de 5 s sozinho e sem
estimulo incondicionado (T5-). Durante as mesmas sessfes, 0S mesmos ratos também
foram treinados em préticas de discriminagdo condicional negativa, com L5—R15-
(onde R é ruido branco) e R15+. Os resultados do treino mostraram que a frequiéncia de
respostas durante T5 precedido por L15 foi maior do que a frequéncia de respostas
durante T5 sozinho. Além disto, a taxa de respostas durante R15 sozinho foi maior do
que durante R15 precedido por L5. Estes resultados sugerem a aquisigédo de propriedade
excitatoria pela luz de 15 s e inibitdria pela luz de 5 s. Portanto, uma mesma modalidade
de estimulo, como a luz, pode adquirir propriedade excitatéria e inibitdria dependendo
da duragdo com que é apresentada em treino de discriminacdo condicional positiva e

negativa, respectivamente.
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Os efeitos de duragBes de estimulos em discriminacdo condicional também
foram examinados com procedimentos de condicionamento operante. Martins (2001)
empregou 0 mesmo treino usado por Bueno, Wagatsuma e Martins (2007), porém
utilizando um procedimento em que as respostas medidas foram pressdes a barra. Deste
modo, no trabalho de Martins (2001) era liberado um estimulo reforgador contingente a
pressdes a barra emitidas durante os estimulos condicionados. Apés o treino, 0s animais
foram testados em préticas em que os estimulos condicionados foram precedidos por
diferentes duragdes do estimulo condicional, intermediarias entre as empregadas no
treino (L5—T5-, L7—T5-, L9—>T5-, L11->T5-, L13—T5-, L15—>T5-, L5—RI15-,
L7—R15-, L9—RI15-, L11—>RI15-, L13—R15- e L15—R15-). Os resultados do teste
mostraram que a freqiéncia de respostas durante a apresentacdo do estimulo
condicionado variou conforme a duracdo do estimulo condicional precedente. A
freqliéncia de respostas emitidas durante T5 foi significativamente maior quando este
estimulo condicionado era precedido por L15, L13 e L11, em comparacdo com as
respostas durante T5 precedido por L9, L7 e L5. Estes resultados indicaram a aquisi¢do
de propriedade excitatdria por L com duragdo proxima ou igual a 15 s, pois esta duragéo
do estimulo condicional foi empregada nas préaticas de discriminagdo condicional
positiva. Além disto, foi mostrada a aquisicdo da propriedade inibitria por L com
duracdo proxima ou igual a 5 s, ja que esta duracdo foi empregada nas praticas de
discriminacdo condicional negativa. O fato de o nimero de respostas emitidas apos L15,
L13 e L11 ter sido diferente do nimero de respostas emitidas apds L9, L7 e L5 indicou
a possibilidade de o comportamento dos ratos submetidos a este teste ter sido controlado
por um processo de bi-se¢do temporal (CHURCH; DELUTY, 1977).

Os resultados de Bueno, Wagatsuma e Martins (2007) e Martins (2001)

indicaram a aquisigéo de propriedade excitatoria pela luz de 15 s e inibitoria pela luz de
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5 s, tanto com o0 emprego de um procedimento pavloviano (BUENO; WAGATSUMA,
MARTINS, 2007) quanto de um procedimento operante (MARTINS, 2001). Portanto,
um estimulo de mesma modalidade, como a luz, pode adquirir, para um mesmo animal
e em condicbes experimentais semelhantes, propriedade excitatoria e inibitoria
dependendo da duracdo com que é apresentado em treino de discriminacgdo condicional
positiva e negativa, respectivamente. De modo geral, os resultados dos dois trabalhos
mostram que a manipulacdo de duracBes de estimulos afeta 0 desempenho de ratos em

procedimentos de aprendizagem complexa.

1.4. Neurobiologia do controle temporal

1.4.1. Os circuitos dos nlcleos da base

Os nucleos da base (estriado, substantia nigra, globo péalido e nicleo
subtaldmico) sdo uma série de estruturas subcorticais que recebem informagdes,
principalmente, do cdrtex, talamo e mesencéfalo. Sdo tradicionalmente conhecidos por
seu papel no controle motor (CARLSSON, 1993; GRAYBIEL et al., 1994; PHILLIPS
et al.,, 1993), mas seu envolvimento em varios processos motivacionais e cognitivos
também tem sido descrito (GRAYBIEL, 1997; LAWRENCE; SAHAKIAN; ROBBINS,
1998; MIDDLETON; STRICK, 1994). Um dos processos cognitivos que tém sido
atribuidos aos nucleos da base é o controle temporal de segundos, minutos e até horas
(revisdes: BUHUSI; MECK, 2005; MATELL; MECK, 2004).

O estriado funciona como estacdo de entrada de informacdes aos ndcleos da
base. Cada um de seus neurdnios espinhosos medios possui ampla arvore dendritica rica

em espinhos sindpticos que recebem, em maior parte, aferéncias glutamatérgicas
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excitatorias provenientes de todo o cortex e, em menor parte, aferéncias glutamatérgicas
do talamo, dopaminérgicas da substantia nigra pars compacta e GABAérgicas de
axonios colaterais dos neurdnios espinhosos medios da vizinhanca. Cada neur6nio
espinhoso médio recebe de 10.000 a 30.000 axdnios corticais, o que indica que eles
funcionam como importantes pontos de convergéncia de excitagdes corticais
(MATELL; MECK, 2004). Apesar desta grande influéncia excitatoria cortical, 0s
neurdnios espinhosos meédios sdo mantidos em estado hiperpolarizado em torno de -90
mV por meio da influéncia inibitéria GABAérgica da vizinhanca. No entanto,
dependendo do padréo de excitacdo cortical que um neurdnio espinhoso médio recebe, a
polarizagdo pode diminuir para até -60 mV, um estado que possibilita o potencial de
acédo (MATELL; MECK, 2004).

Neurdnios dopaminérgicos da substantia nigra pars compacta também enviam
projecOes ao estriado, estabelecendo sinapses nos mesmos espinhos dendriticos que
recebem as aferéncias corticais. Uma parte dos neur6nios espinhosos médios possui
receptores dopaminérgicos D1 e envia proje¢des ao segmento interno do globo pélido e
a substantia nigra pars reticulata; outra parte possui receptores dopaminérgicos D2 e
envia projecdes ao segmento externo do globo palido. Tanto os receptores D1 quanto os
receptores D2 sdo ativados pela dopamina proveniente da substantia nigra pars
compacta. Mas a ativacdo dos receptores D1 favorece a despolarizagdo do neurdnio
espinhoso medio, enquanto a ativacdo dos receptores D2 tem efeito inibitdrio sobre o
neurdnio espinhoso médio (PURVES et al., 2005). Desta forma, a comunicacéo
dopaminérgica nigro-estriatal é responsavel por uma modulagdo bi-direcional da

influéncia excitatoria glutamatérgica cortico-estriatal (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquemética do suposto circuito de controle temporal
envolvendo os nucleos da base, retirada e adaptada a partir de Matell e Meck (2004). O
topo da figura mostra trés diferentes sinais corticais hipotéticos, bem como a soma
destes sinais ao longo do tempo. Esta soma de sinais é transmitida a um Unico neurdnio
espinhoso medio estriatal, cuja &rvore dendritica esta representada na parte inferior da
figura. A parte inferior da figura também mostra o fluxo de informagdes dentro do
circuito que envolve os nucleos da base. Linhas verdes = projecdes glutamatérgicas;
linhas vermelhas = projecbes GABAEérgicas; linhas azuis = projecdes dopaminérgicas.
O esquema simplificado mostra um Unico neurdnio espinhoso médio estriatal
participando das vias direta e indireta; no entanto, cada via recruta diferentes grupos de
neurdnios espinhosos médios.
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Sd0 cada vez maiores as evidéncias de que a atividade estriatal, com seu
conjunto de entradas excitatérias e inibitdrias envolvendo glutamato, GABA e
dopamina, é modulada por mecanismos hebbianos de fortalecimento sinéptico:
potenciagdo de longo prazo (long term potentiation, ou LTP) ou depressdo de longo
prazo (long term depression, LTD) (MATELL; MECK, 2004). Segundo Ljungberg,
Apicella, Schultz (1992), que estudaram o comportamento pavloviano de macacos, um
estimulo reforcador era acompanhado por aumento de atividade fasica de neurdnios
dopaminérgicos. Ao longo de um treino que pareou consistentemente o estimulo
reforcador com um estimulo condicionado, 0s mesmos neurdnios dopaminérgicos
passavam a responder junto com o acionamento do estimulo condicionado, mantendo
sua atividade fasica até a liberacdo do reforgador, quando eles paravam de disparar. De
acordo com Matell e Meck (2004), isto seria uma evidéncia de como a influéncia
dopaminérgica nigro-estriatal pode acontecer conforme as contingéncias temporais
estabelecidas no ambiente. Os neurdnios espinhosos médios estriatais, embora sujeitos a
uma influéncia glutamatérgica cortical oscilante (Figura 1), se mantém
hiperpolarizados. Cada neurdnio espinhoso medio pode interromper seu estado
hiperpolarizado, emitindo disparos desencadeados por determinados padrfes de
atividade cortical. Estes padrdes de atividade cortical sdo temporalmente organizados, e
as sinapses que os transmitem a um determinado neurdnio espinhoso médio sdo
passiveis de fortalecimento via LTP. Este fortalecimento seria devido a coincidéncia
temporal dos padrdes de atividade cortical e da liberagdo de dopamina pela substantia
nigra pars compacta, informagdes incidentes sobre grupos especificos de neurdnios
espinhosos médios estriatais (MATELL; MECK, 2004). Portanto, o estabelecimento da
contingéncia temporal entre um estimulo condicionado e um estimulo incondicionado

ocorreria por meio do fortalecimento das sinapses que transmitem um padréo particular
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de oscilagdo de atividade cortical a um grupo de neurdnios espinhosos médios estriatais.
Neste fortalecimento sinaptico hebbiano, o papel modulador da dopamina nigro-estriatal
seria fundamental.

A partir dos neurbnios espinhosos médios estriatais contendo receptores
dopaminérgicos D1 (que promovem excitagdo se ligados & dopamina), a informagéo
inibitoria GABAérgica que trafega pela via direta dos nicleos da base chega a
substantia nigra pars reticulata e ao segmento interno do globo pélido (Figura 1).
Como estas duas estruturas mantém uma inibicdo, também GABAGérgica, tonicamente
ativa em direcdo a ndcleos do tilamo, a ativacdo da via direta inibe a inibigdo
promovida pela substantia nigra pars reticulata e pelo segmento interno do globo
palido, desinibindo, assim, os nucleos do talamo (Figura 1). Conseqiientemente, 0S
nucleos do talamo se despolarizam o suficiente para emitirem disparos excitatorios
glutamatérgicos em direcdo, principalmente, a varias regides do cortex, fechando a alga
composta pelo cortex, nlcleos da base e talamo, de volta ao cortex (Figura 1). Por outro
lado, a partir dos neurdnios espinhosos médios estriatais contendo receptores
dopaminérgicos D2 (que promovem inibicdo se ligados a dopamina), a informacgéo
inibitoria GABAérgica que trafega pela via indireta dos nucleos da base chega ao
segmento externo do globo pélido que, por sua vez, inibe o nucleo subtalamico (Figura
1). Como o nucleo subtalamico envia projecdes excitatorias glutamatérgicas a
substantia nigra pars reticulata e ao segmento interno do globo pélido, a inibigdo tnica
recebida pelos nacleos do tadlamo é favorecida, o que desfavorece a excitacdo
glutamatérgica taldmica em direcéo, principalmente, ao cortex (Figura 1) (revisdes:
PARENT; HAZRATI, 19953, 1995b).

No ambito do controle temporal, estas duas vias de informagdes processadas

pelos nucleos da base modulam, em dltima anélise, a excitagdo talamo-cortical que pode
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ser responsavel: (1) pela facilitagdo/inibicdo de uma resposta condicionada por uma
contingéncia temporal; (2) pela alteragdo da atividade oscilatoria cortical recebida pelos
neurdnios espinhosos estriatais, o que pode levar a um término do padréo oscilatorio
subjacente a um esquema temporal de reforco e, conseqiientemente, ao reinicio do
processo que recrutou um grupo especifico de neurdnios espinhosos médios estriatais
(MATELL; MECK, 2004). Esta modulagdo da excitagdo talamo-cortical seria, por sua
vez, influenciada pelo fortalecimento de sinapses cortico-estriatais atraves da LTP
promovida pelas vias dopaminérgicas nigro-estriatais (no caso da aquisicdo de um
esquema temporal) ou pelo enfraquecimento sinaptico via LTD envolvendo as mesmas

vias (no caso da extingdo de um esquema temporal) (MATELL; MECK, 2004).

1.4.2. O modelo do tempo espectral

Diferentemente da interpretacdo neurobioldgica que considera os nlcleos da
base como centralizadores do controle temporal, o0 modelo do tempo espectral,
desenvolvido por Grossberg e Schmajuk (1989) e aperfeicoado por Grossberg e Merrill
(1992), inclui o hipocampo no circuito temporal. O modelo do tempo espectral, como
qualquer rede neural computacional, simula dados comportamentais através de uma
série de equacdes, cada uma correspondente a uma etapa de um circuito.

Segundo Grossberg e Merrill (1992), uma representacdo sensorial talamica é
constituida por uma populacdo integrada de neurdnios que é ativada pelo estimulo
ambiental correspondente. Esta ativagdo pode ser temporariamente auto-sustentada, pois
a representacdo exerce uma retroalimentacdo positiva sobre ela mesma (Figura 2A).
Além disto, cada representagdo sensorial talamica se comunica diretamente com uma

representacdo correspondente no cdrtex, com a qual mantém excitacéo reciproca (Figura
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2A). Porém, diferentes representacdes taldmicas, com suas respectivas correspondéncias
corticais, exercem efeitos inibitérios entre si (Figura 2A). Assim, a representacao
sensorial talamica mais estimulada pelo ambiente é a que mais se mantém ativada, pela
sua retroalimentacdo positiva interna e pela retroalimentacdo positiva reciproca com a
correspondente cortical; simultaneamente, a representacdo taldamica mais estimulada
pelo ambiente é a que mais inibe as representacdes talamicas concorrentes. Deste modo,
dependendo da estimulacdo ambiental, determinadas representacfes sensoriais talamo-
corticais vencem a competicdo, e a recorréncia temporéria da ativacéo de seus circuitos

consiste na memoria de curto prazo (GROSSBERG; MERRILL, 1992).
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Figura 2. Representacdo esquematica do modelo do tempo espectral, retirada e adaptada
a partir de Grossberg e Merrill (1992). Painel A: circulos pretos = etapas, ou nos, da
rede neural simulada; semicirculos pretos = terminagdes sinapticas; + e — = vias
excitatorias e inibitdrias, respectivamente; I; e I; = entradas, ou inputs, sensoriais i e j,
respectivamente; S;Y e S = representacdes sensoriais talamicas e corticais,
respectivamente, do input i; D = drive motivacional; N = sinalizador Now print; CA3 =
corno de Ammon 3 do hipocampo; zj, zik e zy = aferéncias & camada granular do giro
denteado hipocampal conduzindo potenciais de acdo a diferentes taxas. Painel B:
detalhamento da comunicagdo entre o drive motivacional e o sinalizador Now print,
mediada por uma via excitatéria direta e uma via inibitoria indireta. Painel C:
detalhamento de duas células granulares do giro denteado recebendo aferéncias do
sinalizador Now print e de representacfes sensoriais.
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Determinado estimulo ambiental ativa uma determinada representacdo sensorial
talamo-cortical. Contudo, se o estimulo tem valor motivacional, sendo reforcador ou
punitivo, sua representacdo t&lamo-cortical se comunica, adicionalmente, a
representacdes de drive contidas em estruturas limbicas, como o hipotdlamo, a amigdala
e 0 hipocampo (Figura 2A). Se um estimulo neutro é consistentemente pareado com um
estimulo incondicionado que possui valor motivacional, o estimulo inicialmente neutro
assume a propriedade de estimulo condicionado, desencadeando respostas semelhantes
as respostas que, outrora, eram desencadeadas somente pelo estimulo incondicionado.
Segundo Grossherg e Merrill (1992), esta aprendizagem se deve a mecanismos
hebbianos de plasticidade sindptica em que a representacdo sensorial do estimulo
condicionado passa a ativar as representacdes de drive inicialmente ativadas somente
pelo estimulo incondicionado. Tal plasticidade sinaptica, caracterizada pela criacdo e
fortalecimento de novas conexdes, consiste na aquisicdo de memorias de longo prazo.

No nivel tdlamo-cortical, a apresentacdo do estimulo condicionado faz com que
sua representacdo sensorial mantenha-se ativada por certo tempo, em fungéo de suas
retroalimentacgdes positivas inerentes (Figura 3A). No caso do estimulo incondicionado,
este processo de manutencdo temporéria da ativacdo ocorre ndo s6 no nivel talamo-
cortical, mas também no nivel das representacdes limbicas de drive (Figura 3A). No
entanto, ja que o estimulo condicionado passa a ativar, indiretamente, as representacdes
de drive correspondentes ao estimulo incondicionado, a ativacdo temporaria
desencadeada pelo estimulo condicionado se soma, em seguida, a ativagdo temporéria

promovida pelo estimulo incondicionado no nivel do drive (Figura 3A).
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Figura 3. Curvas de ativacdo nas varias etapas do modelo do tempo espectral, retiradas e
adaptadas a partir de Grossherg e Merrill (1992). Em todos os gréaficos a linha
pontilhada esquerda indica 0 momento de apresentacdo do estimulo condicionado I; e a
linha pontilhada direita, do estimulo incondicionado Iy, com valor motivacional. Painel
A: li e lp = estimulos condicionado e incondicionado, respectivamente; Si e Sp =
representacdes  sensoriais  correspondentes aos  estimulos  condicionado e
incondicionado, respectivamente, mostrando ativagdo sustentada; D = drive
motivacional, onde as ativagfes provenientes de S; e Sy sdo somadas; N = sinalizador
Now print, com suas ativacbes ndo sustentadas. Painel B: fjj = curvas de ativacdo
representando diferentes taxas de potenciais de acdo provenientes da representacéo
sensorial S; e direcionados a uma célula granular do giro denteado; y;; = curvas de
habituagdo dos neurotransmissores liberados pelas terminagdes pré-sinapticas
provenientes de S;; g;; = soma de fjj e y;j, resultando em um espectro de ativagdo pos
sindptica; hi; = viés do espectro de ativacdo pos-sinéptica promovido pela ativagéo de
So, através do sinal Now print correspondente ao estimulo incondicionado; R =
resultado da convergéncia dos espectros de ativacdo em direcdo ao CA3 hipocampal.
Painel C: gréaficos mostrando duas curvas individuais gj; do espectro de ativacéo, sendo
que os graficos superiores mostram uma curva cujo pico é altamente coincidente com o
momento do estimulo incondicionado, enquanto nos gréficos inferiores, a coincidéncia
temporal € baixa. zjj = sinapses aferentes & camada granular do giro denteado sendo
fortalecidas ao longo da aprendizagem do sistema; h; = resultado do gradual
fortalecimento sinéptico sobre a curva integrante do espectro de ativagéo gj;.

No modelo de Grosshberg e Merrill (1992), as representacfes de drive s&o

conectadas a um sinalizador Now print, cuja interpretacdo neurobioldgica ndo chegou a
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ser esclarecida pelos autores. De qualquer forma, o sinalizador Now print é uma etapa
do modelo que recebe aferéncias das representacdes de drive através de duas vias: uma
via direta excitatoria e uma via indireta mediada por um interneurdnio inibitério com
propagacdo lenta de potenciais de agdo (Figura 2B). A ativagdo presente nas
representacdes de drive é rapidamente transmitida ao sinalizador Now print por meio da
via excitatdria direta. Simultaneamente, a ativacdo presente nas representacdes de drive
também trafega pela outra via, excitando o interneurdnio inibitdrio lento, que, por sua
vez, inibe a excitagdo do sinalizador Now print que havia acabado de ser transmitida
pela via direta excitatoria. Desta forma, em contraste com a ativacdo temporariamente
sustentada das representacdes de drive (Figura 3A), a ativagéo do sinalizador Now print
é curta (Figura 3A). Considerando-se 0 caso em que € apresentado um estimulo
condicionado seguido de um estimulo incondicionado, o sinal Now print é ativado duas
vezes: a primeira ativacdo se deve ao estimulo condicionado e a segunda, ao
incondicionado (Figura 3A). E estas duas ativacOes, diferentemente do que ocorre nas
representacdes de drive, ndo se somam, j& que sdo curtas.

As representagdes de drive incluem os circuitos do hipocampo. Uma parte
importante da comunicagdo entre as representacGes sensoriais e o hipocampo se da
através da via perfurante, que contém projecbes a camada granular do giro denteado
(HARRY; D’HELLENCOURT, 2003). Segundo Grossberg e Merrill (1992), os
espinhos dendriticos das células granulares do giro denteado recebem informacgdes de
Vvérias representacOes sensoriais (Figuras 2A e 2C). Deste modo, as células granulares
do giro denteado funcionam como pontos de convergéncia, para 0S quais S&0
conduzidas informagOes provenientes de diferentes representagcbes sensoriais, com
diferentes taxas de potenciais de acdo (Figuras 2A e 2C). Como as células granulares

recebem estes potenciais de acdo a diferentes taxas, cada célula granular corresponde a



39

uma média especifica de taxas de potenciais de agdo pré-sindpticos. Estas ativacdes
medias pré-sindpticas que chegam ao giro denteado sdo distribuidas ao longo de um
espectro de ativagdo que é limitado pela quantidade méxima de neurotransmissores
(glutamato) que podem ser liberados na fenda sinéptica (Figura 3B). O teto de ativacgdo
imposto pela quantidade disponivel de neurotransmissores € 0 mesmo ao longo de todo
0 espectro de ativagdo pré-sinaptica. Porém, cada curva do espectro atinge este teto
somente ap6s uma duracdo especifica (Figura 3B). As curvas de ativacdo mais
ingremes, que correspondem as taxas mais altas de potenciais de acdo pré-sinapticos,
sdo as que atingem o teto de ativagdo mais rapidamente. Como 0S neurotransmissores
das terminagdes pré-sindpticas para as quais chegam as taxas mais altas de potenciais de
acédo sdo liberados mais rapidamente, a eliminagdo destes neurotransmissores na fenda
sindptica também € mais rdpida. O oposto acontece no caso das terminacBes pré-
sindpticas, para as quais chegam taxas mais baixas de potenciais de acdo (Figura 3B). O
resultado pds-singptico da soma da conducdo eletroquimica pré-sinaptica com o
processo de habituacdo dos neurotransmissores na fenda sinaptica € um espectro de
curvas de ativagdo aproximadamente gaussianas, cada uma correspondendo a uma
aferéncia sindptica a célula granular. Cada uma destas curvas de ativacdo pds-sinapticas
possui um pico de ativacdo com localizacéo temporal especifica (Figura 3B).

Além de serem excitadas pelas representacfes sensoriais conforme um espectro
de ativacdo, as células granulares do giro denteado também sdo influenciadas pelo
sinalizador Now print, que envia informacdes acerca do posicionamento temporal do
estimulo incondicionado ao giro denteado (Figuras 2A e 2C). A ativacdo curta do
sinalizador Now print gerada pelo estimulo incondicionado é transmitida as células
granulares de maneira geral, podendo encontrar maior ou menor coincidéncia com 0s

picos de ativacdo pos-sindpticos correspondentes a cada aferéncia & célula granular.
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Como os picos de ativacdo pos-sindpticos também séo posicionados no tempo, as
aferéncias as células granulares cujos picos de ativagdo coincidem mais fortemente com
a ativagéo do sinal Now print séo fortalecidas por potenciacéo de longo prazo, ou LTP
(Figura 3C). Deste modo, segundo Grossberg e Merrill (1992) o condicionamento
temporal ocorreria no nivel do giro denteado, onde determinados grupos de células
granulares passariam a responder mais intensamente no momento exato do reforgo ou
punigdo esperada (Figura 3C).

Segundo o modelo de Grossberg e Merrill (1992), muitas células granulares do
giro denteado convergem suas ativagdes em direcdo a células piramidais individuais do
CA3 hipocampal atraveés das fibras musgosas. Esta nogdo de convergéncia de
informagBes do giro denteado ao CA3 é consistente com o fato de que, em ratos,
existem cerca de 1.000.000 de células granulares do giro denteado, enquanto no CA3, as
células piramidais ndao passam de, aproximadamente, 160.000 (BOSS; PETERSON;
COWAN, 1985; BOSS et al., 1987). Assim, a ativacdo espectral pds-sinaptica das
células granulares, enviesada pela posicdo temporal do estimulo incondicionado, é
resumida pela convergéncia de informagdes nas células piramidais do CA3, que se
comunicam com as representagdes de drive e, indiretamente, com as representacdes
sensoriais corticais (Figura 2A). Esta comunicacdo de retorno contribui para o
fortalecimento hebbiano das representacdes sensoriais que sdo relevantes para a
contingéncia temporal em questdo e, desta forma, o sistema é capaz de aprender durante
0 treino de um esquema temporal de reforgo.

Apesar de 0 modelo de simulagdo matematica de Grossberg e Schmajuk (1989)
ser originalmente destinado a explicar dados comportamentais de condicionamento
cléssico com esquemas temporais envolvendo milissegundos a poucos segundos,

Grossberg e Merrill (1992), ao aperfeicoarem o modelo, indicaram que ele pode ser
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generalizado para processos comportamentais envolvendo duragbes da faixa de
segundos a minutos, como 0s processos subjacentes aos procedimentos de intervalo fixo
e DRL. Elementos das simulagdes matematicas de Grossberg e Schmajuk (1989) e
Grossberg e Merrill (1992) também foram usados por Grossberg e Merrill (1996) e
Gorchetchnikov e Grossherg (2007) como integrantes de uma rede neural mais ampla
que inclui o papel do hipocampo no controle espacial. No entanto, informacgdes sobre o
envolvimento do hipocampo no controle espacial e detalhes adicionais sobre as
maneiras com que estes sistemas simulados aprendem ndo serdo descritos aqui por ndo

fazerem parte do escopo do presente trabalho.

1.4.3. A propriedade escalar

Embora a neurobiologia subjacente ao controle temporal ainda seja debatida, €
bem conhecida a propriedade escalar dos dados comportamentais obtidos com
procedimentos temporais (GIBBON, 1977). A propriedade escalar temporal é
caracterizada pelo fato de o desvio-padréo de uma curva de respostas ao longo do tempo
ser proporcional a média desta curva de respostas; esta media corresponde ao pico do
niamero de respostas, posicionado em determinado momento da tarefa de estimacéo
temporal. Assim, a propriedade escalar temporal obedece a lei de Weber, segundo a
qual uma mudanca na magnitude fisica de um estimulo s6 pode ser percebida se esta
mudanca da magnitude fisica for maior do que uma determinada propor¢do da
magnitude original (MATELL; MECK, 2004). No caso do controle temporal, quanto
maiores as duragdes a serem estimadas, maiores as variagdes das curvas de respostas em
torno das médias e, portanto, maior a diferenca fisica necessaria para que haja a

percepcdo de uma diferenca sensorial.
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A propriedade escalar mostra-se ubiqua, pois além de ser encontrada em Varios
tipos de procedimentos temporais, como procedimento de pico e DRL, ela é fielmente
simulada tanto através do modelo do tempo espectral, que inclui o hipocampo e outros
circuitos limbicos (GROSSBERG; SCHMAJUK, 1989; GROSSBERG; MERRILL,
1992), quanto atraves do modelo que envolve os circuitos dos nucleos da base, com sua
modulacdo dopaminérgica sobre a comunicagdo talamo-cortical (MATELL; MECK,

2004).

1.5. Envolvimento do hipocampo em tarefas temporais

Ratos com lesGes hipocampais mostram deficiéncia no desempenho de diversas
tarefas. Estudos com lesdes seletivas do hipocampo tém indicado que suas diferentes
regides estdo envolvidas em processos comportamentais distintos (por exemplo,
XAVIER; OLIVEIRA-FILHO; SANTOS, 1999). Um processo que tem sido
relacionado ao hipocampo é a memoria para duragdes na faixa de milissegundos a
segundos e um procedimento operante amplamente utilizado para investigar este
controle temporal sobre o comportamento é o procedimento de pico. Neste
procedimento, o sujeito é submetido a dois tipos de préticas que ocorrem em seqliéncia
aleatoria e com a mesma probabilidade: préaticas de intervalo fixo e préticas de pico.
Nos dois tipos de préticas, ocorre um sinal temporal exteroceptivo (luz ou som). Nas
préticas de intervalo fixo, a primeira pressdo a barra emitida ap6s uma duragdo minima
do sinal temporal exteroceptivo (por exemplo, 20 s) resulta em interrupgdo do sinal e
liberacdo de reforgador. Em contraste, nas préticas de pico o sinal permanece ligado por
um periodo relativamente longo apds a duracdo minima e o reforco é omitido,

independentemente das respostas operantes. Deste modo, as préticas de pico fornecem
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curvas de respostas aproximadamente gaussianas, com um aumento gradual da taxa de
respostas durante o periodo minimo, um pico de respostas localizado sobre o final do
periodo minimo e posterior declinio gradual da taxa de respostas. Utilizando ratos
previamente treinados em praticas de pico, Meck, Church e Olton (1984), Olton, Meck
e Church (1987) e Meck (1988) estudaram os efeitos da lesdo eletrolitica da fimbria,
sobre o controle temporal do comportamento. Os autores apresentaram a lesdo
eletrolitica da fimbria como maneira de prejudicar o funcionamento do hipocampo
como um todo, pois esta lesdo interrompe uma das principais vias de comunicagdo do
hipocampo com o septo (HARRY; D’HELLENCOURT, 2003). No caso de Meck
(1988), ratos lesados na fimbria e ratos de um grupo controle foram treinados em
procedimento de pico com a duragdo minima de 20 s. Apds a aquisi¢cdo dos picos de
respostas, os ratos foram transferidos para uma nova etapa de treino com a duracgéo
minima de 10 s, até os picos de respostas se deslocarem em torno da nova duragdo. No
fim do treino com duracdo minima de 20 s, os ratos lesados mantiveram picos de
respostas ao redor de 16 s; e no fim do treino com duracdo minima de 10 s, os picos de
respostas dos ratos lesados se mantiveram em torno de 8 s. Adiantamentos dos picos de
respostas provocados pela lesdo da fimbria também foram encontrados por Meck,
Church e Olton (1984) e Olton, Meck e Church (1987). Os autores destes trés estudos
que utilizaram procedimento de pico mostraram que apesar de as curvas de respostas
dos ratos lesados terem sido deslocadas, sua variagdo em torno do pico ndo foi afetada
em relacdo aos grupos-controle. Estes resultados foram interpretados, nos trés trabalhos,
como indicios de que a funcdo hipocampal é importante para a memoria de eventos
temporais, mas ndo para o mecanismo que mede tempo. Afinal, o fato de a variagdo em

torno dos picos de respostas ndo ter sido afetada pela lesdo indicaria a manutengdo da
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propriedade escalar weberiana, amplamente descrita pela literatura sobre controle
temporal e teorizada inicialmente por Gibbon (1977).

Os trabalhos de Dietrich, Allen e Bunnell (1997) e Dietrich e Allen (1998), em
que também foram estudados os efeitos da lesdo hipocampal sobre o desempenho de
ratos em procedimento de pico, mostram resultados contraditrios em comparagdo com
os de Meck, Church e Olton (1984), Olton, Meck e Church (1987) e Meck (1988). Nos
experimentos de Dietrich, Allen e Bunnell (1997) e Dietrich e Allen (1998), ratos com
todo o hipocampo dorsal lesado por aspiracdo foram submetidos a um procedimento de
pico com periodo minimo de 40 s. Os ratos lesados no hipocampo dorsal mostraram
aquisicdo do pico de respostas igual ao processo de aquisicdo do grupo controle.
Segundo Dietrich, Allen e Bunnell (1997) e Dietrich e Allen (1998), o contraste entre
seus resultados negativos quanto & participagéo do hipocampo em procedimento de pico
e os resultados positivos obtidos por Meck, Church e Olton (1984), Olton, Meck e
Church (1987) e Meck (1988) sugere que os diferentes componentes do sistema septo-
hipocampal, em que a fimbria é a principal via de comunicacdo, tém participacdes
distintas na memoria de eventos temporais. Além disto, as diferentes duragdes minimas
empregadas nestes trabalhos sobre lesdo hipocampal e procedimento de pico também
podem ter influenciado os resultados.

Jarrard e Becker (1977) j& haviam estudado efeitos de lesdes em diferentes
subdivisdes do hipocampo sobre o desempenho de ratos em uma tarefa temporal. Estes
autores utilizaram DRL (differential reinforcement of low rates), uma tarefa diferente do
procedimento de pico por ndo apresentar sinal temporal exteroceptivo. Em DRL, o
periodo minimo para que uma pressdo a barra resulte em liberagdo de reforgador é
iniciado pela resposta anterior. Deste modo, uma pressdo a barra s6 é reforgada se

separada da resposta anterior pelo periodo minimo, e isto faz com que respostas
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precoces sejam punidas pelo reinicio do periodo minimo e conseqliente prorrogacéo da
oportunidade de obtencdo de reforcador. Jarrard e Becker (1977) mostraram que a
interrupcdo de conexdes entre CA3 e septo por meio de lesdo na fimbria, similar as
lesbes de Meck, Church e Olton (1984), Olton, Meck e Church (1987) e Meck (1988),
prejudicaram a aquisicdo de DRL. Por outro lado, lesbes no CAl e nas projec¢des do
hipocampo para o subiculum ndo produziram prejuizos. Os resultados de DRL de
Jarrard e Becker (1977), junto com os resultados de procedimento de pico de Meck,
Church e Olton (1984), Olton, Meck e Church (1987) e Meck (1988) indicam que a
fimbria, que comunica o hipocampo com o septo (HARRY; D’HELLENCOURT,
2003), pode estar envolvida no controle temporal. As idéias de Jarrard e Becker (1977)
quanto a participacdo do CA3 foram corroboradas pelo trabalho de Kishimoto et al.
(2006), cujos sujeitos experimentais foram camundongos mutantes quanto a receptores
NMDA nas células piramidais do CA3. Quando submetidos a um condicionamento
cléssico que pareou um estimulo auditivo com choque elétrico em uma das pélpebras, 0s
camundongos mutantes mostraram precisdo temporal prejudicada ao emitirem as
respostas condicionadas.

O prejuizo de desempenho em DRL provocado por lesées hipocampais de varios
tipos é encontrado com grande frequéncia na literatura (HADDAD; RABE, 1967;
ELLEN; AITKEN, 1970; JOHNSON et al., 1977; ACSADI et al., 1986; SINDEN et al.,
1986; WOODRUFF et al., 1987; JALDOW; OAKLEY, 1990). Sem utilizar leséo,
Young e McNaughton (2000) evidenciaram ainda mais a participacéo do hipocampo em
DRL ao registrarem a atividade elétrica de grupos de neurdnios piramidais de CAl e
CA3 em ratos desempenhando a tarefa. Young e McNaughton (2000) encontraram um
padréo eletrofisiologico caracterizado por um aumento de atividade em CAl e CA3

imediatamente ap6s uma resposta (reforcada ou néo), sequido de diminuicéo gradual até
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um patamar minimo consistentemente acompanhado da resposta seguinte (reforcada ou
nao).

De acordo com o modelo do tempo espectral (GROSSBERG; SCHMAJUK,
1989; GROSSBERG; MERRILL, 1992), o giro denteado do hipocampo também pode
estar envolvido no controle temporal sobre o comportamento. Suas células granulares
exercem importante papel no fluxo de informag6es que ocorre dentro do hipocampo,
pois recebem informacdes do cortex entorrinal (através da via perfurante) excitando 0s
cornos de Ammon, ou CA (HARRY; D’HELLENCOURT, 2003). Goldschmidt e
Steward (1980, 1982) forneceram um modelo para o estudo dos efeitos de leséo seletiva
do giro denteado ao mostrarem que injecdes de colchicina no giro denteado produzem
eliminacdo seletiva de suas células granulares, causando danos pequenos em outras
regibes hipocampais e em axdnios de passagem. A colchicina se liga as tubulinas destas
células granulares bloqueando o processo mitético e o transporte ao longo dos axdnios
(HANSON; ESTROM, 1978). Utilizando DRL, Costa, Bueno e Xavier (2005) e Bueno
et al. (2006) realizaram experimentos envolvendo lesdo seletiva do giro denteado do
hipocampo por aplicacdes de colchicina. Costa, Bueno e Xavier (2005) realizaram as
lesBes entre a fase de treino e a de teste, enquanto Bueno et al. (2006) o fizeram antes do
treino. Os dados do teste pos-lesdo de Costa, Bueno e Xavier (2005) indicaram que 0s
animais com leséo no giro denteado mantiveram a capacidade de espacar suas respostas
por um determinado intervalo. Porém, em relacdo aos controle-operados, os animais
lesados encurtaram para, em média, 16 s a duracdo do intervalo de espacamento entre
respostas treinado antes das cirurgias, que foi de 20 s, um resultado semelhante ao
encontrado por Meck, Church e Olton (1984) e Meck (1988) em procedimento de pico.
Os dados da aquisicdo de DRL de Bueno et al. (2006) indicaram que o desempenho dos

ratos lesados foi permanentemente prejudicado.



47

Tendo em vista os resultados obtidos por Costa, Bueno e Xavier (2005) e Bueno
et al. (2006), o estudo de Bueno e Bueno-Junior (2007) visou & avaliacdo do
desempenho de ratos com lesdo do giro denteado do hipocampo durante outra tarefa
temporal, que utilizou discriminagdo condicional com manipulagdo da duragdo do
estimulo condicional. Neste trabalho, foi retomado o procedimento de Martins (2001),
porém com a comparacdo entre os desempenhos de ratos lesados no giro denteado do
hipocampo e de ratos controle-operados. Os resultados do treino e do teste foram
idénticos aos obtidos por Martins (2001) e, em contraste com os dados obtidos com
DRL, néo foi encontrado prejuizo no desempenho dos ratos lesados. Utilizando radiacéo
ionizante para lesar o giro denteado de ratos recém-nascidos, Moreira e Bueno (2003)
também mostraram que o giro denteado ndo é necessario para o desempenho em
discriminacdo condicional. Os resultados do teste de Bueno e Bueno-Junior (2007)
indicaram, assim como Martins (2001), a possibilidade de o comportamento dos ratos
ter sido controlado por um processo de bi-secdo temporal. Esta possivel bi-secdo
temporal também ndo se mostrou prejudicada nos ratos lesados.

O procedimento de bi-se¢do temporal € um dos métodos utilizados para mostrar
de que maneira a representagdo de tempo muda conforme as mudancgas das duragdes
fisicas (CHURCH; DELUTY, 1977). Neste tipo de procedimento, o sujeito € treinado
para distinguir uma duragdo curta de uma duragdo longa, emitindo uma resposta A
reforcada somente ap6s a duragdo curta e uma resposta B reforcada somente ap6s a
duracdo longa. Estabelecida a aquisicdo, é iniciado um teste em que sdo introduzidas
duragBes intermediarias as duas duragdes previamente treinadas. No teste, o ponto de bi-
secdo temporal, ou ponto de igualdade subjetiva, € indicado pela duracdo intermediaria
correspondente a igual probabilidade de emissdo da resposta A e da resposta B. Stubbs

(1968, 1976) mostrou que o ponto de bi-secdo temporal de pombos corresponde a
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duragBes intermediérias proximas da média geométrica entre as duragBes curta e longa
apresentadas no treino, o que indicou que a representacdo de duragBes em pombos
cresce com fungdo logaritmica em relacdo as duragdes fisicas. Church e Deluty (1977)
mostraram que o ponto de bi-secdo temporal de ratos também corresponde & média
geométrica entre as duragBes curta e longa apresentadas no treino, o que indicou que a
representacdo de duracbes em ratos também cresce com fungéo logaritmica em relacéo
as duracdes fisicas. Autores como Meck, Church e Olton (1984), Raslear (1983, 1985),
Siegel (1986), Morrissey et al. (1993), Ho et al. (1995, 1996) e Al-Zahrani et al. (1997)
também obtiveram este resultado com ratos.

Assim como procedimento de pico e DRL, o procedimento de bi-segéo temporal
também pode ser utilizado na investigacdo sobre o envolvimento do hipocampo no
comportamento temporal. Meck, Church e Olton (1984) mostraram que a leséo
eletrolitica da fimbria, semelhantemente aos efeitos de lesGes hipocampais sobre o
desempenho em procedimento de pico e DRL, ndo destruiu o controle temporal sobre o
comportamento, j& que os ratos lesados continuaram a discriminar as durag@es em teste
de bi-secdo temporal. Porém, o ponto de bi-secdo temporal de ratos lesados foi
deslocado em direcdo a duragdo mais curta, o que indicou que ratos lesados na fimbria
tendem a categorizar as duragBes intermedidrias como mais duradouras do que
realmente sdo. Este resultado é condizente com o adiantamento dos picos de respostas
de ratos lesados no hipocampo durante tarefas de procedimento de pico e DRL.

Martins (2001) e Bueno e Bueno Janior (2007) também utilizaram um
procedimento cujo treino apresentou uma duragdo curta e uma duracdo longa e cujo
teste introduziu durag@es intermediarias. No entanto, o objetivo destes estudos néo foi o
de investigar a bi-secdo temporal, e sim o de investigar as propriedades excitatorias e

inibitérias de duas diferentes duragbes em préticas de discriminacdo condicional
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seriada. Diferentemente dos procedimentos de bi-secdo temporal, Martins (2001) e
Bueno e Bueno-Junior (2007) utilizaram somente uma classe de resposta operante
(presséo a barra) e duracdes intermediérias de teste programadas em uma progresséo
aritmética ao invés de uma progressdo geométrica, como fizeram Church e Deluty
(1977), Meck, Church e Olton (1984), Raslear (1983, 1985), Siegel (1986), Morrissey et

al. (1993), Ho et al. (1995, 1996) e Al-Zahrani et al. (1997).

1.6. Objetivos

Utilizando discriminacdo condicional seriada, Bueno e Bueno Janior (2007)
mostraram que a leséo seletiva do giro denteado do hipocampo ndo prejudica a
discriminacdo de duracgdes de estimulos condicionais em ratos. Utilizando DRL, Costa,
Bueno e Xavier (2005) e Bueno et al. (2006) também mostraram que ratos lesados no
giro denteado do hipocampo ndo perdem a capacidade de estimar tempo, porém
mostraram que a precisdo da estimacgdo temporal é prejudicada. Considerando-se: (1) a
possibilidade de o giro denteado estar envolvido em estimagdo temporal, o que foi
teorizado por Grossberg e Schmajuk (1989) e Grossberg e Merrill (1992) e sugerido
empiricamente por Costa, Bueno e Xavier (2005) e Bueno et al. (2006); e (2) a
possibilidade de um eventual deslocamento do ponto de bi-se¢do temporal ndo poder ser
mostrado pelo procedimento de Bueno e Bueno Janior (2007), o presente estudo visou a
uma adaptacdo do procedimento de discriminagdo condicional usado por Bueno e
Bueno Janior (2007) no sentido de acessar o ponto de bi-secdo temporal de ratos em
funcdo da lesdo seletiva do giro denteado do hipocampo. Para isto, foram comparados

os desempenhos de dois grupos de ratos: lesados e controle-operados.
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2. MATERIAL E METODO

2.1. Sujeitos

Foram utilizados 29 ratos Wistar adultos machos provenientes do biotério
central do campus de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, experimentalmente
ingénuos e pesando de 350 a 400 g no inicio do experimento. Durante todo o
experimento, os ratos foram mantidos em caixas pléasticas individuais sob ciclo diario de
iluminagdo das 6:00 as 18:00. A partir da chegada dos ratos ao laboratério, todos
receberam dieta ad libitum e, durante o ganho de peso, cada animal teve seu peso
monitorado até a observacéo de cinco dias consecutivos de oscilagdo menor ou igual a
10 g. O peso estavel de cada rato foi definido pela média de pesos registrados nestes
cinco dias de estabilizagdo. A partir de entdo, os ratos passaram pela fase de cirurgias e,
apods a recuperacdo pos-cirdrgica, um regime de privacdo de 4gua manteve 0s animais
com cerca de 85% de seus pesos estaveis até o fim do experimento.

A utilizagio dos ratos para o experimento foi aprovada pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) do campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sé&o

Paulo, segundo o protocolo 06.1.1406.53.9.

2.2. Lesao seletiva bilateral

Os ratos foram submetidos & cirurgia antes da fase experimental. Os animais
foram anestesiados com injegdo intraperitonial de uma solugdo anestésica composta por
cloridrato de cetamina 10%, cloridrato de xilazina 2% e diazepam, na dose de 3,3 mL
por 1.000 g de animal. Apés a anestesia e apds inje¢do intramuscular de um antibidtico

veterindrio (Pentabidtico), a cabecga dos animais foi presa em aparelho estereotéxico, o
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couro cabeludo sofreu incisdo longitudinal com bisturi e o bregma do crénio foi tomado
como ponto zero para 0 eixo antero-posterior. Os pontos zero do eixo meso-lateral
fizeram parta da linha mediana, evidenciada pela sutura sagital do cranio. A partir de
entdo, toda a face dorsal do cranio delimitada anteriormente pelo bregma e
posteriormente pelo lambda foi, para cada rato, removida por desgaste utilizando-se
uma broca, com cuidado especial para ndo danificar o cdrtex. Desta forma, a face dorsal
do encéfalo subjacente a &rea craniana desgastada ficava exposta para a aplicagdo de
microinjecdes da neurotoxina colchicina dissolvida em tampéo fosfato-salina na
concentragdo de 7 mg/mL e pH 7,4. As microinjecdes foram aplicadas com
microsseringas Hamilton de 5 pL com micropipetas de vidro acopladas a extremidade
da agulha de metal, a fim de minimizar a leséo tecidual decorrente dos trajetos dorso-
ventrais até o giro denteado. Os pontos zero do eixo dorso-ventral foram tomados com
base na superficie da dura-mater, indicada pela mesma micropipeta de vidro. Os pontos
de injec&o, orientados de maneira geral por Paxinos e Watson (2007), foram 0os mesmos
usados por Xavier, Oliveira-Filho e Santos (1999) e Costa, Bueno e Xavier (2005) e

estdo indicados na Tabela 1. A lesdo do giro denteado foi bilateral.

Tabela 1 — Coordenadas estereotéxicas para injeces de colchicina no giro denteado

AF L (arabos os he risférios) DV {dura-radter =0)
-2.3 1.0 -3.4
230 1.4 34
4.0 20 -3,3
4.8 3.1 3.5
48 39 3
=57 41 -38
5.7 49 40
2% 49 48
-5,7 49 il

AP = eixo antero-posterior; ML = eixo meso-lateral; DV = eixo dorso-ventral, com
ponto zero no nivel da dura-mater.
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O trajeto da micropipeta de vidro em direcdo a cada ponto estereotaxico foi
percorrido lentamente. Com a extremidade da micropipeta devidamente posicionada,
foram injetados 60 nL da solucdo de colchicina em cada ponto estereotéxico. Apds cada
microinjecdo, a posicdo da micropipeta era mantida por 60 s para evitar o refluxo da
neurotoxina ao longo do trato causado pelo trajeto da propria micropipeta. Durante toda
a seqliéncia de microinjecoes, a superficie da dura-méater era mantida umedecida com
solucdo salina. Ao final de cada cirurgia, o couro cabeludo era suturado e cada rato
recebia inje¢do subcutanea de Banamine, um analgésico antiinflamatorio e antipirético.
Os ratos controle-operados foram submetidos aos mesmos procedimentos, exceto pelas
microinjecoes.

Dos 29 ratos submetidos a cirurgia, sete morreram apos a injecéo do anestésico.
Os demais 22 ratos (10 controle-operados e 12 lesados) sobreviveram sem infeccdes até

o fim do experimento.

2.3. Equipamento experimental

Foram empregadas seis caixas operantes com interior medindo 28 cm de
comprimento, 21 cm de altura e 21 cm de profundidade, com teto, frente e fundo de
acrilico, laterais metalicas e piso de grade metalica. A parede metélica esquerda de cada
caixa operante continha um bebedouro, formado por um reservatério inserido em uma
abertura circular de 5 cm de didmetro a 2 cm do piso, dentro do qual eram liberadas as
gotas de agua. O bebedouro ficava equidistante entre duas barras (A e B), distanciadas
uma da outra por 8 cm e permanentemente inseridas a 7 cm do piso. Em cada caixa
operante foi mantida iluminacédo ininterrupta com uma lampada vermelha de 7 W sobre

0 teto de acrilico. Ao lado da ldmpada vermelha, foi instalada uma l&mpada de teto
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branca de 7 W, acionada de acordo com o controle experimental. Externamente a cada
caixa operante, foi instalada uma caixa de som de 20 W para a emisséo de um tom puro
de 1.000 Hz e 95 dB. As caixas de som foram acionadas por um gerador de &udio. Cada
caixa operante, junto com suas ld&mpadas e sua caixa de som, foi acusticamente isolada
dentro de uma caixa de madeira com interior medindo 50 cm x 50 cm x 50 cm. Cada
uma destas caixas de madeira possuiam ventoinhas, que serviram tanto para a ventilacéo
interna quanto para a producdo de um ruido mascarador de 65 dB. Os seis conjuntos de
aparatos experimentais foram, por sua vez, mantidos dentro de um cubiculo isolado
acusticamente. Todo o experimento foi controlado em uma sala adjacente através de
uma interface conectada a um microcomputador, acionada por um programa
computacional preparado com Microsoft VisualBASIC. As respostas dos ratos foram

registradas pelo mesmo programa computacional.

2.4. Treino de pressdo as barras

Depois de uma recuperacdo pos-cirirgica de duas semanas, os ratos foram
treinados para localizar o bebedouro e pressionar uma barra Unica. Para metade dos
ratos do grupo experimental e metade dos ratos do grupo controle, foi inserida somente
a barra A, a esquerda do bebedouro; para a outra metade dos ratos, foi inserida somente
a barra B, a direita do bebedouro. Em seguida, os ratos foram submetidos a duas sessdes
de reforgo continuo com alternancia forcada, em que as duas barras foram
permanentemente inseridas na caixa operante. Em cada uma destas duas sessdes de
reforco continuo com alternéncia forcada, as primeiras duas pressdes a uma das barras
eram reforcadas com uma gota de &gua, enquanto nenhuma pressdo a barra oposta era

reforcada. Apds o segundo reforco, os dois reforcadores seguintes eram liberados
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somente apOs pressao a outra barra. Esta alternancia entre as duas barras de dois em dois

reforcos foi mantida até a totalizacdo de 50 reforgos para cada barra em cada sess&o.

2.5. Pré-treino de discriminacéo simples

Os ratos do grupo experimental e do grupo controle foram submetidos a um pré-
treino de discriminagdo simples (Tabela 2) com sessdes diarias de, em média, 60 min.
Em cada sessdo do pré-treino, um tom puro com duragdo maxima de 5 s (T5) foi
apresentado 50 vezes, sendo que a primeira pressdo a qualquer barra durante T5
resultava em desligamento imediato do estimulo sonoro. Em metade das apresentacdes
de T5, somente a pressdo a barra A resultava em liberagdo de agua no bebedouro
(T5_A+/B-); na outra metade, somente pressdes a barra B eram reforcadas (T5_B+/A-)
(Figura 4). Tons com respostas corretas a barra A e a barra B foram apresentados em
ordem aleatéria. Os intervalos entre tons, com auséncia de estimulos, foram de 51,2 s,
64,0 s ou 80,0 s em sequéncia aleatéria. O pré-treino durou trés sessbes diarias,

realizadas com regularidade de horaério.

2.6. Treino de discriminacao condicional

Apbs o pré-treino de discriminagdo simples, os ratos foram submetidos a um
treino de discriminacéo condicional (Tabela 2) com sessbes diarias de, em média, 60
min. Em cada sessdo do treino, foram apresentados trés tipos de préaticas. Dois deles
eram iniciados pelo acionamento da luz branca de teto (estimulo condicional), sendo
que a duracéo da luz poderia ser de 4 s ou de 16 s (L4 ou L16, respectivamente). Com o

desligamento da luz, ndo importando sua durag&o, ocorria um intervalo vazio de 5 s
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(representado por —) seguido de um tom puro (estimulo condicionado) de, no maximo,
5 s (T5). Pressdes a qualquer barra ndo produziam efeito algum durante o periodo com
luz e durante o intervalo vazio. Se a prética fosse iniciada com luz de 4 s e se a resposta
durante o tom puro fosse emitida na barra A, o estimulo sonoro era imediatamente
interrompido, a préatica era terminada e havia liberagdo de &gua no bebedouro
(L4A—TS5_A+); se a pratica fosse iniciada com a mesma duragdo € se a resposta durante
0 tom puro fosse emitida na barra B, os eventos eram 0s mesmos, mas ndo havia
liberacdo de reforgador (L4—T5 B-) (Figura 4). Nas praticas iniciadas com luz de 16 s,
a cadeia de eventos era a mesma. Porém, somente a pressao a barra B durante o tom
puro era reforgada (L16—T5 B+/L16—T5 A-) (Figura 4). No terceiro tipo de pratica,
era apresentado o tom puro sozinho com duracdo de, no mé&ximo, 5 s. Pressdes a
qualquer barra emitidas durante o tom puro apresentado sozinho apenas interrompiam-
no, sem produzir liberacdo de agua (T5_A-/B-) (Figura 4). Em cada sessdo diéria, tanto
a prética LA—T5 A+/B- quanto a pratica L16—T5 B+/A- ocorriam 20 vezes cada
uma, enquanto T5_A-/B- era apresentada somente 10 vezes, a fim de tornar mais rapida
a aquisicdo da discriminacéo entre as duas durag@es de luz. Tanto as praticas quanto 0s
intervalos entre praticas, de 51,2 s, 64,0 s ou 80,0 s, foram apresentados em sequiéncias
aleatdrias. O treino durou 60 sessdes diarias, realizadas com regularidade de horario,
sendo que nas primeiras 50 sessdes foi empregado um método de correcdo em que
préaticas L4—T5 A+/B- e L16—T5 B+/A- terminadas com respostas incorretas eram
repetidas na tentativa seguinte, suspendendo-se a sequéncia aleatdria de préaticas. Tal
repeticdo de correcdo persistia até que fosse emitida a resposta correta, quando era
retomada a seqiéncia aleatoria de praticas. Nas Ultimas 10 sessdes do treino, este

meétodo de correcdo foi suspenso. A posicdo das barras A e B foi contrabalanceada entre
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0S sujeitos, ou seja, para metade do grupo experimental e metade do grupo controle, a

barra A foi a esquerda e para a outra metade dos ratos a barra A foi a direita.

2.7. Teste de bi-secéo temporal

Na fase de teste (Tabela 2), as condi¢des do treino foram mantidas, porém com
as seguintes mudangas: (1) o método de correcdo manteve-se suspenso, assim como nas
Gltimas 10 sessBes do treino; (2) as praticas T5_A-/B- foram eliminadas e tanto as
praticas L4—T5 A+/B- quanto as praticas L16—T5 B+/A- passaram a ser
apresentadas 18 vezes por sessdo; (3) em meio as sequéncias aleatorias de préaticas
padrdo L4—T5 A+/B- e L16—T5 B+/A-, foram introduzidas praticas de teste sem
liberacdo de reforcador que apresentaram as seguintes duragdes de luz: 4,0 s,5,0 s, 6,4
s,80s,10,0s, 12,8 se 16,0 s (L4,0->T5 A-/B-, L5,0—-T5_A-/B-, L6,4—T5 A-/B-,
L8,0—T5 A-/B-, L10,0T5 A-/B-, L12,8—T5 A-/B- e L16,0—~T5 A-/B-) (Figura
4); em cada sessdo, cada uma destas sete préaticas de teste foi apresentada somente duas
vezes, totalizando 50 préticas junto com as praticas padrdo; (4) nas préticas de teste,
especificamente, o estimulo condicionado tom puro ndo era interrompido antes de
completar 5 s de duragéo, independentemente das respostas dos ratos. O teste durou

nove sessdes didrias, realizadas com regularidade de horério.



58

“eped10Ja1 oBu 0und wo) dueInp g BLIRq

e oessaid = -g ‘epediojar oind wo) uenp ¢ vueq e oessaid = +g ‘epediojar opu oind wo) ueinp v eueq g oessald = -y fepediogar oind woy duel
-Np y eLeq € 0gssald = +y IS G Op OIZBA O[BAIOIUI = «— SOPUNTIS WD BOURIQ ZN[ BP $2QdLInp = T sode sorownu ‘eduesq znf = 1 s ¢ op oand woy = G,

BIPIUI W3 UTUI (0

JJuasny

$0°08350%9 S Z°IS

-4/ SL—0911
-4/ ¢L—2711
-gj¥ ¢L—0011
-4/ L0971
“dFV SL—t'9T
-4/ SL—0°S1
-4V SL—0'V1
31 “Wi+d SL—011
81 -d/+Y SL—¥1

N NN MNMNMNMN

BIpSUI W3 UTUI 9

EUEIP OBSS3S 4G B 2I8 2JUasal]

09

$0083s0°¢9 ST°IS

01 94V SL
0z “Wi+d SL<011
0z -+ SL—tT1

SELIBIp $208538

EIpauI w3 urr 9 sep oedeing

2JU3SIT 0e521100 ap PO

SEURIp
$308538 2P 0JAUWINN

seanjerd

$0082s0°k9 5 Z1S anua soeAlIjuU]

EURIp 0BSS3S
Jod eonjead epes
ap saodejuasarde

ap oIawnN

¢z “Vi+d SL
cT -g/4+% Sl

sapdejuasardy SEJIR 1]
agsal

saodejuasaady SEOIR I
ouRi]

sagdejuasardy SeInRId
outan-aid

[eruawadxa oawpasold — 7 BjRqeL



59

(A) Pré-treino (B) Treino
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Figura 4. Esquemas representativos das praticas de pré-treino (painel A) e treino (painel
B), com a indicagdo das respostas corretas, e das praticas de teste (painel C). T5 = tom
puro de 5 s; L = luz branca; nimeros ap6s L = durag¢@es da luz branca em segundos; —
= intervalo vazio de 5 s. Nos painéis A e B, as linhas pontilhadas sobre T5 indicam que,
apesar de a duragdo do tom puro ser de 5 s, ele podia ser interrompido mais cedo por
uma pressdo a qualquer barra. No painel C, as linhas continuas sobre T5 indicam que o
tom puro néo era interrompido antes dos 5 s, independentemente de pressdes a qualquer
barra.

2.8. Histologia

Ao término do procedimento experimental, os ratos foram anestesiados, por
injecdo intraperitonial, com a mesma solucdo anestésica utilizada nas cirurgias. Sob o
inicio do efeito da anestesia, os ratos foram perfundidos com solugdo tampéo de sulfeto
de sddio. Seus encefalos foram retirados dos cranios, passaram por pés-fixacdo em uma

solucdo a base de &lcool etilico absoluto, cloroférmio absoluto, acido acético glacial e
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sulfeto de sodio (carnoy) e foram incluidos em parafina. Os cortes histologicos
coronais, de 20 um, foram feitos ao microtomo. A cada 10 fatias, uma foi colocada em
ldmina histologica e as demais foram descartadas, para a obtencdo de cortes
distanciados em 200 um entre si. Utilizou-se a coloragdo de violeta de cresil para
visualizagdo de corpusculos de Nissl e, portanto, dos corpos celulares hipocampais.

As fotomicrografias dos cortes histoldgicos de todos os ratos foram capturadas
digitalmente por meio de um microscopio Optico Leica. O enquadramento das imagens
evidenciou as camadas piramidais de CA1 e CA3 e a camada granular do giro denteado
em ambos os hemisférios. A fim de se mostrar a extensdo antero-posterior da lesdo ao
longo de todo o giro denteado, foram fotografadas as se¢des correspondentes a trés
niveis do hipocampo no eixo antero-posterior: -2,52 mm, -4,36 mm e -6,00 mm
(PAXINOS; WATSON, 2007). Para cada nivel antero-posterior do hipocampo, foi
medida a area, em mm?, das camadas piramidais de CAl e CA3 e da camada granular
do giro denteado de cada rato, utilizando-se o programa computacional Image Tool,
desenvolvido pela UTHSCSA (The University of Texas Health Science Center in San
Antonio). Especificamente no nivel antero-posterior de aproximadamente -4,36 mm,
cujos cortes incluem uma porgdo ventral do hipocampo, as medi¢des foram feitas

somente na parte dorsal do hipocampo.

2.9. Analise dos dados

Para cada um dos trés niveis antero-posteriores do hipocampo, as éareas das
camadas piramidais de CAl e CA3 e da camada granular do giro denteado de ratos
lesados e controle-operados foram comparadas por meio do teste t de Student para

amostras independentes.
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Com base no registro de pressdes a qualquer barra emitidas por ratos do grupo
experimental e do grupo controle no pré-treino, foi calculada, para cada sessdo, a
porcentagem média de respostas durante T5 em relagdo ao total de respostas. A anélise
de variancia de dois fatores (ANOVA), tomando-se as trés sessdes didrias como
medidas repetidas, foi usada para avaliar o efeito de grupos, o efeito de sessbes e 0
efeito de interacdo grupos/sessdes. A comparagdo pdés hoc de Newman-Keuls foi
utilizada para a comparacdo entre os dois grupos de ratos em cada sessé&o.

Os dados do treino foram analisados de quatro maneiras, sempre incluindo a
comparagéo entre os desempenhos de ratos do grupo experimental e do grupo controle.
Na primeira, foram calculadas as médias dos nimeros totais de pressdes a qualquer
barra em cada sessdo, independentemente dos estimulos, intervalos vazios e intervalos
entre praticas. Na segunda, também para cada sessdo, foram obtidas as porcentagens
medias de tons durante os quais foi emitida pressdo a qualquer barra, de modo a se
comparar tons precedidos por luz de qualquer duragdo com tons apresentados sozinhos.
O uso da porcentagem de tons ao inves das respostas nesta segunda analise se justifica
por tornar comparaveis os tons sozinhos, apresentados somente 10 vezes por sessdo,
com os tons precedidos por luz de qualquer duragdo, apresentados 40 vezes por sessao.
A terceira andlise também considerou as respostas sem diferenciar as barras, mas
comparando-se somente os dados da primeira sessdo de treino com os dados da Gltima
sessdo de treino. Nesta terceira andlise, foram calculadas as médias dos nimeros de
respostas emitidas durante: (1) L4; (2) os ultimos 4 segundos de L16; (3) o intervalo
vazio apo6s L4; e (4) o intervalo vazio apds L16. Na quarta e ultima analise, foram
obtidas, para cada sessdo, as porcentagens de pressdes a barra B emitidas durante tom
precedido por L4 ou L16 em relagéo ao total de respostas emitidas somente durante tons

precedidos por luz, de maneira a se comparar o responder & barra A e & barra B durante
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os tons de acordo com a duragdo da luz precedente. Na primeira, segunda e quarta
analises, as comparacfes foram feitas & luz da andlise de variancia de dois fatores
(ANOVA), tomando-se blocos de cinco sessdes diarias como medidas repetidas, para
avaliacdo do efeito de grupos, efeito de blocos de cinco sessdes e efeito de interagéo
grupos/blocos, seguidas do teste pds hoc de Newman-Keuls para comparagdes dentro de
blocos individualmente. Na terceira andlise, especificamente, foi utilizado o teste t de
Student para amostras dependentes, entre a 1% e a 60% sessdo, e para amostras
independentes, entre grupos de ratos.

A andlise do teste lidou somente com as préaticas de teste, desprezando-se as
respostas emitidas durante praticas de treino e durante intervalos entre praticas. Na
somatoria das respostas emitidas durante os tons de todas as praticas de teste
apresentadas nas nove sessoes da fase de teste, foi calculada a porcentagem de pressdes
a barra B posteriores a cada duracdo de L (4,0s,5,05s,6,45s,80s5s,10,0s,128se 16,0
s). Isto gerou, para cada rato, uma curva psicométrica: a porcentagem média de pressdes
a barra B durante tons em funcdo da duracdo da luz precedente. Dentro da escala
contendo as duragfes de L, o ponto de bi-secdo temporal, ou ponto de igualdade
subjetiva, foi definido pela duracdo de L correspondente a 50% de probabilidade de
pressdo a barra B durante o tom. A semelhanca de Raslear (1983, 1985), o ponto de bi-
secdo temporal foi definido por simples interpolagdo gréafica, pois a irregularidade das
curvas psicométricas individuais de alguns ratos ndo permitiria 0 uso da estimacéo dos
minimos quadrados, responsavel pelas curvas psicométricas sigmodides obtidas por
trabalhos envolvendo ratos (CHURCH; DELUTY, 1977; MECK; CHURCH; OLTON,
1984; MORRISSEY et al., 1993; HO et al., 1995, 1996; AL-ZAHRANI et al., 1997). A
analise de variancia de dois fatores (ANOVA), tomando-se as duragbes de L como

medidas repetidas, foi usada para comparar as curvas psicométricas referentes ao grupo
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controle e ao grupo experimental quanto ao efeito de grupos, efeito de duragbes de L e
efeito de interagdo grupos/duracdes. O nivel « de significAncia estatistica foi P<0,05.
Dos 22 ratos que sobreviveram & fase de cirurgias, trés lesados jamais
adquiriram a discriminacéo entre as duas duragOes de luz, apesar de terem adquirido a
discriminagdo condicional entre tons precedidos por luz de qualquer duragdo e tons
apresentados sozinhos. Portanto, estes trés ratos ndo foram submetidos ao teste de bi-
secdo temporal e seus dados foram excluidos da analise final do pré-treino e do treino
de discriminacdo condicional. Desta forma, todos os resultados referem-se a 10 ratos

controle-operados e nove ratos lesados.
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3. RESULTADOS

3.1. Histologia

A avaliacdo por microscopia Optica das secBes coronais submetidas a coloragéo
com cresil violeta (Figura 5) revelou que os ratos lesados sofreram extensa perda
bilateral de células granulares do giro denteado, em comparagdo com ratos do grupo
controle. Esta perda foi observada ao longo de todo o eixo antero-posterior. Junto com
esta reducdo da camada granular do giro denteado em toda a extensédo do hipocampo,
houve uma reducdo menor da camada piramidal do CAl somente no nivel antero-
posterior de -4,36 mm. Além disto, também foi observada diminuicdo pequena da
camada piramidal de CA3 apenas a -2,52 mm e -4,36 mm. Nao houve dano tecidual
aparente no cortex suprajacente.

Como mostra a Tabela 3, a &rea media bilateral da camada granular do giro
denteado nos ratos lesados ficou significativamente menor do que nos controle-operados
nos trés niveis antero-posteriores do hipocampo: -2,52 mm (t=6,53; P<0,05), -4,36 mm
(t=16,38; P<0,05) e 6,00 mm (t=12,70; P<0,05). Em se¢Oes posteriores ao bregma em
2,52 mm, 4,36 mm e 6,00 mm, a reducdo da &rea da camada granular do giro denteado
foi, respectivamente, de 51,11%, 80,95% e 62,76%. Quanto a camada piramidal de
CALl, houve reducdo significativa de 43,26% somente a -4,36 mm (t=3,96; P<0,05).
Quanto & camada piramidal de CA3, redugBes menores, porém significativas, foram
encontradas apenas a -2,52 mm e -4,36 mm: 19,81% (t=2,54; P<0,05) e 16,76%
(t=2,62; P<0,05) respectivamente (Tabela 3). Estes resultados histoldgicos séo

semelhantes aos descritos por Xavier et al. (1999) e Costa et al. (2005).
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= A-Ctrl

B-Ctrl

B-Les

- C(he)-Ctrl

C(he)-Les

Figura 5. Fotomicrografias po coradas com cresil violeta.
Ctrl = rato controle-operado; Les = rato lesado; painéis A = secBes posteriores ao
bregma em aproximadamente 2,52 mm; painéis B = se¢des posteriores ao bregma em
aproximadamente 4,36 mm; painéis C = secdes posteriores ao bregma em
aproximadamente 6,00 mm; hd = hemisfério direito; he = hemisfério esquerdo. GD =
camada granular do giro denteado; CAl e CA3 = camadas piramidais de CAl1 e CAS3,
respectivamente.
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Tabela 3 — Areas médias (em mm?) das camadas piramidais de CAl e CA3 e da camada
granular do giro denteado em trés niveis antero-posteriores do hipocampo

Cal CA3Z Giro denteado
Nivel antero -pﬂStEl‘iDI‘+ -2,52 -4.36 -6,00 -2,52 -4.36 -6,00 -2,52  -4.36 -6,00
Ratos controle- 0,201+ 0,466+ 0706+ 0424+ 0,610+ 0,518% 0,382 0,437+ 1,354
operados 0,027 0,032 0,041 0,033 0,034 0,101 0,018 0,031 0,067

0,199+ 0,264+ 0610+ 0,340+ 0,508+ 0477+ 0,187+ 0,083+ 0,504+

Ratos lesados g s mpull i drcints Sore lmana 2 e oo P ono i
N 0,023 0,073* 0,061 0,039* 0,050*% 0068 0,050*% 0,018% 0,089*

* = em mm, tomando o bregma como referéncia, segundo Paxinos e Watson (2007); * =
nivel de significancia P<0,05 entre ratos controle-operados (n=10) e lesados (n=9).

3.2. Pré-treino de discriminacgéo simples

Trés sessdes diarias de pré-treino foram suficientes para a instalacdo da
discriminag@o simples, pois a probabilidade de pressdes a qualquer barra aumentou
durante as apresentacdes de T5 ao longo das trés sessdes de pré-treino (Figura 6) (efeito
de sessOes: F234=24,11; P<0,05). A Figura 6 também mostra aquisicdo menos eficaz
dos ratos lesados (n=9) em comparagdo com os controle-operados (n=10), pois as
porcentagens de respostas durante T5 emitidas por ratos lesados foram
significativamente menores ao longo do pré-treino (efeito de grupos: F;17=5,11;
P<0,05; efeito de interacdo: F,34=5,87; P<0,05). A comparacdo pés hoc mostrou que
esta diferenca entre os desempenhos dos dois grupos foi significativa na 12 e na 32

sessdo, especificamente (teste de Newman-Keuls) (Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem média de pressdes a qualquer barra durante o tom puro em
relagdo ao total de respostas em cada sessdo diaria do pré-treino. Ctrl = ratos controle-
operados (n=10); Les = ratos lesados (n=9); * = nivel de significancia P<0,05 entre
grupos de ratos; barras = desvio-padréo.

3.3. Treino de discriminacao condicional

Na primeira sessdo de treino, aproximadamente metade dos ratos dos dois
grupos apresentou preferéncia casual pela barra A e a outra metade pela barra B,
independentemente das luzes de 4 ou 16 s que precediam o tom. Assim, apesar do uso
do método de correcdo, todos o0s ratos, com a excec¢ao de somente um controle-operado,
se engajaram em um comportamento supersticioso que poderia dificultar a aquisicdo da
discriminagdo das duas duragdes de luz. Alias, com o método de corre¢do, a insisténcia
nas respostas incorretas e a consequente seqiiéncia de tentativas sem liberacdo de agua
poderia levar a extin¢do do comportamento de pressdo as barras durante os tons. Por

isto, decidiu-se alternar sessdes diarias de treino com e sem método de correcdo. Porém,
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esta alterndncia, que durou 12 sessdes, também foi ineficaz para a eliminacdo da
preferéncia supersticiosa por uma barra ou outra. A partir de entdo, foram realizadas
sessOes extras de pré-treino em que foram removidas justamente as barras preferidas por
cada rato, o que os forcou a pressionar a barra ndo preferida durante os tons para a
obtencéo de &4gua. Duas ou trés sessdes extras de pré-treino, dependendo do rato, foram
suficientes para que o treino fosse reiniciado com as duas barras inseridas em cada caixa
operante, pois todos os ratos deixaram de preferir uma barra ou outra. Como a
probabilidade média de pressdes a cada barra se aproximou de 50%, o treino pdde ser
continuado. Portanto, a partir de agora, os resultados descreverdo o treino somente a
partir de seu reinicio.

Sem diferenciar as duas barras na analise e desconsiderando-se os estimulos,
intervalos vazios e intervalos entre préticas, os ratos lesados (n=9) mantiveram-se
regularmente mais responsivos do que os ratos controle-operados (n=10) em todo o
treino (efeito de grupos: F;17=6,29; P<0,05), como mostra a Figura 7, em que pode se
observar as médias dos totais de respostas ao longo do treino. A significancia deste
efeito de grupos encontra-se no 1° bloco de cinco sessdes diarias e do 7° ao 10° bloco,

de acordo com a comparacao pos hoc (teste de Newman-Keuls) (Figura 7).
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Figura 7. Numeros totais medios de pressdes a qualquer barra em cada bloco de cinco
sessOes didrias do treino, independentemente dos estimulos, intervalos vazios e
intervalos entre préaticas. Ctrl = ratos controle-operados (n=10); Les = ratos lesados
(n=9); * = nivel de significancia P<0,05 entre grupos de ratos; barras = desvio-padrao.

Ainda sem diferenciar as duas barras na analise, a Figura 8 mostra que nos
primeiros quatro blocos de cinco sessbes do treino a porcentagem de tons durante 0s
quais foi emitida pressdo a qualquer barra manteve-se irregularmente alta, tanto para
tons precedidos por luz de qualquer duragéo, quanto para tons apresentados sozinhos.
Isto indica que a contingéncia estabelecida no pré-treino continuou a influenciar o
comportamento dos ratos até o 4° bloco, quando, a partir de entdo, as curvas
correspondentes aos tons pos L passaram a se estabilizar em torno de 95%, enquanto as
curvas correspondentes aos tons sozinhos passaram a declinar gradualmente. Um efeito
de sessdes (Fi1,187=4,93; P<0,05) indica que houve aumento gradual e significativo da
quantidade de respostas durante tons precedidos por luz de qualquer duracdo. N&o

houve efeito de grupos nem de interagdo quanto as curvas de tons pos L, o que mostra

auséncia de diferenca entre ratos lesados e controle-operados quanto a este pardmetro. A
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diminuicdo do nimero de respostas durante os tons sozinhos também foi significativa
(efeito de sessbes: Fi1,187=17,31; P<0,05), mas ocorreu de maneiras diferentes entre 0s
dois grupos de ratos. Do 7° até o 10° bloco de cinco sessdes, a diminuicdo da quantidade
de respostas durante os tons sozinhos foi significativamente mais acentuada para ratos
controle-operados (efeito de grupos: F;17=5,06; P<0,05; efeito de interacéo:
F11187=3,40; P<0,05). Isto estaria mostrando, possivelmente, uma maior resisténcia a
extingdo dos ratos lesados, o0 que seria coerente com a maior atividade operante do
mesmo grupo de ratos, jA mostrada na Figura 8. Embora os ratos lesados tenham
respondido mais do que os controle-operados durante os tons sozinhos do 7° ao 10°
bloco, todos os ratos, ao longo do treino, responderam gradualmente menos durante tons
sozinhos do que durante tons precedidos por luz de qualquer duragdo, o que indica
aquisicdo da discriminagdo condicional positiva. A comparagdo p6s hoc confirmou que
as curvas referentes aos tons sozinhos dos dois grupos de ratos comegaram a declinar
em relacdo as curvas referentes aos tons p6s L a partir do 5° bloco de cinco sessdes
diarias (teste de Newman-Keuls) (Figura 8). Além disto, a mesma comparagdo p6és hoc
também confirmou que os ratos lesados responderam significativamente mais do que os
controle-operados durante tons sozinhos do 7° ao 10° bloco (teste de Newman-Keuls)
(Figura 8). Nos ultimos dois blocos, as curvas dos dois grupos de ratos quanto aos tons

sozinhos se igualaram estatisticamente (Figura 8).
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Figura 8. Porcentagem média de tons puros durante os quais qualquer barra foi
pressionada em cada bloco de cinco sessfes do treino, comparando-se tons precedidos
por luz de qualquer duragdo com tons apresentados sozinhos. (L—) T = tons precedidos
por luz de qualquer duragdo; T = tons sozinhos; Ctrl = ratos controle-operados (n=10);
Les = ratos lesados (n=9); * = nivel de significancia P<0,05 entre as duas curvas de tons
precedidos por luz de qualquer duragdo e as duas curvas de tons sozinhos; v = nivel
de significancia P<0,05 entre ratos controle-operados e lesados somente para curvas de
tons sozinhos; barras = desvio-padréo.

Mantendo-se a indiferenca quanto as duas barras na analise, a Figura 9A mostra
que ndo houve diferenca entre ratos controle-operados e lesados quanto ao nimero de
respostas durante L4, nem na primeira nem na ultima sessdo. Ainda em relacéo a L4, se
comparados os desempenhos dos dois grupos de ratos entre a primeira e a Gltima sesséo,
também ndo é encontrada diferenga significativa. Quanto ao numero de respostas
durante os Gltimos quatro segundos de L16 (Figura 9B), também néo h4 diferencas entre
os desempenhos de ratos controle-operados e lesados na primeira e na Gltima sesséo de
treino. Porém, os ratos dos dois grupos responderam significativamente mais na ultima
sessdo do que na primeira (t=-8,69; P<0,05). Em relacdo ao intervalo vazio posterior a

L4 (Figura 9C), ndo h& diferencas entre os desempenhos de ratos controle-operados e

lesados na primeira e na ultima sessdo de treino. No entanto, os ratos dos dois grupos
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responderam significativamente mais na ultima sessdo do que na primeira (t=-4,66;
P<0,05). No gréfico correspondente ao intervalo vazio posterior a L16 (Figura 9D) é
encontrada a Unica diferenga entre ratos controle-operados e lesados desta andlise,
dentro da 1% sessdo (t=2,33; P<0,05). Apesar disto, a Figura 9D transmite uma
informagdo semelhante a Figura 9C, pois os dois grupos de ratos também emitiram
significativamente mais respostas na Ultima sessdo do que na primeira (controle-
operados: t=-3,47; P<0,05; lesados: t=-5,33; P<0,05). Na Ultima sessdo, 0s nimeros de
respostas durante o intervalo vazio posterior a L16 ndo diferiu significativamente entre
ratos controle-operados e lesados (Figura 9D). A comparagéo entre os gréficos A e C da
Figura 9 evidencia o aumento do nimero de respostas durante o intervalo vazio
posterior a L4 em funcdo do treino, indicando que o desligamento da luz com o término
de L4 modulava o comportamento dos ratos. Por outro lado, este contraste ndo é tdo
claro quando a comparacéo ¢ feita entre os graficos B e D da mesma figura, pois houve
aumento do nimero de respostas ao longo do treino tanto nos ultimos 4 s de L16 quanto
no intervalo vazio ap6s L16. Mesmo assim, os resultados mostram que o desligamento
da luz com o término de L16 também modulava o comportamento dos ratos. Afinal,
para ratos controle-operados, o aumento do nimero medio de respostas da 1? para a 60?
sessdo mostrado na Figura 9B foi de 66,67+5,82% e o da Figura 9D foi de
135,68+12,32%, uma diferenca significativa (t=-3,92; P<0,05); e para ratos lesados, o
aumento do nimero médio de respostas da 12 para a 60 sessdo mostrado na Figura 9B
foi de 164,47+7,34% e o da Figura 9D foi de 270,00+9,29%, uma diferenca também
significativa (t=-6,73; P<0,05). De modo geral, os dados mostrados na Figura 9
confirmam a aquisicdo da discriminagdo condicional positiva pelos ratos dos dois

grupos, ja que o aumento da atividade operante em funcdo do término dos estimulos
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condicionais L4 e L16 constitui indicio adicional de que o treino conferiu, as luzes de 4

e 16 s, a propriedade de occasion setters em relagdo ao estimulo condicionado T5.
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Figura 9. Numeros médios de respostas durante luz de 4 s (grafico A), ultimos 4 s da luz
de 16 s (grafico B), intervalo vazio de 5 s ap0s luz de 4 s (gréfico C) e intervalo vazio
de 5 s apds luz de 16 s (grafico D), comparando-se a 12 sessdo diaria do treino com a 60?
em cada grafico. Ctrl = ratos controle-operados (n=10) ; Les = ratos lesados (n=9); — =
intervalo vazio de 5 s; * = nivel de significancia P<0,05 entre a 60% e a 1 sessdo para
ambos os grupos de ratos quanto aos Ultimos 4 s de L16; v = nivel de significancia
P<0,05 entre a 60% e a 12 sessdo para ambos 0s grupos de ratos quanto ao intervalo vazio
pés L4; + = nivel de significancia P<0,05 entre ratos lesados e controle-operados
somente na 12 sessdo quanto ao intervalo vazio pds L16; X = nivel de significancia
P<0,05 entre a 60* e a 12 sessdo somente para ratos controle-operados quanto ao
intervalo vazio pés L16; + = nivel de significAncia P<0,05 entre a 60? e a 12 sessdo
somente para ratos lesados quanto ao intervalo vazio pés L16; barras = desvio-padréo.

Considerando-se o comportamento de escolha a barra A ou a barra B
dependendo de L4 ou L16, a Figura 10 mostra que até o 3° bloco de cinco sessdes do
treino ndo houve tendéncia clara de aumento da porcentagem de pressdes & barra B
durante tons pds L16 junto & concomitante diminuicdo de pressbes & mesma barra

durante tons pos L4. Assim, independentemente da duracdo da luz precedente, a

porcentagem de pressdes a barra B durante todos os tons manteve-se proxima a 50% até
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0 3° bloco, quando, a partir de entdo, as curvas de tons pos L4 e tons pos L16
comecgaram a seguir tendéncias opostas. A significancia do aumento da porcentagem de
pressdes & barra B durante tons pés L16 foi confirmada pelo efeito de sessbes
(F11,187=12,31; P<0,05) e ndo houve diferenca significativa entre as curvas de tons p6s
L16 de ratos controle-operados e lesados. A diminuicdo da porcentagem de pressdes a
barra B durante tons pds L4 também foi significativa (efeito de sessdes: Fi1 157=21,70;
P<0,05) e também ndo houve diferenca significativa entre as curvas de tons p6s L4 dos
dois grupos de ratos. A comparacdo pos hoc indicou que, de fato, a oposicdo de
tendéncias entre as curvas referentes aos tons pds L16 e L4 se iniciou no 4° bloco de
cinco sessOes diarias (teste de Newman-Keuls) (Figura 10). Portanto, os ratos dos dois
grupos adquiriram a discriminacéo entre as duragdes de 4 e 16 s. Como mostra a Figura
10, a retirada do método de corre¢do nos ultimos dois blocos de cinco sessdes ndo
afetou os dados, o que constitui garantia adicional de que o comportamento de escolha

dos ratos estava realmente sendo modulado pela duragéo da luz.
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Figura 10. Porcentagem meédia de pressdes a barra B durante tons em relacéo ao total de
respostas emitidas somente durante tons precedidos por luz de 4 s ou luz de 16 s em
cada bloco de cinco sessdes do treino. (L16—) T = tons precedidos por luz de 16 s;
(L4—) T = tons precedidos por luz de 4 s; Ctrl = ratos controle-operados (n=10); Les =
ratos lesados (n=9); * = nivel de significancia P<0,05 entre as duas curvas de tons
precedidos por luz de 16 s e as duas curvas de tons precedidos por luz de 4 s; barras =
desvio-padréo.

3.4. Teste de bi-secéo temporal

A Figura 11 mostra a porcentagem de pressdes a barra B durante tons em funcéo
das sete duracdes da luz precedente. As curvas psicométricas dos dois grupos de ratos
mostram aumento significativo da porcentagem de pressdes a barra B conforme a escala
de duracbes de 4 até 16 s (efeito de duracdes de L: Fg102=88,98; P<0,05). O
desempenho dos ratos lesados (n=9) n&o diferiu do desempenho dos controle-operados
(n=10), j& que ndo houve efeito de grupos nem de interagdo. Este resultado indica que a
precisdo da estimacgdo temporal foi estatisticamente igual entre os ratos controle-

operados e lesados. O ponto de bi-secdo temporal, ou ponto de igualdade subjetiva, dos



77

dois grupos de ratos corresponde a duracdo de 10 s da luz precedente, que é a média

aritmética entre as duas duragBes extremas: 4 e 16 s (Figura 11).
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Figura 11. Porcentagem meédia de pressdes a barra B durante tons em relacéo ao total de
respostas emitidas somente durante tons pertencentes a praticas de teste em funcdo das
sete duragbes da luz precedente. Ctrl = ratos controle-operados (n=10); Les = ratos
lesados (n=9); linha tracejada = correspondéncia entre 50% de pressdes a barra B e as
curvas psicométricas, apontando a duracdo de 10 s de luz como ponto de bi-secdo
temporal; barras = desvio-padrao.
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4. DISCUSSAO

4.1. Desempenho em discriminagéo condicional e bi-se¢do temporal

No inicio do treino, foi alta a probabilidade de os ratos dos dois grupos
pressionarem qualquer barra durante todas as apresentagdes do tom puro, precedidas por
luz ou ndo. Isto se explica pela aquisicdo da discriminagdo simples, no pré-treino, de
responder durante os tons. Contudo, enquanto a probabilidade de responder durante tons
precedidos por luz de qualquer duragdo manteve-se alta até o fim do treino, a de
responder durante tons apresentados sozinhos diminuiu gradualmente para os dois
grupos de ratos. Isto indica que a luz, qualquer que fosse sua duragéo, adquiriu a fungéo
de occasion setter em relagdo & oportunidade de reforco sinalizada pelo tom puro, cuja
propriedade excitatdria estabelecida previamente pelo pré-treino de discriminacéo
simples passou a ser modulada em fungéo da luz precedente. Assim, a presenga ou
auséncia da luz precedente passou a ser a condigdo para, respectivamente, responder ou
ndo durante o tom, 0 que caracteriza a aquisi¢do da discriminagdo condicional (ROSS;
HOLLAND, 1981). A discriminagdo condicional treinada neste experimento foi do tipo
positiva, pois a presenca da luz definia a ocasido para que a resposta fosse reforcada
durante o estimulo sonoro subsequente, ao contrario da discrimina¢do condicional
negativa, em que a auséncia do estimulo condicional é que definiria a ocasido para o
reforco (HOLLAND; LAMARRE, 1984).

Os trabalhos de Ross e Holland (1981) e Holland e Lamarre (1984) mostraram
que a relacdo de occasion setting s6 € estabelecida em treino de discriminacéo
condicional quando um intervalo vazio é interposto entre o estimulo condicional e o
estimulo condicionado, constituindo-se uma discrimina¢do condicional seriada. No

presente trabalho, foi utilizado um treino de discriminacdo condicional seriada, j& que
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um intervalo vazio de 5 s era apresentado apds o desligamento do estimulo condicional
luminoso. A comparagdo entre as quantidades de pressdes a qualquer barra durante a luz
de 4 s, durante os ultimos 4 s da luz de 16 s e durante os intervalos vazios posteriores as
duas duracdes de luz mostrou que, ap0s a estabilizacdo da aquisicdo no fim do treino, a
evolucdo do numero de respostas ao longo das préaticas ndo era indiferente ao
desligamento da luz e inicio do intervalo vazio. Ao invés disto, apesar de algumas
respostas serem emitidas durante as luzes de 4 e 16 s, os ratos dos dois grupos passavam
a emitir maior nimero de respostas em funcéo do desligamento da luz. Isto mostra que,
durante o intervalo vazio, o comportamento operante dos ratos foi modulado por uma
associacdo entre a representacdo de um estimulo condicional ndo mais presente com a
expectativa de um estimulo condicionado vindouro. Este resultado constitui mais um
indicio de que o procedimento do presente trabalho estabeleceu a aquisicdo de uma
discriminagdo condicional e que o intervalo vazio ndo foi neutro na modulacdo do
comportamento operante.

Diferenciando-se as respostas & barra A e & barra B durante tons e
desconsiderando-se as respostas durante tons apresentados sozinhos, os ratos dos dois
grupos adquiriram a discriminacéo entre a duragéo curta e a duragdo longa de luz. Ao
longo do treino, a probabilidade de pressionar a barra B durante tons precedidos por luz
de 16 s aumentou gradualmente e o inverso ocorreu com a probabilidade de pressionar a
barra B durante tons precedidos por luz de 4 s. A partir do ultimo terco do treino,
aproximadamente, a precisdo da discriminagdo de duragdes se estabilizou em torno de
85% de acertos, desconsiderando-se as respostas emitidas fora dos tons precedidos por
luz. A aquisicdo da discriminagéo entre duracdes de uma mesma modalidade sensorial
baseada na escolha entre duas respostas operantes, aliada a constatacdo de que os ratos

adquiriram a discriminagdo condicional positiva, favorece a hipotese de que é
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improvével que o comportamento de escolha dos ratos tenha sido influenciado apenas
por mero controle temporal, independentemente do tom e do intervalo vazio entre luz e
tom. Ou seja, ao invés de obedecer a um controle temporal simplesmente desencadeado
pelo acionamento da luz, o comportamento operante dos ratos foi modulado por uma
relacdo de occasion setting entre duas duracGes de mesma modalidade e um estimulo
condicionado de modalidade diferente. Tradicionalmente, 0s estudos em que se treinam
ratos a discriminarem entre duas duracdes, escolhendo entre duas respostas operantes,
utilizam barras retréateis, que sdo inseridas nas caixas operantes somente ap4s o término
do sinal temporal curto ou longo, sendo novamente retraidas imediatamente apos a
resposta, correta ou ndo (por exemplo, MECK; CHURCH; OLTON, 1984; SIEGEL,
1986; MORRISSEY et al., 1993; HO et al., 1995, 1996; AL-ZAHRANI et al., 1997).
Em contraste, no presente trabalho as duas barras mantiveram-se permanentemente
disponiveis dentro das caixas operantes, o que permitiu a avaliacdo de como evolui o
comportamento operante desde o inicio do estimulo condicional até o estimulo
condicionado, passando pelo intervalo vazio. Raslear (1983, 1985) também fez testes de
bi-secdo temporal utilizando barras fixas. Contudo, nestes trabalhos, as pressdes as
barras fixas eram efetivas durante um periodo de 10 s iniciado com o término do sinal
temporal; assim, ndo houve relacdo condicional entre estimulos. Além disto, Raslear
(1983, 1985) ndo estudou o decurso do comportamento operante durante os sinais
temporais, quando as respostas ndo podiam ser reforgadas. No presente trabalho, a
analise desta evolucdo do comportamento operante ao longo das préticas iniciadas com
luz mostrou que ratos séo capazes de adquirir a discriminacdo entre duas duragoes,
pressionando uma barra ou outra, mesmo quando submetidos a um procedimento de
aprendizagem complexa, como o de discriminacdo condicional. Desta forma, os ratos

mostraram-se capazes de, durante o intervalo vazio de 5 s, reter a informagéo acerca da
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duracdo recém apresentada a fim de escolher a barra correta durante o estimulo sonoro
esperado. Estes resultados sdo semelhantes aos apresentados por Bueno e Bueno Janior
(2007).

Bueno e Bueno Janior (2007) treinaram ratos a ndo responderem durante o
estimulo condicionado precedido por luz de 5 s e a responderem durante o estimulo
condicionado precedido por luz de 15 s. Os autores também interpuseram um intervalo
vazio de 5 s entre os estimulos condicionais e os condicionados. Utilizando um teste
parecido com o do presente trabalho, apresentaram luz com as duragdes5s, 7 s, 9's, 11
s, 13 s e 15 s e mediram somente o nimero de respostas durante o estimulo
condicionado em fungdo da duracdo da luz precedente, ja que treinaram os ratos a
pressionarem uma barra Unica. Ao invés de encontrarem um gradiente na relagéo entre o
nimero de respostas e a duragdo intermediaria de luz, observaram que o0s ratos
categorizaram metade das duracgOes intermediarias como curtas e a outra metade como
longas. Assim, ao invés de resultar em um gradiente linear, o teste de Bueno e Bueno
Janior (2007) resultou em dois patamares distintos: o de baixo nimero de respostas apds
luzde5s,7se9se odealto nimero de respostas apos luz de 11's, 13 se 15 s. Este
resultado sugere um ponto de bi-secdo localizado sobre a média aritmética entre 15se 5
s, que € 10 s.

No presente estudo, as duragdes de teste (4,0s,5,0s,6,45s,8,0s,10,05s, 128se
16,0 s) foram diferenciadas como unidades de uma progressdo geométrica a semelhanca
de Church e Deluty (1977), que, assumindo que a representacdo interna de tempo
aumenta como funcdo logaritmica em relacdo ao tempo fisico, utilizaram este tipo de
espacamento entre as duracles intermediarias a fim de igualé-las subjetivamente,
tornando comparaveis as respostas emitidas apos cada duracdo de teste. A utilizagdo

deste método pelos autores permitiu que, em meio as duracdes intermediérias, houvesse
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uma duracdo correspondente & média geométrica entre as duragBes extremas
apresentadas no treino e outra duragdo correspondente a média aritmética (no caso do
presente trabalho, a média geométrica é 8,0 e a aritmética, 10,0). Os resultados de
Church e Deluty (1977) mostraram que o ponto de bi-secdo temporal de ratos treinados
a escolher uma barra retrétil ou outra se localizou sobre a duragdo correspondente a
media geométrica. Subseqlientemente, este resultado foi replicado em estudos com
procedimentos semelhantes (MECK; CHURCH; OLTON, 1984; MORRISSEY et al.,
1993; HO et al., 1995, 1996; AL-ZAHRANI et al., 1997). Porém, tanto os resultados de
Bueno e Bueno Janior (2007) quanto os resultados do presente trabalho indicam um
ponto de bi-secdo temporal localizado sobre a média aritmética entre as duragdes
extremas apresentadas nos respectivos treinos.

Tal deslocamento a direita do ponto de bi-se¢do temporal pode ser comparado
com as observagdes de Meck, Church e Olton (1984), em cujo primeiro experimento,
ratos foram treinados e testados sob um procedimento tradicional de bi-secdo temporal:
com duas barras retrateis e dois sinais temporais, 2 e 8 s, sem relacbes condicionais com
outros estimulos. Em um experimento posterior do mesmo estudo com 0S mesmos
sujeitos, o teste incluiu intervalos de retencéo de 5 s entre o sinal temporal e a insercéo
das barras dentro da caixa operante. No teste, 0s ratos tenderam a classificar todas as
duragBes intermediérias como longas, pressionando, na maioria das oportunidades, a
barra correspondente ao sinal de 8 s, independentemente da duragdo apresentada
previamente. Isto foi interpretado pelos autores como indicio de que, ao invés de
utilizarem o intervalo de 5 s para reter a informagao acerca da duragéo recém terminada,
0s ratos teriam se comportado de acordo com o tempo corrido desde o inicio do sinal
temporal, somando os 5 s do intervalo de retengdo a duracéo do sinal temporal. Ou seja,

2 s teriam passado a ser interpretados como 7 s, 4 s como 9 s, etc. O fato de a duragéo
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mais curta ter sido interpretada como de 7 s, muito proxima da duracdo longa de 8 s,
explicaria a tendéncia de os ratos pressionarem somente a barra correspondente aos 8 s
apos todas as duracgdes intermediarias. Assim, neste resultado de Meck, Church e Olton
(1984) ndo é possivel, sequer, definir um ponto de bi-secdo temporal, pois as
probabilidades de pressionar a barra da duragéo longa foram maiores do que 50% para
todas as durac@es intermedidrias de teste. No caso do presente trabalho, em que também
foi usado um intervalo de 5 s apds o sinal temporal, isto ndo chegou a ocorrer, pois a
diferenca da curva de bi-secdo temporal em relacdo as comumente encontradas na
literatura é pequena. Além disto, o deslocamento foi oposto ao encontrado por Meck,
Church e Olton (1984), pois um maior nimero de duragbes intermediarias (4,0 s, 5,0 s,
6,4 s e 8,0 s) ficou abaixo do limiar de bi-se¢do temporal. Este resultado mostra que a
tendéncia de os ratos classificarem as duracdes intermediarias como curtas, escolhendo
a barra A, foi maior. Isto ndo ocorreu nos trabalhos que encontraram ponto de bi-se¢do
temporal sobre a média geométrica (MECK; CHURCH; OLTON, 1984; MORRISSEY
et al., 1993; HO et al., 1995, 1996; AL-ZAHRANI et al., 1997), ja que, dentre as sete
unidades logaritmicas, a média geométrica ocupa posi¢do central, entre trés unidades
abaixo do ponto de bi-secdo temporal e trés acima.

Diferentemente de Meck, Church e Olton (1984), os intervalos de 5 s apds 0s
sinais temporais ndo foram introduzidos somente no teste, pois eles também foram
apresentados em todo o treino. Assim, poderia se argumentar sobre a possibilidade de os
sujeitos do presente trabalho terem aprendido a somar os 5 s de intervalo vazio aos 4 e
16 s das luzes do treino e que essa mesma soma teria sido feita para cada duragéo
intermediéria de teste. Deste modo, o intervalo vazio teria sido inGtil em servir como
intervalo de retencdo de informagéo temporal. No entanto, isto é improvavel, pois a

analise da evolucdo do comportamento operante em funcéo da luz, intervalo vazio e tom
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puro mostrou que o inicio do intervalo vazio desencadeava aumento do nimero de
respostas, o que indica que, no presente experimento, o intervalo vazio funcionou, de
fato, como intervalo de retengdo de informacéo temporal. Sendo assim, o deslocamento
do ponto de bi-secdo temporal para a média aritmética, ja reportado anteriormente por
Bueno e Bueno Junior (2007), parece ser caracteristico do processo de bi-se¢do
temporal em que o sinal temporal mantém relacdo condicional com um estimulo

condicionado de outra modalidade sensorial.

4.2. Efeitos da leséo seletiva do giro denteado

A lesdo citotdxica seletiva do giro denteado hipocampal foi capaz de produzir
trés resultados positivos. Um deles, no pré-treino de discriminagéo simples, mostrou que
embora a porcentagem de respostas durante os tons puros tenha aumentado ao longo de
trés sessdes para os dois grupos de ratos, os lesados apresentaram aquisicdo mais lenta
por terem mantido porcentagens mais altas de respostas durante os intervalos entre tons.
Isto pode ser explicado pelo fato de os ratos lesados terem emitido, regularmente, maior
nimero de respostas do que os controle-operados durante todo o experimento,
independentemente das barras A ou B e independentemente dos estimulos apresentados.
A nocéo de que os ratos lesados tenderam a responder mais vezes é sustentada por outro
resultado positivo produzido pela lesdo: o maior nimero de respostas dos ratos lesados
ao longo de todo o treino. Ainda no treino, foi encontrado mais um resultado positivo
gerado pela lesdo no giro denteado: apesar de a tendéncia de extinguir a pressdo a
qualquer barra durante tons sozinhos ter ocorrido nos dois grupos de ratos, nos ratos
lesados esta tendéncia foi menos acentuada. Esta maior resisténcia a extingdo por parte

dos ratos lesados ndo chegou a impedir que eles adquirissem a discriminagéo
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condicional, pois, no fim do treino, seu desempenho se igualou ao dos ratos controle-
operados. De qualquer forma, trata-se de um resultado que também é coerente com a
nogdo de maior atividade operante dos ratos lesados. Esta indugéo de hiperatividade por
lesGes hipocampais é amplamente conhecida (por exemplo, GRAY; McNAUGHTON,
1983; SHULL; HOLLOWAY, 1985; EMERICH; WALSH, 1990; BARONE et al.,
1992; BRATT et al., 1995; HOFFERER et al., 1996; BANNERMAN et al., 1999, 2001;
COUTUREAU et al., 2000; AL-AMIN; WEINBERGER; LIPSKA, 2000; AL-AMIN et
al., 2001; SWERDLOW et al.,, 2001; DUCONSEILLE et al., 2001; MOREIRA,;
BUENO, 2003; FLORES et al., 2005; GODSIL; STEFANACCI; FANSELOW, 2005).
Como os ratos lesados mantiveram-se regularmente mais responsivos até o final do
treino, conclui-se que o efeito da lesdo seletiva citotoxica foi permanente. Portanto, é
improvavel que os resultados negativos quanto & participacdo do hipocampo na
aquisicdo da discriminacdo de duragdes e no teste de bi-secdo temporal tenham sido
devidos a um efeito apenas provisorio da lesdo. Esta constatacdo favorece o argumento
de que as células granulares do giro denteado ndo sdo, de fato, importantes para a
aquisicdo da discriminagcdo de duragdes e para 0 teste de bi-se¢cdo temporal em
procedimentos que envolvem relagcbes condicionais entre estimulos. Resultados
semelhantes ja haviam sido encontrados por Bueno e Bueno Junior (2007), que
empregaram o mesmo procedimento de lesdo hipocampal.

O primeiro experimento de Meck, Church e Olton (1984), que testou a bi-secéo
temporal entre as duragdes extremas de 2 e 8 s sem a utilizagdo do intervalo de 5 s,
mostrou que ratos lesados na fimbria, importante via de comunicacéo hipocampal com o
septo  (HARRY; D’HELLENCOURT, 2003), deslocam ligeiramente a fungdo
psicofisica de bi-secdo para a esquerda. Dessa forma, os ratos lesados na fimbria

possuem tendéncia um pouco maior de classificar as duracBes intermediarias como
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longas. Este resultado foi interpretado pelos autores como indicativo de que uma lesdo
que interfere no fluxo de informacdes eferentes e aferentes do hipocampo ndo é capaz
de destruir a discriminagdo de duragdes, mas de diminuir as duragdes lembradas. A
hipotese dos autores foi a de que a diminuicdo das duragBes lembradas foi devida a um
prejuizo da recuperacgdo, por parte da memaria de trabalho, de duracBes armazenadas na
memodria de referéncia, e ndo a um prejuizo no modelo SET (scalar expectancy time), o
sistema de marcapasso-acumulador proposto inicialmente por Gibbon (1977) e
expandido por Gibbon e Church (1984) e Gibbon, Church e Meck (1984). Afinal, o
mecanismo temporal interno, ainda que deslocado em relacédo ao tempo ambiental, néo
chegou a ser destruido.

Meck, Church e Olton (1984) ainda compararam seus resultados de bi-segdo
temporal com trabalhos anteriores mostrando que o desempenho em DRL ¢é prejudicado
por lesbes hipocampais de varios tipos (por exemplo, ELLEN; AITKEN, 1970;
HADDAD; RABE, 1967; JOHNSON et al., 1977). Em DRL ndo ha apresentagdo de
sinais exteroceptivos, e uma resposta so é reforcada se separada da resposta anterior por,
no minimo, uma duracdo definida pelo experimentador. O fato de, em DRL, ser
necessario estimar uma duracdo presente, adicionaria a tarefa a participacdo da memoria
de trabalho, o que explicaria os prejuizos mais evidentes no controle temporal
provocados por lesBes hipocampais. Apos Meck, Church e Olton (1984) terem
levantado esta questdo, muitos outros trabalhos envolvendo DRL e hipocampo tornaram
ainda mais consistente a nogdo de que o hipocampo é, realmente, necessério para o
desempenho deste tipo de tarefa operante (por exemplo, ACSADI et al., 1986; SINDEN
et al., 1986; WOODRUFF et al., 1987; JALDOW; OAKLEY, 1990; YOUNG;
McNAUGHTON, 2000; ZHANG et al., 2001; COSTA; BUENO; XAVIER, 2005). O

envolvimento do hipocampo no controle temporal também foi sugerido por trabalhos
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que utilizaram o procedimento de pico, outro procedimento temporal que requer a
estimacdo de uma duracdo presente (MECK; CHURCH; OLTON, 1984; OLTON;
MECK; CHURCH, 1987; MECK, 1988).

Lesar seletivamente o giro denteado, ao invés da fimbria, € outra maneira de
interferir na entrada de informacBes ao hipocampo; porém, afetando o fluxo de
informagBes da via perfurante, que conecta o coOrtex entorrinal ao giro denteado
(HARRY; D’HELLENCOURT, 2003). Estudando ratos, Costa, Bueno e Xavier (2005),
mostraram que a leséo seletiva do giro denteado ap0s treino em DRL faz com que 0s
ratos lesados, previamente treinados a responderem de 20 em 20 s, aproximadamente,
passem a responder de 16 em 16 s, aproximadamente. Por indicarem participagdo do
giro denteado no controle temporal sobre o comportamento, estes dados sdo coerentes
com os modelos de simulagdo computacional apresentados por Grossberg e Schmajuk
(1989), Grossberg e Merrill (1992, 1996) e Gorchetchnikov e Grossberg (2007). No
modelo do tempo espectral (GROSSBERG; MERRILL, 1992), as curvas de respostas
em funcdo do tempo, tipicamente obtidas em trabalhos com procedimento de pico,
condicionamento cléssico e DRL, foram reproduzidas por simulagdes computacionais
compostas por uma série de equagdes. E estas curvas de respostas simuladas
reproduzem a propriedade escalar Weberiana: quanto maior a duragéo treinada, maior a
variagdo da curva de respostas em torno do pico de respostas. Assim, 0s autores destas
simulagdes apresentaram uma explicagdo para a propriedade escalar que é diferente da
explicacdo de Gibbon (1977), baseada no modelo do marcapasso-acumulador. Além
disto, os diferentes modelos propdem diferentes sistemas neurobioldgicos. Grossberg e
Schmajuk (1989), Grossberg e Merrill (1992, 1996) e Gorchetchnikov e Grossberg
(2007) defendem que existe uma participacdo central da comunicacdo entre o cortex

entorrinal e a camada granular do giro denteado (através da via perfurante) e entre a
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camada granular do giro denteado e as células piramidais do CA3 hipocampal (através
das fibras musgosas). Por outro lado, o0 modelo psicoldgico de Gibbon (1977) forneceu
as bases para outros trabalhos (por exemplo, MECK, 1996; MATELL; MECK, 2000;
MATELL; MECK, 2004; BUHUSI; MECK, 2005; MECK, 2006) proporem um sistema
neurobioldgico que ndo passa pelo hipocampo, por ser baseado nas algas de
retroalimentacdo dos ndcleos da base, que incluem nucleos do talamo, neurdnios
piramidais corticais e neurnios espinhosos médios do corpo estriado, que recebem
modulacdo dopaminérgica pela substantia nigra pars compacta.

A neurobiologia baseada no hipocampo proposta por Grossberg e Merrill (1992)
sO é capaz de explicar dados obtidos em procedimento de pico, condicionamento
cléssico e DRL. Afinal, o presente trabalho, que investigou bi-secdo temporal
empregando o método de lesdo outrora utilizado por Costa, Bueno e Xavier (2005),
encontrou resultados negativos quanto a participacdo do giro denteado no controle
temporal. Assim, diante da possibilidade destas duas tarefas temporais recrutarem
processos neurobioldgicos diferentes quanto a participagdo hipocampal, podem se
levantar as seguintes hipoteses. (1) Como argumentado por Meck, Church e Olton
(1984), tarefas como a bi-secdo temporal, que apresentam sinais temporais
exteroceptivos a serem discriminados, dispensam o uso de uma memoria de trabalho
hipocampal. Assim, a discriminacdo de duragdes seria baseada em um sistema que ndo
inclui o hipocampo. Este raciocinio favoreceria 0s modelos neurobiol6gicos
centralizados nos nucleos da base (revisdes: MATELL; MECK, 2004; BUHUSI;
MECK, 2005). (2) Se por um lado Grossberg e Schmajuk (1989), Grossberg e Merrill
(1992, 1996) e Gorchetchnikov e Grossherg (2007) afirmam que o giro denteado é, de
fato, parte integrante de um sistema que controla o comportamento em fungdo do

tempo, e por outro lado os dados do presente trabalho contrariam esta idéia, pode-se
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afirmar que ndo existe um sistema unico de controle temporal. Na realidade, existiria,
pelo menos, um sistema neurobiol6gico envolvido em tarefas prospectivas, tanto
sinalizadas exteroceptivamente (como procedimento de pico) quanto sem sinais
exteroceptivos (como DRL), e outro sistema envolvido em tarefas retrospectivas
sinalizadas exteroceptivamente (como bi-se¢do temporal). (3) O prejuizo de
desempenho em DRL provocado por lesdo hipocampal poderia, simplesmente, ser
explicado pelo aumento da atividade operante nos sujeitos lesados, que é concorrente
com a necessidade de inibir a resposta por determinado periodo para a obtencdo do
reforcador. Trata-se de uma idéia coerente com os dados de Zhang et al. (2001), que,
sem o objetivo de investigar controle temporal, administraram isoproterenol (um
agonista beta adrenérgico ndo seletivo) bilateralmente no hipocampo de ratos, o que
produziu reducdo da taxa de respostas e, consequentemente, aumento da taxa de
reforgos. Desta forma, poderia se afirmar que, em DRL, a mediacdo do controle
temporal por seqiiéncias estereotipadas de comportamentos colaterais (RICHELLE;
LEJEUNE, 1980; KILLEEN; FETTERMAN, 1988) é prejudicada pela lesdo
hipocampal, que induz hiperatividade (O'KEEFE; NADEL, 1978). No entanto, j& que
no presente experimento 0s ratos ndo eram punidos por responderem a taxas mais altas,
um eventual prejuizo em um controle temporal que toma comportamentos colaterais
como referéncias ndo teria sido capaz de impedir a aquisigdo e o desempenho normal no
teste.

De qualquer forma, a possibilidade de procedimentos tradicionalmente
categorizados como temporais serem processados de diferentes maneiras sugere que
comparagdes mais minuciosas entre estes diferentes processos comportamentais podera
se tornar uma importante ferramenta na busca pela compreensdo dos sistemas

neurobioldgicos subjacentes ao controle temporal do comportamento.



91



92



93

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACSADI, G; BUZSAKI, G; KESZTHELYI, T; KIRALYFALVI, L; GAGE, F. H.
Effects of confinement, previous experience and hippocampal damage on the DRL
schedule. Behavioral Brain Research, v. 20, n. 2, p. 241-248, 1986.

AL-AMIN, H. A; SHANNON WEICKERT, C; WEINBERGER, D. R; LIPSKA, B. K.
Delayed onset of enhanced MK-801-induced motor hyperactivity after neonatal lesions
of the rat ventral hippocampus. Biological Psychiatry, v. 49, n. 6, p. 528-539, 2001.

AL-AMIN, H. A; WEINBERGER, D. R; LIPSKA, B. K. Exaggerated MK-801-induced
motor hyperactivity in rats with the neonatal lesion of the ventral hippocampus.
Behavioural Pharmacology, v. 11, n. 3-4, p. 269-278, 2000.

AL-ZAHRANI, S. S. A; HO, M. Y; AL-RUWAITEA, A. S. A; BRADSHAW, C. M;
SZABADI, E. Effect of destruction of the 5-hydroxytryptaminergic pathways on
temporal memory: quantitative analysis with a delayed interval bisection task.
Psychopharmacology, v. 129, n. 1, p. 48-55, 1997.

BANNERMAN, D. M; GILMOUR, G; NORMAN, G; LEMAIRE, M; IVERSEN, S. D;
RAWLINS, J. N. The time course of the hyperactivity that follows lesions or temporary
inactivation of the fimbria-fornix. Behavioural Brain Research, v. 120, n. 1, p. 1-11,
2001.

BANNERMAN, D. M; YEE, B. K; GOOD, M. A; HEUPEL, M. J; IVERSEN, S. D;
RAWLINS, J. N. Double dissociation of function within the hippocampus: a
comparison of dorsal, ventral, and complete hippocampal cytotoxic lesions. Behavioral
Neuroscience, v. 113, n. 6, p. 1170-1188, 1999.

BARONE, S; BONNER, M; TANDON, P; McGINTY, J. F; TILSON, H. A. The
neurobiological effects of colchicine: modulation by nerve growth factor. Brain
Research Bulletin, v. 28, n. 2, p. 265-274, 1992.

BOSS, B. D; PETERSON, G. M; COWAN, W. M. On the numbers of neurons in the
dentate gyrus of the rat. Brain Research, v. 338, n. 1, p. 144-150, 1985.

BOSS, B. D; TURLEJSKI, N; STANFIELD, B. B; COWAN, W. M. On the numbers of
neurons in fields CAl and CAS3 of the hippocampus of Sprague-Dawley and Wistar rats.
Brain Research, v. 406, n. 1-2, p. 280-287, 1987.

BRATT, A. M; CASSEL, J. C; NEFANG, B; GREENE, P. L; JACKISCH, R;
HERTTTING, G; WILL, B. E. Behavioural and neurochemical effects of superior
cervical ganglionectomy in rats with septo-hippocampal lesions. Experimental Brain
Research, v. 102, n. 3, p. 429-444, 1995.

BUENO, J. L. O. O imaginario animal. Psicologia Universidade de S&o Paulo, v. 8, n.
2, p. 165-180, 1997.



94

BUENO, J. L. O; BUENO JUNIOR, L. S. Estimacdo temporal de ratos com lesdo
hipocampal em discriminagdo condicional operante. Revista Interamericana de
Psicologia, v. 41, n. 3, p. 329-340, 2007.

BUENO, J. L. O; COSTA, V. C. I; XAVIER, G. F; DIMA, L. L. Aquisi¢cdo de uma
tarefa temporal (DRL) por ratos submetidos a lesdo seletiva do giro denteado.
Psicologia: Reflexdo & Critica, v. 19, n. 1, p. 159-165, 2006.

BUENO, J. L. O; WAGATSUMA, A; MARTINS, M. R. Estimacdo de tempo em ratos
submetidos a um procedimento de discriminacdo condicional. Psicologia: Reflexdo &
Critica, v. 20, n. 2, p. 238-245, 2007.

BUHUSI, C. V; MECK, W. H. What makes us tick? Functional and neural mechanisms
of interval timing. Nature Reviews: Neuroscience, v. 6, n. 10, p. 755-765, 2005.

CARLSSON, A. On the neuronal circuitries and neurotransmitters involved in the
control of locomotor activity. Journal of Neural Transmission, v. 40, p. 1-12, 1993.

CATANIA, A. C. Aprendizagem: comportamento, linguagem e cognicéo. 42 ed. Porto
Alegre: Artmed, 1999. 470 p.

CHURCH, R. M; DELUTY, M. Z. Bisection of temporal intervals. Journal of
Experimental Psychology: Animal Behavior Processes, v. 3, n. 3, p. 216-228, 1977.

COSTA, V. C. I; BUENO, J. L. O; XAVIER, G. F. Dentate gyrus-selective colchicine
lesion and performance in temporal and spatial tasks. Behavioural Brain Research, v.
160, n. 2, p. 286-303, 2005.

COUTUREAU, E; GALANI, R; JARRARD, L. E; CASSEL, J. C. Selective lesions of
the entorhinal cortex, the hippocampus, or the fimbria-fornix in rats: a comparison of
effects on spontaneous and amphetamine-induced locomotion. Experimental Brain
Research, v. 131, n. 3, p. 381-392, 2000.

DIETRICH, A; ALLEN, J. D. Functional dissociation of the prefrontal cortex and the
hippocampus in timing behavior. Behavioral Neuroscience, v. 112, n. 5, p. 1043-1047,
1998.

DIETRICH, A; ALLEN, J. D; BUNNELL, B. N. Is the hippocampus involved in
temporal discrimination and the memory of short intervals? The International Journal
of Neuroscience, v. 90, n. 3-4, p. 255-269, 1997.

DUCONSEILLE, E; CARROT, S. N; WOERLY, S; KELCHE, C; WILL, B; CASSEL,
J. C. Homotopic grafts of septal neurons combined to polymeric hydrogels placed into a
fimbria-fornix lesion cavity attenuate locomotor hyperactivity but not mnemonic
dysfunctions in rats. Restorative Neurology and Neuroscience, v. 18, n. 1, p. 39-51,
2001.

ELLEN, P; AITKEN Jr., W. C. Absence of overresponding on a DRL schedule by
hippocampally-lesioned rats. Physiology and Behavior, v. 5, n. 4, p. 489-495, 1970.



95

EMERICH, D. F; WALSH, T. J. Hyperactivity following intradentate injection of
colchicine: a role for dopamine systems in the nucleus accumbens. Pharmacology,
Biochemistry, and Behavior, v. 37, n. 1, p. 149-154, 1990.

FLORES, G; SILVA-GOMEZ, A. B; IBANEZ, O; QUIRION, R; SRIVASTAVA, L.
K. Comparative behavioral changes in postpubertal rats after neonatal excitotoxic
lesions of the ventral hippocampus and the prefrontal cortex. Synapse, v. 56, n. 3, p.
147-153, 2005.

GALLISTEL, C. R. The organization of learning. Cambridge, MA: MIT Press, 1990.
662 p.

GIBBON, J. Scalar expectancy-theory and Weber’s Law in animal timing.
Psychological Review, v. 84, n. 3, p. 279-325, 1977.

GIBBON, J; CHURCH, R. M. Sources of variance in an information processing theory
of timing. In: ROITBLAT, H. L; BEVER, T. G; TERRACE, H. S. Animal Cognition:
proceedings of the Harry Frank Guggenheim Conference. Hillsdale: Erlbaum, 1984. p.
465-484.

GIBBON, J; CHURCH, R. M; MECK, W. H. Scalar timing in memory. Annals of the
New York Academy of Sciences, v. 423, p. 52— 77, 1984.

GIBSON, J. J. The concept of stimulus in psychology. American Psychologist, v. 15,
n. 11, p. 694-702, 1960.

GODSIL, B. P; STEFANACCI, L; FANSELOW, M. S. Bright light supresses
hyperactivity induced by excitotoxic dorsal hippocampus lesions in the rat. Behavioral
Neuroscience, v. 119, n. 5, p. 1339-1352, 2005.

GOLDSCHMIDT, R. B; STEWARD, O. Neurotoxic effects of colchicine: differential
susceptibility of CNS neuronal populations. Neuroscience, v. 7, n. 3, p. 695-714, 1982.

GOLDSCHMIDT, R. B; STEWARD, O. Preferential neurotoxicity of colchicine for
granule cells of the dentate gyrus of the adult rat. Proceedings of The National
Academy of Sciences The United States of America: Biological Sciences, v. 77, n. 5,
p. 3047-3051, 1980.

GORCHETCHNIKOV, A; GROSSBERG, S. Space, time and learning in the
hippocampus: How fine spatial and temporal scales are expanded into population codes
for behavioral control. Neural Networks, v. 20, n. 2, p. 182-193, 2007.

GRAY, J. A; McNAUGHTON, N. Comparison between the behavioural effects of
septal and hippocampal lesions: a review. Neuroscience and Biobehavioral Reviews,
v.7,n. 2, p.119-188, 1983.

GRAYBIEL, A. M. The basal ganglia and cognitive pattern generators. Schizophrenia
Bulletin, v. 23, n. 3, p. 459-469, 1997.



96

GRAYBIEL, A. M; AOSAKI, T; FLAHERTY, A. W; KIMURA, M. The basal ganglia
and adaptive motor control. Science, v. 265, n. 5180, p. 1826-1831, 1994.

GROSSBERG, S; MERRILL, J. W. L. A neural network model of adaptively timed
reinforcement learning and hippocampal dynamics. Cognitive Brain Research, v. 1, n.
1, p. 3-38, 1992.

GROSSBERG, S; MERRILL, J. W. L. The hippocampus and cerebellum in adaptively
timed learning, recognition, and movement. Journal of Cognitive Neuroscience, v. 8,
n. 3, p. 257-277, 1996.

GROSSBERG, S; SCHMAJUK, N. A. Neural dynamics of adaptive timing and
temporal discrimination during associative learning. Neural Networks, v. 2, n. 2, p. 79-
102, 19809.

HADDAD, R. K; RABE, A. Effect of selective hippocampal lesions in the rat on DRL
20 acquisition. Journal of Psychological Studies, v. 15, p. 106-121, 1967.

HANSON, M; ESTROM, A. Mitosis inhibitors and axonal transport. International
Reviews of Cytology Supplement, v. 7, p. 373-402, 1978.

HARRY, J. G; D’HELLENCOURT, C. L. Dentate gyrus: alterations that occur with
hippocampal injury. Neurotoxicology, v. 24, p. 343-356, 2003.

HO, M. Y; AL-ZAHRANI, S. S. A; MARTINEZ, D. N. V CABRERA, M. L;
BRADSHAW, C. M; SZABADI, E. Effects of desipramine and fluvoxamine on timing
behaviour investigated with the fixed interval peak procedure and the interval bisection
task. Psychopharmacology, v. 125, n. 3, p. 274-284, 1996.

HO, M. Y; AL-ZAHRANI, S. S. A; MARTINEZ, D. N. V; CABRERA, M. L;
BRADSHAW, C. M; SZABADI, E. The role of the ascending 5-hydroxytryptaminergic
pathways in timing behavior — further observations with the interval bisection task.
Psychopharmacology, v. 120, n. 2, p. 213-219, 1995.

HOFFERER, E; KELCHE, C; WILL B; CASSEL, J. C. A comparison of behavioural
effects and morphological features of grafts rich in cholinergic neurons placed in two
sites of the denervated rat hippocampus. Experimental Brain Research, v. 111, n. 2, p.
187-207, 1996.

HOLLAND, P. C. Differential effects of reinforcement of an inhibitory feature after
serial and simultaneous feature negative discrimination training. Journal of
Experimental Psychology: Animal Behavior Processes, v. 10, n. 4, p. 461-475, 1984.

HOLLAND, P. C. Temporal control in Pavlovian occasion setting. Behavioural
Processes, v. 44, n. 2, p. 225-236, 1998.

HOLLAND, P. C. The nature of conditioned inhibition in serial and simultaneous
feature-negative discriminations. In: MILLER, R. R; SPEAR, N. E. Information
processing in animals: conditioned inhibition. Hillsdale: Erlbaun, 1985. p. 267-297.



97

HOLLAND, P. C; LAMARRE, J. Transfer of inhibition after serial and simultaneous
feature negative discrimination training. Learning and Motivation, v. 15, n. 3, p. 219-
243, 1984.

JALDOW, E. J; OAKLEY, D. A. Performance on a differential reinforcement of low-
rate schedule in neodecorticated rats and rats with hippocampal-lesions. Psychobiology,
v. 18, n. 4, p. 394-403, 1990.

JARRARD, L. E; BECKER, J. T. The effects of selective hippocampal lesions on DRL
behavior in rats. Behavioral Biology, v. 21, n. 3, p. 393-404, 1977.

JENKINS, H. M; SAINSBURY, R. S. The development of stimulus control through
differential reinforcement. In: MACKINTOSH, N. J; HONIG, W. K. Fundamental
Issues in Associative Learning. Halifax: Dalhoise University Press, 1969. p. 123-161.

JOHNSON, C. T; OLTON, D. S; GAGE, F. H; JENKO, P. G. Damage to hippocampus
and hippocampal connections: effects on DRL and spontaneous alternation. Journal of
Comparative and Physiological Psychology, v. 91, n. 3, 1977. p. 508-522.

KILLEEN, P. R; FETTERMAN, J. G. A behavioral-theory of timing. Psychological
Review, v. 95, n. 2, p. 274-295, 1988.

KISHIMOTO, Y; NAKAZAWA, K; TONEGAWA, S; KIRINO, Y; KANO, M.
Hippocampal CA3 NMDA receptors are crucial for adaptive timing of trace eyeblink
conditioned response. The Journal of Neuroscience, v. 26, n. 5, p. 1562-1570, 2006.

LAWRENCE, A. D; SAHAKIAN, B. J; ROBBINS, T. W. Cognitive functions and
corticostriatal circuits: insights from Hungtington’s disease. Trends in Cognitive
Sciences, v. 2, p. 379-398, 1998.

LAWRENCE, D. H. The nature of a stimulus: some relationships between learning and
perception. In: KOCH, S. Psychology: a study of a science. New York: McGraw-Hill,
1963. p. 179-212.

LJUNGBERG, T; APICELLA, P; SCHULTZ, W. Responses of monkey dopamine
neurons during learning of behavioral reactions. Journal of Neurophysiology, v. 67, n.
1, p. 145-163, 1992.

MARTINS, M. R. Estimacdo de tempo em ratos submetidos a uma tarefa de
discriminagdo condicional em um procedimento operante. 2001. Monografia
(Bacharelado em Psicologia) - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeiréo
Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2001.

MATELL, M. S; MECK, W. H. Cortico-striatal circuits and interval timing:
coincidence detection of oscilatory processes. Cognitive Brain Research, v. 21, n. 2, p.
139-170, 2004.

MATELL, M. S; MECK, W. H. Neuropsychological mechanisms of interval timing
behavior. Bioessays, v. 22, n. 1, p. 94-103, 2000.



98

MECK, W. H. Hippocampal function is required for feedback control of an internal
clock’s criterion. Behavioral Neuroscience, v. 102, n. 1, p. 54-60, 1988.

MECK, W. H. Neuroanatomical localization of an internal clock: a functional link
between mesolimbic, nigrostriatal, and mesocortical dopaminergic systems. Brain
Research, v. 1109, n. 1, p. 93-107, 2006.

MECK, W. H. Neuropharmacology of timing and time perception. Brain Research:
Cognitive Brain Research, v. 3, n. 3-4, p. 227-242, 1996.

MECK, W. H; CHURCH, R. M. Abstraction of temporal attributes. Journal of
Experimental Psychology: Animal Behavior Processes, v. 8, n. 3, p. 226-243, 1982.

MECK, W. H; CHURCH, R. M; OLTON, D. S. Hippocampus, time, and memory.
Behavioral Neuroscience, v. 98, n. 1, p. 3-22, 1984.

MIDDLETON, F. A; STRICK, P. L. Anatomical evidence for cerebellar and basal
ganglia involvement in higher cognitive function. Science, v. 266, n. 5184, p. 458-461,
1994.

MILLENSON, J. R. Principios da analise do comportamento. Brasilia: Coordenada,
1977.

MOREIRA, R. C. M; BUENO, J. L. O. Conditional discrimination learning and
negative patterning in rats with neonatal hippocampal lesion induced by ionizing
radiation. Behavioural Brain Research, v. 138, n. 1, p. 29-44, 2003.

MORRISSEY, G; WOGAR, M. A; BRADSHAW, C. M; SZABADI, E. Effect of
lesions of the ascending 5-hydroxytryptaminergic pathways on timing behaviour
investigated with an interval bisection task. Psychopharmacology, v. 112, n. 1, p. 80-
85, 1993.

O’KEEFE, J; NADEL, L. The hippocampus as a cognitive map. Oxford: Oxford
University Press, 1978. 584 p.

OLTON, D. S; MECK, W. H; CHURCH, R. M. Separation of hippocampal and
amygdaloid involvement in temporal memory disfuncions. Brain Research, v. 404, n.
1-2, p. 180-188, 1987.

PARENT, A; HAZRATI, L. N. Functional anatomy of the basal ganglia: I. The cortico-
basal ganglia-thalamo-cortical loop. Brain Research: Brain Research Reviews, v. 20,
p. 91-127, 1995.

PARENT, A; HAZRATI, L. N. Functional anatomy of the basal ganglia: 1. The place
of subthalamic nucleus and external pallidum in basal ganglia circuitry. Brain
Research: Brain Research Reviews, v. 20, p. 128-154, 1995.

PAXINOS, G; WATSON, C. The rat brain in stereotaxic coordinates. London:
Academic Press, 2007. 456 p.



99

PHILLIPS, J. G; BRADSHAW, J. L; IANSEK, R; CHIU, E. Motor functions of the
basal ganglia. Psychological Research, v. 55, n. 2, p. 175-181, 1993.

PEARCE, J. M; HALL, G. A model for pavlovian learning: variations in the
effectiveness of conditioned but not of unconditioned stimuli. Psychological Review, v.
87, n. 6, p. 532-552, 1980.

PURVES, D; AUGUSTINE, G. J; FITZPATRICK, D; KATZ, L. C; LAMANTIA, A.
S; McNAMARA, J. O; WILLIAMS, S. M. Neurociéncias. Trad. Dalmaz, C;
Gongalves, C. A. S; Zancan, D; Horn, F; Quillfeldt, J. A; Elena, M. A; Rosat, R. M. 22
ed. Porto Alegre: Artmed, 2005. 728 p.

RASLEAR, T. G. A test of the Pfanzagl bisection model in rats. Journal of
ExperimentalPsychology: Animal Behavior Processes, v. 9, n. 1, p. 49-62, 1983.

RASLEAR, T. G. Perceptual bias and response bias in temporal bisection. Perception
& Psychophysics, v. 38, n. 3, p. 261-268, 1985.

RESCORLA, R. A; HOLLAND, P. C. Associations in pavlovian conditioned inhibition.
Learning and Motivation, v. 8, n. 4, p. 429-447, 1977.

RICHELLE, M; LEJEUNE, H. Time in animal behaviour. Oxford: Pergamon Press,
1980.

ROSS, R. T; HOLLAND, P. C. Conditioning of simultaneous and serial feature-positive
discriminations. Animal Learning & Behavior, v. 9, n. 3, p. 293-303, 1981.

SHULL, R. N; HOLLOWAY, F. A. Behavioral effects of hippocampal system lesions
on rats in an operant paradigm. Brain Research Bulletin, v. 14, n. 4, p. 315-322, 1985.

SIEGEL, S. F. A test of the similarity rule model of temporal bisection. Learning and
Motivation, v. 17, n. 1, p. 59-75, 1986.

SINDEN, J. D; RAWLINS, J. N; GRAY, J. A; JARRARD, L. E. Selective cytotoxic
lesions of the hippocampal formation and DRL performance in rats. Behavioral
Neuroscience, v. 100, n. 3, p. 320-329, 1986.

STUBBS, D. A. Discrimination of stimulus duration by pigeons. Journal of The
Experimental Analysis of Behavior, v. 11, n. 3, p. 223-238, 1968.

STUBBS, D. A. Scaling of stimulus duration by pigeons. Journal of The
Experimental Analysis of Behavior, v. 26, n. 1, p. 15-25, 1976.

SWERDLOW, N. R; HALIM, N; HANLON, F. M; PLATTEN, A; AUERBACH, P. P.
Lesion size and amphetamine hyperlocomotion after neonatal ventral hippocampal
lesions: more is less. Brain Research Bulletin, v. 55, n. 1, p. 71-77, 2001.

VAUCLAIR, J. Animal cognition: an introduction to modern comparative psychology.
Cambridge, MA: Harvard University Press, 1996. 222 p.



100

WAGNER, A. R; RESCORLA, R. A. Inhibition in pavlovian conditioning: applications
of a theory. In: HALLIDAY, M. S; BOAKES, R. A. Inhibition and learning. London:
Academic Press, 1972. p. 301-336.

WOODRUFF, M. L; BAISDEN, R. H; WHITINGTON, D. L; BENSON, A. E.
Embryonic hippocampal grafts ameliorate the deficit in DRL acquisition produced by
hippocampectomy. Brain Research, v. 408, n. 1-2, p. 97-117, 1987.

XAVIER, G. F; OLIVEIRA-FILHO, F. J. B; SANTOS, A. M. G. Dentate gyrus-
selective colchicine lesion and disruption of performance in spatial tasks: difficulties in
“place strategy” because of a lack of flexibility in the use of environmental cues?
Hippocampus, v. 9, n. 6, p. 668-681, 1999.

YOUNG, B; McNAUGHTON, N. Common firing patterns of hippocampal cells in a
differential reinforcement of low rates of response schedule. The Journal of
Neuroscience, v. 20, n. 18, p. 7043-7051, 2000.

ZHANG, H. T; FRITH, S. A; WILKINS, J; O'DONNEL, J. M. Comparison of the
effects of isoproterenol administrated into the hippocampus, frontal cortex, or amygdala
on behavior of rats maintained by differential reinforcement of low response rate.
Psychopharmacology, v. 159, n. 1, p. 89-97, 2001.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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