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Resumo

Popowicz, G. C. C. (2021). Avaliacdo do desempenho de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) em um procedimento de exting¢do prolongado. Dissertacdo de Mestrado,
Instituto de Psicologia, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo.

O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) é um disturbio
neurocomportamental que afeta entre 5% a 10% de crian¢as do mundo. Para o estudo
experimental do TDAH em aspectos basicos e para isolar de maneira mais eficaz as variaveis
de pesquisa, s&o amplamente utilizados os modelos animais. A linhagem de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) é o modelo animal com maior evidéncia e validacdo para
0 TDAH. Os ratos desta linhagem apresentam comportamentos semelhantes aos de humanos
com TDAH como problemas de atencdo, impulsividade e hiperatividade. Os SHR também
apresentam mudancas estruturais no sistema nervoso central. A Teoria do Desenvolvimento
Dinamico tem como hipotese etioldgica do TDAH, o hipofuncionamento do sistema
mesolimbico dopaminérgico, uma hipoatividade tonica desse sistema levaria a um déficit do
processo de extingdo. O presente projeto teve por objetivo avaliar o processo de extin¢do de
forma prolongada, através da analise de seus componentes microestruturais. Para isso 0
desempenho de 7 ratos SHR, 7 Wistar Kyoto e 7 Wistar em um esquema V1 15s, seguido por
10 sessdes de extingao, foi avaliado. Os resultados demonstraram que as taxas de respostas
foram similares entre as linhagens ao final da linha de base em VI 15. A anélise das sessdes
de extincdo revelou dois grandes padrdes. A linhagem SHR respondeu com alta taxa e com
respostas agrupadas em jorros, os WIS e WKY responderam com IRT’s mais longos, dando
margem para algumas respostas isoladas. A analise dos dados indicou que 0s SHR séo
diferentes no processo de extincdo em comparagdo com as outras duas linhagens. Serviria
como sugestdo para pesquisas futuras uma andlise intrassessao com os critérios de jorros pré-
estabelecidos ou mesmo a possibilidade de se usar algum modelo post hoc para defini¢do do
critério da duracdo do jorro.

Palavras chave: TDAH; Extincdo; Ratos Espontaneamente Hipertensos; Wistar Kyoto;
Wistar.



Abstract

Popowicz, G. C. C. (2021). Performance evaluation of spontaneously hypertensive rats (SHR)
in a prolonged extinction procedure. Dissertacdo de Mestrado, Instituto de Psicologia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo.

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is a neurobehavioral disorder that affects
between 5% to 10% of children worldwide. For the experimental study of ADHD in its basic
aspects and to more effectively isolate research variables, animal models are widely used. The
spontaneously hypertensive rat (SHR) strain is the animal model with the greatest evidence
and validation for ADHD. Mice of this strain show behaviors similar to humans with ADHD
such as attention problems, impulsivity and hyperactivity. SHR also show structural changes
in the central nervous system. The Dynamic Development Theory has as an etiological
hypothesis of ADHD, the hypofunctioning of the mesolimbic dopaminergic system, a tonic
hypoactivity of this system would lead to a deficit in the extinction process. This project
aimed to evaluate the extinction process in a prolonged way, through the analysis of its
microstructural components. The performance of 7 SHR rats, 7 Wistar Kyoto and 7 Wistar
was evaluated in a VI 15s schedule, followed by 10 extinction sessions. The results
demonstrated that response rates were similar among strains at the end of baseline in V1 15.
Analysis of extinction sessions revealed two major patterns. The SHR strain responded with a
high rate and with responses grouped in bouts, the WIS and WKY responded with longer
IRT's, allowing for some isolated responses. Data analysis indicated that the SHR are
different in the extinction process compared to the other two strains. Would serve as a
suggestion for future research an intrasession analysis with pre-established bouts criteria or
even the possibility of using a post hoc model to define the criteria for bout duration.

Keywords: ADHD; Extinction; Spontaneously Hypertensive Rats; Wistar Kyoto; Wistar.
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Introducgéo

O transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH) é um distarbio
neurocomportamental que afeta de 5% a 10% de criangas mundialmente. O TDAH
geralmente compromete o desempenho académico, ocupacional e social, em fungéo de
sintomas de hiperatividade e/ou desatencdo. (Sagvolden, Johansen, Aase & Russell 2005). O
diagnostico para o transtorno é baseado em critérios comportamentais, como hiperatividade,
falta de atencdo sustentada, impulsividade e déficit de aprendizagem, estes critérios devem
estar presentes por pelo menos 6 meses e ter impacto negativo nas atividades sociais e

académicas/profissionais (American Psychiatric Association, 2013).

O tratamento para TDAH envolve intervencgdes psicoldgicas e farmacoldgicas. O
medicamento mais usualmente prescrito é o metilfenidato, um estimulante do sistema nervoso
central que obtém melhora nos sintomas em 75% dos sujeitos estudados (Peeples, Searls &

Wellingham-Jones, 1995).

Para o estudo experimental do TDAH em aspectos basicos, como o desempenho em
diversos esquemas de reforgo, e para isolar de maneira mais eficaz as variaveis de pesquisa,
sdo utilizados modelos animais. A linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (do inglés,
Spontaneously Hypertensive Rats, SHR) é o modelo animal com maior evidéncia e validacdo
para 0 TDAH (Sagvolden, 2000). Os SHR foram originalmente derivados da linhagem Wistar
(WIS), em Kyoto. Em um momento posterior, descendentes normotensos, também da
linhagem Wistar, deram origem a uma segunda linhagem, Wistar Kyoto (WKY), amplamente

utilizada como grupo controle para os ratos SHR (Theodore, Kurtz & Morris, 1987).

Os ratos desta linhagem apresentam sintomas semelhantes aos de humanos com

TDAH, como problemas de atencdo (Sagvolden, Hendley & Knardahl, 1992), impulsividade e
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hiperatividade (Sagvolden, Pettersen & Larsen, 1993). Comparando-se criangas com e sem 0
diagndstico de TDAH e ratos da linhagem SHR com linhagens controle, percebe-se as
mesmas alteracdes na taxa de respostas em esquemas multiplos de intervalo fixo e extincéo.
Ou seja, 0s SHR e as criangas com TDAH apresentam uma taxa de respostas maior em ambos
0s componentes (Sagvolden, Aase, Zeiner & Berger 1998). Também foram encontradas certas
anormalidades no condicionamento operante dos ratos da linhagem SHR, como a alta taxa de
respostas, consideradas como caracteristica fenotipica do TDAH (Brackney, Cheung, Herbst,

Hill & Sanabria, 2012).

Além das alteracdes comportamentais ja citadas, os SHR também apresentam
altera¢Ges no funcionamento do sistema nervoso central, como redugédo na atividade
dopaminérgica no cortex pré-frontal, putdmen e ndcleo acumbens (Russell, Villiers,
Sagvolden, Lamm & Taljaard 1995). Apds a realizacdo dos estudos anteriores com os ratos da
linhagem SHR, conforme ja apresentado, os autores Sagvolden, Johansen, Aase e Russell
(2005) desenvolveram a Teoria do Desenvolvimento Dinamico (do inglés, dynamic
developmental theory, DDT). Esta teoria tem como hipoétese etiolégica do TDAH, o
hipofuncionamento do sistema mesolimbico dopaminérgico. A dopamina exerce um forte
efeito regulador na atividade de neurdnios piramidais no cortex pré-frontal, estes neurénios
demonstram potenciais de membrana biestaveis, alternando entre um estado hiperpolarizado
ndo-disparador e um estado despolarizado. Segundo os autores, um sistema mesolimbico
dopaminérgico hipofuncionante gera alteracdes no processo de reforcgo e déficit na extingédo
de comportamentos previamente reforcados, podendo causar averséo ao refor¢o atrasado,
hiperatividade, impulsividade e demais sintomas do TDAH (Sagvolden, Johansen, Aase &

Russell 2005).

Os mecanismos de reforgo e extingdo estdo associados com a atividade de neuronios

dopaminérgicos. Estes mecanismos possuem a funcdo de reprogramar, constantemente,
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conexdes neurais, seja pela potencializacéo de conexdes associadas a comportamentos
reforcados ou pelo enfraquecimento de certas conexdes associadas a situa¢des onde ndo ha
reforco. O reforgo funciona com um intervalo curto entre 0 comportamento e a percepgéo da
consequéncia. A percepcao da consequéncia ocorre de acordo com a atividade fésica do
neurdnio dopaminérgico (Sagvolden, Johansen, Aase & Russell 2005). A atividade fésica de
neurbnios dopaminérgicos provoca uma breve liberacdo de dopamina em resposta a
estimulos. Ja a atividade ténica dopaminérgica refere-se ao estado estavel destes neurdnios,
portanto, ao nivel estacionario extracelular de dopamina nas estruturas subcorticais (Grace,

1991).

Os componentes fasicos e tbnicos dopaminérgicos sao funcionalmente distintos e
rigidamente regulados. O nivel tdnico dopaminérgico é controlado por duas fontes: a primeira
é uma baixa concentracdo de dopamina que escapa da fenda sinaptica; a segunda envolve a
liberacdo do neurotransmissor glutamato, liberado principalmente do cortex pré-frontal com
proximidade dos terminais dopaminérgicos. Essa estimulacdo glutamatérgica, proxima dos
heteroreceptores pré-sinapticos do terminal dopaminérgico, leva a liberacdo de dopamina
diretamente ao espago extra sindptico. Um cortex pré-frontal subdesenvolvido, imaturo ou
hipoativo possui reducdo desta entrada glutamatérgica (Grace, 1991), o que poderia resultar

em um nivel tdnico dopaminérgico baixo, afetando, também, a atividade fasica.

A atividade fasica pode ocorrer em dois momentos: no erro de previsao positivo e
negativo. Quando um estimulo reforcador ndo previsto é apresentado, ocorre o erro de
previsdo positivo através do aumento pontual da atividade dopaminérgica. Em um organismo
com desenvolvimento tipico, esse aumento fasico dopaminérgico é gradualmente transferido
para um estimulo antecedente, permitindo, entdo, que o organismo preveja a apresentacdo do
reforgador. Em contraste a esse aumento de atividade dopaminérgica associado ao reforco, a

descontinuidade do refor¢o é associada a uma diminuigdo fésica da atividade neuronal
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dopaminérgica. Esta diminui¢&o fasica ocorre no erro de previsdo negativo, ou seja, quando
um reforcador previsto ndo € apresentado, caracterizando uma situacao de exting¢éo (Schultz,

2002).

Johansen & Sagvolden (2004) compreendem que uma hipoatividade tonica
dopaminérgica afeta a resposta fasica neuronal durante a extin¢do devido a um efeito piso,
levando a uma deficiéncia no processo de extingdo. Neurénios dopaminérgicos com taxa de
disparo tonica baixa apresentam menor oportunidade para uma reducéo fasica da atividade
desses neurdnios, afetando a capacidade de previsao do erro negativo, ou seja, da deteccdo da
descontinuidade do reforgo. Portanto, na linhagem SHR, que apresenta um sistema
dopaminérgico hipoativo, estas alteracdes no processo de extin¢do seriam responsaveis por
uma parte das demais alteragcbes comportamentais encontradas, como a hiperatividade, por

exemplo (Johansen & Sagvolden, 2004).

Com o objetivo de avaliar o desempenho no componente de extin¢ao na linhagem
SHR a maioria dos estudos utilizou esquemas multiplos de intervalo
fixo —extingdo (FI- EXT). Este esquema é composto por dois componentes que se alternam.
No componente Fl, sinalizado pela luz acesa da caixa, a resposta s6 é seguida de refor¢co apos
um intervalo fixo pré-determinado pelo experimentador. Respostas que ocorram antes deste
intervalo ndo séo reforcadas. Neste componente é analisada a reatividade ao reforgo e a
impulsividade motora, ja no componente EXT, sinalizado pela luz apagada, ¢ mensurada a
sensibilidade a mudanca de estimulo e atencdo sustentada, uma vez que o reforco néo é

disponibilizado neste componente (Berger & Sagvolden, 1998; Sagvolden, Hendley &

Knardahl, 1992: Sagvolden, Pettersen & Larsen, 1993; Sagvolden, 2000). Berger e Sagvolden

(1998) avaliaram o componente de extin¢gdo em um esquema multiplo FI1 2 min — EXT 5 min,
e os resultados demonstraram uma reducao das respostas para as linhagens SHR e WKY na

extingdo, porém com os SHR respondendo em média cinco vezes mais que WKY no mesmo
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componente, outros estudos também avaliaram a extingdo no mesmo tipo de esquema
maltiplo FI — EXT, variando de FI 2 min — EXT 5 min a FI 2,5 min — EXT 2 min (Berger &

Sagvolden, 1998: Sagvolden, Hendley & Knardahl, 1992; Sagvolden, Pettersen & Larsen,

1993; Sagvolden, 2000).

Sagvolden, Hendley, e Knardahl, (1992) realizaram 58 sessGes no esquema multiplo e
0s SHR responderam o dobro que seu grupo controle (WKY). Em outro experimento, os SHR
responderam na extingdo mais do que WKY mesmo com ambos 0s grupos sob efeito de
metilfenidato (Sagvolden et al., 1992). Quando a linhagem SHR foi comparada a cinco
linhagens diferentes em 32 sessbes de esquema mdltiplo FI — EXT, Sagvolden, Pettersen e
Larsen (1993) perceberam que os SHR responderam em média trés vezes mais do que a

linhagem WIS, que foi a segunda linhagem que mais respondeu.

Em um esquema de FI 2,5 min e EXT 2 min, comparando 18 grupos em que cada
grupo representava variaveis como: linhagem, biotério de criacdo e sexo dos ratos, Sagvolden
(2000) analisou gue dos cinco grupos que mais respondiam no componente de extingao, todos

eram variantes da linhagem SHR.

Johansen e Sagvolden (2004) utilizaram um esquema de reforco diferente do multiplo
FI — EXT para avaliar o desempenho dos SHR no processo de extingdo. Os autores utilizaram
esquemas de intervalo variavel (V1) ou fixo (FI) que variaram entre 15s, 30s e 60s em média
para a liberacdo do estimulo reforcador. Nas sessGes de avaliagdo da exting¢éo, os esquemas de
intervalo eram apresentados por 10 minutos no inicio da sessdo e, entdo, seguidos por um
periodo em extin¢do de 40 minutos. O experimento durou setenta e quatro sessdes. A
linhagem SHR respondeu mais que o grupo controle (WKY) no componente de reforco e

principalmente nos Gltimos segmentos de extingdo. Este estudo indica que a alteracdo no
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padrdo de extin¢do é uma caracteristica consistente nos SHR, mesmo em arranjos

experimentais diferentes.

Nos estudos anteriormente citados em que foi utilizado o modelo animal de TDAH
com foco na extingéo, a linhagem SHR respondeu mais que a WKY, independente do
esquema, tempo, ou tipo de reforco utilizado (Berger, 1998; Sagvolden, Hendley & Knardahl
1992; Sagvolden et al, 1992; Sagvolden Pettersen & Larsen 1993; Sagvolden 2000; Johansen,

Savolden & Kvande 2005).

Para melhor compreender o efeito da extin¢do em seres humanos e avaliar a validade
do modelo animal, Sagvolden e colaboradores (Sagvolden Aase, Zeiner & Berger, 1998)
realizaram um experimento com crianc¢as de 7 a 12 anos diagnosticadas com TDAH, com o
esquema de reforco multiplo FI-EXT, ja utilizado nos estudos com ratos SHR, citados
anteriormente. O estudo consistia na analise de desempenho das crian¢as do grupo
experimental em comparagdo com criangas sem diagnéstico de TDAH como grupo controle.
As criancas eram expostas a uma caixa de madeira em formato de rosto de palhaco, o nariz
servia como a barra que quando pressionada disponibilizava moedas, borrachas, bolinhas de
gude, entre outros reforgadores. Foram duas sessGes em um esquema de reforco de intervalo
fixo (FI) 30s e extingdo (EXT) 2 min. O componente FI durava 2,5 min e o de EXT durava 2
min, alternando-se 6 vezes em cada sessdo. Os resultados demonstraram que o nimero total
de respostas foi maior para as criangas com TDAH nos dois componentes, respondendo mais
do que o dobro que o grupo controle no componente de EXT. As criangas com TDAH
também responderam mais e com intervalos entre respostas (IRT, do inglés interresponse
time) mais curtos do que o grupo controle. Estes dados corroboram os estudos que apontam
para um déficit de extingdo presente em organismos com o transtorno do déficit de atencéo e

hiperatividade, tanto em humanos quanto em modelos animais do transtorno.
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Uma vez compreendidos os estudos realizados com organismos com TDAH, deve-se
compreender detalhadamente como mensurar, e quais 0s arranjos experimentais possiveis ao
avaliar o processo de extin¢do. Para Keller & Schoenfeld (1950), uma resposta é extinta
quando sua frequéncia diminui em funcéo da ndo apresentacéo do estimulo reforcador. Desta
forma, para os autores, quando o objetivo é avaliar a resisténcia a extingdo, pode-se analisar 0
namero total de respostas emitidas ou 0 nimero necessario para atingir algum critério, como
por exemplo, dez minutos em que nenhuma resposta ocorra. Como forma de analise, avaliar o
namero total de respostas no componente de extin¢ao € geralmente mais satisfatério, uma vez
que o critério de periodo em que ndo ocorram respostas exclui a possibilidade da analise de
dados contidas no fim do periodo e no resto da curva de extin¢do. (Keller & Schoenfeld,
1950). O tempo necessario para que uma resposta seja considerada extinta, é proporcional ao
namero de reforgos por resposta durante o condicionamento. Conforme o nimero de reforgos
por resposta aumenta, reforgos adicionais produzem pouca influéncia na frequéncia de
resposta (Keller & Schoenfeld, 1950). Desta forma, ao avaliarmos a resisténcia a extin¢éo, a
taxa de reforcos deve ser relativamente estavel, e ndo alta demais, para que os estimulos

reforcadores produzam influéncia na frequéncia de resposta.

A extincdo é caracterizada por padrdes de comportamento especificos que, ao serem
analisados, podem refinar a analise desse processo. Estes padrdes incluem o aumento da taxa
de resposta no inicio da sesséo de extin¢do e a emissdo de jorros de respostas apos periodos de
pausa. Um jorro de resposta pode ser definido operacionalmente como a emissao de respostas
com menos de 5 s de intervalo (Brackney, Cheung, Herbst, Hill & Sanabria, 2012). A
ocorréncia de jorros é particularmente alta durante o inicio do componente de extincao,
principalmente na linhagem SHR, que tem uma frequéncia de jorros quatro vezes maior do

que a linhagem controle, conforme os estudos de Brackney, Cheung, Herbst, Hill & Sanabria
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(2012). A andlise dos jorros de respostas permite uma compreensdo microestrutural da taxa de

resposta durante a extin¢do (Brackney, Cheung, Herbst, Hill & Sanabria, 2012).

IRT > 5s Frequéncia de jorros

Figura 1 — Parametros microestruturais de respostas em jorros

Os parametros para a avaliagcdo dos padrdes microestruturais de resposta, conforme
apresentados na Figura 1, sdo: respostas com mais de 5s de intervalo sdo consideradas fora do
jorro; respostas com menos de 5 s de intervalo sdo consideradas dentro do jorro; o
comprimento do jorro € definido pelo nimero de respostas que ocorre dentro de um jorro; a
frequéncia de jorros é definida pela quantidade de vezes que o sujeito inicia um jorro; a
duracdo de cada jorro é definida como o intervalo entre a primeira resposta e a Gltima resposta
do jorro; e a taxa de respostas no jorro é definida pela frequéncia de respostas durante os

jorros dividida pelo tempo de duracdo dos mesmos (Brackney et al., 2012).

A definicdo de que o jorro é composto por respostas com IRT menor do que 5s é
arbitraria. O processo de encontrar um valor que seja mais adequado foi o objetivo do
trabalho de Brackney e Sanabria (2015), neste artigo os autores discutem o método para
encontrar o tempo de critério necessario para defini¢do do jorro, e por fim sugerem estimar o
IRT de acordo com parametros definidos post hoc, por um modelo estatistico chamado de

Modelo Refratario Bi-Exponencial Dindmico (DBERM). Esse modelo avalia se cada IRT sera
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considerado dentro ou fora do jorro baseado nas caracteristicas que todos os IRT’s possuem
durante a sesséo analisada. Uma avaliac&o post hoc é mais trabalhosa por definir, de acordo

com o ajuste de um modelo estatistico, cada jorro individualmente ap6s a coleta dos dados.

Além da avaliacdo microestrutural da resposta proposta por Brackney, et al. (2012),
outra forma de analise se d& na comparacdo entre o padrdo de respostas emitidas durante o
condicionamento e o padréo de respostas emitidas na extingéo, para assim compreender quais

variaveis afetam, ou ndo, a resisténcia a extingéo.

Dentre as teorias que avaliam a resisténcia a mudanca e extingdo, e que auxiliam na
compreensdo dos padrbes de resposta durante o condicionamento e apds a retirada do
estimulo reforcador, destaca-se a teoria do momentum comportamental (por exemplo, Nevin,
2012). Nesta teoria, a resisténcia a mudanca € analisada por meio de esquemas multiplos,
onde dois ou mais estimulos sdo apresentados sucessivamente e sinalizam diferentes taxas de
reforco. Diferentemente dos esquemas multiplos que alternam componentes de reforco e
extincdo utilizados nas pesquisas com 0s SHR, esta teoria utiliza, em suas andlises de
desempenho, esquemas multiplos com alternancia entre esquemas de reforco, como por
exemplo, CRF (do inglés continuous reinforcement) e PRF (do inglés partial reinforcement).
Esquemas multiplos como o proposto por Nevin (2012) permitem a comparacdo de taxas
assintoticas de resposta e sua resisténcia @ mudancga. Assim como na lei da inércia de Newton,
onde a mudanca no movimento de um corpo fisico depende diretamente da magnitude de uma
forca externa inversa a do corpo, a teoria prediz que a mudanca da taxa de respostas também
depende diretamente de variaveis externas. O comportamento com maior resisténcia é aquele
com maior massa, ou em termos tradicionais, com maior for¢a. Em termos comportamentais,
0 comportamento com maior resisténcia é aquele que demora mais a se alterar ap6s uma

mudanca na contingéncia que o mantém (Nevin, 2012).
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Ainda segundo Nevin (2012), diferengas no responder durante a extingdo podem
ocorrer devido a uma diferenga na responsividade ao reforgo durante o processo de
condicionamento, e ndo, exclusivamente, devido a alteracbes no processo de extingdo. Alguns
sujeitos, ou linhagens, podem apresentar uma maior taxa de respostas em comparagdo com
outras sob a mesma contingéncia e taxa de reforco. Esta variagdo na responsividade ao reforgo
pode alterar a resisténcia a extin¢do, sendo que, sujeitos com maior taxa de respostas, apos a

suspensdo do reforco apresentam maior resisténcia a extingdo (Nevin, 2012).

Compreendendo a importancia dos esquemas de reforco, na analise da resisténcia a
mudanca (Nevin, 2012), buscamos quais os esquemas de reforgo utilizados nos estudos acerca
da extin¢do na linhagem SHR, e percebeu-se que um dos esquemas mais utilizados é o de
intervalo fixo (FI) (Sagvolden, Hendley & Knardahl 1992; Sagvolden et al., 1992; Sagvolden
Pettersen & Larsen 1993; Sagvolden 2000). O esquema de intervalo fixo varia
significativamente o nimero de respostas por sessdo e por linhagem. A variagdo da taxa de
respostas em FI poderia gerar maior taxa de respostas no componente de exting¢ao, por este
motivo a analise da extin¢do no esquema maultiplo FI-EXT utilizado em muitos estudos é
dificultada (Sagvolden, Hendley & Knardahl 1992; Sagvolden et al., 1992; Sagvolden
Pettersen & Larsen 1993; Sagvolden 2000), justamente pelas taxas de resposta e reforco
serem significativamente diferentes entre as linhagens no componente de FI. Como,
normalmente, os SHR apresentam uma maior taxa de respostas, mas também de reforcos, do
que os grupos controle, torna-se impossivel separar a resisténcia a exting¢do atribuida as
diferencas entre linhagens, do efeito atribuido as diferentes taxas de reforco e de resposta.
Com isso ao estudarmos o0 processo de extincdo seria importante controlar as taxas de resposta

e de refor¢o nos componentes que antecedem a extingao.

O estudo de Johansen & Sagvolden (2004) utilizou esquemas VI e FI na manutencao

de respostas de presséo a barra. Os autores relataram utilizar VI justamente pois este esquema
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tende a produzir uma taxa de respostas mais estavel, uma vez que o reforgo é liberado de
maneira imprevisivel. Foram realizadas sessdes contendo 2 componentes, um primeiro de Fl
60s ou VI 15s, 30s ou 60s, e outro componente de EXT com duracdo de 40 minutos. As taxas
de respostas, no componente de manutencédo do reforgo (FI ou VI) entre as linhagens se
aproximaram, facilitando a analise da exting¢do. Os resultados demonstraram que ambas as
linhagens responderam e receberam mais reforcadores no esquema FI em comparagdo com o
VI. As taxas de respostas durante os segmentos de reforco, e no inicio das sessdes de
extingdo foram estaveis para as duas linhagens. Porém, durante os segmentos finais dos
componentes de extingdo, a taxa de resposta e os refor¢os que seriam produzidos pelas
respostas, mas que ndo foram entregues, foi superior para a linhagem SHR. Neste estudo a
andlise dos resultados pode ser comparada igualmente entre as linhagens, por usarem um
esquema de intervalo variavel, em que as taxas de respostas entre as linhagens se aproximam.
As variaveis, taxas de respostas e refor¢o foram isoladas, que permitiu a avaliagdo do
componente de componente de extincao entre as linhagens. Como ja visto, os dados
demonstraram uma taxa de resposta proxima nos segmentos de reforco para as duas linhagens
devido ao esquema de intervalo variavel, mas por alternarem entre componentes de reforco e
de extincdo, a avaliacdo especifica da extin¢do pode ter sido prejudicada, uma vez que o
estudo nédo separou os resultados de acordo com qual esquema, e qual valor do esquema,

estava em vigor.

T. Sagvolden, Metzger, e G. Sagvolden (1993) fizeram um estudo com o objetivo de
analisar a relacéo entre a taxa de reforco e de resposta para as linhagens SHR e WKY, uma
vez que tem sido proposto que a hiperatividade nos SHR e em organismos com TDAH &
causada por uma alterac@o no processo de reforco. Os resultados indicaram que as diferencas
entre as linhagens aparecem quando as taxas de respostas sdo mantidas por baixa frequéncia

de reforcadores, diferentemente de quando as taxas de respostas atingem a assintota e séo
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mantidas por uma alta taxa de refor¢o. No estudo, o esquema de refor¢o VI 15s foi o que mais
aproximou a taxa de resposta entre as duas linhagens. Ainda segundo o estudo, nos esquemas
de intervalo varidvel menores do que 15 s, a taxa de resposta das duas linhagens se mostrou
similar. A taxa de respostas para as duas linhagens foi, em média, 25 respostas por minuto,
tanto para a taxa de reforco de 4 reforgos por minuto, equivalente a VI 15 s, quanto para a
taxa de 8 reforgcos por minuto, equivalente a um V1 7,5s. Este esquema produz uma taxa de
respostas constante, por nao permitir que nenhuma caracteristica de comportamento do
organismo adquira propriedades discriminativas (Ferster & Skinner, 1957). Portanto, as
diferengas entre as linhagens no processo de extingdo seriam melhor avaliadas se tivessem
taxas de respostas semelhantes. Isso pode ser obtido utilizando o esquema de VI 15s (T.
Sagvolden, Metzger, e G. Sagvolden 2003) como linha de base anterior ao periodo de
extingdo. Além disso, € importante analisar o processo de extingdo de forma prolongada,
permitindo avaliar as etapas finais desse processo, em que jorros de resposta podem

acontecer, mesmo apds periodos sem respostas.

A maioria das andlises de desempenho dos estudos feitos com ratos SHR, foi feita com
esquemas multiplos (Sagvolden, Hendley & Knardahl 1992; Sagvolden et al, 1992;
Sagvolden Pettersen & Larsen 1993; Sagvolden 2000). Os Unicos estudos que ndo utilizaram
esquema multiplo para analisar o processo de extin¢do na linhagem SHR, ou tiveram como
reforco a estimulagéo intracraniana em vez de agua e comida (Johansen & Sagvolden, 2005),
ou alternaram as sessdes entre segmentos de reforgo e de extin¢éo, o que ndo deixa de
caracterizar um esquema misto ou multiplo, caso seja sinalizado (Johansen & Sagvolden,
2004). Outro estudo que néo utilizou esquema misto ou multiplo de reforco foi o de
Brackney, Cheung, Herbst, Hill e Sanabria (2012), porém os autores realizaram somente 2

sessOes de extingdo, desta forma ndo avaliando o processo de forma prolongada. Nenhum
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destes estudos realizou sessdes separadas e continuas de reforco seguidas por sessées

continuas de extingao.

Um outro estudo realizado em nosso laboratdrio (Gongalves, 2018, manuscrito ndo
publicado) utilizou um procedimento diferente dos anteriores. Ndo foram utilizados esquemas
multiplos, e foram realizadas sessdes prolongadas de extin¢do. O estudo consistiu na anélise
de desempenho de ratos SHR, WKY e WIS em um procedimento de refor¢o condicionado,
em que, na linha de base, respostas em uma de duas barras apagavam duas luzes de estimulo
por 3s (LO), e respostas em outra barra acionavam uma campainha por 3s (TONE). Apds a
linha de base, iniciou-se a segunda fase, de condicionamento, onde as barras foram retiradas e
0s sujeitos receberam pelotas de alimento, apds a apresentacdo de LO em intervalo randémico
de 45s. Apos quatro sessBes de condicionamento o procedimento retornou a condi¢do de
extingdo em relacdo ao reforcador primario, como na linha de base. O procedimento foi
mantido até que, por trés sessdes consecutivas, a média da frequéncia de pressdo a barra
estivesse igual ou abaixo da média observada na primeira fase. Este procedimento nao
alternou extingdo e componentes de reforco, e realizou sessdes prolongadas sem a
apresentacdo de reforgo, porém utilizou de reforco condicionado, e ndo tinha como objetivo
inicial avaliar a extin¢do. Desta forma, foi observada a extin¢ao de respostas operantes
mantidas por reforcadores condicionados, e ndo mantidas pelos estimulos reforgadores
primarios. Os resultados demonstraram que os sujeitos da linhagem SHR, durante a extincéo,
ndo apresentaram taxas de respostas menores ou iguais a linha de base, mas aumentaram ou
mantiveram a frequéncia de respostas bastante acima da linha de base, mesmo apds 30 sessdes
consecutivas nessa condicdo. Além disso, as taxas de respostas das sessdes iniciais em
extin¢do foram similares entre as linhagens, diferenciando-se apenas ap0ds varias sessdes. Em
conjunto, os experimentos com os SHR apresentados anteriormente, sugerem alteragdes no

processo de extingdo, mas nenhum deles procurou avaliar a extingdo de maneira isolada e



prolongada, controlando, assim, o efeito de varidveis como a taxa de reforco e a taxa de

resposta.
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Objetivo

O objetivo do presente projeto foi avaliar o desempenho das linhagens SHR, WKY e
WIS, em um procedimento que buscou igualar a taxa de respostas e de reforgos durante o
condicionamento para as trés linhagens assim permitindo a avaliagdo prolongada do processo

de extingdo, sem o uso de reforgadores condicionados ou esquemas multiplos.
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Método
Sujeitos

Os sujeitos foram 7 ratos da linhagem SHR, 7 da linhagem WKY e 7 da linhagem
WIS, todos machos e com idade aproximada de 60 dias, provenientes do Instituto de Ciéncias
Biomédicas - USP. Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais e com agua ad lib no
Biotério do Laboratorio Didatico do Departamento de Psicologia da Faculdade de Ciéncias -
UNESP. A privacdo de alimento ocorreu inicialmente para que os sujeitos atinjam 85% de seu
peso ad lib antes dos procedimentos, em seguida, aproximadamente 16g de comida foram

fornecidas diariamente apds cada sessao.
Material e/ou equipamento

Foram utilizadas 6 caixas de Skinner (Lafayette Instruments, Lafayette). Cada uma
equipada com uma luz na parte superior (houselight), uma barra na parede esquerda da caixa,
uma luz de estimulo, colocada acima da barra, um comedouro ligado a um compartimento no
centro, a direita da barra. No compartimento do comedouro havia uma lampada de LED e um
sensor de infravermelho. As caixas foram controladas por um computador tipo PC e através

do programa ABET Il (Lafayette Instruments, Laffayette).
Procedimento

Ap06s a manipulacao e o critério de peso alcangado, os ratos foram submetidos a duas
sessOes de treino ao comedouro. Nesta fase a luz do comedouro acendeu por até 10s
indicando a disponibilidade de comida em um esquema VT 30s, ou seja, em média a cada 30s,
a introducgdo da cabega no receptaculo leva a liberagdo de uma pelota de comida, (Bio-Serv
Dustless Precision Pellets, 45mg, Purified Diet). A seguir, foi realizada a modelagem manual,
utilizando a técnica de reforgo diferencial de aproximag@es sucessivas. A modelagem tem por

objetivo instalar a resposta de pressao a barra alvo de modo gradativo. Neste caso, as
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respostas que mais se assemelharam ao comportamento de pressionar a barra foram
reforcadas com uma pelota de alimento, até que o comportamento de pressiona-la estivesse
instalado. Nesta fase, as pelotas de comida foram disponibilizadas de acordo com VT 30s.
Qualquer pressdo a barra durante o treino ao comedouro ou a modelagem era sucedida pela
disponibilidade de uma pelota de alimento. Ap6s 0 comportamento de pressionar a barra estar
modelado os sujeitos foram submetidos a uma sessdo de CRF (do inglés continuous
reinforcement), onde toda resposta de pressao a barra é sucedida de uma pelota de alimento.
Apo6s a modelagem e a sessdo de CRF os sujeitos foram submetidos a sessfes de VI 15s. No
esquema VI 15s o refor¢o é disponibilizado caso haja resposta de pressdo a barra ap6s um
intervalo de 15s, em média. A luz ambiente permaneceu ligada durante toda a sessdo e a
disponibilidade da pelota de alimento era sinalizada pelo acendimento da luz do comedouro
por até 5s, ou até que o reforco fosse coletado. As sessdes de VI ocorreram até que os sujeitos
atingissem o critério de menos de 20% de variabilidade da taxa de resposta em relacdo a
média durante 3 sessdes consecutivas, em seguida se sucederam 10 sessdes de extingdo. Nas
sessOes de EXT apenas a luz ambiente permaneceu ligada e nenhuma resposta foi reforcada.
Todas as sessdes tiveram a duracdo de 45 minutos. O desempenho dos sujeitos no esquema de
VI 15s durante as trés sessdes de estabilidade foram considerados como linha de base. Foi
escolhido o esquema V1 15s ja que em estudo anterior (T. Sagvolden, Metzger & G.

Sagvolden, 1993) as taxas de respostas nas linhagens SHR e WKY se aproximaram.
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Analise de resultados

Todos os dados foram registrados pelo sistema ABET Il (Lafayette Instruments,
Lafayette), os dados que foram utilizados na analise de resultados se referem as taxas de
resposta, intervalo entre respostas (IRT) e intervalo entre reforcadores. As analises do
desempenho dos sujeitos no componente de EXT foram feitas pela comparagéo da taxa de
resposta entre as linhagens, nas 3 sessdes em que o critério foi atingido no componente de VI,
e a taxa de resposta nas 10 sessGes de extin¢do. Também foi avaliada a ocorréncia de jorros de
resposta. Um jorro é considerado quando o organismo emite respostas com menos de 5 s de
intervalo. Assim, foram avaliados os dados de duracdo, quantidade de respostas e taxa de
iniciacdo ao jorro durante as sessdes de extingdo, comparando-se as trés linhagens. A
frequéncia de jorros, é definida pela quantidade de vezes que o sujeito inicia um jorro. A
duracdo de cada jorro é definida como o intervalo de tempo entre a primeira resposta e a
ultima resposta do jorro. A taxa de respostas dentro do jorro é resultante da divisdo entre
frequéncia de respostas durante os jorros, e o tempo de duragdo dos jorros. O comprimento do
jorro é definido pelo nimero de respostas que ocorrem dentro de um jorro, ou seja, respostas
com menos de 5 s de intervalo (Brackney et al., 2012). Todos esses parametros foram
comparados entre 0s grupos SHR, WIS e WKY através de analises ndo paramétricas pelo
método ANOVA-Type statistics (ATS), utilizando o pacote nparLD para o software de
analise de dados R (Noguchi et al., 2012). Quando foram necessarias analises de comparagéo
maultipla, utilizamos o pacote NparCOMP (Konietschke et al., 2015) também disponivel no
software R. Essas analises comparam estimativas de efeitos de tratamento relativos baseados
em rankings, intervalos de confianca simultaneos e valores p ajustados. Para avaliar a linha de
base foi utilizado o teste de Kruskal Wallis (Kruskal & Wallis, 1952), esse teste prové uma
analise estatistica ndo paramétrica que avalia as diferencas entre trés ou mais amostras em

uma distribuicdo de variaveis ordinais.
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Aspectos Eticos

O presente projeto foi submetido & analise e aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias — UNESP — Bauru, onde 0s experimentos
foram realizados. Os ratos foram mantidos em biotério com o apoio de bioterista e médico
veterinario. O local possui sistema de climatizacdo e gaiolas separadas para o
acondicionamento. Os sujeitos foram manipulados por pessoas com experiéncia, e, apds, o
experimento foram eutanasiados por sobrecarga de anestésico e descartados conforme

recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (Concea).
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Figura 2. Mediana de respostas na barra da esquerda, referente as 3 sessdes em que 0s sujeitos

atingiram o critério, apresentada em escala logaritmica, para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7)

e WKY (N=7).

A Figura 2 apresenta a mediana, primeiro e terceiro quartis de respostas que ocorreram
da barra da esquerda referentes as linhagens SHR, WIS e WKY nas 3 sessfes em que 0
critério foi atingido. Segundo o teste de Kruskal Wallis [KW = 4,70; p = 0,094] ndo houve
efeito de linhagem. O fato de ndo haver efeito de linhagem nas sessdes de critério permite,
além da analise relativa a linha de base, analises absolutas dos componentes de extin¢ao. Esse
resultado também esta de acordo com o artigo de T. Sagvolden e G. Sagvolden (1993) o qual
indica que reforgos frequentes diminuem a diferenga de respostas entre as linhagens SHR e

WKY, no estudo supracitado, as linhagens tem as taxas de respostas igualadas quando o

namero de reforgos por minuto € 4, ou seja VI 15.
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Figura 3. Frequéncia de respostas na barra da esquerda, apresentada em escala logaritmica,
referente as 10 sessBes de extingdo para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A Figura 3 apresenta a mediana, primeiro e terceiro quartis da frequéncia de respostas,
referente a barra da esquerda, para as linhagens SHR, WIS e WKY ao longo das 10 sessfes de
extincdo. Segundo testes do tipo ATS houve efeito principal da linhagem [ATS(1,82) = 7,83,
p < 0,001], comparacdes multiplas indicaram que a linhagem SHR respondeu mais em
comparacdo a linhagem WIS (p = 0,02) e WKY (p < 0,001). Ndo houve diferenca entre as
linhagens WIS e WKY (p = 0,38). Houve efeito principal de sessdo [ATS(4,67) = 40,75; p <
0,001], porém nao houve interacao [ATS(7,23) = 1,80; p = 0,08]. Uma vez que ndo houve
interacdo, o efeito principal da sesséo indica apenas uma diminuicdo na frequéncia de
respostas ao longo das sess6es, ndo necessitando de comparagdes multiplas. Desta forma os
resultados que indicarem somente efeito de sessdo e sem interacdo ndo terdo as comparagoes

multiplas demonstradas no presente texto.

E interessante notar que na fase de critério (Figura 2) ndo houve efeito principal de
linhagem, ao contrario do que aconteceu na extinc¢ao (Figura 3). O que indica que quando
comparada as linhagens controle, a linhagem SHR responde mais, principalmente na fase de

extingdo, esta frequéncia de respostas dos SHR superior é compativel com o estudo de
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Brackney, et al. (2012), onde houve uma taxa de resposta maior e um nimero de jorros

também superior para 0s SHR em comparacédo a linhagem WKY, durante a extingéo.

O fato de ndo haver efeito de linhagem no critério (Figura 2) permitiu que fossem
realizadas anélises absolutas e relativas dos resultados. A analise absoluta permite avaliar a
medida em si, enquanto a analise relativa pondera o resultado em relacdo as medidas
realizadas durante as sessdes em que o critério foi atingido. Outro motivo para termos
realizado a andlise absoluta foi a possibilidade de comparacéo com o estudo de Brackney, et
al. (2012) em que a analise de jorros no processo de extingdo foi realizada a partir de dados

absolutos.
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Figura 4. Frequéncia relativa de respostas na barra da esquerda, referente as 10 sessOes de
extincdo, apresentada em escala logaritmica, para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e
WKY (N=7).

A figura 4 apresenta a mediana, primeiro e terceiro quartis da frequéncia de respostas
referente as 10 sessGes de extin¢cdo em uma anélise relativa ao desempenho das trés linhagens
durante as sessdes de critério. Os testes do tipo ATS ndo apresentaram efeito principal de
linhagem [ATS(1,76) = 0,14; p = 0,841]. Houve efeito principal de sessdo [ATS(3,98) =

30,77; p < 0,001], porém sem interacdo [ATS(5,78) = 0,82; p = 0,55]. A linhagem WIS
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apresenta uma frequéncia de respostas superior no inicio da fase de extin¢do, mas a partir da
sessdo 5 se aproxima das linhagens SHR e WKY até o fim do procedimento. Esta anélise
indica que ndo existe diferenca entre as linhagens quando comparadas as frequéncias de

respostas da extingéo relativas as medianas das sessdes de critério.
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Figura 5. Frequéncia de Jorros, apresentada em escala logaritmica, referente as 3 sess6es em
que os sujeitos atingiram o critério para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A Figura 5 apresenta a mediana, primeiro e terceiro quartis da frequéncia de jorros na
barra da esquerda referente as linhagens SHR, WIS e WKY nas 3 sessGes em que o critério
foi atingido. Segundo o teste de Kruskal Wallis [KW = 3,70; p = 0,16] ndo houve efeito de
linhagem. A frequéncia de jorros emitidos pelas linhagens foi similar durante as sessfes de

critério.
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Figura 6. Frequéncia de Jorros, apresentada em escala logaritmica, referentes as sessdes de
extingdo para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A figura 6 apresenta a mediana, primeiro e terceiro quartis referentes a frequéncia de
jorros para as linhagens SHR, WIS e WKY ao longo das 10 sessGes de extin¢do. Para avaliar
a frequéncia de jorros, de acordo com os testes do tipo ATS, houve efeito principal de
linhagem [ATS(1,93) = 9,19; p < 0,001], testes de comparacao multipla mostraram a
linhagem SHR com uma mediana de jorros maior em compara¢do com WIS (p = 0,004) e
WKY (p <0,001), mas sem diferenca quando comparados WIS e WKY (p = 0,52). Também
houve efeito principal de fase [ATS(4,88) = 38,83; p < 0,001], porém nado houve interacao

[ATS(7,79) = 1,60; p = 0,12].

Observa-se que a queda da frequéncia de jorros da linhagem SHR e WIS é mais
acentuada do que na Figura 3, onde a queda da mediana de respostas cai de forma menos
acentuada. Apesar de uma queda mais acentuada, as linhagens SHR e WIS tem as frequéncias
aproximadas nas trés primeiras sessdes, enquanto a frequéncia da linhagem WKY decai mais
rapidamente até a sessdo 3. A frequéncia de jorros das trés linhagens se aproximam entre as

sessOes 4 e 7, somente se diferenciando para a linhagem SHR na sesséo 8.
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Esta analise permite avaliar que a linhagem SHR emite mais jorros do que as duas
linhagens controle, ou seja, responde com menor intervalo entre respostas, mais
frequentemente. A linhagem SHR com uma media de jorros acima da linhagem WKY esta de
acordo com a literatura, por exemplo no estudo de Brackney, et al. (2012), a média de jorros
da linhagem SHR foi 3 vezes superior comparada a linhagem WKY  porém nesse estudo

ndo foi utilizada a linhagem WIS.
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Figura 7. Frequéncia relativa de Jorros apresentada em escala logaritmica, referentes as
sessBes de extingdo, para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A Figura 7 apresenta os dados de mediana, primeiro e terceiro quartis da frequéncia
relativa a linha de base de jorros emitidos pelas trés linhagens ao longo das 10 sessdes de
extingdo. Os testes do tipo ATS para avaliar a frequéncia de jorros ndo indicaram efeito
principal de linhagem [ATS(1,84) = 1,80; p = 0,169] e indicaram efeito de sessdo [ATS(4,11)
= 25,76; p > 0,001]. Os testes ATS mostraram que né&o houve interacdo [ATS(5,88) = 1,31; p
=0,25].

Assim como na primeira analise relativa da Figura 4, vemos nesta Figura 7 a linhagem

WIS com uma média inicialmente superior, mas a partir da sessdo 5 se aproximando das



linhagens SHR e WKY. A figura 7 indica que quando comparada a frequéncia de jorros em

relacdo a linha de base de cada linhagem, ndo existem diferencas significativas.
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Figura 8. Frequéncia de respostas dentro do jorro na barra da esquerda (respostas com menos
de 5s de intervalo), apresentada em escala logaritmica, referentes as sessGes em que 0s
sujeitos atingiram o critério para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A figura 8 apresenta os dados da mediana, primeiro e terceiro quartis da
frequéncia de respostas dentro do jorro, ou seja, respostas que ocorreram com IRT
menor do que 5 s, durante as sessdes em que o critério foi atingido para as 3 linhagens.
Segundo o teste de Kruskal Wallis [KW = 5,04; p = 0,078] ndo houve diferenca entre as

linhagens. Portanto, na fase de critério, as 3 linhagens respondem de forma similar

quando as respostas Sdo em jorros.
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Figura 9. Frequéncia de respostas dentro do jorro na barra da esquerda (respostas com menos
de 5s de intervalo), apresentada em escala logaritmica, referentes as sessdes de extingéo para
as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A Figura 9 apresenta a mediana, primeiro e terceiro quartis de respostas dentro do
jorro na barra da esquerda para as linhagens SHR, WIS e WKY nas 10 sess6es de extingdo.
Avaliando as respostas dentro do jorro, os testes ATS demonstraram que houve efeito
principal de linhagem [ATS(1,92) = 9,03; p < 0,001], comparac¢des multiplas indicaram a
linhagem SHR com uma mediana de respostas maior em comparacao com a linhagem WIS (p
=0,012) e WKY (p < 0,001), sem diferenca entre WIS e WKY (p = 0,34). Também houve
efeito de fase [ATS(4,79) = 36,41; p < 0,001] porém nédo houve interacdo [ATS(7,60) = 1,77,
p = 0,08]. A frequéncia de respostas da linhagem WKY ¢ inferior as das linhagens SHR e
WIS nas 3 primeiras sessdes, mas todas as medianas sdo aproximadas a partir da sessao 5. A

linhagem SHR apresentou frequéncia de respostas ligeiramente superior durante todas as

sessOes de extincao.

A frequéncia de respostas dentro do jorro superior da linhagem SHR & consistente com
a literatura que indica esta linhagem emitindo mais jorros e respondendo mais dentro do jorro

do que a WKY (Brackney, et al. 2012).



38

10

0,1 == SHR

entre quartis)

0,01

Frequéncia relativa de respostas
dentro do jorro (mediana e intervalo

0,001

Sessoes

Figura 10. Frequéncia relativa de respostas dentro do jorro na barra da esquerda (respostas
com menos de 5s de intervalo), referentes as sessGes de extingdo, apresentada em escala
logaritmica, para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

Para avaliar a frequéncia relativa de respostas que ocorrem dentro do jorro, os testes
do tipo ATS apontam que ndo houve efeito principal de linhagem [ATS(1,85) =0,36 p =
0,682] e que houve efeito de sessdo [ATS(3,99) = 22,16 p < 0,001] mas sem interacdo
[ATS(5,33) =1,32 p =0,25]. As trés linhagens iniciam com um padrdo similar de respostas
até a sessao 4, onde a linhagem SHR fica aparentemente acima das linhagens WIS e WKY,
que voltam a se aproximar na sessdo 9. Nenhuma das trés linhagens respodem acima da linha

de base durante a extin¢cdo. Novamente quando as médias séo avaliadas relativamente a linha

de base ndo ha diferenca entre as linhagens.
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Figura 11. Frequéncia de respostas fora do jorro na barra da esquerda (respostas com mais
de 5s de intervalo), apresentada em escala logaritmica, referentes as sessdes em que 0s
sujeitos atingiram o critério para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A figura 11 apresenta os dados da mediana, primeiro e terceiro quartis da frequéncia
de respostas fora do jorro, ou seja, respostas que ocorreram com mais de 5s de intervalo, nas
sessOes de critério para as 3 linhagens. Segundo o teste de Kruskal Wallis [KW =5,04; p =
0,003] houve efeito de linhagem, com a linhagem WKY com uma média superior a linhagem
WIS (p = 0,005), mas sem diferenca entre WKY e SHR (p = 0,394) e WIS e SHR (p = 0,304).
A analise da frequéncia de respostas fora do jorro indica as respostas sao feitas com um
intervalo maior do que 5s, conforme dito anteriormente, isso indica que a linhagem WKY
responde mais frequentemente de maneira espacada quando comparada a linhagem WIS. Esta

analise também indica que as trés linhagens respondem mais com intervalo entre respostas

curtos (Figura 8) do que longos (Figura 11).
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Figura 12. Frequéncia de respostas fora do jorro na barra da esquerda (respostas com mais
de 5s de intervalo), apresentada em escala logaritmica, referentes as sessdes de extingéo para
as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A Figura 12 apresenta a mediana, primeiro e terceiro quartis da frequéncia de
respostas fora do jorro para as linhagens SHR, WIS e WKY ao longo das 10 sess@es de
extincdo. Para avaliar as respostas fora do jorro, os testes do tipo ATS ndo indicaram efeito de
linhagem [ATS(1,66) = 1,90; p = 0,16], e indicaram efeito de sessdo [ATS(5,02) = 24,87; p
= < 0,001] porém sem interacdo [ATS(7,71) =1,28; p = 0,25]. As respostas fora do jorro
(Figura 12) ou seja, que ocorrem com um intervalo maior de 5s, sdo aproximadas para as trés
linhagens durante quase todo o processo de extin¢cdo. Comparando-se as Figuras 9 e 12, nota-

se que as respostas para as 3 linhagens ocorrem mais em jorros do que fora dos jorros. As trés

linhagens respondem de forma similar fora do jorro (Figura 12).

As respostas da linhagem SHR e WIS séo emitidas mais dentro do jorro (figura 9) do
que fora do jorro (figura 12) indicando que o padrdo de respostas se da com pequenos
intervalos, diferentemente da linhagem WKY que continua respondendo, porém em um

padrdo com maior intervalo entre respostas.
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Figura 13. Frequéncia relativa de respostas que ocorrem fora do jorro na barra da esquerda

(respostas com mais de 5s de intervalo), referentes as sessdes de extingdo, apresentada em

escala logaritmica, para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

Para analisar a frequéncia relativa de respostas que ocorrem fora do jorro os testes

ATS, demonstraram efeito principal de linhagem [ATS(1,52) = 6,68; p = 0,003],
comparagdes multiplas indicaram a linhagem SHR com média superior a linhagem WKY (p <
0,001) e a linhagem WIS com média superior a linhagem WKY (p < 0,001), porém nao
indicaram diferenca entre as linhagens SHR e WIS (p = 0,466). Os testes ATS indicaram
efeito principal de sessdo [ATS(4,66)=20,97; p < 0,001], mas sem interacdo [ATS(6,44) =
1,52; p = 0,16]. Importante notar que até a sessdo 7 a linhagem WIS teve sua frequéncia de
respostas acima da linha de base. Os resultados da figura 13 indicam que quando a frequéncia
de resposta € comparada relativamente ao critério, as linhagens se diferenciam,
diferentemente do que ocorre na figura 13 onde ndo houve efeito principal de linhagem. A
mediana de respostas com mais de 5s de intervalo diminui para todas as linhagens, porém

diminui mais para a linhagem WKY do que para SHR e WIS.
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Figura 14. Comprimento do jorro na barra da esquerda referentes as 3 sessdes de critério
para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

Nesta Figura 14 é possivel observar o comprimento do jorro, ou seja, quantas
respostas ocorrem em média por jorro, durante as 3 sessdes de critério referentes as linhagens
SHR, WIS e WKY. Segundo o teste de Kruskal Wallis [KW = 8,10; p = 0,012] houve
diferenca entre as linhagens. A linhagem WIS teve um comprimento de jorro maior do que a
linhagem WKY (p = 0,029), porém ndo houve diferenca entre as linhagens SHR e WIS (p =

0,999) e SHR e WKY (p = 0,060).
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Figura 15. Comprimento do jorro na barra da esquerda referentes as sessfes de extingdo para
as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A Figura 15 apresenta a mediana, primeiro e terceiro quartis do comprimento do jorro
referente a barra da esquerda nas sessdes de extin¢do para as linhagens SHR, WIS e WKY.
Este dado indica a mediana das respostas que ocorrem por jorro. Os testes do tipo ATS ndo
indicaram efeito principal de linhagem [ATS(1,80) = 2,63; p = 0,080]. Houve efeito de

sessdo [ATS(4,66) = 20,97; p < 0,001], mas sem interacdo [ATS(1,52) = 6,44; p = 0,16].

Inicialmente as linhagens SHR e WIS apresentam comprimento aparentemente igual e
WAKY abaixo, mas o comprimento do jorro da linhagem WIS continua decaindo de forma
sistematica até a quinta sessao, e entdo as frequéncias de respostas das trés linhagens

oscilaram sem padréo claro.

Durante a extincdo a linhagem WIS se equipara as linhagens SHR e WKY,
diferentemente do que ocorreu no critério (figura 14), indicando que o0 processo de extingao
fez o comprimento dos jorros da linhagem WIS diminuir mais do que para as outras duas

linhagens.
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Figura 16. Comprimento relativo do jorro na barra da esquerda referentes as sessdes de
extin¢do, apresentada em escala logaritmica, para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e
WKY (N=7).

Avaliando o comprimento relativo do jorro, os testes ATS, demonstraram efeito
principal de linhagem [ATS(1,71) = 4,25; p = 0,02], Testes multiplos indicam que a linhagem
WKY apresentou um comprimento relativo de jorros superior em comparagdo com SHR (p =
0,001) e WIS (p < 0,001), e a linhagem SHR teve uma mediana superior a linhagem WIS (p =
0,022). Os testes também apresentaram efeito de sessdo [ATS(4,25) = 2,90; p = 0,02], porém
sem efeito de interacdo [ATS(4,94) = 1,14; p =0,33].

Os dados da Figura 16 indicam que a o comprimento relativo do jorro da linhagem
WAKY decai menos durante a extin¢do do que das linhagens SHR e WIS, a queda da frequéncia
de respostas € menos acentuada para a linhagem WKY do que para SHR, sendo esta menos

acentuada do que para os WIS.
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Figura 17. Taxa das respostas por minuto que ocorrem dentro do jorro na barra da esquerda
referentes as 3 sessdes de critério para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A figura 17 apresenta a mediana, primeiro e terceiro quartis da taxa de respostas da
barra da esquerda que ocorrem no jorro, ou seja, o total de respostas que ocorrem dentro do
jorro, dividido pela duracéo do jorro nas 3 sessdes de critério referentes as linhagens SHR,
WIS e WKY. Segundo o teste de Kruskal Wallis [KW = 4,15; p = 0,125] ndo houve efeito de

linhagem, as 3 linhagens responderam de forma similar durante as sessGes de critério.
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Figura 18. Taxa de respostas dentro do jorro nas sessdes de extingdo, apresentada em escala
logaritmica, para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A Figura 18 apresenta a mediana, primeiro e terceiro quartis da taxa de respostas no
jorro, referentes as linhagens SHR, WIS e WKY. Os testes ATS indicaram efeito principal das
linhagens [ATS(1,73) = 13,95; p < 0,001]. Os testes para comparac¢do multipla indicam a
linhagem SHR com uma frequéncia de respostas maior em comparacdo a WIS (p < 0,001) e
WKY (p < 0,001) porém ndo indicaram efeito entre WIS e WKY (p = 0,97). Os testes ATS
também indicaram que ndo houve efeito de fase [ATS(5,28) = 0,88; p = 0,49] nem interacdo
[ATS(7,67) = 1,40; p = 0,19]. A medida que as sessdes decorrem, a variabilidade da taxa de
respostas aumentou, porém é observada uma maior variabilidade na taxa de respostas das

linhagens SHR e WKY se comparadas a linhagem WIS.

Uma taxa de respostas por jorro maior indica que a linhagem SHR responde mais
rapido quando esta emitindo um jorro, do que as linhagens controle, sendo este um

componente que pode indicar hiperatividade.
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Figura 19. Taxa relativa das respostas que ocorrem dentro do jorro nas sessdes de extingdo,
apresentada em escala logaritmica, para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

Para avaliar a taxa relativa de respostas dentro do jorro, os testes ATS demonstraram
efeito principal de linhagem [ATS(1,83) =4,52; p = 0,013] Com a linhagem SHR com menor
alteracdo em relacdo a linha de base, em comparacdo com WIS (p <0,001) e WKY (p =0,003),
mas sem diferencas entre WIS e WKY (p = 0,510). Os testes ATS também indicaram que nédo
houve efeito de sessdo [ATS(5,21) = 0,87; p = 0,50], nem interacdo [ATS(7,66) = 1,08; p =
0,37]. A frequéncia de respostas das linhagens se manteve estavel durante a fase de extincao,
somente com 0s SHR respondendo mais do que as linhagens controle, mas ndo houve aumento

nem diminuicdo expressiva quando comparadas as linhas de base de cada uma.
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Figura 20. Frequéncia de respostas na barra da direita nas 3 sess@es de critério, apresentada
em escala logaritmica para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A Figura 20 apresenta a frequéncia de respostas, primeiro e terceiro quartis para as
linhagens SHR, WIS e WKY, como na Figura 2, porém a Figura 10 se refere a barra da direita
gue ndo tinha nenhuma consequéncia programada. Segundo o teste de Kruskal Wallis [KW =
1,57; p = 0,475] ndo houve efeito de linhagem, as 3 linhagens responderam de forma similar

na barra da direita durante as sessoes de critério.

Na Figura 2 a escala maxima era 10000, na Figura 20 é 100, demonstrando que houve

mais respostas na barra da esquerda do que na direita nas sessdes de critério.
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Figura 21. Frequéncia de respostas na barra da direita, apresentada em escala logaritmica,
nas sessdes de extingdo para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY (N=7).

A figura 21 apresenta a frequéncia de respostas na barra da direita durante as 10
sessOes de extingéo. Os testes ATS demonstraram que ndo houve efeito principal de linhagem
[ATS(1,89) = 2,02; p = 0,135]. Os testes ATS também indicaram que houve efeito de sesséo
[ATS(5,68) = 8,80; p < 0,001], mas sem interacdo [ATS(8,05) = 0,91; p = 0,505]. Respostas
na barra da direita, que nunca foram reforcadas durante todo o procedimento, podem ser
consideradas como medida de variagcdo comportamental, um aumento de respostas nesta barra
seria esperado a partir de um padréo da extincdo tipico (Ferster & Skinner 1957). Importante
notar que desta vez é a frequéncia de respostas da linhagem SHR que decai e se aproxima da

frequéncia da linhagem WKY.

As linhagens tiveram suas taxas de respostas estaveis e aproximadas entre si durante o
critério. Porém quando observamos os dados da extingdo, vemos mais respostas para a
linhagem WIS do que para as linhagens SHR e WKY nas trés primeiras sessoes, indicando

um provavel déficit neste aspecto da extingéo para as linhagens modelo de TDAH.
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Figura 22. Frequéncia relativa de respostas na barra da direita, apresentada em escala
I(oNg:;;t.mica, nas sessdes de extincdo para as linhagens SHR (N=7), WIS (N=7) e WKY
A figura 22 apresenta os dados da mediana, primeiro e terceiro quartis da frequéncia
relativa de respostas na barra da direita. Os testes ATS demonstraram gque ndo houve efeito
principal de linhagem [ATS(1,89) = 2,02; p = 0,135]. Os testes ATS também indicaram que
houve efeito de sessdo [ATS(5,68) = 8,80; p < 0,001], mas sem interacdo [ATS(8,05) = 0,91;
p = 0,505]. Estes resultados indicam uma frequéncia maior na extin¢do do que na linha de

base, 0 que sugere variabilidade durante a extincao, pois conforme dito acima, respostas nessa

barra nunca foram reforgadas.



Tabela 1

Discussao

Comparacdo entre as linhagens nos parametros que tiveram efeito estatistico

Parametro SHRXWIS SHRxWKY WKY x WIS
Dados Absolutos
Numero de jorros SHR>WIS  SHR>WKY WKY =WIS
Respostas SHR > WIS SHR >WKY  WKY = WIS
Respostas dentro do jorro SHR>WIS SHR>WKY WKY =WIS
Taxa de respostas dentro do jorro SHR>WIS  SHR>WKY WKY =WIS
Dados Relativos
Comprimento do jorro SHR>WIS SHR<WKY WKY >WIS
Respostas fora do jorro SHR=WIS SHR>WKY WKY <WIS
Taxa de respostas dentro do jorro SHR>WIS  SHR>WKY WKY =WIS
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Em sintese, para as analises dos parametros absolutos, durante a extin¢do, foram
observados efeitos de linhagem quando os ratos da linhagem SHR sdo comparados com as
outras duas linhagens nos seguintes parametros: Frequéncia de respostas, frequéncia de jorros,
respostas dentro do jorro e na taxa de resposta dentro do jorro como visto na Tabela 1.
Detalhando cada uma das diferencas encontradas, podemos sugerir as seguintes
interpretacdes: o numero de jorros maior indica que a linhagem SHR se engajou em respostas
de curto IRT mais vezes do que as linhagens controle. As Respostas dentro do jorro com
maior frequéncia para os SHR indicam maior nimero de respostas com IRT curto, e mais
precisamente, podemos ver uma alta velocidade de respostas para a linhagem SHR na taxa de
respostas no jorro, pois neste parametro sao retiradas as pausas entre respostas maiores do que
5 s do calculo da taxa, indicando que, além de responder mais frequentemente em jorros, a
linhagem SHR responde com os IRT’s mais curtos em comparacao as linhagens controle.
Com isso dois grandes padroes aparecem, enquanto a linhagem SHR respondeu com alta taxa
e com respostas agrupadas em jorros, os WIS e WKY responderam com IRT’s mais longos,

dando margem para algumas respostas isoladas.
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Quando observamos os dados da extingdo relativos as sessdes em que o critério foi
atingido, as diferencas entre as linhagens se apresentam de maneira diferente do que quando
analisados os resultados absolutos. Nessa anélise a alteracéo relativa no comprimento do jorro
dos WKY foi maior do que das demais linhagens. Além disso, a alteragdo do comprimento do
jorro também foi maior para os SHR do que para os WIS. No entanto, isso parece estar
relacionado ao baixo comprimento do jorro dos WKY durante as sessdes de critério, ndo
havendo margem para que esse parametro decaisse tanto quanto para as outras duas linhagens,
durante a extin¢do. Em relacdo a taxa de respostas por jorro, a linhagem SHR foi a que
permaneceu mais préxima da linha de base em comparagdo com as duas linhagens controle.
Interessante notar, também, que neste parametro as diferencas aparecem apenas durante a
extingdo, tanto pela analise relativa, quanto pela absoluta, mostrando que a diferenca entre as
linhagens se deu somente sob essa contingéncia. Por fim, com relagdo as respostas fora do
jorro a linhagem WIS foi a Unica a manter uma frequéncia de respostas fora do jorro acima da
linha de base durante a extincdo. Ainda fora do jorro, observou-se frequéncias relativas
maiores na extingao para as linhagens SHR e WIS quando comparadas a linhagem WKY, mas
ndo houve diferenca entre SHR e WIS. Ou seja, a linhagem WKY respondeu com IRT maior
do que 5 s mais frequentemente nas sessdes de critério do que nas de extingdo, o que poderia

indicar uma diminuigdo geral da frequéncia de respostas.

A avaliacdo dos resultados absolutos foi mais clara do que a avaliagdo dos resultados
relativos. A analise absoluta indicou mais indicios de que 0os SHR séo diferentes no processo
de extingcdo do que as outras duas linhagens, uma vez que eles respondem mais em quatro
parametros de anélise. O unico parametro em que os SHR se mostram mais hiperativos,
independente da analise ser absoluta ou relativa, foi na taxa de resposta dentro do jorro. No

entanto, nas respostas fora do jorro, a anélise relativa ainda indicou uma diferenca entre 0s
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SHR e 0s WKY, linhagem que é mais comumente utilizada como grupo controle (Johansen &

Sagvolden, 2004).

T. Sagvolden, Metzger, e G. Sagvolden (1993) avaliaram em seu estudo que quando
os reforcos séo apresentados em VI 15 as taxas de resposta sdo praticamente igualadas, o que
foi corroborado nesse estudo, ndo houve diferencas nas frequéncias de respostas das trés
linhagens nas sessdes em que o critério foi atingido, dessa forma possibilitando que a analise
absoluta fosse realizada. A analise absoluta do processo de exting¢ao avalia a frequéncia com
que o comportamento é apresentado, enquanto a analise relativa apresenta o quanto o
comportamento mudou em relacdo ao comportamento inicial. Pensando em usar a extingéo
para diminuir comportamento de uma pessoa com TDAH, o quanto esse comportamento alvo
é reduzido relativamente a linha de base, pode néo ser suficiente, ainda representando uma
alta taxa e que gere prejuizos a qualidade de vida do organismo, mesmo que a propor¢do de
reducdo seja a mesma de um individuo que néo é portador do transtorno. Para exemplificar, se
uma crianca com TDAH, em uma sala de aula, interrompe a fala da professora 100 vezes a
cada hora, e passa a interromper 10, este comportamento ainda é relevante, e ainda gera
prejuizos, tanto a professora, quanto ao proprio individuo. Diferentemente de uma crianca que
interrompia a professora 10 vezes e passou a interromper 1. A reducéo é relativamente igual,

porém em niveis absolutos essa diferenca leva a consequéncias diferentes.

Uma das questBes que ainda geram divida no processo de analise dos resultados se
relacionam as diferengas que mudancas na definicéo de jorro produziriam. O jorro de resposta
é definido a partir de um critério arbitrario, de acordo com o IRT. Por exemplo, se definido
como respostas com IRT < 5s, respostas com IRTs de 3 ou 4s sdo consideradas respostas
dentro do jorro. Se esse critério passasse para 3s, as mesmas respostas seriam consideradas
como respostas fora do jorro. Como descrito anteriormente, Brackney e Sanabria (2015)

propdem analise post hoc para determinar o IRT. Essa maneira de avaliar o jorro é mais
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trabalhosa justamente por ter a necessidade de definir cada jorro individualmente apds a
coleta dos dados de acordo com o ajuste de um modelo estatistico, porém pode ser uma forma

mais precisa de analise. Por outro lado essa andlise dificulta a comparacao entre estudos.
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Concluséao

Podemos dizer que ha diferencas no processo de extingdo, em termos absolutos a
linhagem SHR apresenta comportamentos com maior frequéncia de respostas, comprimento
de jorro, taxa de respostas no jorro, e respostas dentro do jorro, parametros esses que
sustentam sua posi¢cdo como modelo animal de TDAH. Em termos relativos essas diferencas
sdo menores, mesmo em alguns pardmetros ainda existindo diferengas, como na taxa de

respostas dentro do jorro, por exemplo.

O uso dos parametros microestruturais de analise propostos por Brackney, et al.
(2013) ajudaram a esclarecer as diferencas especificas da extingcdo, sem elas a maioria dos
detalhes poderiam ndo ter sido identificados. Porém, a definicdo de um jorro com base no
modelo citado pelos autores, pode ser uma forma mais precisa de analise, uma vez que o valor
de 5 s pode ser um critério muito rigoroso ou muito brando dependendo do padréo de
respostas de cada sujeito. Serviria como sugestdo para pesquisas futuras uma analise
intrassessdo com os critérios de jorros pré-estabelecidos ou mesmo a possibilidade de se usar
algum modelo post hoc de parametro de duracdo do jorro como de Brackney e Sanabria
(2015). Também seria interessante aumentar o nimero de sessdes de extingdo para avaliar
como se dariam estes padrdes de resposta e de jorros em um procedimento ainda mais

prolongado, uma vez que 0s sujeitos ainda respondiam, mesmo apos dez sessdes em extingao.

Alguns dados que obtivemos corroboram com o que Sagvolden previa em seus
trabalhos, como uma maior taxa de respostas para os SHR em comparagdo com os WKY em
esquemas de intervalo variavel (Johansen & Sagvolden, 2004) e uma taxa de respostas
proxima entre as linhagens quando o estimulo reforcador é apresentado frequentemente

(Sagvolden, et al., 1993).

Talvez essa diferenca que os resultados apresentam entre analises absolutas e relativas

nos leve a refletir sobre a natureza da hiperatividade, as diferencas entre as linhagens nao
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estdo no formato ou no desenvolvimento do processo de extin¢do, mas no fato de que mesmo
que as linhagens partam de pontos similares, o resultado é diferente. Alsop (2007) apresentou
em seu artigo dados indicando que ndo ha diferengas no procedimento quando comparadas as
taxas de respostas em extingcdo com a linha de base, e por esse motivo deveriam ser feitas
mais analises relativas para avaliar SHR como modelo experimental de TDAH. Porém, apesar
da reducdo de comportamento relativa a linha de base ser igual entre as linhagens, ainda
continua sendo uma taxa alta de resposta para os SHR, conforme vemos, por exemplo, na
frequéncia de respostas geral (Figura 2). A avaliagdo da reducéo relativa ndo indica se essa

reducdo teria impacto clinico em portadores de TDAH.

Uma questdo importante a ser discutida é a utilizacdo da linhagem WKY como
controle, Alsop (2007) ja levantou essa questdo em seu artigo, ele conclui que a linhagem
WAKY acaba sendo pouco ativa. Corroborando o estudo citado acima, em quase todos 0s
parametros analisados no presente estudo a linhagem WKY realmente teve um desempenho
hipoativo. Seria interessante maiores estudos com a linhagem WKY para avaliar se ela
realmente deveria ser utilizada como controle para os SHR. Com o objetivo de avaliar de
maneira mais acurada incluimos a linhagem WIS como segunda linhagem controle, mas
talvez ndo seja o suficiente, um estudo somente com a linhagem WKY avaliando parametros

de hipoatividade seria de bom proveito.
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