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Efeitos do Estresse Cronico Moderado sobre o Desempenho de Ratos

Wistar em Tarefas de Aprendizagem

Vitor Pansarim
Andréia Schmidt

RESUMO

As pesquisas sobre o efeito do estresse crénico moderado (CMS) sobre a aprendizagem de
ndo humanos apresentam resultados contraditérios. Este estudo investigou os efeitos do CMS
sobre o desempenho de ratos em duas tarefas de aprendizagem: uma discriminagdo visual
simultanea e uma aprendizagem espacial em labirinto aquatico. Oito ratos Wistar machos
foram divididos em grupo experimental (GE, exposto ao CMS) e grupo controle (GC). Apds
exposicao do GE ao protocolo de CMS por trés semanas, ambos os grupos passaram por uma
tarefa de discriminacgao visual e pela tarefa de aprendizagem espacial no labirinto aquatico de
Morris (MWM), além de testes de preferéncia por solugdo de sacarose. O GE continuou sendo
exposto ao CMS durante a tarefa de discriminagao visual. Os resultados sugerem que o CMS
pode ter reduzido o ganho de peso e dificultado a aprendizagem de discriminagéo visual do
GE, sem alteragdes na preferéncia por sacarose e no MWM. De acordo com os resultados do
presente estudo e da literatura em geral, os efeitos do CMS sobre a aprendizagem podem
depender de sua duragéo e da complexidade da tarefa.

Palavras-chave: estresse cronico moderado, discriminagdo visual, labirinto aquético, ratos,
aprendizagem.

ABSTRACT
Effects of Chronic Mild Stress on Performance of Wistar Rats in Learning Tasks

Researches on the effect of chronic mild stress (CMS) on non-human learning present
contradictory results. This study investigated the effects of CMS on rats' performance in two
learning tasks: a simultaneous visual discrimination and a spatial learning task in a water
maze. Eight Wistar rats were divided into experimental group (GE, exposed to CMS) and
control group (GC). After the GE group had been submitted to the CMS protocol for three
weeks, both groups were exposed to a visual discrimination task and spatial learning task in
the Morris Water Maze (MWM), in addition to preference tests for a sucrose solution. GE
continued to be exposed to CMS for visual discrimination task. Results suggested that CMS
may reduce weight gain and make the visual discrimination learning more difficult for the GE,
without changes on the sucrose preference and MWM. According to the results of the present
study and the literature in general, the effects of CMS on learning may depend on the duration
and complexity of the task.

Keywords: chronic mild stress, visual discrimination, water maze, rats, learning.

0 modelo de estresse cronico moderado (Chronic Mild Stress — CMS) foi descrito por
Willner, Towell, Sampson, Sophokleous e Muscat (1987) e consiste na exposicdo de
organismos a uma série de estressores de intensidade moderada que se alternam ao longo
dos dias pelo periodo de algumas semanas. Esses pesquisadores observaram que a
exposicao aos estressores por trés semanas teve como consequéncia a diminuigdo na
preferéncia por solugdes doces (solugdo de 1% de sacarose), em comparagdo a agua, o que
foi relacionado com a anedonia (perda de preferéncia por estimulos normalmente
reforgadores), uma das caracteristicas centrais da chamada depressdo. Em fungéo disso, o
CMS tem sido referido como um modelo animal para estudo da depresséo.
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Embora muitos estudos sobre CMS realizem apenas
testes de preferéncia por solugdo adocicada como medida
dos efeitos da exposicdo ao protocolo de CMS, os efeitos do
CMS também tém sido estudados em relagdo a outras
medidas, como o desempenho em tarefas de aprendizagem.
Bessa et al. (2009) observaram que ratos expostos ao CMS
por seis semanas tiveram um desempenho pior do que o do
grupo controle em uma tarefa de aprendizagem espacial
reversa no labirinto aquatico de Morris (Morris Water Maze -
MWM). Da mesma forma, Bian et al. (2012) observaram que
camundongos expostos ao CMS por 40 dias tiveram um pior
desempenho no MWM que o grupo controle. Riaz et al.
(2015), por sua vez, observaram que ratos expostos ao CMS
por 35 dias apresentaram um desempenho pior do que o dos
animais controle em uma tarefa de aprendizagem espacial no
labirinto radial, mesmo sem queda na preferéncia por solugao
de 3% de sacarose. Outros estudos, por outro lado,
observaram que o CMS pode melhorar a aprendizagem
espacial. Gouirand e Matuszewich (2005), por exemplo,
observaram que a exposi¢cao ao CMS, por dez dias, melhorou
o desempenho de ratos no MWM em relagdo ao grupo
controle, também sem a ocorréncia de queda na preferéncia
por solugédo de 2% de sacarose.

Os efeitos do CMS sobre o desempenho de ratos no
MWM podem ainda variar em funcédo de diferentes fatores.
Em um estudo de revisdo, Conrad (2010) descreve que o CMS
pode provocar diferentes efeitos no desempenho de ratos no
MWM a depender da severidade dos estressores e da
duracéo do periodo de exposigdo ao protocolo de CMS. Uma
possibilidade seria a de que quanto mais severos os
estressores do protocolo de CMS e maior for a sua duragéo, o
efeito tenderia a ser negativo (piora no desempenho),
enquanto que diante de estressores menos severos e de
duragdo menor, o efeito tenderia a ser positivo (melhora no
desempenho).

Um numero menor de estudos tem investigado os efeitos
do CMS em tarefas que envolvem aprendizagem
discriminativa. Rocha (2013), por exemplo, observou que
ratos expostos a um protocolo de CMS com duragéo de seis
semanas tiveram um atraso na aprendizagem de uma tarefa
de discriminagéo simples, necessitando, em média, do dobro
de sessbes para atingir o critério de aprendizagem em
relagdo a ratos que nao foram expostos ao protocolo de CMS.
Em outro experimento, Fonseca Jr., Castelli e Oliveira (2015)
ndo encontraram nenhum efeito de um protocolo de CMS
com duracdo de 43 dias sobre o desempenho de ratos em
uma tarefa de aprendizagem de discriminagdo sucessiva
envolvendo estimulos luminosos. Nao foi encontrada queda
na preferéncia por solugdo de sacarose em ambos os
estudos.

INTERACAO EM PSICOLOGIA | vol 23 | n02 | 2013

Vitor Pansarim e Andréia Schmidt

Verifica-se, portanto, que ndo ha consenso da literatura
sobre os efeitos do CMS sobre a aprendizagem, mostrando
que o estresse pode produzir tanto efeitos positivos como
negativos. E importante levar em consideracdo, porém, que
os estudos aqui relatados utilizaram variados tipos de tarefas
(tarefas de aprendizagem espacial e aprendizagem
discriminativa), que exigiam diferentes tipos de desempenho
dos sujeitos. 0 MWM, por exemplo, envolve a fuga de um
ambiente aversivo (a dgua), enquanto tarefas discriminativas,
por sua vez, envolvem um numero maior de sessdes de
treino, com diferentes graus de dificuldade, a depender do
tipo de S+ e S- envolvidos. Além disso, essas tarefas
envolvem reforgadores positivos primdrios (dgua ou
alimento). Todas essas varidveis podem ter interferéncia no
desempenho dos animais, para além dos estressores em si,
favorecendo ou obscurecendo os efeitos de protocolos de
CMS.

O objetivo desta pesquisa foi investigar o efeito da
exposigao cronica de ratos Wistar a estressores moderados e
imprevisiveis sobre o seu desempenho em uma tarefa de
discriminacdo de estimulos visuais e em uma tarefa de
aprendizagem espacial no MWM. Além disso, também teve
como objetivo verificar se o protocolo de CMS produziria o
efeito de anedonia.

METODO

SUJEITOS

Foram utilizados dez ratos Wistar (Rattus norvegicus)
machos, mantidos individualmente em gaiolas de
polipropileno (41 x 34 cm), em biotérios climatizados (de 20°
C a 24° C), 12h de ciclo claro/escuro (luzes acesas das 6h as
18h), exaustdo de 4200m3/h e umidade relativa do ar
controlada (minima 45% e maxima 55%).

Os animais foram recepcionados do Biotério Central da
USP-Ribeirdo Preto com 60 dias de idade e foram divididos
aleatoriamente em grupo experimental (GE) e grupo controle
(GC) (cinco ratos em cada) e alojados em biotérios distintos.
Os animais tinham livre acesso a agua e alimentagéo (ragdo
comercial comum para roedores). Os sujeitos eram
experimentalmente  ingénuos quando  iniciaram o
experimento (80 dias de idade) e passaram a ser privados de
agua e comida por 23 horas antes dos testes semanais de
preferéncia por solugédo de sacarose. Os sujeitos do GE foram
expostos ao protocolo de estresse crénico moderado, o qual
incluia periodos de privagao de agua e comida. As sessoes
de aprendizagem e os testes de preferéncia por sacarose
ocorreram no periodo da tarde, dentro do ciclo claro dos
animais.
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Com o inicio da tarefa de discriminagdo visual, ao
atingirem 105 dias de idade, os sujeitos passaram por um
procedimento semanal de restricdo de d&gua, com
disponibilidade de 30 ml apds as sessdes de discriminagao.
0 peso dos animais foi monitorado e mantido em uma faixa
de 85% de seu peso ad libitum por meio da diminui¢do ou do
aumento da disponibilidade de agua diariamente, sendo 15
ml o valor diario minimo.

Dois sujeitos ndo completaram o experimento e foram
excluidos da analise de dados: um deles ndo aprendeu a
resposta necessdria para a realizagdo da tarefa de
discriminagdo na sessdo de treino ao bebedouro (descrita na
segdo de procedimentos) e o outro apresentou labirintite.
Dessa forma, a amostra analisada é composta por oito
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sujeitos, quatro de cada grupo. O presente estudo foi
realizado de acordo com as resolugdes brasileiras de ética
em experimentagdo com animais, sendo aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP (protocolo
n° 16.5.680.59.6).

EQUIPAMENTOS E ESTIMULOS

Foram utilizadas duas caixas de condicionamento
operante (setor central medindo 32,6 x 34,5 x 21 cm),
produzidas pela Insight Equipamentos Cientificos Ltda.,
Ribeirdo Preto, Brasil. A descricdo detalhada da caixa pode
ser verificada em Souza e Schmidt (2014) e visualizada na
Figura 1.

S1

S2

Figura 1. Caixa operante, desenvolvida por Luiz M. de Oliveira e produzida pela Insight Equipamentos Cientificos Ltda. A parte externa é apresentada em A e a parte
interna em B, contendo trés painéis com duas janelas cada e trés tineis com acesso ao bebedouro na parte inferior de cada painel, onde o animal poderia focinhar.
Em C, os estimulos visuais utilizados na tarefa de discriminagdo visual (S1 - Triangulo; S2 - Linha).

A resposta operante mensurada na caixa era a de
focinhar, que poderia ser emitida em trés diferentes tuneis
circulares com 3 cm de didmetro e 5 cm de profundidade,
localizados na parte inferior de cada painel, 2,2 cm acima do
piso. Cada tunel tinha um sensor fotoelétrico de movimento
que registrava respostas de focinhar. Um bebedouro (orificio
com 0,7 cm de didmetro) estava localizado em cada tunel a
0,3 cm de profundidade da abertura. Uma pequena concha
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metalica coletava uma gota de agua de um reservatério
externo quando o bebedouro era ativado. Quando o
bebedouro era desativado, a concha metalica retornava ao
reservatorio. A apresentagdo dos estimulos visuais, os
sensores e o0s bebedouros era controlados por um
microcomputador e uma interface Intercom2000 (Insight
Equipamentos Cientificos Ltda) de 64 canais de entrada e 64
canais de saida. A programacdo dos experimentos e o
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registro dos dados eram realizados por meio de um software
de controle elaborado em Visual Basic.

Foram utilizados dois estimulos visuais nas sessdes de
discriminagdo visual simultéanea, os quais eram projetados
nas janelas de cada painel, acima dos tuneis. Os estimulos
eram feitos em laminas plasticas com fundo preto (2 x 3 cm).
No centro dos cartdes havia uma figura geométrica branca
translicida (S1 e S2 da Figura 1). A figura geométrica era
iluminada (50 a 125 lux) quando uma lampada LED acendia
automaticamente na janela onde o estimulo com a figura
estava inserido. Em cada painel, os estimulos S1 e S2 eram
colocados nas janelas, sendo posicionados na mesma janela
para os trés painéis, mas apenas um era acionado a cada
tentativa. Os painéis eram compostos por uma tela acrilica
transparente.

As sessOes experimentais de aprendizagem espacial
foram conduzidas no labirinto aquatico de Morris (MWM -
Morris, 1981), que consiste em um tanque circular de fibra de
vidro, com 150 cm de diametro e 40 cm de altura, com uma
plataforma quadrada de ago inoxidavel, com dimensdes de
15 x 15 cm de largura e 28,5 cm de altura. O tanque foi
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preenchido com &gua (temperatura de 25° C) até que o nivel
ultrapassasse 2 cm da altura da plataforma. O fundo do
tanque era pintado de preto, o que impedia a visualizagéo da
plataforma, que era também pintada de preto. Sobre o tanque
havia uma camera de video que registrou o desempenho dos
animais durante as sessdes. O tanque foi dividido em quatro
quadrantes imaginarios para o experimento.

Protocolo de estressores

O protocolo teve duragdo de trés semanas e foi composto
por periodos de privagdo de agua e comida, alojamento
compartilhado (cinco ratos na mesma caixa viveiro),
inclinagdo da gaiola (30°), gaiola Umida (100 ml de agua na
maravalha das gaiolas), diminuigdo da temperatura (minimo
de 10° C), objeto estranho na gaiola (garrafa de vidro vazia
com a qual os animais ndo tinham contato prévio), luz
continua e bebedouro sem d4gua. Os estressores se
alternavam ao longo do dia, de tal forma que havia sempre ao
menos um dos estressores em vigor. A Tabela 1 descreve
detalhadamente a distribuicdo e a duragdo dos estressores
do protocolo de CMS.

Tabela 1. Distribuicao e Duragao dos Estressores ao Longo do Dia e das Semanas do Protocolo de CMS.

Horario Domingo Segunda Terca Quarta Quinta Sexta Sabado
00:00 até 06:00 1 1 2+5 1+4+8 1+2 4+6 5
06:00 1 1 2+5 1+8 1+2 6 5
07:00 1 1 2+5 1+8 1+2 6 5
08:00 1 1+9 2+5 1+8 1+2 6 5
09:00 1 5 2+5 1+8 1+2 3 5
10:00 1 5 2+3 1+8 1+2 3 5
11:00 1 5 2+3 1+8 1+2 3 5
12:00 1 5 2+3 8 2 3 5
13:00 1 5 2+3 1+2 2 3 1
14:00 1 5 2+3 1+2 2 3 1
15:00 1 5 2+3 1+2 2 3 1
16:00 1 2+5 2+3 1+2 6 5 1
16:30* 1 2+5+7 2+3 1+2 6 5+7 1
17:00 1 2+5 1+8 1+2 6 5 1
18:00 até 00:00 1 2+5 1+4+8 1+2 4+6 5 1

Nota. 1, privagdo de dgua; 2, privagdo de comida; 3, gaiola inclinada; 4, luz continua; 5, gaiola compartilhada; 6, gaiola
suja; 7, diminuigcdo de temperatura; 8, objeto estranho; 9, bebedouro sem dagua.

O protocolo de CMS foi alterado na fase de discriminagédo
visual, do qual foi retirada a privagao de dgua e a privagédo de
comida (exceto antes dos testes de preferéncia a cada duas
semanas nessa fase), uma vez que os animais ja estavam
passando por um procedimento de restricdo hidrica. O novo
protocolo teve duragdo de 8 semanas, totalizando 11
semanas de CMS, sendo encerrado antes do teste de
aprendizagem espacial no MWM.

INTERACAO EM PSICOLOGIA | vol 23 | n02 | 2013

PROCEDIMENTOS

O experimento teve inicio para ambos os grupos com a
linha de base de preferéncia por solu¢do de sacarose, na qual
dois bebedouros foram acoplados as gaiolas-viveiros por 48h,
sendo que um deles continha dgua e o outro uma solugao de
1% de sacarose. A medida de linha de base foi tomada uma
Unica vez (exposigdo dos animais aos dois bebedouros por
48 horas consecutivas). A posigdo dos bebedouros com dgua
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e com solugdo de sacarose foi contrabalanceada entre os
sujeitos. O peso dos bebedouros foi medido no inicio e no fim
do procedimento.

Apés 24h do fim da linha de base de preferéncia por
solugdo de sacarose, 0s sujeitos do grupo experimental
foram expostos ao primeiro protocolo de CMS por trés
semanas. Os sujeitos do grupo controle passaram as
mesmas trés semanas sem serem expostos ao CMS,
alojados sob as mesmas condi¢gdes anteriores. Nesse
periodo, ambos os grupos passaram por testes semanais de
preferéncia por solugdo de sacarose semanais, nos quais 0s
bebedouros com agua e com solugdo de 1% de sacarose
eram acoplados nas gaiolas dos sujeitos por Th. A posigédo
dos bebedouros com agua e com solugdo de sacarose foi
contrabalanceada entre os sujeitos e mudava de posigédo de
teste para teste. Antes dos testes de preferéncia por solugdo
de sacarose, os sujeitos eram privados de agua e comida por
23h.

Com o término das primeiras trés semanas de CMS, os
sujeitos do grupo controle e experimental passaram pelo
procedimento de discriminagdo visual simultanea e por
testes de preferéncia por solugdo de sacarose a cada duas
semanas. Os sujeitos do grupo experimental continuaram
sendo expostos, durante essa fase, a um segundo protocolo
de CMS, com os mesmos estressores utilizados no primeiro
protocolo, exceto a privagdo de dgua e a privagdo de comida
(ocorrendo, apenas, antes dos testes de preferéncia a cada
duas semanas por 23h).

Para o procedimento de discriminagao visual, os sujeitos
passaram, inicialmente, por uma sessao de treino da resposta
de focinhar com 99 tentativas. A cada tentativa, apenas um
tunel, selecionado aleatoriamente, acionava o bebedouro
automaticamente com a resposta de focinhar,
disponibilizando 3s de acesso a dgua. Os trés tuneis tinham a
mesma probabilidade de ativar o bebedouro em cada
tentativa, de modo que os sujeitos tiveram que distribuir a
resposta de focinhar entre os tlneis ao longo das tentativas.
A tentativa era encerrada quando o bebedouro era acionado
automaticamente pela resposta de focinhar no tlnel correto,
sendo seguida de um intervalo entre tentativas (IET) de 10s,
durante os quais nenhuma consequéncia era apresentada a
resposta de focinhar em qualquer tinel. Nenhuma janela era
iluminada nas tentativas de treino, de modo que n&o havia
nenhum estimulo visual associado ao tunel correto. A
primeira resposta de focinhar foi reforcada para todos os
sujeitos nessa sessdo, independentemente do tinel em que
ocorresse.

As sessdes de ensino de discriminagdo de estimulos
visuais foram iniciadas logo apds o término da sessdo de
treino ao bebedouro. Cada sessao de ensino era composta de
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99 tentativas. Cada tentativa era iniciada pela apresentagéo
simultdnea de dois estimulos visuais sobre dois dos trés
tdneis — iluminagao de uma figura de tridngulo e de uma linha
- e encerradas pela resposta de focinhar em um dos trés
tineis. As duas figuras iluminadas eram apresentadas nos
painéis localizados acima de tuneis distintos, de modo que o
sujeito deveria escolher entre focinhar no tunel com o
triangulo iluminado, no tinel com a linha iluminada ou no
tinel com nenhuma figura geométrica iluminada. A
apresentagdo das figuras foi balanceada em cada sesséo, em
relacdo aos tuneis que apresentariam os estimulos e em
relagdo a posigdo de S+ e S- em cada tentativa.

0 tridngulo foi estimulo discriminativo (S+) para metade
dos sujeitos e a linha S+ para a outra metade. Os estimulos
foram balanceados entre os grupos (experimental e controle).
Quando o sujeito emitia a resposta de focinhar no tinel com
o S+, era liberado o acesso ao bebedouro do respectivo tunel
durante 3s, seguindo-se um IET de 10s, no qual nenhuma
figura era iluminada e nenhuma resposta de focinhar era
consequenciada. Quando o sujeito emitia a resposta de
focinhar no tunel cujo estimulo era o S-, ou no tunel sem
estimulos iluminados, ndo havia acesso ao bebedouro, as
figuras eram apagadas e o IET era iniciado, encerrando a
tentativa.

Foram registradas a porcentagem de acertos de cada
sessdo como medida de aprendizagem e a frequéncia de
respostas no IET. O critério de encerramento dessa fase foi
de 80% de acertos nas tentativas em trés sessdes
consecutivas, ou 38 sessdes.

Apds a fase de ensino de discriminagéo visual, os sujeitos
de ambos os grupos passaram pela tarefa de aprendizagem
espacial no MWM, sendo encerrado o protocolo de estresse
imediatamente apds a ultima sesséo de discriminagao visual.
Antes da primeira sessd@o, o sujeito era colocado sobre a
plataforma do labirinto por 60s. Em seguida, em cada
tentativa da sessdo, o sujeito era colocado com sua parte
posterior virada para o centro do tanque em um dos trés
quadrantes imaginédrios onde ndo havia a plataforma de
escape (Quadrantes 2, 3 e 4), definidos aleatoriamente em
igual proporgéo. Os sujeitos nadavam por um tempo limite de
60s durante o qual deveriam escapar pela plataforma. Se o
animal ndo encontrasse a plataforma dentro do intervalo de
60s, era removido da agua e colocado sobre a plataforma.
Doze tentativas foram conduzidas em cada sessao,
totalizando duas sessdes em dois dias consecutivos (24
tentativas). A plataforma sempre foi mantida no mesmo
quadrante durante as 24 tentativas (Quadrante 1). Tentativas
de uma mesma sessdo foram separadas por um periodo de
35s (IET), durante os quais o sujeito era mantido sobre a
plataforma.
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ANALISE DOS DADOS

A andlise estatistica de todas as comparagdes entre
grupos foi feita por meio da ANOVA, com intervalo de
confianga de 95% (p < 0,05). Para procedimentos com duas
ou mais sessoes, foi utilizada a ANOVA para medidas
repetidas. Para procedimentos com apenas uma sessdo, foi
utilizada a ANOVA de uma via. Para verificar diferengas
especificas dentro da ANOVA para medidas repetidas, foi
feito post hoc por meio do teste Turkey HSD. O tamanho do
efeito (eta quadrado parcial; n2p) foi calculado para cada
comparagao de resultados posterior ao inicio do protocolo de
CMS, classificando-se como elevado (n2p > 0,25), médio
(0,05 < n2p = 0,25) e pequeno (n2p < 0,05). O programa
utilizado para a analise estatistica foi o Statistica 13.

Para a andlise da tarefa de discriminagdo visual, foram
comparadas as porcentagens de acerto e as frequéncias de
respostas no IET entre os grupos. Na andlise da tarefa no
MWM, foram comparadas as laténcias de escape entre os
grupos. O peso foi analisado a partir da comparagdo do
ganho de peso nas trés primeiras semanas de CMS entre
grupos, enquanto a preferéncia por solugdo de sacarose foi
analisada pela comparagdo da porcentagem de preferéncia
entre os grupos, calculada a partir da seguinte férmula:

% Preferéncia =
Consumo total) x 100

(Consumo da solugdo de sacarose/

RESULTADOS

N&o houve diferenga significativa entre o ganho de peso
do grupo experimental (M = 14,75 gm; DP = 16,58) e do grupo
controle (M = 18,50 gm; DP = 15,95) na semana anterior ao
inicio do CMS [F(1, 6) = 0,106; p = 0,755]. No entanto, o ganho
de peso acumulado no final das trés primeiras semanas de
CMS, em comparagéo ao inicio do CMS (Figura 2 - A), revela
uma diferenga significativa e um tamanho de efeito elevado
entre as semanas [F(2, 12) = 57,285; p < 0,001; n?p = 0,905],
entre os grupos [F(1, 6) = 24,820; p = 0,002; n?p = 0,805] e na
relagdo entre semanas e grupos [F(2, 12) = 4,233; p = 0,041,
n2p = 0,414]. O grupo experimental teve um menor ganho de
peso em uma semana (p = 0,043), em duas semanas (p =
0,009) e em trés semanas de CMS (p = 0,01).

Em uma semana de CMS, os sujeitos do grupo
experimental perderam peso, enquanto os animais do grupo
controle ganharam. Ao longo das semanas, a curva
acumulada mostra que os sujeitos dos dois grupos ganharam
peso a medida que o CMS prosseguia.

A andlise da linha de base de preferéncia por solugdo de
sacarose do grupo controle (M = 86,04%; DP = 10,00) e do
grupo experimental (M = 80,67%; DP = 14,80) ndo revela
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nenhuma diferenga significativa entre os grupos [F(1, 6) =
0,362; p = 0,569]. Da mesma forma, para os sete testes de
preferéncia conduzidos ao longo da aplicagdo do CMS
(Figura 2B), ndo foram verificadas diferencgas significativas
entre testes [F(6, 36) = 1,714; p = 0,146; n?p = 0,222], com
tamanho médio de efeito, entre os grupos [F(1, 6) =0,167; p =
0,697; n?p = 0,027], com tamanho de efeito pequeno, e entre a
relagdo entre grupos e testes [F(6, 36) = 1,015; p = 0,431; n?p
=0,145], com tamanho médio de efeito.
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Figura 2. Média e desvio padrao do ganho de peso (em gramas) acumulado no
final das trés primeiras semanas do primeiro protocolo de CMS em relagdo ao
primeiro dia de CMS (Painel A), e média e desvio padréo das preferéncias por
solugdo de 1% de sacarose (em porcentagem) nas diferentes semanas de
CMS nas quais o teste de preferéncia foi aplicado (Painel B). Dados do grupo
experimental em cinza escuro e do grupo controle em cinza claro. *p < 0,05;
**p < 0,01

O desempenho dos sujeitos ao longo da tarefa de
discriminagdo visual é apresentado na Figura 3A. Séo
apresentadas as porcentagens médias de acertos dos grupos
em blocos de cinco sessdes (exceto na Semana 8, que
agrupa os dados de trés sessbes). Foi verificada uma
diferenga significativa dos acertos, com um tamanho de
efeito elevado, entre as semanas da tarefa de discriminagéo
visual [F(7, 42) = 15,382; p < 0,001; n2p = 0,719] e na relagéo
entre grupos e semanas [F(7, 42) = 2,379; p = 0,038; n?%p =
0,284], mas ndo entre grupos [F(1, 6) = 1,975; p = 0,209; n?%p =
0,248], com um tamanho médio de efeito, tendendo a
elevado. Nao foram verificadas diferengas especificas entre
grupos em todas as semanas da tarefa, entretanto, verificou-
se que o grupo controle apresentou uma porcentagem de
acertos maior do que na primeira semana, nas Semanas 4, 5,
6, 7 e 8 (p < 0,001 para todas as semanas mencionadas),
enquanto 0 grupo experimental apresentou uma
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porcentagem de acertos maior do que na primeira semana
apenas na Semana 6 (p = 0,03), 0 que ndo se manteve nas
Semanas 7 (p =0,189) e 8 (p = 0,110).
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Figura 3. Porcentagem média e desvio padrao dos acertos em cada semana da
tarefa de discriminagdo visual (Painel A) e média e desvio padrdo das
frequéncias médias de focinhar no IET em cada semana da tarefa de
discriminagéo visual (Painel BR para os grupos controle e experimental. As
Semanas 1 a 7 representam blocos de cinco sessdes, enquanto a Semana 8
representa um bloco de trés sessdes. Dados do grupo experimental em cinza
escuro e do grupo controle em cinza claro. #: p < 0,001 em relacédo a primeira
semana para o grupo controle; & p < 0,05 em relagéo a primeira semana para
0 grupo experimental.

Ambos os grupos tiveram médias de acertos e desvios
padrdes semelhantes na primeira semana de discriminagao
(M = 35,35%; DP = 1,16 para o grupo controle, M = 35,15%; DP
= 2,83 para o grupo experimental; M = 3525% e DP = 2,01
para todos os sujeitos). Nenhum dos sujeitos atingiu o critério
de encerramento de 80% de acerto em trés sessdes
consecutivas, finalizando-se a tarefa na sessdo 38 da
Semana 8 para todos os sujeitos. Entretanto, observa-se que
a curva de acertos para os grupos experimental e controle é
crescente, atingindo cerca de 50% de acerto nos blocos das
trés Ultimas sessdes (M = 49,91%; DP = 10,13). A curva de
acertos foi mais acelerada para o grupo controle, no qual trés
de quatro sujeitos atingiram mais de 50% de acertos no
conjunto das trés ultimas sessdes (M = 55,39%; DP = 11,92),
em comparagdo com o grupo experimental, em que todos os
sujeitos tiveram menos de 50% de acerto no conjunto das
trés ultimas sessoes (M = 44,44%; DP = 4,22).

A frequéncia de respostas de focinhar durante o IET ao
longo da tarefa de discriminagdo visual é apresentada na
Figura 3B. Verificaram-se diferencas significativas entre as
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semanas da tarefa de discriminag&o visual [F(7, 42) = 2,789; p
= 0,018; n?p = 0,317] e na relagéo entre grupos e semanas
[F(7, 42) = 2,990; p = 0,012; n?p = 0,333], mas ndo entre
grupos [F(1, 6)= 3,083; p = 0,130; n?p = 0,339], entretanto
todas as comparagdes com um tamanho de efeito elevado.
Nenhuma diferenga significativa entre os grupos foi
encontrada na comparagao entre as semanas.

As médias e desvios padrdes das frequéncias de resposta
durante o IET foram semelhantes entre os grupos controle e
experimental na Semana 1 e Semana 2. A partir da Semana 3,
observa-se uma diferenciagdo maior entre as médias e
desvios padroes dos grupos, sendo maior para O grupo
experimental, principalmente na Semana 5. Também se
observa uma maior semelhanca entre os grupos na Semana
7 e Semana 8.

Os resultados obtidos no MWM sdo apresentados na
Figura 4, que mostra a laténcia de escape (encontrar a
plataforma) nas 24 primeiras tentativas. N&o foram
encontradas diferengas significativas para a laténcia de
escape na Sess&o 1 do MWM entre os grupos [F(1, 6) =1,912;
p = 0,216; n?p = 0,242], com tamanho médio de efeito, entre
os conjuntos de tentativas [F(3, 18)=3,081; p = 0,054; n?p =
0,339] e na relagdo entre grupos e conjuntos de tentativas
[F(3, 18)=2,5514; p = 0,088; n?p = 0,298], embora se verifique
uma tendéncia a diferenga (p < 0,10) e um tamanho de efeito
elevado entre conjuntos de tentativas e na relagdo entre
grupos e conjuntos de tentativas. Na segunda sessdo, ndo
foram encontradas diferengas significativas para a laténcia
de resposta entre grupos [F(1, 6) = 0,472; p = 0,518; n?p =
0,073], com tamanho de efeito médio, e na relagdo entre
grupos e conjunto de tentativas [F(3, 18) = 0,060; p = 0,980;
n2p = 0,010], com tamanho de efeito pequeno, mas verifica-se
uma diferenga significativa entre os conjuntos de tentativas
[F(3, 18) = 5,588; p = 0,007; n?p = 0,482], com tamanho de
efeito elevado.
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Figura 4. Médias e desvios padrdes da laténcia média de escape em conjuntos
de trés tentativas para as duas sessdes (12 tentativas cada) de aprendizagem

espacial no MWM. Dados do grupo controle em cinza claro e do grupo
experimental em cinza escuro.
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A média da laténcia de escape do grupo controle foi maior
em comparagdo ao grupo experimental no primeiro conjunto
de tentativas, diminuindo ao longo da primeira sesséo,
enquanto a média da laténcia de escape dos sujeitos do
grupo experimental permaneceu constante durante a primeira
sessdo. Na segunda sessdo, observa-se que a média da
laténcia de escape diminui ao longo dos conjuntos de
tentativas para ambos os grupos de forma similar.

DISCUSSAQ

Os resultados obtidos sugerem que o modelo de CMS
pode ter atrasado a aprendizagem dos sujeitos na tarefa de
discriminagéao visual, embora ndo tenha prejudicado, de modo
geral, o desempenho nessa tarefa. Além disso, a andlise dos
resultados ndo revelou diferengas significativas no
desempenho dos dois grupos no MWM. Embora nao tenha
sido verificado o efeito de anedonia pela queda na
preferéncia por solugdo de sacarose, verificou-se que os
animais do grupo experimental tiveram o ganho de peso
reduzido durante a exposicdo ao CMS. Esses resultados
gerais serdo melhor discutidos na sequéncia.

E provavel que a tarefa de discriminacdo visual utilizada
tenha sido muito complexa para os sujeitos, uma vez que
nenhum deles atingiu o critério de aprendizagem dentro do
periodo estabelecido. Souza e Schmidt (2014) conduziram
um experimento no qual ratos foram expostos ao ensino de
discriminagdo visual simultdnea no mesmo equipamento
utilizado no presente experimento. Entretanto, diferentemente
do presente estudo, os autores dividiram o procedimento em
duas etapas, realizando o procedimento de discriminagéo
simples de estimulos luminosos antes do procedimento de
discriminacdo das figuras geométricas. Essa caracteristica
do procedimento pode ter sido crucial, uma vez que os
sujeitos daquele experimento atingiram o critério de
aprendizagem de 80% de acertos ap0ds cerca de 27 sessoes.
A mudanga efetuada no procedimento do presente
experimento provavelmente dificultou a aprendizagem da
discriminacdo pelos sujeitos; talvez, o critério de 80% de
acertos em trés sessdes consecutivas poderia ter sido
atingido dentro das 38 sessdes conduzidas se a tarefa de
discriminacdo visual fosse dividida em duas etapas, como
em Souza e Schmidt (2014). Essa, portanto, é uma limitagéo
que deve ser revista em estudos futuros.

Embora o critério de aprendizagem de discriminagdo
visual ndo tenha sido alcangado, observou-se uma melhora
no desempenho dos sujeitos ao longo da tarefa (aumento da
porcentagem de respostas acima do nivel de acaso de 33,3%
para cada estimulo). A auséncia de diferencas no
desempenho dos animais do Grupo Experimental em
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comparagdo aos do Grupo Controle pode estar relacionada
ao fato do procedimento ter sido interrompido enquanto a
aprendizagem ainda estava em fase de transigdo. Além disso,
a amostra reduzida pode ter aumentado a variancia dos
dados e dificultado a verificagdo de diferenca entre os
grupos. Ainda assim, os resultados sugerem que o CMS pode
ter dificultado o processo de aprendizagem de discriminacdo
visual, provocando um atraso na aprendizagem, como
sugerido pela curva de aprendizagem dos animais do grupo
experimental.

Um efeito semelhante foi observado por Rocha (2013),
que encontrou um atraso na aprendizagem de discriminagéo
de ratos expostos a um protocolo de CMS de longa duragéo
(seis semanas). O efeito negativo verificado no presente
estudo, assim como no experimento de Rocha (2013), pode
estar relacionado a um modelo de CMS de longa duragéo,
assim como é discutido por Conrad (2010) para tarefas de
aprendizagem espacial, segundo o qual modelos de CMS
mais prolongados e com estressores mais severos tenderiam
a ter um efeito negativo sobre a aprendizagem espacial. Além
disso, a observagdo de um atraso na aprendizagem pode ter
sido favorecida pelo tipo da tarefa (uma tarefa de
discriminagdo visual simultdnea) com um periodo de
aquisigdo longo (38 sessdes). Fonseca Jr. et al. (2015), por
outro lado, ndo encontraram nenhuma diferenga significativa
entre o desempenho de ratos expostos a um protocolo de
CMS com duragdo de 43 dias e ratos do grupo controle em
uma aprendizagem de discriminagdo de estimulos luminosos
(10 dias de aquisigdo), mais simples que a tarefa aqui
relatada. Esse resultado pode apoiar a hipétese de que os
efeitos do CMS sobre a aprendizagem operante podem
depender de um conjunto de varidveis que incluem a natureza/
complexidade da tarefa, o tipo dos estressores empregados e
o tempo de exposi¢do ao protocolo.

Além desse efeito sobre a aprendizagem, os resultados
sugerem uma tendéncia dos ratos que passaram pelo CMS a
emitir mais respostas nos intervalos entre tentativas.
Entretanto ndo foram verificadas diferengas significativas
especificas entre os grupos em cada semana que suportem a
conclusdo de que ratos que passaram pelo CMS tiveram uma
maior frequéncia de respostas em relagdo ao grupo controle
durante o IET. Fonseca Jr. et al. (2015) verificaram que ratos
que passaram pelo CMS apresentaram uma maior frequéncia
de respostas para o S+ e para o S- durante a aprendizagem da
discriminagdo, em comparagdo ao grupo controle, o que
possibilita questionar se o nidmero reduzido de sujeitos no
presente estudo pode ter dificultado a ocorréncia de
diferencas significativas que permitissem afirmar com maior
certeza que o0s sujeitos que passaram pelo CMS
apresentaram uma maior frequéncia de resposta durante o
IET.
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Embora o CMS aparentemente tenha provocado um efeito
negativo sobre o processo de aprendizagem de
discriminagéo visual, no MWM né&o foi verificado um efeito
significativo (positivo ou negativo) sobre a aprendizagem
espacial: os sujeitos aprenderam a localizar a plataforma,
resultado verificado pela diminuicdo estatisticamente
significativa na laténcia de escape ao longo das tentativas.
Embora os sujeitos que passaram pelo CMS tenham
apresentado uma laténcia de escape menor nas primeiras
tentativas, essa diferenca foi dissipada rapidamente nas
tentativas posteriores e nao foi encontrada nenhuma
diferenca significativa que indicasse um efeito facilitador do
CMS sobre a aprendizagem espacial. No entanto, o elevado
tamanho do efeito verificado na primeira sessdo no MWM
pode indicar que a diferenga encontrada nas primeiras
tentativas pode estar relacionada a eventuais efeitos da
exposi¢do prolongada dos animais ao CMS, mas essa
suposi¢cdo demandaria uma replicagdo do experimento com
um ndmero maior de animais.

A literatura apresenta resultados contraditérios sobre os
efeitos do CMS em tarefas de aprendizagem espacial. Riaz et
al. (2015), Xi et al. (2011) e Wang et al. (2016) encontraram
um efeito negativo do CMS sobre a aprendizagem espacial
(labirinto radial e MWM). Por outro lado, assim como no
presente estudo, Bessa (2009) ndo encontrou diferengas
significativas em uma tarefa de aquisicdo de aprendizagem
espacial no MWM entre ratos que passaram pelo CMS e ratos
do grupo controle, embora tenham verificado que o CMS
dificultou a aprendizagem reversa da mesma tarefa no MWM.
Essa disparidade entre os dados de diferentes pesquisas
indica a necessidade de estudar melhor os eventuais efeitos
que o CMS pode ter sobre a aprendizagem de tarefas
espaciais por ratos e as condigbes criticas para que esses
eventuais efeitos ocorram.

Podem ser levantadas algumas possibilidades de
explicagdo para os resultados obtidos no presente estudo na
tarefa de aprendizagem espacial. A primeira poderia estar
relacionada a um efeito de habituagdo aos estressores ao
longo da implementagdo do protocolo, uma vez que os
sujeitos iniciaram a tarefa no MWM apds 11 semanas de
CMS. Na literatura ndo foram encontrados estudos que
documentassem os efeitos do CMS quando aplicado por
periodos muito longos de tempo, como no presente estudo,
mas deve-se considerar que o modelo de CMS ¢é de natureza
imprevisivel e envolve a alternancia entre os estressores, 0
que enfraquece a possibilidade de atenuagdo dos seus
efeitos ao longo do tempo por habituagao.

Outra possibilidade seria de que a exposi¢do a uma tarefa
de discriminagd@o visual possa ter suprimido os efeitos do
protocolo de CMS sobre o desempenho posterior dos animais
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na tarefa do MWM. Thomaz (2001) observou que ratos
expostos a um protocolo de CMS de seis semanas
apresentaram uma queda no consumo de liquidos e na
preferéncia por solugdo de sacarose. Alguns sujeitos que
passaram por sessdes operantes em esquema concorrente
FR15 - FR15 com dagua e solugdo de sacarose apds o
periodo de CMS apresentaram um aumento no consumo e na
preferéncia por solugédo de sacarose, revertendo os efeitos do
protocolo de CMS. O mesmo néo foi observado em sujeitos
que ndo passaram pela tarefa operante, permanecendo com
o consumo e a preferéncia por solugdo adocicada em niveis
baixos. Isso poderia indicar que a exposigdo a tarefas
operantes apos um periodo de CMS pode atenuar os efeitos
do protocolo de estressores. O presente estudo ndo controlou
essa varidvel, mas uma sugestdo para futuros estudos é a
formacao de diferentes grupos submetidos ao CMS e que
passem por tarefas operantes antes ou depois do MWM (e.g.,
MWM e discriminagdo para um grupo, e discriminagdo e
MWM para outro) a fim de que se possa comparar um
eventual efeito de ordem das tarefas sobre a redugdo (ou
ndo) dos efeitos do CMS.

Também é preciso considerar que tanto a tarefa de
discriminagdo quanto a tarefa de fuga (MWM) envolvem
diferentes reforgadores (reforgo positivo no primeiro caso, e
reforgo negativo no segundo), o que poderia levar a
diferengas de desempenho dos animais. Outras pesquisas
revelam efeitos negativos de protocolos de CMS de longa
duragdo sobre tarefas de aprendizagem espacial que
utilizaram reforgo positivo e também em tarefas de
aprendizagem espacial que utilizaram reforgo negativo (e.g.
Riaz et al., 2015; Xi et al., 2011). N&o esta claro, no entanto, se
essa diferenciacgéo é relevante para a analise dos resultados
aqui obtidos.

Finalmente, embora algumas pesquisas demonstrem que
o CMS pode ter um efeito de queda na preferéncia por
solugdes adocicadas (e.g., Bessa, 2009; Stepanichev, 2016),
outras pesquisas, assim como no presente estudo, ndo
encontraram os mesmos efeitos de anedonia (e.g., Herrera-
Pérez et al., 2016; Fonseca Jr. et al., 2015). Além disso,
algumas pesquisas com CMS que encontraram efeitos sobre
a aprendizagem encontram também efeito de queda na
preferéncia por sacarose (e.g. Bessa, 2009), enquanto outras
pesquisas que verificaram diferengcas na aprendizagem nao
verificaram um efeito de anedonia (e.g. Gouirand &
Matuszewich, 2005), como na presente pesquisa. Esses
resultados tém sido interpretados de diferentes maneiras
pelos autores. Tran et al. (2016) verificaram que apenas uma
parcela dos ratos expostos ao CMS desenvolve anedonia, e
sugerem que poderiam existir organismos mais resistentes
ao estresse do que outros. Nesse sentido, é possivel que os
ratos do grupo experimental do presente estudo fossem
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resistentes ao estresse, ndo apresentando efeitos
significativamente negativos nas tarefas de aprendizagem, o
que pode ter impedido a diferenciagdo entre os grupos
controle e experimental. Essa hipdtese, no entanto, demanda
ainda pesquisas adicionais para ser melhor estudada.

Considera-se que a presente pesquisa possibilitou a
analise dos efeitos do estresse cronico moderado sobre duas
tarefas de aprendizagem, apesar da dificuldade da tarefa de
discriminagdo visual proposta e do numero reduzido da
amostra, que devem ser considerados como limitagdes do
estudo. Os resultados encontrados, porém, contribuem para o
debate cientifico acerca de como o estresse cronico
moderado influencia em tarefas de aprendizagem em ratos, e
indicam a necessidade de se investir em mais estudos que
possam elucidar com mais seguranga os protocolos de
pesquisa mais adequados de CMS e os seus efeitos sobre as
variaveis estudadas.
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