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RESUMO

A adaptacdo temporal das espécies ao ambiente € de fundamental importancia para
garantir a sobrevivéncia. No entanto, o ritmo da sociedade moderna cada vez mais induz
o individuo a dessincronizacdo, tanto interna quanto externa, em decorréncia de
mudancas de fase bruscas como ocorre no trabalho noturno ou em turnos e no Jet Lag
social. O mesmo também ja é observado em individuos adolescentes, que para cumprir
com as demandas curriculares e extracurriculares, adotam o habito de dormir tarde e
acordar cedo que leva a privacao de sono e a horarios irregulares de dormir e despertar.
Dessa forma, faz-se importante estudar os efeitos desses deslocamentos de fase cronicos
sobre a fisiologia e comportamento de mamiferos jovens. Neste trabalho procuramos
caracterizar os efeitos do ciclo CE de 22h, que é um modelo de dessincronizacao forgcada
interna, sobre a memoria de reconhecimento de objetos e espacial e a expressdo da
ritmicidade circadiana de ratos adolescentes. Com este objetivo, foram utilizados 44 ratos
Wistar machos, divididos em 2 grupos: T24, n=12 (CE 12:12 h) e T22, n=30(CE 11:11
h). O grupo T22 foi subdividido em dois grupos que realizaram o0s testes,
respectivamente: no meio da noite de coincidéncia entre o ambiente e a noite bioldgica de
cada rato do T22 (n=16) e no meio da noite de ndo coincidéncia (n=14). Foram utilizadas
as tarefas Reconhecimento de Objetos Novos e Tarefa Espacial Associativa. A atividade
motora destes animais foi registrada continuamente e totalizada em intervalos de 5 min.
Posteriormente foi analisada por inspecdo visual dos actogramas e pelo calculo da
periodicidade circadiana utilizando o programa El Temps. Observamos que 0s ratos sob
T22 apresentaram dois ritmos de atividade motora, um sincronizado ao ambiente,
exibindo o0 mesmo periodo do ciclo CE de 22 e 0 outro que se expressou em livre-curso,
exibindo um periodo maior que 24h. Em relacdo as tarefas de memoria analisadas, 0s
animais sob T22 apresentaram prejuizo em suas performances. Concluimos que o ciclo
CE de 22 h promove dissociacdo no ritmo circadiano de atividade motora em ratos
adolescentes, prejudicando seu desempenho nas tarefas mnemdnicas avaliadas.

Palavras chave: ritmo biologico; sistema de temporizacdo circadiana; dessincronizacao.
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ABSTRACT

Temporal adaptation of the species to the environment is of fundamental importance to
ensure survival. However, the rhythm of modern society increasingly induces the
individual to desynchronization, both internal and external, as a result of abrupt phase
changes such as night shift,r shift work or social Jet Lag. The same is observed in
adolescent individuals who, in order to comply with curricular and extracurricular
demands, adopt the habit of sleeping late and waking up early that leads to sleep
deprivation and irregular hours of sleep and awakening. Thus, it is important to study the
effects of chronic phase shifts on physiology and behavior of young mammals. In this
work we attempt to characterize the effects of LD cycle of 22h , a model of internal
forced desynchronization, on recognition memory of objects and space and the
expression of circadian rhythmicity of adolescent rats. For this purpose, 44 male Wistar
rats were used, divided into 2 groups: T24, n = 12 (LD 12:12 h) and T22, n = 30 (LD
11:11 h). The T22 group was subdivided into two groups that performed the tests,
respectively: in the middle of coincidence nights between the environment and the
biological night of each rat (n=16) and in the middle of non-coincidence nights (n=14).
The tasks New Object Recognition and Associative Spatial Task were used. The
locomotor activity of these animals was recorded continuously and totalized at 5 min
intervals. Later it was analyzed by visual inspection of actograms and calculation of
circadian periodicities using the program ElI Temps. We observed that rats under T22
presented two rhythms of motor activity, one synchronized to the environment, exhibiting
the same period of the LD cycle, and other in free-running, expressing a period longer
than 24h. Regarding the analyzed memory tasks, the animals under T22 presented a loss
in their performance.Based on that, we conclude that the LD cycle of 22h promotes
dissociation in the circadian rhythm of motor activity in adolescent rats, impairing their
performance in the mnemonic tasks evaluated.

Keywords: biological rhythm; circadian timing system; desynchronization.
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1. INTRODUCAO

1.1 Membria

A memodria constitui-se numa das mais complexas func¢Bes cognitivas. Sua
integridade permite que o ser humano consiga compreender o mundo, associando suas
experiéncias individuais e estabelecendo uma maior interagdo com o meio (Cruz-
Rodrigues & Lima, 2012). A memdria pode ser mais bem descrita como uma rede
complexa de diferentes funcOes inter-relacionadas que trabalham em sintonia para
reproduzir informacdes (Paul, Magda & Abel, 2009).

A evidéncia da memoria como uma funcdo cerebral foi possivel gracas aos
achados obtidos no caso do paciente Henry Molaison (H.M.) (Scoville & Milner, 1957;
Squire & Wixted, 2011). Este jovem sofria com convulsdes epilépticas e por isso foi
submetido a uma cirurgia experimental na época, a resseccao bilateral do Lobo Temporal
Medial (LTM), o que ocasionou uma amnésia anterograda total (perda na capacidade de
formar novas memdrias episddicas) e retrograda parcial (perda de memérias episddicas
passadas), porém sem grandes perdas intelectuais ou o aparecimento de desordens de
percepcao (Tulving, 2002; Squire & Wixted, 2011).

O caso desse paciente direcionou os trabalhos subsequentes sobre a memdria,
com um aumento na pesquisa dos seus substratos neurais. Na época, além da
compreensdo de que o hipocampo parecia desempenhar alguma fungdo especifica na
memoria, foi elucidada a importancia de estruturas adjacentes, como a amigdala e o giro
hipocampal, no processo de consolidacdo da mesma (Squire & Wixted, 2011).

A memoria é formada e estabilizada através de trés processos. Primeiramente
ocorre a codificacdo, que corresponde a aquisi¢do inicial da memoria. Em seguida,
através da consolidacdo, a memdria é armazenada para posterior recordacdo. Finalmente,
a recuperacdo é o processo pelo qual as memorias armazenadas anteriormente sdo
reativadas (Cohen & Stackman, 2015). As memorias recém-formadas sao labéis e sujeitas
a interferéncias, mas sdo estabilizadas com a consolidagdo, de modo que ndo sdo
influenciadas pelos mesmos eventos de interferéncia. Isto é possivel gracas a cascata de
eventos moleculares e celulares que alteram a eficacia sinaptica, bem como uma interagdo
prolongada entre o hipocampo e o cortex cerebral (McGaugh, 2000; Eichenbaum &
McKenzie, 2011).

A memoria pode ser classificada, conforme a taxonomia classica, levando em

consideracdo o tempo em que pode permanecer retida (curto prazo e longo prazo), bem
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como considerando o seu conteudo (explicito/declarativo e implicito/ndo-declarativo).
Entende-se por memoria de curto prazo aquela que pode perdurar por até poucos minutos,
enquanto a de longo prazo pode ser revivenciada por horas ou a vida toda. A distin¢do
entre as memorias declarativa e ndo-declarativa pode ser feita ndo apenas em termos de
anatomia, mas em termos de caracteristicas operacionais, o0 tipo de informacéo
processada e o proposito de cada sistema (lzquierdo 2011; lzquierdo, Myskiw, Benetti &
Furini, 2013; Pause et al., 2013; Squire & Zola, 1996; Cohen & Stachman, 2015).

A memoria implicita é evocada de maneira inconsciente. O seu dominio
inclui vérias formas de aprendizagem, normalmente expresso em desempenho
comportamental melhorado ou acelerado, como exemplo, andar de bicicleta ou dirigir um
carro. O funcionamento deste tipo de memoria é dependente de estruturas neurais como o
cerebelo, o neocortex, a amigdala e o estriado (figura 1) (Squire & Zola, 1996; Squire &
Kandel, 2002; Dickerson & Eichenbaum, 2010).

A memoria explicita refere-se a informagGes que podem ser resgatadas de
forma consciente pelo individuo por meio de recordagfes verbais ou imagens visuais. Seu
funcionamento esta intimamente relacionado ao Lobo Temporal Medial (hipocampo e
cortices entorrinal, perirrinal e parahipocampal). Esta memoria é subdividida em:
semantica e episddica. O subtipo semantico é responsavel por conhecimentos gerais e
fatos sobre o mundo, sem informagdes sobre o contexto no qual as memorias foram
armazenadas. O subtipo episodico estd envolvido com a capacidade de aprender,
armazenar e recuperar informacdes sobre experiéncias pessoais e Unicas que incluem o
conhecimento sobre quando e onde aconteceu um determinado evento, bem como, a
informacdo contextual que ocorreu no momento do armazenamento da memoria.
(Gazzaniga, Ivry & Mangun, 2002; Tulving, 2002; Lombroso, 2004; Dickerson &
Eichenbaum, 2010; Crystal, 2010; Pause et al., 2013; Cohen & Stackman, 2015).
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Memédria Declarativa Memoaria Nao-declarativa

Lobo temporal medial Neocortex Amigdala Cerebelo Corpo estriado

Figura 1. Representacdo esquematica dos sistemas de memoria e suas respectivas areas.
Extraido de Souza (2015).

1.1.2 Memorias de Reconhecimento e Espacial

Como visto, a memoria explicita € de extremo valor para 0s sujeitos, pois
através dela € possivel acessar fatos e eventos de maneira consciente. Neste contexto, faz-
se importante ressaltar a memoria de reconhecimento, que julga a ocorréncia prévia de
estimulos, sendo fundamental para a nossa capacidade de registrar eventos, mas também
para orientar o comportamento prospectivo (Cohen & Stachman, 2015).

Por meio de testes como o Remember/ Know, € possivel distinguir dois
processos distintos da memdria de reconhecimento: a familiaridade, experiéncia referida
como ‘“saber” e que ndo envolve a lembranca consciente de detalhes da experiéncia
anterior; e a recordacdo, referida como “lembrar”, em que a plena atencdo aos estimulos
presentes (se houver) induz a uma consciente recapitulagdo dos detalhes contextuais
(Yonelinas & Levy, 2002; Tulving, 2002; Eichenbaum, Yonelinas & Ranganath, 2007;
Vanssay-Maigne et. al., 2011; Cohen & Stachman, 2015; Schoemaker et al., 2017).

Estudos que investigam substratos neurobioldgicos entre recordacdo e
familiaridade sugerem que exista uma dissociacdo funcional desses dois processos dentro
do Lobo Temporal Medial. A familiaridade tem sido associada com os cértices entorrinal,
perirrinal (em humanos e roedores) e pésrrinal (parahipocampal em primatas), enquanto a
recordacdo tem sido associada com o hipocampo. Acredita-se, portanto, que a
familiaridade e a recordacdo trabalham de forma paralela e independente, com o intuito
de fornecer a experiéncia de reconhecimento global (Cohen & Stachman, 2015;
Schoemaker et al., 2017).

17



Os cortices perirrinal, entorrinal e posrrinal sdo identificados como
componentes dos fluxos de entradas sensoriais dependentes da experiéncia que ocorre
dentro do hipocampo. Tradicionalmente, acredita-se que somente no hipocampo ocorre a
associacdao das informacgdes "o que", transmitida através do cortex perirrinal, e “onde”,
transmitida através dos cortices entorrinal e pdsrrinal (Ranganath et. al., 2004; Cohen &
Stachman, 2015).

Relacionar as informacGes "o que" e "onde" € essencial para o
direcionamento diario de adultos. Por exemplo, encontrar um carro em um
estacionamento lotado exige a ligagdo da memoria para as caracteristicas do objeto, como
a cor e modelo do carro, com a memoria para a posi¢ao do objeto, como a distancia em
relagdo a direcdo de um ponto de referéncia (Plumert, Franzen, Mathews & Violante,
2017).

A memoria espacial pode ser definida como a funcdo cerebral responsavel
por reconhecer, codificar, armazenar e recuperar informacdes espaciais sobre o arranjo de
objetos ou rotas especificas e, embora, esta memoria esteja presente na maioria das
espécies animais, as representacdes da memoria espacial podem ser bastante diferentes
em humanos e outros animais uma vez que 0s seres humanos sdo capazes de usar
representacdes espaciais simbélicas, como mapas, e informacGes orais ou escritas (Paul
et. al., 2009).

O hipocampo tem um papel essencial na codificacdo de memorias de longo
prazo e, assim como as regides circunvizinhas do Lobo Temporal Medial, exibe
particular importancia na memoria espacial. As células de lugar nas areas CAl e CA3 do
hipocampo, combinadas com células de direcdo da cabeca e de grade presentes no cortex
entorrinal medial de roedores, primatas e humanos, fornecem um sistema interno de
coordenadas que informa ao individuo a sua localizacdo em relacdo ao ambiente e
codifica a memoria desse local. Nos roedores, esta rede de neurdnios possibilita que eles
consigam explorar os ambientes familiares de forma eficiente, gracas a sua posicao e
orientagdo no espago. Em humanos, a disfuncdo neste circuito provoca problemas de
memoria e desorientacdo, que sdo os primeiros sintomas da doenca de Alzheimer (Ainge
& Langston, 2012; Muessig, Hauser, Wills & Carucci, 2016; Nadasdy et al., 2017; Tan,
Will & Cacucci, 2017).

A cognicdo espacial é obtida através do comportamento exploratério, que €
instintivo e amplamente preservado em todas as espécies animais, incluindo o homem. A
capacidade dos animais para representar internamente 0 espaco externo e usar essa

representacdo para orientar o comportamento foi primeiro sugerido por Tolman em 1948,
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através da teoria do mapa cognitivo, a qual afirma que o processo de resolucdo de
labirintos por animais em experimentagcdo ndo pode ser explicado apenas pela utilizagdo
sistematica de associacOes entre estimulos externos e respostas comportamentais, pois
apos certo periodo de treinamento, 0s animais sdo capazes de inferir atalhos, ou mesmo
estabelecer estratégias para resolver os labirintos. Segundo a teoria, as células de lugar,
grade e direcdo da cabega formam a base neural do mapa cognitivo. Com base nesses
achados, crescentes pesquisas foram direcionadas para a memoria espacial e seus
circuitos, onde muitas delas ttm como sujeitos dos experimentos os roedores (Paul et. al.,
2009; Ainge & Langston, 2012; Nadasdy et al., 2017; Tan et al., 2017).

O surgimento da memdria espacial e do comportamento converge com a
necessidade do animal em explorar 0 espago para a sobrevivéncia fora do ninho. A
capacidade dos ratos para aprender e lembrar localiza¢bes espaciais ndo esta presente
desde o nascimento, mas desenvolve ao longo da adolescéncia para a idade adulta
precoce. A exploragdo do ambiente inicia com o abrir dos olhos, ocorrendo quando estéo
com aproximadamente 15 dias de vida. No entanto, antes disso, as células de dire¢do da
cabeca ja comecam a emergir em torno do 12° dia p6s-natal, seguidas das células de lugar
e por Ultimo as de grade, no 21° dia, coincidindo com a fase de desmame e inicio da
adolescéncia (Ainge & Langston, 2012; Tan et al., 2017).

O nivel de amadurecimento também difere entre esses neurdnios. As células
de direcdo da cabeca e as de grade mostram picos rapidos de desenvolvimento, em
oposicao as células de lugar, que mostram uma tendéncia mais gradual de maturacdo. O
surgimento das habilidades espaciais alocéntricas ocorre somente aos 20-21 dias de vida,
enquanto que o processamento associativo na rede de células de lugar torna-se evidente a
partir do 16° dia p6s-natal (Tan et al., 2017; Muessig et al., 2016).

1.2 Modelos Animais de Memoria de Reconhecimento e Espacial

Todo esse entendimento foi possivel gracas aos avangos nos métodos de
pesquisa. No estudo da memdria de reconhecimento em humanos, por exemplo, 0 uso de
imagens por ressonancia magnetica funcional, possibilitaram a identificagdo de padrdes
de ativacdo neural especifica nas regides associadas com a recordacdo e familiaridade.
Contudo, como ha limitagGes nessa populacdo no que diz respeito aos procedimentos, 0s
modelos animais, em particular os roedores, permitem investigar 0S circuitos
neurobioldgicos da memoria ndo espacial e os mecanismos celulares da memoria de
reconhecimento com maior detalhe (Cohen & Stachman Jr., 2015; Brown & Banks, 2015;

Warburton & Brown, 2015).
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Ennaceur e Delacour (1988) propuseram a tarefa de reconhecimento de
objetos novos (RON) com ratos (figura 2), tomando como base o paradigma de
preferéncia espontanea a novidade e diferenciando das outras tarefas de reconhecimento
da época. Embora haja uma varia¢do quanto aos procedimentos da tarefa, como o uso de
arena ou labirinto em Y como aparato, esta tarefa possui uma sesséo de treinamento ou
amostra, em que o roedor explora dois objetos idénticos por um periodo de tempo, em
seguida o animal é removido da arena durante um tempo especifico (isto é, atraso de
retencdo). Decorrido este tempo (que também € variavel entre as pesquisas) ele retorna ao
aparato para a sessao de teste, em que sera permitido explorar uma réplica exata do objeto
ja apresentado (objeto familiar) e um objeto novo. Durante a fase de amostra ocorre a
codificacdo da memoria do objeto, j& a consolidacdo do mesmo acontece no intervalo
entre as sessdes e durante o teste é solicitado ao animal a recuperacdo da memoria do
objeto. A preferéncia pelo objeto novo, demonstrada pelo tempo de exploragdo, indica
que um traco de memdria para o objeto familiar foi devidamente codificada, consolidada
e entdo recuperada para guiar o comportamento do roedor durante a sessdo de teste
(Ennaceur & Delacour, 1988; Ennaceur, Michalikova, Bradford & Ahmed, 2005;
Ennaceur, 2010; Winters, Saksida & Bussey, 2008; Ainge & Langston, 2012; Cohen &
Stachman Jr., 2015).
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Figura 2. Fases de amostra (esquerda) e teste (direita) da tarefa RON. Retirado de
Ennaceur e Delacour (1988).

De acordo com Ennaceur (2010) ratos, adultos ou jovens, quando
apresentados a um objeto familiar ao lado de um objeto novo, frequentemente passam
mais tempo explorando o objeto novo do que o familiar.

O teste de reconhecimento de objetos novos tem vérias caracteristicas
interessantes: é semelhante aos testes de reconhecimento visual amplamente utilizado em
primatas ndo humanos e em humanos, 0 que permite comparacGes entre espécies; €
baseado no comportamento espontaneo de ratos e pode ser considerado como um teste de

memoria de trabalho "puro” completamente livre de componente de memoria de
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referéncia; ndo requer treinamento; ndo envolve o refor¢o primario tal como o alimento
ou os choques elétricos, isto o faz comparavel aos testes da memoria usados atualmente
no ser humano (Ennaceur & Delacour, 1988; Clark & Martin, 2005). Por ser uma tarefa
que avalia a memoria para eventos Unicos a torna mais sensivel a intervencoes
experimentais amnésicas e além do mais, 0s roedores ndo necessitam de nenhum
treinamento para induzir o comportamento exploratério do objeto na tarefa, em oposi¢édo
a outras tarefas como a de ndo-correspondéncia tardia para amostra, que alem de exigir
repeticdo na realizacdo da tarefa, requer recompensa ou puni¢do (Nemanic, Alvarado &
Bachevalier, 2004; Eacott & Norman, 2004; Dere, Huston & Silva, 2007; Ennaceur,
2010; Cohen & Stachman, 2015).

Ainge e Langston (2012) realizaram um estudo com a tarefa RON em ratos
com 24 e 30 dias no intuito de comparar a memoria de reconhecimento em ratos
adolescentes com idades diferentes. Na sessdo de amostra, cada rato foi colocado em uma
arena quadrada contendo dois objetos iguais (Al e A2) por dois minutos. Apds o
intervalo de dois minutos, o rato foi recolocado na arena com um objeto antigo (Al) e um
novo objeto (B1) no local do objeto A2, sendo possivel explora-los durante dois minutos.
Como esperado para a tarefa, os animais apresentaram um taxa de exploracdo maior para
B1 quando comparado a Al, no entanto, os indices dos ratos com 30 dias foram mais
expressivos, quando comparados aos dos ratos mais novos.

Uma variante da tarefa de Reconhecimento de Objeto é a tarefa de
Reconhecimento de Objeto Relacionada ao Contexto. Nesta tarefa, os ratos sdo expostos
a dois pares de objetos idénticos dentro de dois contextos distintos. Apds um intervalo,
sdo colocados na arena em um dos contextos ja apresentado e com um exemplar de cada
objeto ja explorado. Os ratos preferencialmente exploram o objeto desajustado para o
contexto de teste (novo alvo) com base nas combinagdes de objeto e contexto anteriores
(Dix & Aggleton, 1999; Ramsaram,Westbrook & Stanton, 2015).

Ramsaram et al. (2015) analisaram o perfil ontogenético de ratos adolescentes
para a memoria de reconhecimento de objetos relacionada ao contexto. Estes animais
estavam sob um ciclo CE de 24h e foram divididos em 4 grupos etérios: 17, 21, 26, 31
dias. Os resultados obtidos mostraram que a exploracdo dos objetos aumenta com o
avancar da idade. Mas, os ratos com 17 dias, ja podem aprender informacéo contextual e
recuperar esses tracos de memoria depois de um intervalo de retencéo curto.

Para enriquecer os achados obtidos através da tarefa RON, Ainge e Langston
(2012) examinaram a ontogenia dos circuitos neurais para representacfes espaciais

através de um protocolo previamente publicado para memoria de Reconhecimento
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Espacial Associativo (localizacdo do objeto). A tarefa de Reconhecimento Espacial
Associativo foi realizada no mesmo dia da tarefa RON com 0s mesmos sujeitos, contudo
no horario da tarde e utilizando objetos diferentes. Os animais foram colocados na arena
contendo dois objetos C1 e D1 durante 2 minutos. Apos um intervalo de 2 minutos, o rato
era posto novamente na arena com um objeto D1 no mesmo local e outro objeto idéntico
a D1 (D2) no local de C1. Nessa tarefa é esperado que o animal explore mais o D2, pois
este objeto, apesar de ser igual a D1, estd em um local diferente (Figura 3). Foi observado
que os animais com 24 dias exploraram os objetos ao acaso, sugerindo que eles nédo
tinham uma representacdo em pleno funcionamento do espaco externo, ja os com 30 dias
demonstraram uma preferéncia de exploracgdo significativa para o objeto D2, mostrando

uma memoria clara para a associacdo entre 0 objeto e a localizacao espacial.

= At f;}m

Figura 3. Representacdo da Tarefa de Reconhecimento Espacial Associativo. Extraido de
Ainge e Langston (2012).

Ennaceur et al. (2005) realizaram o teste de ansiedade e as tarefas de
reconhecimento de objetos e localizacdo de objeto para avaliar se ha diferencas entre os
fatores emocionais e cognitivos em ratos das linhagens Lister e Wistar. As medidas
examinadas foram: a laténcia da primeira abordagem; a frequéncia da abordagem;
laténcias média e total entre as abordagens; duracdo média de uma abordagem; duracéo
total das abordagens. Os sujeitos foram submetidos ao ciclo CE de 24h e estavam com 2
meses de idade no momento do experimento. A habituacdo serviu como avaliagéo da
ansiedade. Em seguida ocorreu a tarefa RON e 48 horas ap0s o término de RON, a tarefa
localizagé@o do objeto. Durante a fase amostral desta tarefa os ratos foram expostos a dois
objetos idénticos e na fase de escolha um deles foi movido para um novo local na arena
(figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da Tarefa de Reconhecimento do Objeto (acima) e da
Tarefa de Localizacdo do Objeto (parte inferior). Extraido de Ennaceur et al., (2005).

Sample Phase Choice Phase

Com base nos resultados dos dois testes, foi possivel observar que os ratos
Lister foram capazes de discriminar em ambos os testes. J& os ratos Wistar, apresentaram-
se mais ansiosos na habituacdo e discriminaram os objetos apenas no teste de memoria
espacial. Também foi apontada uma diferenca na sensibilidade entre as tarefas, e a
possivel explicacdo seria a diferenca no processamento cognitivo da informacdo na
memoria espacial e ndo-espacial.

Ruby et al. (2008), utilizaram a tarefa RON para avaliar a fungéo cognitiva de
hamsters Siberianos arritmicos, porém neurologicamente intactos. Eles observaram que
estes animais, ao contrario do grupo controle, ndo conseguiram discriminar os objetos,

apenas 20 ou 60 minutos apds o treino.

1.3 Memoéria e ritmo circadiano

Além das propriedades ja apresentadas, a memoria também exibe ritmicidade.
Entende-se por ritmicidade biol6gica os fenbmenos que ocorrem em seres vivos de uma
maneira mais ou menos estavel e periodica (Aradjo & Marques, 2002). Conforme
Halberg, em 1959, os ritmos bioldgicos sdo classificados em: infradianos, quando seu
periodo € superior a vinte e quatro horas; ultradianos, quando é inferior a vinte e quatro
horas; e circadianos, quando a durag@o do periodo é de aproximadamente vinte e quatro
horas (Abreu, 2011).

Um crescente corpo de evidéncias demonstra a influéncia dos ritmos
circadianos na memoria, assim como na aprendizagem e no desempenho cognitivo. Os
animais possuem a capacidade de lembrar tanto a hora do dia, como a localizagcdo que
condigdes nocivas e potencialmente perigosas ocorrem e adaptam seu comportamento

para 0 mesmo horario na aparente expectativa da condicdo ser recorrente nos dias
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subsequentes (Malik, Kondratov, Jamashi & Geusz, 2015; Ralph et. al., 2002; Cain &
Ralph, 2004, 2009; Cain, McDonald & Ralph, 2008). Peixes podem ser treinados para
aprenderem em que parte do aquario ird encontrar alimento em determinada fase do dia,
assim como roedores rapidamente aprendem associacfes espaciais dos alimentos
especificas para a hora do dia (Smarr, Jennings, Driscoll & Kriegsfeld, 2014). A
capacidade de aprender, lembrar e responder de acordo com o momento especifico dos
eventos tem um enorme significado adaptativo. Assim, além de associagdes de
aprendizagem entre a hora do dia e de recursos, ha pronunciadas mudancas diarias na
capacidade de adquirir novas memorias (Ralph et. al., 2002; Cain & Ralph, 2009; Malik,
Kondratov, Jamasbi & Geusz, 2015).

Em uma revisdo sobre a interacdo entre o sistema circadiano e a memoria,
Smarr et al. (2014) observaram que ratos treinados em um labirinto aquéatico de Morris
(LAM), ndo mostram déficit na aquisicdo apoOs varios dias de avancos de fase, mas a
retencdo dia a dia sofre impactos negativos. Porém, a medida que os avangos de fase
persistem por semanas, prejuizos na aquisi¢do também comecam a ocorrer, especialmente
em tarefas espaciais (Craig & McDonald, 2008).

Segundo Karatsoreosa, Bhagata, Blossb, Morrisonb, e McEwena (2011)
durante a neurogénese adulta, as células granulares recém-fabricadas e produzidas no giro
denteado do hipocampo formam sinapses funcionais que parecem proporcionar um
melhor desempenho das tarefas de memoria espacial e reparacdao neural. Como o aumento
da neurogénese estd associado a habilidades cognitivas aprimoradas em roedores, 0
controle circadiano 6timo da divisdo celular, que introduz novos neurénios no circuito do
hipocampo, também pode aumentar o desempenho (Karatsoreosa et al., 2011; Malik et
al., 2015).

Em linhas gerais, é possivel observar as influéncias dos ritmos circadianos na
memoria, aprendizagem e desempenho cognitivo. Primeiramente, a interrupcdo dos
ritmos circadianos tem sido associada a deficiéncias da fungdo cognitiva. Em seres
humanos essa condicdo é observada com o envelhecimento, trabalho em turnos, jet lag e
doencgas. Em segundo lugar, numerosos estudos afirmam que 0s processos subjacentes ao
desempenho cognitivo mostraram alternancias ao longo do dia. Roedores exibem déficits
de retencdo em inUmeras tarefas em intervalos periddicos, sugerindo que a recordagédo da
memoria esta sujeita a modulagdo temporal separadamente da aquisicéo e da formacéo da
memoaria. Em terceiro lugar, a hora do dia ou a fase do ciclo circadiano podem apresentar
sugestdes contextuais (estampa temporal), que sdo aprendidas juntamente com

caracteristicas do ambiente do organismo (Ralph et al., 2002; Cain, Chou & Ralph, 2004;
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Cain, McDdonald & Ralph, 2008). Em hamsters (Cain, et al., 2004) e ratos (Garren,
Sexauer & Page, 2013), quando a fase circadiana atua como estampa temporal a
recordacgéo e o desempenho s&o melhores com 24 horas de intervalo.

Em humanos, dados apontam que a modulacdo circadiana na memoria de
reconhecimento parece ocorrer de pelo menos duas formas: em relacdo ao horéario da
aquisicdo/consolidacdo, tendo o horario da tarde uma superioridade em relacdo ao da
manhd; e de acordo com o horario em que ocorre a evocacgdo (estampa temporal), onde o0s
matutinos que foram treinados e testados no mesmo horario tiveram um melhor

desempenho do que os fizeram em horarios diferentes (Barbosa, 2007).

1.4 Sincronizacao

A adaptacdo temporal das espécies ao ambiente € de fundamental importancia
para garantir a sobrevivéncia. Isso & possivel gracas a presenca do sistema de
temporizacao circadiana, que é enddgeno e originario de osciladores internos ou rel6gios
biologicos (Golombek & Rosenstein, 2010; Dibner et al., 2010). Estes reldgios séo
autbnomos e geram o ritmo circadiano, necessitando estar sincronizados ao ambiente a
fim de lidar com as mudancas periddicas na disponibilidade de alimentos, exposicao a
luminosidade ou riscos predatérios. Para que haja a integracdo do tempo interno com o
tempo geofisico, 0 organismo necessita captar 0s sinais de marcacdo temporal, 0s
chamados Zeitgebers (Golombek et al., 2013).

O termo zeitgeber foi criado por Aschoff em 1951 e significa "doador de
tempo" ou "sincronizador" para se referir aos estimulos externos, pistas ambientais, como
a temperatura e o ciclo claro/ escuro (ou dia/noite), que proporcionam o fenébmeno de
sincronizagdo dos ritmos de diversas espécies.

A sincronizagédo pode ser estabelecida pelos mecanismos de arrastamento ou
mascaramento. No arrastamento, 0s zeitgebers atuam diretamente sobre o funcionamento
do oscilador endégeno, promovendo o ajuste da fase e do periodo do ritmo enddgeno ao
do ciclo ambiental, estabelecendo uma relagdo de fase estavel. Este ajuste ocorre de
forma progressiva ao longo de ciclos transitorios e envolve modificagfes funcionais no
sistema de temporizagdo. Os mascaradores atuam sobre as eferéncias do oscilador
enddgeno de forma transitéria e independente, dessa forma alteram a expressdo do ritmo
biologico sem interferir no funcionamento do oscilador. Quando o elemento mascarador é
suspenso, cessa 0 mecanismo (Folkard 1990; Marques & Menna-Barreto, 2003; Bueno,

2011).
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O ciclo claro-escuro é o zeitgeber mais importante para a sincronizacéo
circadiana. Em mamiferos, para que a informagdo luminosa chegue a todas as células
deve ser processada no nucleo supraquiasmatico (NSQ), que corresponde a uma estrutura
bilateral, localizada na por¢éo anterior do hipotalamo, acima do quiasma éptico (Carneiro
& Arautjo, 2009; Carneiro, 2010; Engelberth et al., 2013; Golombek et al., 2013;
Bonmati-Carrion et al., 2014). E subdividida nas regides ventrolateral (VINSQ) e
dorsomedial (dmNSQ), com base na divisdo anatbmica e funcional. A regido
ventrolateral recebe o estimulo luminoso e arrasta o ritmo de dmMNSQ ao CE ambiental, j&
a regido dorsomedial expressa o ritmo enddgeno do animal (Van den Pol, 1980; Moore,
1983, 1995; Rocha, 2010; Bujis et al., 2016; Koike, 2013; De La Iglesia, Cambras,
Schwartz e Diez-Noguera, 2004).

Desde a década de 70 é reconhecido que os NSQs séo os reldgios circadianos
centrais de mamiferos (Hendrickson, Wagoner & Cowan, 1972; Moore & Lenn, 1972;
Garcia, Rosen, & Mahowald, 2001; Engelberth et al., 2013), sendo por meio destas
estruturas que os organismos ajustam sua fisiologia e comportamento pré-ativamente as
mudancas ambientais diarias, ao invés de apenas responderem reativamente. Esta
antecipacdo € altamente funcional, pois leva a preparacdo das mais distintas funcbes
(Bonmati-Carrion et al., 2014; Krishnan & Lyons, 2015; Herrero et al., 2015; Dibner et
al., 2010).

Existem, trés aferéncias para os NSQs: o tracto retinohipotalamico (TRH),
tracto geniculohipotalamico (TGH) e as terminagdes serotoninérgicas dos nucleos dorsal
da rafe (NDR) e mediano da rafe (NMR). O TRH tem origem nas células ganglionares
fotossensiveis da retina, que contém o fotopigmento melanopsina, e transmite informacéo
fotica aos NSQs. As fibras monossinapticas deste tracto percorrem 0 nervo Optico e
terminam na regido VINSQ contralateral. Este tracto também se projeta para o folheto
intergeniculado (FIG), que, recebe a informacdo luminosa e, ap6s 0 processamento,
também envia a informagé&o fotica para o VINSQ, através do TGH. O FIG recebe também
estimulos do NDR, havendo, portanto, uma integracdo de sinais luminosos e n&o-
luminosos neste nivel. As fibras serotoninérgicas provenientes do NDR e do NMR que
terminam no nucleo supraquiasmatico participam da sua regulacdo ndo-luminosa, a
porcdo ventrolateral do NSQ esta relacionada com a sincronizacdo do NSQ, pois 0s
neurdnios presentes nesta regido transmitem informacéo de claro e escuro para a porgdo
dorsomedial (Dibner et al., 2010; Abreu, 2011; Mohawk, Green & Takahashi, 2012;
Engelberth et al., 2013; Bujis et al., 2016).
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Apds o processamento, 0s neurdnios presentes nos NSQs transmitem a
informacdo para reldgios periféricos de diversos 6rgdos, como cérebro, coracdo e 0s
musculos esqueléticos, de forma a sincronizar todos os ritmos individuais endogenos.
Esta transmisséo ocorre atraves de uma variedade de saidas como hormonios, metabdlitos
e por controle direto dos Sistemas Nervoso Auténomo e Neuroenddcrino, além dos sinais
indiretos, provocados por comportamento oscilante (figura 5) (Dibner et al., 2010;
Mohawk et al., 2012; Silver & Kriegsfeld, 2014; Bujis et al., 2016).
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Figura 5. Sincronizacio entre o sistema circadiano e a periferia. O ciclo claro-escuro
sincroniza a atividade e o ritmo do NSQ (SCN), que transmite este ritmo a periferia através
do Sistema Nervoso Autbnomo (seta vermelha) para sincronizar o comportamento e as
fungdes dos 6rgdos periféricos. Por sua vez, a periferia envia feedback ao cérebro via
metabdlitos, hormdnios e vias sensoriais autondmicas (seta verde) e, atraves da liberacdo de
horménios e metabdlitos em conjunto com a sinalizagdo autondmica, também afeta a
atividade motora e o comportamento alimentar (seta verde). Através da atividade motora ou
comportamento alimentar ha retroalimentacdo para a periferia e o cérebro (setas azuis),
ampliando a ritmicidade circadiana e sincronia (Adaptado de Kazemi et al., 2016).

A melatonina, hormdnio produzido pelas células da glandula pineal, é uma
das vias de informacéo circadiana que contribuem para a sincronizagao entre organismo e
meio externo. Durante a noite 0s seus niveis aumentam gradualmente, mas declinam até o
inicio do dia, quando a sua sintese € suprimida pela luz. Estudos demonstram que até
mesmo as lampadas de 200-300 lux podem produzir um efeito supressivo na sua
producdo (De La Iglesia et al., 2009; Kalsbeek, Perreau-Lenz & Buijs, 2006; Crowley,
Acebo & Carskadon, 2007). Um dos seus papéis mais importantes € o de transmitir
informacdo acerca da duracéo do dia para o restante do organismo, de modo a organizar

as funcdes fisioldgicas sazonais, como a reproducdo, o apetite, 0 peso corporal e 0 sono
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(Abreu, 2011), além de exercer atividade nos ritmos circadianos da temperatura corporal,
da homeostase da glicose, do sistema imunitario e da funcdo cardiovascular (Kalsbeek et
al., 2006).

O alimento também é uma importante pista sincronizadora. Uma vez que a
alimentacdo é uma necessidade indispensavel a sobrevivéncia do organismo, estes langcam
estratégias para aperfeicoar a aquisicdo e a ingestdo dos alimentos. Quando a
disponibilidade de alimento é limitada temporalmente, os mamiferos alteram rapidamente
os ritmos diarios de fisiologia e comportamento, como a atividade motora, a temperatura
corporal e a secrecdo de corticosterona, para correlacionar com o ritmo de disponibilidade
alimentar (Carneiro & Aradjo, 2009; Dibner et al., 2010; Bujis et al., 2016).

Os estimulos sociais também podem atuar como zeitgebers. Em varias
espeécies, incluindo os ratos e hamsters siberianos, 0s sinais maternos sao zeitgebers
primarios, ocorrendo ainda intraitero e até o desmame (Mistlberger & Skene, 2004). Um
dos mecanismos que podem arrastar o reldgio circadiano fetal é a entrada aparentemente
redundante de melatonina para as células no NSQ. No entanto, ja no final da primeira
semana de vida ha sensibilidade do NSQ aos sinais foticos (EI-Henmany, Mateju,
Bendova, Sosniyenko & Sumova, 2008; Mistlberger & Skene, 2004). Para a espécie de
saguis Callithrix jacchus, encontrada em regifes de vegetacdo densa, como no nordeste
brasileiro, as vocaliza¢fes co-especificas sdo os meios de comunicacdo mais eficientes
para 0 contato entre os animais, mesmo em distancias maiores, o que pode modular o
sistema de sincronizacdo circadiano, levando a sincronizacdo do ritmo de atividade
(Silva, Pontes, Cavalcante & Azevedo, 2014). Em humanos, a melhor evidéncia para o
arrastamento social ocorreu com alguns individuos cegos que sincronizaram seu ciclo de

sono-vigilia para perto de 24 h em condi¢6es laboratoriais (Mistlberger & Skene, 2004).

1.5 Dessincronizacao

Quando o sistema circadiano estd em harmonia, os ritmos circadianos gerados
nos NSQs sincronizam os osciladores periféricos em praticamente todas as células e
tecidos (Herrero et al. 2015). Contudo, pode haver uma quebra do equilibrio em
diferentes niveis, tanto entre 0 NSQ e os reldgios periféricos, quanto entre 0 NSQ e 0
tempo geofisico (figura 6). Alguns fatores, patoldgicos ou ndo patol6gicos, endégenos ou
exogenos, podem levar a dessincronizagao dos ritmos circadianos e alterar o seu periodo,
ficando maior ou menor do que as 24 horas esperada (Engelberth et al., 2013; Wirz-
Justice, 2008).
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Mesmo na presenca dos zeitgebers naturais, ao longo do tempo o individuo
pode apresentar uma dessincronizagdo interna, ou seja, exibir diferencas na duracgdo dos
seus ritmos internos. A desagregacdo entre os ciclos circadianos e o dia/noite pode
resultar na dissociacdo de varios ritmos internos, todavia nem todos sdo afetados
igualmente (Abreu, 2011).

O trabalho em turnos e o Jet Lag sdo exemplos de fatores que interferem na
sincronizagdo entre o0 organismo e 0 ambiente. O trabalho em turno compreende um
horério diferente do habitual, ou seja, antes das 7 horas e depois das 18 horas (Kazemi et
al., 2016). O Jet Lag esta presente quando um individuo viaja para diferentes longitudes e
sofre uma dessincronizacdo transitoria dos ciclos circadianos, sendo que estes se
recompdem quando se ajustam a hora local. Outro exemplo é o Jet Lag social, que
corresponde a mudanca no cronograma entre os dias Uteis e os dias livres dos individuos,
sendo uma medida de desalinhamento entre a agenda do individuo para o trabalho e seu
ritmo endogeno (Abreu, 2011; Baron & Reid, 2014; Krishnan & Lyons, 2015).
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Figura 6. Dessincronizacdo entre o sistema circadiano e a periferia. A dessincronizacdo
assim como o desenvolvimento de doengas podem ocorrer em longo prazo, quando o ciclo
claro-escuro, o comportamento e os sinais periféricos nao se alinham com o SCN (NSQ) ou o
hipotalamo (setas quebradas) (Adaptado de Kazemi et al., 2016).

O trabalho em turnos pode interromper o ciclo do sono, levando a uma
reducdo na quantidade de sono. Esta privacdo pode levar a distdrbios do desempenho
cognitivo, como reducdo da capacidade de concentracdo e diminuicdo da capacidade de

aprender e recordar novos fatos; além do comprometimento nas habilidades motoras;
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irritabilidade; falta de adaptacdo as necessidades emocionais no local de trabalho
(Kazemi et al., 2016).

O Jet Lag social demonstra relagdo com um maior indice de massa corporea
(IMC) e duracéo do sono insuficiente em individuos com sobrepeso (Roenneberg, Wirz-
Justice, & Merrow, 2003; Roenneberg et al., 2007; Roenneberg, Allebrandt, Merrow &
Vetter, 2012). Além do que, ha uma forte associagdo com o tabagismo, consumo de
alcool e cafeina (Wittmann, Paulus, & Roenneberg, 2010).

O Transtorno Jet Lag se enquadra na categoria de perturbacdes do ritmo
circadiano do sono na Classificacdo Internacional de Distarbios do Sono (CIDS-2) e os
possiveis sintomas sdo: dificuldade em dormir, sonoléncia diurna excessiva, funcéo
diurna prejudicada, desconforto gastrointestinal, ansiedade, transtorno de humor, queixas
cardiovasculares, alteracdo da funcdo metabdlica, diabetes, tonturas e irregularidade
menstrual em mulheres (Bonmati-Carrion et al., 2014; Baron & Reid, 2014). Para
considerar que um individuo sofra com o transtorno ndo é necessario que haja um nimero
minimo de ocasifes ou uma duracdo especifica de sintomas. O comprometimento
funcional resulta da combinacdo do desalinhamento circadiano e a perda de sono
associada (Baron & Reid, 2014).

A perturbagdo no ciclo claro/escuro é responsavel por um ritmo de
melatonina diminuido. Estudos epidemioldgicos tém demonstrado riscos aumentados de
cancer de mama, prostata, colorretal e endometrial. Estes dados epidemioldgicos foram
explicados por uma interrupcdo do oscilador circadiano, bem como pela exposicéo a luz
artificial durante a noite e a subsequente diminuicdo dos niveis de melatonina. Uma vez
que o oscilador circadiano esta envolvido nas principais vias celulares da divisao celular,
a sua ruptura pode estar ligada a perturbac6es no controle do ciclo celular, que tem sido

associado com o cancer (Bonmati-Carrion et al., 2014).

1.5.1 Dessincronizagéo forgada - Modelo T22

Campuzano, Vilaplana, Cambras e Diez-Noguera (1998), desenvolveram um
modelo de dessincronizagédo forcada interna em que 0s ratos ao serem submetidos a um
ciclo claro/escuro menor que um periodo de 24h apresentavam dois ritmos de atividade
motora.

Sob um ciclo CE de 22h simetrico (11:11) os ratos demonstram dois ritmos
de atividade motora de maneira estavel e simultanea, sendo: um arrastado pelo CE exibe

periodo de 22 horas (T22), nomeado componente sincronizado pela luz (CSL); outro
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dissociado do ciclo CE apresenta periodo superior a 24 h (t >24), nomeado componente
ndo sincronizado pela luz (CNSL), (figura 7). Ao longo do tempo, os periodos alternam
entre fases alinhadas, em que a fase de atividade do CNSL ocorre durante a fase escura
do ciclo CE (sobrepondo-se a fase de atividade do T22), e fases desalinhadas, em que a
fase de atividade do CNSL ocorre durante a fase de luz (sobrepondo-se com a fase de

repouso T22) (Campuzano et al., 1998; De La Iglesia et al., 2009).

Hours

Figura 7. Atividade motora de um rato mantido sob CE com periodo de 22 horas (T22)
(11h claro, 11 h escuro), exibido pelos actogramas. O actograma a direita evidencia a
diferenca entre os dois ritmos da atividade motora. As bandas branca e cinza representam,
respectivamente, as fases de claro e escuro do ritmo arrastado pela luz. Ja a linha vermelha
demonstra o ritmo ndo arrastado pela luz, que exibe um periodo maior que 24 horas, ou seja,
encontra-se em livre curso. A, B, C e D indicam se 0s animais encontravam-se ou ndo em
coincidéncia com a fase ambiental (Adaptado de De La Iglesia et al., 2004).

De acordo com o actograma (figura 7, a direita), a fase representada pela
letra A remete a coincidéncia da fase de baixa atividade motora dos dois componentes
ritmicos; ambos se encontram na fase dia, coincidindo o dia biolégico com o dia
ambiental (claro); B retrata quando ha coincidéncia da fase de alta atividade motora em
ambos 0s componentes ritmicos, coincidindo entdo a noite bioldgica com a noite
ambiental (escuro); C representa a fase em que os dois componentes ritmicos estdo em
ndo coincidéncia, o animal apresenta atividade motora correspondente a noite biolégica,
mas encontra-se na fase clara, ou seja, no dia ambiental; D é o inverso de C, o animal
apresenta atividade motora correspondente ao dia biolégico (repouso), mas esta na noite
ambiental, ou seja, na fase escura (De La Iglesia et al., 2004).

Campuzano et al., (1998) observaram que quando o ciclo é préximo ao
periodo enddgeno, por exemplo, de 23,5h, ha uma sincronizagdo entre o sistema interno e
0 externo, ou seja, o sistema é completamente arrastado por pistas externas, apresentando

um Unico ritmo de atividade motora.
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A partir do experimento de De La Iglesia et al., (2004), que submeteu ratos
com 2 meses de vida ao protocolo de dessincronizacao forgada, modelo T22, foi possivel
entender as mudangas que ocorrem nos NSQs que justificam os dois ritmos de atividade
motora. Sob este protocolo, hd um desacoplamento entre as regides ventrolateral e
dorsomedial dos NSQs. A regido VINSQ permanece em consonancia com o ciclo CE de
22h, enquanto & dmNSQ exibe o periodo maior que 24h, ou seja, em livre-curso, mesmo
quando submetidos ao escuro constante.

Para avaliar o padrédo de liberacdo de melatonina sob desincronizacao forcada
De La Iglesia et al., (2009) expuseram ratos ao ciclo CE de 22 horas. Os animais
apresentaram uma dessincronizagdo interna dos ritmos da temperatura corporal, da
atividade motora, do sono e da melatonina. A liberacdo desta Gltima passou a ser
controlada por osciladores distintos, o ciclo claro/escuro (CE) e os ritmos enddgenos,
refletindo a assimetria do acoplamento entre eles. O resultado da dissociacdo € um padrédo
recorrente de compressao sucessiva de liberacdo de melatonina seguido por um atraso de
fase. Diferente do periodo CE de 24 horas, no modelo T22, a regido VINSQ ndo consegue
exercer influéncia sob a regido dmNSQ, desta maneira, ndo consegue arrastar a regiao
dmNSQ ao ciclo CE externo.

Ribeiro (2011) avaliando o ritmo de atividade- repouso e ciclo sono-vigilia de
ratos adultos sob ciclo CE de 22h, tanto em noite de coincidéncia, quanto em n&o
coincidéncia com o ambiente observou que em coincidéncia, 0os animais apresentam
maior atividade motora e menor tempo de vigilia do que os animais em ciclo claro-escuro
de 24h. Ja os animais do grupo T22 ndo coincidéncia mostraram inversdo no padrdo de
atividade motora e ciclo sono-vigilia.

Neto, Carneiro, Valentinuzzi & Aradjo (2008) submeteram ratos adultos ao
modelo T22 e analisaram o efeito da dissociacdo do ritmo no desempenho da atividade
motora nas tarefas esquiva passiva e reconhecimento de objetos. Eles concluiram que a
dissociacgdo do ritmo circadiano compromete o desempenho na tarefa de esquiva passiva
e dessa forma pode afetar seletivamente alguns componentes emocionais, relacionado ao
medo e a avaliacdo de risco.

De La Iglesia et al., (2016) demonstraram que ratos em fase adulta, 60 dias de
vida, submetidos ao modelo T22, apresentam fendétipos tipo depressivo, incluindo
anedonia, disfuncdo sexual e aumento da imobilidade no teste de nado forgcado durante a
fase escura (ativa), mas diminuindo a imobilidade durante a fase de luz (repouso),
sugerindo uma diminuicdo da amplitude da oscilacdo diaria normal nesta manifestacao

comportamental da depressdo. Tais resultados suportam a hipOtese de que o
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desalinhamento interno prolongado dos ritmos circadianos induzidos pelo desafio
ambiental ao marcapasso circadiano central pode constituir parte da etiologia da

depressao.

1.5.2 Dessincronizacdo em adolescentes

A neurogénese dos NSQs em ratos ocorre ainda na fase embrionaria, entre os
dias 14 e 18, mas o amadurecimento s6 ocorre no 10° dia apds o nascimento, quando
atingem um padrdo similar ao de animais adultos, através do acoplamento intercelular
(ElI-Henmany et al., 2008).

Em seres humanos, o sistema de temporizagdo modifica-se durante o
desenvolvimento, com mudancas no seu funcionamento enddgeno e na sua relacdo com o
ambiente (Bueno, 2011). Durante a gestacdo, a liberacdo de cortisol e melatonina pelo
organismo materno contribui para o arrastamento do ritmo circadiano fetal (Garcia,
Rosen & Mahowald, 2001), sendo observado ritmo circadiano a partir das 29 semanas
pos-concepcdo (Bueno, 2011). Apds o nascimento, 0s recém-nascidos mostram uma
perda notavel, ndo havendo quase nenhum ritmo circadiano nas primeiras semanas. Sono
e vigilia s@o extremamente variaveis neste tempo, comegando a demonstrar uma relacao
no segundo més de vida (Kleitman e Engelman, 1953). Parmelee em 1961 conseguiu
perceber um padrdo de sono/vigilia de 24 horas a partir da 6° semana de vida e
consolidacdo apds a 12° semana, com caracteristica de evolucéo néo linear.

Diferente da infancia, durante a adolescéncia humana, 0 NSQ pode se tornar
mais sensivel aos efeitos retardantes da fase da luz, apresentando um atraso de fase. Nesta
fase do desenvolvimento é observado que o periodo circadiano (o comprimento interno
do dia) torna-se mais longo (Carskadon, 2011; Hagenauer, Perryman, Lee & Carskadon,
2009; McGinnis, et al., 2007; Carskadon et. al., 1999; Weinert, Eimert, Erkert &
Schneyer, 1994).

Pesquisas demonstram que os padrbes de sono/vigilia durante a adolescéncia
passam por transformagfes. O tempo de inicio do sono tende a ser adiado quando o0s
adolescentes envelhecem, hd uma diminuicdo na qualidade e duragdo do sono. No
contexto social atual também é percebido que os adolescentes sdo submetidos a
deslocamentos de fase semanal por questdo do habito de dormir mais tarde. Essa
mudanca mostra relacdo com uma série de fatores ambientais, incluindo reducdo da
influéncia dos pais nas horas de dormir, aumento do dever de casa e das atividades

extracurriculares, como esportes, alem do uso de aparelhos eletrénicos e digitais
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(Andrade, Benedito-Silva, Domenice, Arnhold & Menna-Barreto, 1993; Albert et al.,
2013; Crowley et al., 2007).

Estes desvios de fase ndo sdo encontrados na natureza e podem implicar em
modificagdes do comportamento circadiano e, na maioria dos casos, também em
alteracdes fisiologicas tais como alteracdes no sistema imunitario (Albert et al., 2013),
transtornos de humor, em especial a depressdo, que diminuem a socializagdo (Touitou,
2013; Abreu, 2011; Koike, 2013). Além do mais, tais desvios sdo tolerados de maneira
diferente conforme a faixa etaria, os sujeitos mais velhos tém mais dificuldades em se
ajustar a mudancas de fase, 0 que pode ser devido ao comprometimento do sistema
circadiano que ocorre em idade avancada (Albert et al., 2013).

Uma vez que o atraso de fase estd presente ndo somente no sono de
adolescentes de diferentes culturas, mas em diferentes espécies de mamiferos, e como
parece estar relacionado ao estagio puberal e ndo a idade os mecanismos bioldgicos estdo
fortemente envolvidos (Saxvig, Pallesen, Wilhelmsen-Langeland, Molde & Bjorvatn,
2012). Conforme Borbély (1982) e seu “Modelo de dois processos do regulamento do
sono” ha uma relacdo entre a homeostase do sono/vigilia e o sistema de tempo circadiano.

De acordo com este modelo o sono é favorecido por meio da diferenca entre
0s processos S e C. O processo C compreende o componente circadiano (originado no
NSQ) e o processo S ao componente homeostatico do sono/vigilia. O sono ocorre quando
0 processo S atinge um limite superior e o despertar ocorre quando 0 processo S esta
abaixo do limite inferior. O processo C controla os limiares e foi denominado
"somnostato”, uma analogia com um termostato. Ainda conforme o modelo, 0 sono e o
despertar sdo iniciados em fases circadianas diferentes, como consequéncia a frequéncia
do ciclo sono/vigilia depende da distancia entre os dois limiares ou fases (figura 8).
Alteracdes no processo S e C favorecem o atraso da fase do sono, deslocando o periodo
de sono principal para uma fase posterior do ritmo circadiano (Crowley et al.,2007;
Carskadon, 2011; Saxvig et al., 2012).
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Two-Process Model of Sleep Regulation
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Figura 8. Esquema do Modelo de dois processos do regulamento do sono. As linhas em
negrito representam o processo S: a pressdo do sono se acumula durante o despertar e se
dissipa durante o sono. O processo C regula o tempo de sono para que, quando a pressdo do
sono ultrapasse um limiar superior, 0 sono é iniciado e, quando a pressdo do sono cai abaixo
de um limite mais baixo, o despertar ocorre. O Processo S e 0 Processo C se alinham para
gue o0 sono seja programado a partir da meia-noite até as 0800 h, horario de sono adulto
tipico. (Retirado de Crowley et al., 2007).

O desalinhamento entre o ritmo de sono-vigilia e as demandas diarias
obrigam os adolescentes com uma fase de sono atrasada a realizar as atividades na faixa
em que os processos C e S promovem o sono. Assim, estes adolescentes acordam antes
de dormirem o necessario (Saxvig et al., 2012). Assim, a reduc¢do gradual do tempo de
sono com o horario de dormir progressivamente retardado, resulta em um deslocamento
circadiano crénico (Crowley et al., 2007; Saxvig et al., 2012; Touitou, 2013).

Um estudo longitudinal com 66 adolescentes foi realizado para estudar os
parametros do ciclo sono/vigilia e as influéncias bioldgicas e sociais sobre os padrdes do
sono, em mudanca nessa populacdo. Apds avaliacdo, foi observado que: 53% referiram
despertares noturno (6% acordaram todas as noites, 17% ocasionalmente a cada semana e
30% ocasionalmente a cada més no primeiro semestre); cerca de 60% relataram
sonoléncia diurna nos dias escolares, coincidindo a sonoléncia matinal com o horério do
sono em dias ndo escolares. Como os fatores sociais mantiveram-se constantes durante a
pesquisa, sugeriu-se que as mudancas observadas representavam uma tendéncia
ontogénica da puberdade (Andrade et al., 1993).

Hashler e Clark (2013) revisaram como as mudancgas no desenvolvimento do
sono e ritmos circadianos, que ocorrem durante a adolescéncia, podem contribuir para
disfuncéo cerebral relacionada ao sistema de recompensa, e, consequentemente, aumentar
0 risco de transtornos por uso de alcool. Na anélise de estudos feitos com humanos eles
observaram que adolescentes com cronotipo mais noturno mostram semelhantes
indicadores de desalinhamento circadiano, atividade cerebral alterada em é&reas
envolvidas no processamento de recompensa, maior desregulacdo psicoldgica e
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envolvimento com alcool e outras substancias psicoativas. Assim, evidéncias crescentes
indicam que os ritmos circadianos modulam o sistema de recompensa e sua
dessincronizacdo pode prejudicar o controle inibitério e outros processos cognitivos
relevantes.

Shochat et al., (2014) realizaram uma revisdo sistematica para avaliar a
associagédo entre o sono inadequado (perda de sono, perturbag¢fes do sono e insdnia) e as
deficiéncias em varias medidas de salde (somaético e psicossocial) e atividades diurnas
(desempenho escolar e comportamentos de risco) em puberes, concluiram que o sono
inadequado tem efeito negativo sobre as demais variaveis, podendo persistir durante a
idade adulta. Eles ressaltaram que por essa condi¢do ser passivel de prevencdo e

tratamento € de extrema necessidade a continuagdo da investigagao.
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2. JUSTIFICATIVA

O ritmo da sociedade moderna cada vez mais induz o individuo a
dessincronizar seus ritmos bioldgicos, seja por viagens, Jet Lag social ou trabalho em
turno ou noturno. Os adolescentes, em particular, para cumprir com as demandas
académicas, realizar atividades extracurriculares e manter um convivio social, adotam o
habito de dormir mais tarde, mesmo nos dias da semana (Colrain & Baker, 2011;
Crowley et al.,2007; Albert et al., 2013).

O sono é fundamental, dado o seu papel no desenvolvimento fisico,
comportamental, emocional e intelectual, além de restaurar funcdes do organismo, evitar
a fadiga diurna e promover a aprendizagem e memoria (Shochat et al.,2014; Touitou,
2013; Tzischinsky & Shochat, 2011).

Albert et al., (2013) ressaltam a importancia em estudar o efeito dos atrasos e
avancos de fase de forma cronica sobre a fisiologia e comportamento dos jovens, visto
que é crescente 0 nimero dos que alteram o sono por condi¢bes de iluminacdo. Os
autores sugerem o rato como um bom modelo animal para este tipo de estudo, visto que
atinge a maturidade sexual na fase adulta, em torno dos 60 dias de vida, e podem ser
desmamados ja aos 21 dias de vida, fase que inicia a adolescéncia (Koolhaas, 2010).

Outra vantagem dos ratos como modelo animal é que o0 seu sistema de
temporizacao tem sido o mais bem estudado até o momento, com evidéncias de que as
influéncias ambientais podem interferir na organizacdo das estruturas do sistema de
temporizacdo durante seu desenvolvimento e, consequentemente, na posterior
manifestagdo da ritmicidade circadiana no animal adulto (Bueno e Wey, 2012).

Conforme o estudo de Albert et al., (2013) ratos adolescentes submetidos a
deslocamentos de fase de forma cronica sdo capazes de desenvolver um Unico e estavel
ritmo circadiano. Isto indica que o sistema circadiano durante a adolescéncia deve
desenvolver algumas adaptacOes para lidar com a alteracdo dos padrdes de iluminagéo
que pode ser o aumento do acoplamento interno do reldgio circadiano, o que nao foi visto
nos animais adultos da mesma pesquisa. Sugerindo que o0s jovens respondam
diferentemente a luz e que esta capacidade adaptativa pode induzir a um efeito
permanente do sistema circadiano. Embora a plasticidade seja considerada uma
caracteristica positiva do sistema circadiano de adultos jovens, pode também acontecer
que, no caso de animais adolescentes o sistema circadiano ird ser permanentemente

influenciado.
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O presente trabalho traz uma grande contribuicdo sobre os provaveis
prejuizos na memaria causados pela frequente exposi¢do a mudancas de fase cronicas que
provocam distdrbios na ritmicidade circadiana. Apesar de haverem evidéncias sobre as
consequéncias da dessincronizacdo interna, pouco se sabe sobre seus efeitos

principalmente na memdria de mamiferos adolescentes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar os efeitos de um ciclo claro-escuro de 22 horas na memoria e

expressao do ritmo circadiano da atividade motora de ratos adolescentes.

3.2 Especificos

= Avaliar a expressdo da ritmicidade circadiana da atividade motora dos ratos

submetidos a um ciclo claro-escuro de 22 horas durante a adolescéncia.

» Investigar os efeitos de um ciclo claro-escuro de 22 horas sobre a memoria de
reconhecimento de ratos adolescentes, por meio da tarefa de reconhecimento de

objetos novos.

= Investigar os efeitos de um ciclo claro-escuro de 22 horas sobre a memoria espacial

de ratos adolescentes, por meio da tarefa espacial associativa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (n=42), sendo 12 animais
pertencentes ao grupo controle e 30 aos grupos experimentais.

Os animais foram provenientes do Biotério Professor Thomas George da
UFPB e foram tratados conforme as diretrizes da legislacdo brasileira para a utilizagdo
dos animais em pesquisa (Lei Arouca, n° 11.794/08). Todos os procedimentos foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal da Paraiba,
CEUA/UFPB, n° 070713. Os animais recebiam agua e racdo ad libitum e eram mantidos
em gaiolas de propileno (30 cm de comprimento x 37 cm de largura x 16 cm de altura)
dentro de cabines de CE feitas em angelim pedra (figura 9). Cada cabine era iluminada
por duas tiras de 1,5m de LEDs de luz branca, com 60 LEDs/m, conferindo a
luminosidade média de 56 + 25 lux na fase de claro e de O lux na fase de escuro. As
medicdes da luminosidade foram realizadas no centro acima de cada gaiola. As tiras
ficavam sobre uma haste de madeira no centro da cabine, com os LEDs direcionados para
0 teto para evitar danos a retina dos animais pela incidéncia da luz direta nos olhos.

As cabines ficavam em uma sala com atenuacdo acustica, controle de
temperatura (23,17°C = 1,39°C) e umidade (42,08% =+ 8,14%) A temperatura era
controlada por um aparelho de ar-condicionado programado para manter a temperatura de
24°C na sala. Também havia exaustor de ar permanentemente ligado para renovacao do
ar.

O estado de saude de todos os sujeitos experimentais foi monitorado por meio
de medidas dos pesos corporais e da observacdo dos padrGes de atividade motora e

comportamentais.
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Figura 9. Cabines de angelim pedra. Os ratos eram mantidos isoladamente em cada gaiola.
A direita é possivel visualizar trés coolers pretos, utilizados para renovacéo do ar dentro das
cabines. Além disso, cada Cabine tinha duas tiras de 1,5 m de LEDs de luz branca sobre uma
haste de madeira acima das gaiolas, com os LEDs voltados para cima, fornecendo iluminagéo
em torno de 56 + 25 lux dentro de cada gaiola. Acima de cada gaiola hd um sensor de
movimento por infravermelho. Cada sensor capta a atividade de um Unico animal, pois ha um
anteparo de isopor, coberto por papel madeira, entre cada gaiola e sensor.

4.2 Delineamento experimental

Machos e fémeas genitores foram transferidos para a cabine sob ciclo CE
(12:12) invertido, com as luzes acendendo as 19h e apagando as 07h. Eram acasalados 10
dias depois por ser o tempo necessario para sincroniza¢do ao novo ciclo. Dessa forma, foi
excluida a influéncia da dessincronizacdo temporéaria dos ritmos circadianos, que ocorre
durante a ressincronizacéo, sobre o desenvolvimento dos fetos.

Da prole resultante do acasalamento dos ratos acima, 44 machos foram
randomicamente selecionados aos 21 dias de idade (dia 1 do experimento), no inicio da
adolescéncia, sendo desmamados, pesados (média de 41,8 g + 13,14), isolados em gaiolas
e alocados nas cabines de CE de acordo com a seguinte divis&o:

= Grupo Controle:12 animais sob CE de 24h (12:12 h).
= Grupo Adolescentes Dessincronizados (adolescentes D): 30 animais sob CE de
22h (11:11 h).

Todos os animais passaram por tarefas comportamentais para avaliacdo dos
efeitos da dessincronizacdo forcada sobre a memoria e emocgdo. As tarefas sempre
ocorriam no meio da fase de escuro, sendo que para 16 dos Dessincronizados ocorreram

no meio da noite de coincidéncia (quando é noite no ambiente e o rato estd em sua noite

41



bioldgica) e para 14 ocorreram no meio da noite de ndo coincidéncia (quando € noite no
ambiente, mas o rato esta em seu dia bioldgico).

As tarefas comportamentais foram iniciadas aos 40 dias de idade dos ratos, ou
seja, em torno do dia 19 do Experimento, e ocorreram em intervalos de aproximadamente
7 dias, que era 0 tempo necessario para a ocorréncia de outra noite de coincidéncia ou de
ndo coincidéncia.

As tarefas comportamentais foram realizadas na seguinte sequéncia: 1) Teste
de Campo Aberto (correspondeu a Habituacdo 1 do protocolo experimental) e
Reconhecimento de Objetos (dia 21 do experimento); 2)Tarefa Espacial Associativa; 3)
Esquiva Passiva. Neste estudo, s6 serdo apresentados os resultados para o Teste de
Reconhecimento de Objetos Novos e a Tarefa Espacial Associativa, 0s demais resultados
foram divulgados na dissertacdo de Pereira (2017).

Depois de finalizados todos os testes, aproximadamente no 42° dia do
experimento, os animais foram encaminhados para eutanésia e os tecidos cerebrais do
hipotalamo anterior, cortex pré-frontal e hipocampo foram removidos e armazenados para

uma analise posterior.

4.3 Aparato experimental e objetos

O aparato utilizado foi um campo aberto em acrilico, medindo 60 cm de
didmetro e 40 cm de altura, com piso preto e parede transparente. Na tarefa de
reconhecimento de objetos novos (RON) a arena circular era rodeada por cartolina preta
para ndo haver nenhuma pista espacial. J& na tarefa espacial associativa, havia 4 figuras
geométricas diferentes nas paredes da arena, que serviam como pistas proximais (figura
10 A) e pistas distais foram colocadas nas paredes da sala ao redor do campo (figura 10
B).

g | soom
ce—

60cm

Figura 10. A- Campo aberto circular com pistas proximais. B- Imagem representativa das
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pistas distais fixadas na parede da sala de experimento comportamental.
Os objetos utilizados durante as tarefas eram de plastico, mas com alturas,

texturas, cores e formatos diferentes. Eles foram preenchidos com gesso para que 0s

animais néo os deslocassem durante a exploracao (figura 11).

Figura 11. Foto ilustrativa dos objetos utilizados durante o experimento.

4.4 Procedimentos experimentais

Para realizacdo do experimento os animais eram trazidos 30 minutos antes do
inicio das tarefas para a sala de comportamento do LEMCOG, que ja se encontrava com
0 ar-condicionado, ruido branco e iluminacéo ligados.

A temperatura do ar-condicionado era programada para manter em torno de
24°C. O ruido branco era reproduzido pelo software Windows Media Player, com o
volume do software a 100% e o do notebook a 65%.

A intensidade luminosa era de 8 lux no centro do campo a uma altura de 20
cm e de 15 lux a 40 cm de altura. A iluminacdo da sala de experimentos era feita por
duas luminarias com uma lampada de luz branca fria (6500k, 15 w, 50-60 Hz, Lm 815,6).
Uma luminéria ficava atras da cortina, em cima da mesa do computador, tendo a luz
direcionada para a parede, enquanto outra luminéria ficava préxima a parede do ar-
condicionado, coberta com folhas de papel A4 para controlar a luminosidade.

Neste protocolo experimental os animais passaram por duas sessOes
individuais de habituacdo ao campo aberto, uma sessdo de amostra e uma de teste, tanto
na tarefa RON, quanto na tarefa espacial associativa (TEA). O intervalo entre cada sessao
durou 30 minutos, cada habituagéo teve a duracdo de 10 min e a amostra e o teste 5 min
cada. Os animais sempre foram posicionados no centro do CA com a cabeca voltada para
a parede do ar-condicionado, oposta a cortina. Os objetos também foram direcionados
para o centro do campo a uma distancia de 10 cm de disténcia da parede.

A primeira tarefa realizada foi a RON. Neste teste, dois objetos idénticos (Al

e A2) eram apresentados ao animal na fase de amostra e dois objetos distintos (A e B) na
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fase de teste, sendo um ja previamente apresentado na sessdo anterior e o objeto novo no
local de um dos objetos familiares (figura 12). Nesta tarefa é esperado que o animal
explore mais o objeto B ao invés do A, na sessdo de teste, por ser um objeto novo em um

espaco familiar.

Figura 12. Objetos apresentados durante a sessdo de amostra (a esquerda) e teste (a direita) na
tarefa RON.

Na fase de amostra da TEA dois objetos distintos (A e B) foram apresentados
aos animais, ja na sessao de teste dois objetos idénticos (Al e A2) foram expostos para a
exploracdo dos animais, o objeto Al encontra-se no mesmo local e outro objeto idéntico a
Al (A2) no local de B (figura 13). Nessa tarefa é esperado que o animal explore mais o
objeto A2 ao invés do Al, pois 0 objeto A2, apesar de ser igual ao Al, estd em um local
que havia um objeto diferente antes.

Entre as sessdes de habituacdo, amostra e teste 0 campo era limpo com papel
toalha e uma solucdo de alcool etilico a 5%, com o intuito de diminuir as pistas olfativas
entre 0s animais e ap0s o término do experimento, 0s objetos e a arena eram limpos com

alcool etilico a 70%.

Figura 13. Objetos apresentados durante a sessdo de amostra (a esquerda) e teste (a direita)
tarefa TEA.
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Foi observado que 5 animais pertencentes ao grupo T22 e 1 animal do T24
ndo exploraram os objetos na fase de amostra da tarefa RON, sendo excluidos da analise
estatistica. Em relacdo a tarefa TEA, 3 participantes do grupo T22 e 1 do grupo T24
foram excluidos das analises pelo mesmo motivo.

Para a analise estatistica foram utilizados os dados apenas dos animais que
estavam em total noite de coincidéncia ou total noite de ndo-coincidéncia. Dessa forma,
para a andlise estatistica foram excluidos do grupo T22: 6 animais na tarefa RON e 4
animais na TEA por estarem em noite de ndo-coincidéncia parcial. Assim, ao término de
todo o experimento, dos 44 sujeitos, somente 31 foram analisados na tarefa RON (T22,
n=20; T24, n=11) e 36 na TEA (T22, n=24; T24, n=12).

Todas as sessOes foram gravadas pelo software Debut utilizando uma webcam

(modelo FaceCam 1020, Genius®).

4.5 Dados da atividade motora

4.5.1 Coleta de dados

A atividade motora foi registrada de forma continua atraves de sensores de
movimento por infravermelho instalados sobre as gaiolas conectados a um computador
por uma placa de aquisicdo de dados da HYTEK Automation Inc. (ilUSBDAQ-
U120816A0). Os dados foram totalizados e registrados em intervalos de 5 minutos pelo
software SAP — Sistema de Acionamento Programado (desenvolvido pelo Laboratério de
Cronobiologia — UFRN). O controle do acionamento da iluminacdo da sala também foi
realizado por esse software.

Para caracterizagdo do ritmo circadiano da atividade motora de cada grupo, a
atividade de cada rato foi analisada por inspecdo visual dos actogramas e pelo calculo da
periodicidade circadiana ao longo da adolescéncia utilizando o programa ElI Temps
(AntoniDiez-Noguera, Universitat de Barcelona, http://www.el-temps.com). O

periodograma Sokolove-Bushell foi utilizado para o célculo da periodicidade circadiana.

4.6 Analise comportamental e estatistica

A exploragdo dos objetos foi analisada manualmente através do software de
rastreamento EthoWatcher (UFSC, Brasil) que utilizou os videos gravados pelo software

Debut. Através do comando de teclas o avaliador registra quando o animal explorou o
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objeto. Foi considerada exploragdo 0 momento em que o animal aproximou-se do objeto
com o focinho, em no minimo 02 cm, e se engajou em explorar o objeto. N&o foi
considerada exploracdo quando o animal utilizou o objeto como apoio para explorar o
ambiente ou quando fez grooming ao estar proximo do mesmo. Os avaliadores eram
“cegos” para a condi¢ao dos objetos e dos grupos.

Apos a analise dos videos os dados foram tabulados no software Excel.
Foram calculadas a taxa de exploragdo e o indice de discriminagdo dos objetos. A taxa de
exploracdo demonstra a exploracdo de um objeto em relacdo a exploracdo de todos os
objetos somados, sendo gerado um valor entre 0 e 1, conforme a formula (X/ X+Y+Z). O
indice de discriminagdo mostra quanto um objeto foi explorado em relagdo a outro,
gerando valores que variam entre -1 e 1, segundo a formula (X-Y/ X+Y), em que o sinal
negativo indica que a variavel escolhida para comparacdo foi menos explorada do que a
varidvel subtraida. Quando o valor esta proximo de 0, considera-se que a exploragédo
ocorreu ao acaso.

Os procedimentos estatisticos foram realizados no programa SPSS para
Windows, versdo 21.0, sendo consideradas as diferencas estatisticamente significativas
parap <0,05.

Utilizou-se teste t pareado para analisar as taxas de exploracdo dos objetos em
cada grupo. A ANOVA de uma via foi feita para comparar os indices de discriminagdo
entre 0s grupos. A estatistica t de uma amostra foi realizada em seguida para analisar 0s
resultados dos indices de discriminacdo com o acaso. Neste estudo adotou-se o valor do

acaso em O.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados da atividade motora

Pela analise visual dos actogramas observou-se que todos os animais do grupo
controle, sob ciclo CE de 24 h, apresentaram um ritmo circadiano de atividade motora
com o mesmo periodo do ciclo CE, com a maior parte da fase ativa ocorrendo na fase de
escuro, indicando um processo de sincronizacgdo (figura 14). Por outro lado, observou-se
que os animais do grupo adolescentes D, sob ciclo CE de 22h, apresentaram dois ritmos
circadianos simultaneos na atividade motora, sendo um com o mesmo periodo do ciclo
CE de 22 horas ou periodo proximo a 22 horas e outro com periodo maior que 22 horas
(figuras 15 e 16).

A andlise da atividade motora pelos periodogramas corroborou o padrao ritmico
com apenas um ritmo circadiano estavel no grupo controle, com variancia média de 9,77+
4,34%, e com dois ritmos circadianos simultaneos no grupo adolescentes D: um com o
mesmo periodo do ciclo CE, com variancia média de 4,60 £1,27% e outro com periodo

maior que 24h, com variancia media de 3,49 + 0,59%.
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Figura 14. Actogramas plotados duplamente e periodogramas (Sokolove-Bushell) dos animais em
T24. As colunas brancas representam as fases de claro e as cinzas as fases de escuro. Os pontos em
vermelho situados verticalmente, de cima para baixo, correspondem aos momentos em que foram
realizados 0s respectivos testes comportamentais: Reconhecimento de Objeto Novo; Tarefa de
Reconhecimento Espacial Associativo; Esquiva Passiva. Vale ressaltar que a tarefa Esquiva Passiva ndo
seré discutida nesta dissertagao.
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Figura 15. Actogramas plotados duplamente e periodogramas (Sokolove-Bushell) dos
animais em T22 que realizaram as tarefas em noites de coincidéncia. As colunas brancas
representam as fases de claro e as cinzas as fases de escuro. Os pontos em vermelho situados
verticalmente, de cima para baixo, correspondem aos momentos em que foram realizados os
respectivos testes comportamentais: Reconhecimento de Objeto Novo; Tarefa de Reconhecimento
Espacial Associativo; Esquiva Passiva. Vale ressaltar que a tarefa Esquiva Passiva ndo serad
discutida nesta dissertacéo.
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Figura 16. Actogramas plotados duplamente e periodogramas (Sokolove-Bushell) de oito
animais, representativos, em T22 que realizaram a tarefa na noite de nédo coincidéncia. As
colunas brancas representam as fases de claro e as cinzas as fases de escuro. Os pontos em amarelo

situados verticalmente, de cima para baixo, correspondem aos momentos em que foram realizados
0S respectivos testes comportamentais: Reconhecimento de Objeto Novo; Tarefa de
Reconhecimento Espacial Associativo; Esquiva Passiva. Vale ressaltar que a tarefa Esquiva
Passiva ndo sera discutida nesta dissertac&o.

5.2 Parametros comportamentais

5.2.1 Reconhecimento do Objeto Novo

Foi realizado o teste t dependente para avaliar a taxa de exploracdo dos
objetos em cada grupo individualmente. O teste evidenciou diferenga significativa para o
grupo controle T24. Os animais pertencentes a este grupo exploraram mais o objeto novo
(M=39,42, EP=6, 31) do que o objeto antigo (M=24,40, EP= 3,81, t(10) = -2,94, p =0,02,
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r=0,68). Os animais que realizaram a tarefa em noite de ndo coincidéncia (T22NC), na
média exploraram mais o objeto novo (M=16,82, EP=2,93), em compara¢do com o objeto
antigo (M=11,82, EP= 1,84, t(10) = -1,65, p= 0,77, r=0,46). Os animais do grupo T22C
também exploraram mais o0 objeto novo (M=22,72, EP=3,29) do que 0 objeto antigo
(M=21,36 EP= 2,80, t(8) = -0,30 p=0,13, r=0,11). Contudo em nenhum dos grupos do

modelo de dessincronizagéo forgada os resultados obtidos foram significativos.

Taxa de Exploracaoc

Il Taxa_ Objstoantigo

- I Taxa_OkistoMove
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T=24 T2IMC
T

Barras de erro: +- 1 SE

Figura 19. Taxa de exploragdo dos objetos para 0s grupos experimentais T 22C (noite de
coincidéncia) e T22NC (noite de ndo coincidéncia) e o grupo controle T24 na tarefa de
Reconhecimento de Objetos Novos. O gréafico representa a média e o erro padrdo.* resultado
significativo (p <0,05).

A ANOVA de uma via para amostras independentes também foi feita nesta
tarefa para analisar a discriminacdo dos objetos pelos grupos. Segundo este teste ndo
houve diferenca significativa entre o grupo controle T24 e os grupos experimentais T22
(noite de coincidéncia e noite de ndo coincidéncia) [F(2) = 1,23, p=0,31].

O teste t de uma amostra foi feito para comparar os resultados dos indices de
discriminagdo ao acaso. Segundo o teste houve diferenca significativa para o grupo T24 [t
(10) = 3,12, p=0,01], o que ndo foi observado para os grupos experimentais T22 C [t (10)
= 1,23, p=0,25] e T22 NC [t (8) = 0,08, p=0,94], inferindo assim, que 0s animais

pertencentes aos grupos experimentais exploraram os objetos ao acaso.
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Figura 20. indice de discriminacdo entre os objetos antigo e novo para 0s grupos controle e
experimentais T 22C (noite de coincidéncia) e T22NC (noite de ndo coincidéncia). O gréfico
representa a média e o erro padréo.

5.2.2 Tarefa espacial associativa

O teste t pareado foi empregado para avaliar a taxa de exploracdo dos objetos
de cada grupo separadamente. Os animais pertencentes ao grupo controle T24 exploraram
mais o0 objeto novo deslocado (M=0,61, EP=0,04) do que o objeto antigo ndo deslocado
(M=0,38, EP= 0,04, t(11) = -2,594, p= 0,03, r=0,62). Embora os animais do grupo
experimental T22NC (noite de ndo coincidéncia), tenham em média explorado mais o
objeto novo deslocado (M=0,53, EP=0,04), em compara¢do com 0 objeto antigo nao
deslocado (M=0,47, EP= 0,04, t(10) = -0,77, p=0,47, r=0,24), seu resultado ndo foi
significativo. Os animais pertencentes ao T22C (noite de coincidéncia) também nao
apresentaram resultado significativo e exploraram mais o objeto antigo ndo deslocado
(M=0,53, EP=0,050) do que o objeto novo deslocado (M=0,46, EP= 0,05, t(12) =0,75, p=
0,46, r=0,21).
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Taxa de Exploracao

Il TaxaExplantiago
Ed I TaxaExplMNaowvo

Media

T=4 TR
T

Barras de erro;. +~ 1 SE

Figura 17. Taxa de exploracdo dos objetos antigo ndo deslocado e novo deslocado para 0s
grupos experimentais T 22C (noite de coincidéncia) e T22NC (noite de ndo coincidéncia) e o
controle T24 na Tarefa Espacial Associativa. O grafico representa a média e o erro padréo.*
resultado significativo (p <0,05).

A ANOVA de uma via para amostras independentes foi feita para analisar se
0S grupos conseguiram realizar a discriminacdo dos objetos. Ela demonstrou que nao
houve diferenca significativa entre o grupo controle T24 e 0s grupos experimentais T22
(noite de coincidéncia e noite de ndo coincidéncia) [F(2) = 2,78, p= 0,08].

O teste t de uma amostra foi utilizado em seguida para comparar os resultados
dos indices de discriminacéo ao acaso. Segundo o teste houve diferenca significativa para
0 grupo T24 [t (11) = 2,60, p=0,03], o que ndo foi observado para 0s grupos
experimentais T22 C [t (12) =-0,75, p=0,47] e T22 NC [t (10) = -0,77, p=0,46], inferindo
assim, que os animais pertencentes a estes grupos experimentais fizeram a exploragao dos

objetos ao acaso.
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Figura 18. indice de discriminacdo entre o objeto antigo ndo deslocado e o objeto novo
deslocado para os grupos controle e experimentais T 22C (noite de coincidéncia) e T22NC (noite

de ndo coincidéncia). O grafico representa a média e o erro padréo.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a memoria e a expressao da ritmicidade circadiana
da atividade motora em ratos adolescentes submetidos a ciclo CE de 22h (T22), um
protocolo de dessincronizacdo forcada interna em ratos. Observamos que 0s ratos sob
T22 apresentaram dois ritmos de atividade motora, um sincronizado ao ambiente,
exibindo o mesmo periodo do ciclo CE de 22h e outro que se expressou em livre-curso,
exibindo um periodo maior que 24h.

Por nossos sujeitos experimentais serem adolescentes, partimos do
pressuposto do trabalho de Albert et al., (2013), no qual observaram que ratos de mesma
faixa etaria expostos a atrasos e/ou avancos de fase de forma cronica, comparavel ao
estilo de vida de adolescentes humanos, apresentaram um Unico e estavel ritmo
circadiano na atividade motora. Conforme os autores, a ndo observacdo dos dois ritmos
de atividade motora é possivel pela maior plasticidade dos individuos nessa fase, exibido
pelo maior acoplamento interno no NSQ, ou seja, entre as regides ventrolateral e
dorsomedial. No mesmo estudo foi possivel analisar que os ratos adultos, diferentemente
dos adolescentes, apresentaram os dois ritmos de atividade motora. Trabalhos anteriores
também demonstraram que ratos adultos expostos a dessincronizacdo forcada, modelo
T22, apresentavam dissociacdo na ritmicidade circadiana da atividade motora
(Campuzano et al.; 1998, De la Iglesia et al., 2004; Neto et al., 2008). Nossos achados
indicam que ratos adolescentes sob 0 modelo T22 de dessincronizacdo forcada também
podem apresentar dissociacdo na ritmicidade circadiana da atividade motora de forma
semelhante a ratos adultos sob 0 mesmo protocolo. Diante dos nossos resultados podemos
sugerir que apesar da plasticidade ser maior em adolescentes, quando comparado a
animais adultos, o modelo T22 é forte o suficiente para promover a dessincronizacao
entre 0 meio interno e o externo.

Em relacdo as tarefas de memoria, os animais sob T22 apresentaram prejuizo
em seus desempenhos e durante nossa busca a artigos cientificos, constatamos que ainda
existem poucos trabalhos na literatura que investiguem o comprometimento mneménico
de animais adolescentes e, principalmente sob protocolos de dessincronizacao.

Toki et al. (2007) analisaram se as condigdes iniciais de iluminagdo afetavam
0 desenvolvimento neurologico de ratos Sprague-Dawley submetidos a avangos ou
atrasos de fase. Especificamente em relacdo a memdria, a Tarefa de Reconhecimento de
Objetos Novos (RON) foi aplicada durante a fase escura, em dois momentos distintos,

durante a adolescéncia e idade adulta. O teste t de uma amostra evidenciou que na
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retencdo de 1h houve diferenca significativa para o indice de discriminacdo dos grupos
adolescentes e adultos submetido ao CE de 24h. Os animais que foram submetidos ao CE
de 18/6 h, grupos adolescente e adulto, passaram um tempo menor explorando o objeto
novo, dessa forma apresentaram os menores indices de discriminacdo em comparacao aos
demais grupos. Em contraste, durante o teste de retencdo de 24 h ndo houve preferéncia
pelo objeto novo em nenhum dos grupos e fases do desenvolvimento.

Através deste trabalho podemos mais uma vez ressaltar que apesar da
juventude ser um periodo de maior plasticidade, condicdes iniciais de iluminagédo
anormais demonstram exercer também influéncia sobre a memoria de ratos adolescentes
de diferentes linhagens. O uso da tarefa de reconhecimento de objetos pode exibir
sensibilidade na investigacdo do comprometimento mnemonico, pois o treinamento é
limitado e os requisitos comportamentais desta tarefa tornam-na especialmente adequada
para estudar a ontogenia dessa forma de memoria no rato, tanto em relacdo ao
desenvolvimento normal, quanto no anormal do cérebro (Ramsaram, Sanders & Stanton,
2016).

Divergindo dos resultados até aqui apresentados, Neto et al., (2008), nao
observaram prejuizo de ratos adultos sob T22, quando avaliados seus desempenhos
através da tarefa de reconhecimento de objetos novos. Tantos os animais do grupo
controle, quanto os experimentais, apresentaram indices de reconhecimento semelhantes
para frequéncia e tempo de exploracdo. Nossos animais do grupo experimental nédo
apresentaram resultados significativos nem quanto a taxa de exploracdo, nem quanto ao
indice de discriminacdo. Sugerimos que tal discordancia, provavelmente, diz respeito a
diferenca da faixa etaria dos animais nos dois estudos.

Estudos apontam que a exploracdo dos objetos aumenta com o avancar da
idade. Sendo visualizado que ratos com 17 dias de vidas sob CE de 24h, jA podem
aprender informacdo contextual e recuperar esses tracos de memoria depois de um
intervalo de retengdo curto (Ramsaram et al., 2015). Ramsaram, Sanders & Stanton
(2016) mostram que em relacdo a tarefa de localizacdo de objetos o reconhecimento
emerge entre os 17 e 21 dias de vida em intervalos de retencdo curtos (5-10 min) ou entre
21 e 26 dias de vida, em intervalos de retencao longos (24 horas).

Ainge e Langston (2012) notaram que os ratos Lister sob CE de 24h
apresentaram uma taxa de exploracdo maior para o objeto novo, quando comparado ao
antigo. Ao investigarem a memoria de reconhecimento e a ontogenia das representacdes
espaciais de ratos jovens (24 e 30 dias de vida), através das tarefas de reconhecimento de

objetos novos e de reconhecimento espacial associativo puderam enfatizar que os indices
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de exploracao dos ratos com 30 dias foram mais expressivos, quando comparados aos dos
ratos mais novos, em ambas as tarefas.

Estes achados corroboram com nossos resultados, visto que 0s animais
pertencentes ao nosso grupo controle apresentaram um bom desempenho, tanto na tarefa
de reconhecimento de objetos novos, quanto na tarefa espacial associativa.

Trabalhos com humanos e modelos animais demonstram que a capacidade de
aprender, lembrar e depois modificar as respostas atuais de acordo com a experiéncia
anterior sdo atributos fundamentais do comportamento animal e podem ser influenciados
diferencialmente pelos ritmos circadianos do animal (Ralph et al., 2002; Cain & Ralph,
2004, 2009; Cain, McDonald & Ralph, 2008; Garren, Sexauer & Page, 2013).

Os ritmos cerebrais flutuam periodicamente, refletindo a atividade
sincronizada de um grande numero de neur6nios, o que é relevante para a cognicdo, como
no caso da memoria. Acredita-se que 0s ritmos cerebrais tenham um papel fundamental
na formagdo da memoria, sincronizando e, assim, coordenando, a atividade dos neurénios
distribuidos durante as operacbes de memoria (Colgin, 2016). Em se tratando de
memoria, sabe-se que o hipocampo é uma estrutura essencial. Nele ocorre a associagdo
das informagoes “0 que", e “onde” (Ranganath et. al., 2004; Cohen & Stachman, 2015).
Sendo assim, a tarefa associativa esta mais associada a funcdo hipocampal, enquanto que
ainda existe discordancia quanto a tarefa de reconhecimento de objetos novos, apesar de
gue o cortex perirrinal esta claramente associado a esta funcéo.

Durante a neurogénese adulta, as células granulosas recém-fabricadas
produzidas dentro do giro denteado do hipocampo formam sinapses funcionais que
parecem proporcionar melhor desempenho nas tarefas de memoria espacial e reparacdo
neural. Como o0 aumento da neurogénese estd associado a habilidades cognitivas
aprimoradas em roedores, o controle circadiano 6timo da divisdo celular, que introduz
novos neurdnios no circuito do hipocampo, também pode aumentar o desempenho dos
mesmos em tarefas que envolvam a memoria (Karatsoreosa et al., 2011; Malik et al.,
2015). Como também o comprometimento do ritmo circadiano, através de alteracdes na
fase do reldgio circadiano, pode prejudicar a atividade normal desta estrutura e suprimir a
neurogénese (Malik et al., 2015).

Os deficits de desempenho nas tarefas de memoria nos ratos pertencentes aos
grupos experimentais T22 evidenciam que a dessincronizagdo forgada interna
compromete o funcionamento do hipocampo e, por conseguinte, a memoria destes
animais, apesar de estarem em uma fase do desenvolvimento de maior plasticidade

neuronal. Os nossos achados mostram-se importantes para a tematica em questdo, pois
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demonstra resultados diferentes dos conhecidos até o presente momento, assim devem
servir como base para novos estudos que visem avaliar os efeitos deste protocolo ao
longo do desenvolvimento.

Sugerimos a realizacdo de novos estudos utilizando o modelo T22 ao longo
da ontogénese para que possa ser mais bem entendido os efeitos deste protocolo na
memoria ndo s6 a curto, mas em longo prazo, no intuito de que as lacunas ainda

existentes possam ser esclarecidas.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados reportam que o modelo de dessincronizagéo forgada T22 é
suficientemente capaz de promover dois ritmos de atividade motora, bem como
prejudicar o desempenho de ratos adolescentes submetidos a este protocolo nas tarefas de
Reconhecimento de Objetos Novos e Espacial Associativa. Diante destes resultados, este
trabalho torna-se mais um indicador das possiveis complicacdes futuras de adolescentes

humanos que se submetem a processos de dessincronizacédo forcada no seu cotidiano.
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9. ANEXOS

9.1 Artigo para submisséo

Revista Chronobiology International (Classificacdo Qualis CAPES para Psicologia A2)
Memodria e ritmicidade circadiana em ratos adolescentes submetidos a um
protocolo de dessincronizagédo forcada- modelo T22

Kathlyn Kamoly Barbosa Cavalcanti; Jeane Constantino Pereira; Crhistiane Andressa da
Silva; Flavio Freitas Barbosa.

Abstract

The temporal adaptation of the species to the environment is of fundamental importance
to ensure survival. However, the rhythm of modern society increasingly induces the
individual to desynchronization, both internal and external, as a result of abrupt phase
changes such as night shift or shift work and in the social Jet Lag. The same is also
observed in adolescent individuals who, in order to comply with the curricular and
extracurricular demands, adopt the habit of sleeping late and waking up early that leads to
sleep deprivation and irregular hours of sleep and awakening. Thus, it is important to
study the effects of these chronic phase shifts on the physiology and behavior of young
mammals. In this work we attempt to characterize the effects of the 22h EC cycle, which
is a model of internal forced desynchronization, on the recognition memory of objects
and space and the expression of the circadian rhythmicity of adolescent rats. For this
purpose, 44 male Wistar rats were used, divided into 2 groups: T24, n =13 (LD 12:12 h)
and T22, n = 31 (LD 11:11 h). The T22 group was subdivided into two groups that
performed the tests, respectively: in the middle of the night coincidence between the
environment and the biological night of each T22 mouse (n=16) and in the middle of the
night of non-coincidence (n=15). The tasks New Object Recognition and Associative
Spatial Task were used. The locomotor activity of these animals was recorded
continuously and totalized at 5 min intervals. Later it was analyzed by visual inspection
of the plot and the calculation of the circadian periodicity using the program El Temps.
We conclude that the 22h LD cycle promotes dissociation in the circadian rhythm of
locomotor activity in adolescent rats, impairing their performance in the mnemonic tasks
evaluated.

Keywords: biological rhythm; circadian timing system; desynchronization.

Introducéo

A evidéncia da memdria como uma funcdo cerebral, separada de outras
habilidades cognitivas e perceptivas, foi possivel gracas aos achados obtidos no caso do
paciente Henry Molaison (H.M.) (Scoville & Milner, 1957; Squire & Wixted, 2011).

A memoria pode ser classificada, conforme a taxonomia classica, levando em
consideracdo o tempo em que pode permanecer retida (curto prazo e longo prazo), bem
como considerando o seu conteudo (explicito/declarativo e implicito/ndo-declarativo).
Entende-se por memdria de curto prazo aquela que pode perdurar por até poucos minutos,
enquanto a de longo prazo pode ser revivenciada por horas ou a vida toda. A distingdo

entre as memorias declarativa e ndo-declarativa pode ser feita ndo apenas em termos de
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anatomia, mas em termos de caracteristicas operacionais, o tipo de informacao
processada e 0 propdsito de cada sistema (lzquierdo 2011, 2013; Pause et al., 2013;
Squire & Zola, 1996; Cohen & Stachman, 2015).

A memoria também exibe ritmicidade. Entende-se por ritmicidade biologica os
fendmenos que ocorrem em seres vivos de uma maneira mais ou menos estavel e
periodica (Aradjo & Marques, 2002).

Em linhas gerais é possivel observar as influéncias dos ritmos circadianos na

memoria, aprendizagem e desempenho cognitivo. Primeiramente, a interrupcdo dos
ritmos circadianos tem sido associada a deficiéncias da fungdo cognitiva. Em seres
humanos essa condigdo é observada com o envelhecimento, trabalho em turnos, jet lag e
doengas. Em segundo lugar, numerosos estudos afirmam que 0s processos subjacentes ao
desempenho cognitivo mostraram alternancias ao longo do dia. Roedores exibem déficits
de retencdo em inUmeras tarefas em intervalos periddicos, sugerindo que a recordacédo da
memoria esta sujeita a modulagdo temporal separadamente da aquisicao e da formacéo da
memoria. Em terceiro lugar, a hora do dia ou a fase do ciclo circadiano podem apresentar
sugestdes contextuais (estampa temporal), que sdo aprendidas juntamente com
caracteristicas do ambiente do organismo (Ralph et al., 2002; Cain, Chou & Ralph, 2004;
Cain, McDdonald & Ralph, 2008). Em hamsters (Cain, Chou & Ralph, 2004) e ratos
(Garren, Sexauer & Page, 2013), quando a fase circadiana atua como estampa temporal a
recordacdo e o desempenho sdo melhores com 24 horas de intervalo.
A adaptacdo temporal das espécies ao ambiente € de fundamental importancia para
garantir a sobrevivéncia. Isso é possivel gracas a presenca do sistema de temporizagdo
circadiana, que é enddgeno e originario de osciladores internos ou relégios biologicos
(Golombek & Rosenstein, 2010; Dibner et al., 2010). Estes rel6gios sdo autbnomos e
geram o ritmo circadiano, necessitando estar sincronizados ao ambiente a fim de lidar
com as mudancas periddicas na disponibilidade de alimentos, exposi¢do a luminosidade
ou riscos predatorios. Para que haja a integracdo do tempo interno com 0 tempo
geofisico, 0 organismo necessita captar os sinais de marcacdo temporal, os chamados
Zeitgebers (Golombek et al., 2013).

Contudo, pode haver uma quebra do equilibrio em diferentes niveis, tanto entre o
NSQ e os reldgios periféricos, quanto entre 0 NSQ e o tempo geofisico. Alguns fatores,
patologicos ou ndo patoldgicos, enddgenos ou exdgenos, podem levar a dessincronizagdo
dos ritmos circadianos e alterar o seu periodo, ficando maior ou menor do que as 24 horas
esperada (Engelberth et al., 2013; Wirz-Justice, 2008).
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Campuzano, Vilaplana, Cambras e Diez-Noguera (1998), desenvolveram um
modelo de dessincronizacdo forgcada em que os ratos ao serem submetidos a um ciclo
claro/escuro menor que um periodo de 24h apresentam dois ritmos de atividade
locomotora. um € arrastado pelo CE e exibe periodo de 22 horas (T22), nomeado
componente sincronizado pela luz (CSL); outro dissociado do ciclo CE apresenta periodo
superior a 24 h (t >24), nomeado componente ndo sincronizado pela luz (CNSL). Ao
longo do tempo, os periodos alternam entre fases alinhadas, em que a fase de atividade do
CNSL ocorre durante a fase escura do ciclo CE (sobrepondo-se a fase de atividade do
T22), e fases desalinhadas, em que a fase de atividade do CNSL ocorre durante a fase de
luz (sobrepondo-se com a fase de repouso T22) (Campuzano et al., 1998; De La Iglesia et
al., 2009).

Albert et al., (2013) ressalvam a importancia em estudar o efeito dos
deslocamentos de fase de forma cronica sobre a fisiologia e comportamento dos jovens,
visto que é crescente 0 numero que alteram o sono por condi¢cdes de iluminacéo.
Defendem que o modelo animal satisfaz o estudo sobre as influéncias do ambiente no
comportamento de adolescentes, pois os ratos podem ser isolados da méde com 21 dias de
vida e atingem a maturidade sexual proximo dos 2 meses.

O presente trabalho traz uma grande contribuicdo sobre os provaveis
prejuizos na memaria causados pela frequente exposi¢cdo a mudancas de fase cronicas que
provocam distarbios na ritmicidade circadiana. Apesar de haverem evidéncias sobre as
consequéncias da dessincronizacdo interna e do jetlag social, pouco se sabe sobre seus
efeitos principalmente na memoria de mamiferos adolescentes. Este trabalho teve como
objetivo caracterizar os efeitos da dessincronizacdo forcada interna na memoria e na

expressao da ritmicidade circadiana de ratos adolescentes.

1. Métodos
1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (N=44), sendo um grupo controle com 13
animais sob ciclo CE simétrico de 24h e um grupo experimental com 31 animais, que
foram mantidos em um ciclo claro-escuro (CE) simétrico de 22h, sendo subdivididos em
animais que realizaram os testes de memdria na noite de coincidéncia (n=16) e em
animais que realizaram as tarefas de memoria na noite de nédo-coincidéncia (n=15). Os
ratos foram mantidos em gaiolas de propileno (30 cm de comprimento x 37 cm de largura

X 16 cm de altura), que por sua vez ficavam dentro de cabines de claro-escuro (CE)
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(figura 1). Cada cabine era iluminada por fitas de leds de luz branca de 1,5 m. A sala
onde eram mantidos, possuia atenuagdo acustica, controle de temperatura (23,17 £ 1,39),
umidade (42,08 + 8,14) e luminosidade (CE de 24h para o grupo controle e 22h para 0s

grupos experimentais). Os animais recebiam agua e racédo ad libitum.
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Figura 1. Gaiolas de propileno dentro das cabines de claro-escuro.

Quando os ratos completaram 21 dias de idade (dia 1 do experimento), foram
desmamados, pesados (média de 41,8 g + 13,14) e isolados em gaiolas, sendo alocados
nas cabines de CE. Os animais do grupo experimental tiveram o ajuste do ciclo CE para
22h e teve inicio o experimento. Apos ter sido caracterizada a condicdo de dissociacéo
para todos os animais sob T22, em torno do dia 19 do Experimento, as tarefas
comportamentais foram iniciadas e ocorriam em intervalos de aproximadamente 7 dias,
que era 0 tempo necessario para a ocorréncia de outra noite de coincidéncia ou de ndo
coincidéncia. As tarefas comportamentais foram realizadas na seguinte sequéncia: 1)
Reconhecimento de Objetos (dia 21 do experimento); 2) Tarefa Espacial Associativa.

Os testes ocorriam no meio da fase escura para o grupo T24, no meio das noites
de coincidéncia e ndo coincidéncia para 0s animais do T22h.

Depois de finalizado todos os testes, aproximadamente no 42° dia do
experimento, 0s animais foram encaminhados para eutanasia e os tecidos cerebrais do
hipotalamo anterior, cortex pré-frontal e hipocampo foram removidos e armazenados para

analise posterior.

1.2 Procedimentos experimentais

1.2.1 Reconhecimento de Objetos Novos
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Para realizacdo do experimento os animais eram trazidos 30 minutos antes do
inicio das tarefas para a sala de comportamento do LEMCOG, que ja se encontrava com
0 ar-condicionado, ruido branco e iluminacéo ligados.

A temperatura do ar-condicionado era programada para manter em torno de 24°C.
O ruido branco era reproduzido pelo software Windows Media Player, com o volume do
software a 100% e o do notebook a 65%.

A intensidade luminosa era de 8 lux no centro do campo a uma altura de 20 cm d
E de 15 lux a 40 cm de altura. A iluminacdo da sala de experimentos era feita por duas
luminarias comuma lampada de luz branca fria (6500k, 15w, 50-60hz, Lm 815,6). Uma
luminéria ficava atrds da cortina, em cima da mesa do computador, tendo a luz
direcionada para a parede, enquanto outra luminéria ficava préxima a parede do ar-
condicionado, coberta com folha de papel A4 para controlar a luminosidade.

Neste protocolo experimental os animais passaram por duas sessdes individuais de
habituacdo ao campo aberto, uma sessdo de amostra e uma de teste, tanto na tarefa RON,
quanto na tarefa espacial associativa (TEA). O intervalo entre cada sesséo durou 30
minutos, cada habituacdo teve a duracdo de 10 min e a amostra e o teste 5 min cada. Os
animais sempre foram posicionados no centro do CA com a cabeca voltada para a parede
do ar-condicionado, oposta a cortina. Os objetos também foram direcionados para o
centro do campo a uma distancia de 10 cm de distancia da parede.

A primeira tarefa realizada foi a RON. Neste teste, dois objetos idénticos (Al e
A2) eram apresentados ao animal na fase de amostra e dois objetos distintos (A e B) na
fase de teste, sendo um ja previamente apresentado na sessdo anterior e 0 objeto novo no
local de um dos objetos familiares. Nessa tarefa é esperado que o animal explore mais o
objeto B ao invés do A, na sessdo de teste, por ser um objeto novo em um espaco
familiar.

1.2.2 Tarefa Espacial Associativa

Na fase de amostra da tarefa espacial associativa, dois objetos distintos (A e B)
foram apresentados aos animais, ja na sessdo de teste dois objetos idénticos (Al e A2)
foram expostos para a exploragdo dos animais, o objeto Al encontra-se no mesmo local e
outro objeto idéntico a A1 (A2) no local de B (figura 13). Nessa tarefa € esperado que o
animal explore mais o objeto A2 ao invés do Al, pois o0 objeto A2, apesar de ser igual ao
Al, estd em um local que havia um objeto diferente antes.

Foi observado que 5 animais pertencentes ao grupo T22 e 1 animal do T24 néo

exploraram 0s objetos na fase de amostra da tarefa RON, sendo excluidos da analise
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estatistica. Em relacdo a tarefa TEA, 3 participantes do grupo T22 e 1 do grupo T24
foram excluidos das anélises pelo mesmo motivo.

Foi observado que 5 animais pertencentes ao grupo experimental, durante a tarefa
RON, estavam em noite de ndo-coincidéncia parcialmente, sendo excluidos da analise
estatistica. Ja durante a tarefa TEA, 4 animais estavam em noite de ndo-coincidéncia
parcialmente, sendo também excluidos da analise estatistica. Assim, ao término de todo
0 experimento, dos 44 sujeitos, somente 33 foram analisados na tarefa RON (T22, n=21,
T24 n=12) e 36 na TEA (T22, n=24; T24 n=12).

Todas as sessdes foram gravadas pelo software Debut utilizando uma webcam
(modelo FaceCam 1020, Genius®).

1.3 Coleta e andlise dos dados da atividade locomotora

A atividade motora foi registrada de forma continua através de sensores de
movimento por infravermelho instalados sobre as gaiolas conectados a um computador
por uma placa de aquisicdo de dados da HYTEK Automation Inc. (iUSBDAQ-
U120816A0). Os dados foram totalizados e registrados em intervalos de 5 minutos pelo
software SAP — Sistema de Acionamento Programado (desenvolvido pelo Laboratorio de
Cronobiologia — UFRN). O controle do acionamento da iluminacdo da sala também foi
realizado por esse software.

Para caracterizagdo do ritmo circadiano da atividade motora de cada grupo, a
atividade de cada rato foi analisada por inspecdo visual dos actogramas e pelo calculo da
periodicidade circadiana ao longo da adolescéncia utilizando o programa ElI Temps
(Antoni Diez-Noguera, Universitat de Barcelona, http://www.el-temps.com). O

periodograma Sokolove-Bushell foi utilizado para o calculo da periodicidade circadiana.

1.4 Analise comportamental e estatistica

A exploragdo dos objetos foi analisada manualmente através do software de
rastreamento EthoWatcher (UFSC, Brasil) que utilizou os videos gravados pelo software
Debut. Através do comando de teclas o avaliador registra quando o animal explorou o
objeto. Foi considerada exploragdo o0 momento em que o animal aproximou-se do objeto
com o focinho, em no minimo 02 cm, e se engajou em explorar o objeto. N&o foi
considerada exploracdo quando o animal utilizou o objeto como apoio para explorar o
ambiente ou quando fez grooming quando préximo do mesmo. Foram calculadas a taxa

de exploracdo e o indice de discriminacdo dos objetos. A taxa de exploracdo demonstra a
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exploracdo de um objeto em relacdo a exploracdo de todos os objetos somados, sendo
gerado um valor entre 0 e 1. O indice de discriminacdo mostra quanto um objeto foi
explorado em relagédo a outro, gerando valores que variam entre -1 e 1, o sinal negativo
indica que a variavel escolhida para comparagdo foi menos explorada do que a variavel
subtraida. Quando o valor estd proximo de 0 considera-se que a exploragcdo ocorreu ao
acaso. Os procedimentos estatisticos foram realizados no programa SPSS, versdo 21.0,
sendo consideradas as diferengas estatisticamente significativas para p < 0,05.

2. Resultados

Todos 0s animais do grupo controle apresentaram um ritmo circadiano estavel
com periodo de 24h e variancia média de 9,77+ 4,34%, indicando estarem sincronizados
ao ciclo CE externo. Por outro lado, todos os animais do grupo experimental, sob CE
11:11, apresentaram dois ritmos circadianos na atividade locomotora: um com periodo
maior que 24h, com varidncia média de 3,49 £ 0,59%, e outro com 0 mesmo periodo do
ciclo CE, com variancia média de4,60 +1,27%). As representaces graficas do ritmo
circadiano de atividade locomotora dos animais do grupo experimental T22, que
realizaram as tarefas em noites de ndo-coincidéncia e noites de coincidéncia, e do Grupo

controle, com seus respectivos periodogramas podem ser vistas abaixo.
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Figura 2. Actogramas de um animal do grupo T22 — Noite de coincidéncia (esq.), T22 — Noite de ndo-
coincidéncia (centro) e Grupo Controle (dir.). Os pontos em vermelho situados verticalmente, de cima para
baixo, correspondem aos momentos em que foram realizados os respectivos testes comportamentais: 1)
RON; 2) Tarefa de Reconhecimento Espacial Associativo; 3) Esquiva Passiva, apresentada em outro
trabalho do grupo.

71



Foi realizado o teste t dependente para avaliar a taxa de exploragédo dos
objetos em cada grupo individualmente.O teste evidenciou diferenca significativa para o
grupo controle T24. Os animais pertencentes a este grupo exploraram mais o objeto novo
(M=39,42, EP=6, 31) do que o objeto antigo (M=24,40, EP= 3,81, t(10)=-2,94, p =0,015,
r=0,68). Os animais que realizaram a tarefa em noite de ndo coincidéncia (T22NC), na
média exploraram mais o objeto novo (M=16,82, EP=2,93), em compara¢do com o objeto
antigo (M=11,82, EP= 1,84, t(10)= -1,65, p= 0,772, r=0,46). Os animais do grupo T22C
também exploraram mais o objeto novo (M=22,72, EP=3,29) do que 0 objeto antigo
(M=21,36 EP= 2,80, t(8)= -0,30 p=0,131, r=0,11). Contudo em nenhum dos grupos do
modelo de dessincronizagéo forgada os resultados obtidos foram significativos.

Taxa de Exploragao
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Figura 3. Taxa de exploragdo dos objetos para os grupos experimentais T 22C
(noite de coincidéncia) e T22NC (noite de ndo coincidéncia) e o grupo controle
T24 na tarefa de Reconhecimento de Objetos Novos. O grafico representa a
média e o erro padrdo.* resultado significativo (p <0,05).

A ANOVA de uma via para amostras independentes também foi feita nesta
tarefa para analisar a discriminacdo dos objetos pelos grupos. Segundo este teste nao
houve diferenca significativa entre o grupo controle T24 e 0s grupos experimentais T22
(noite de coincidéncia e noite de ndo coincidéncia) [F(2) = 1,23, p=0,31].

O teste t de uma amostra foi feito para comparar os resultados dos indices de
discriminacdo ao acaso. Segundo o teste houve diferenca significativa para o grupo T24 [t
(10) = 3,12, p=0,01], o que ndo foi observado para os grupos experimentais T22 C [t (10)
= 1,23, p=0,25] e T22 NC [t (8) = 0,08, p=0,94], inferindo assim, que 0s animais

pertencentes aos grupos experimentais exploraram os objetos ao acaso.
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Figura 3. Indice de discriminacio entre os objetos antigo e novo para 0s grupos
controle e experimentais T 22C (noite de coincidéncia) e T22NC (noite de nédo
coincidéncia). O gréafico representa a média e o erro padréo.

Em relacdo a tarefa TEA, o teste t pareado foi empregado para avaliar a taxa
de exploracdo dos objetos de cada grupo separadamente. Os animais pertencentes ao
grupo controle T24exploraram mais o objeto novo deslocado (M=0,61,EP=0,04) do que 0
objeto antigo ndo deslocado (M=0,38, EP= 0,04, t(11)= -2,594, p= 0,025, r=0,62).
Embora os animais do grupoexperimental T22NC (noite de n&o coincidéncia), tenham em
média explorado mais o objeto novo deslocado (M=0,53, EP=0,04), em compara¢do com
0 objeto antigo ndo deslocado (M=0,47, EP= 0,04, t(10)= -0,77, p=0,468, r=0,24), seu
resultado ndo foi significativo. Os animais pertencentes ao T22C (noite de coincidéncia)
também ndo apresentaram resultado significativo e exploraram mais o objeto antigo ndo
deslocado (M=0,53, EP=0,050) do que o objeto novo deslocado (M=0,46, EP= 0,05,
t(12)=0,750, p= 0,460, r=0,21).

Taxa de Exploracao

B TaxaEs plantige
e [ TaxaExpltovo

T24 T22MC
T

Barras de erro: +/~ 1 SE

Figura 4. Taxa de exploracdo dos objetos antigo ndo deslocado e novo deslocado
para os grupos experimentais T 22C (noite de coincidéncia) e T22NC (noite de néo
coincidéncia) e o controle T24 na Tarefa Espacial Associativa. O gréfico
representa a média e o erro padrdo.* resultado significativo (p <0,05).

A ANOVA de uma via para amostras independentes foi feita para analisar se

0S grupos conseguiram realizar a discriminacdo dos objetos. Ela demonstrou que nao
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houve diferenca significativa entre o grupo controle T24 e 0s grupos experimentais T22
(noite de coincidéncia e noite de ndo coincidéncia) [F(2) = 2,78, p= 0,08].

O teste t de uma amostra foi utilizado em seguida para comparar os resultados
dos indices de discriminacdo ao acaso. Segundo o teste houve diferenca significativa para
0 grupo T24 [t (11) = 2,60, p=0,03], o que ndo foi observado para 0s grupos
experimentais T22 C [t (12) =-0,75, p=0,47] e T22 NC [t (10) = -0,77, p=0,46], inferindo
assim, que os animais pertencentes a estes grupos experimentais fizeram a exploragdo dos

objetos ao acaso.
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Figura 5. Indice de discriminagéo entre o objeto antigo n&o deslocado e o objeto
novo deslocado para os grupos controle e experimentais T 22C (noite de
coincidéncia) e T22NC (noite de ndo coincidéncia). O grafico representa a media
e 0 erro padréo.

3. Discussao

Observamos que os ratos sob T22 apresentaram dois ritmos de atividade
motora, um sincronizado ao ambiente, exibindo o0 mesmo periodo do ciclo CE de 22h e o
outro que se expressou em livre-curso, exibindo um periodo maior que 24h.

Por nossos sujeitos experimentais serem adolescentes, partimos do
pressuposto do trabalho de Albert et al.,(2013), no qual observaram que ratos de mesma
faixa etaria expostos a atrasos e/ou avangos de fase de forma crénica, comparavel ao
estilo de vida de adolescentes humanos, apresentaram um anico e estavel ritmo
circadiano na atividade motora. Conforme os autores, a ndo observagédo dos dois ritmos
de atividade locomotora é possivel pela maior plasticidade dos individuos nessa fase,
exibido pelo maior acoplamento interno no NSQ, ou seja, entre as regides ventrolateral e
dorsomedial. No mesmo estudo foi possivel analisar que os ratos adultos, diferentemente

dos adolescentes, apresentaram os dois ritmos de atividade locomotora. Trabalhos
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anteriores também demonstraram que ratos adultos expostos a dessincronizagéo forcada,
modelo T22, apresentavam dissociagdo na ritmicidade circadiana da atividade motora
(Campuzano et al.; 1998, De la Iglesia et al., 2004; Neto et al., 2008). Nossos achados
indicam que ratos adolescentes sob 0 modelo T22 de dessincronizacao forcada também
podem apresentar dissociacdo na ritmicidade circadiana da atividade motora de forma
semelhante a ratos adultos sob 0 mesmo protocolo. Diante dos nossos resultados podemos
sugerir que apesar da plasticidade ser maior em adolescentes, quando comparado a
animais adultos, o modelo T22 é forte o suficiente para promover a dessincronizacéo
entre 0 meio interno e o externo.

Em relacdo as tarefas de memaria, os animais sob T22 apresentaram prejuizo
em seus desempenhos

Toki et al. (2007) analisaram se as condi¢@es iniciais de iluminacéo afetavam
0 desenvolvimento neurologico de ratos Sprague-Dawley submetidos a avangos ou
atrasos de fase. Especificamente em relacdo a memdria, a Tarefa de Reconhecimento de
Objetos Novos (RON) foi aplicada durante a fase escura, em dois momentos distintos,
durante a adolescéncia e idade adulta. O teste t de uma amostra evidenciou que na
retencdo de 1h houve diferenca significativa para o indice de discriminacdo dos grupos
adolescentes e adultos submetido ao CE de 24h. Os animais que foram submetidos ao CE
de 18/6 h, grupos adolescente e adulto, passaram um tempo menor explorando o objeto
novo, dessa forma apresentaram os menores indices de discrimina¢do em comparacgao aos
demais grupos. Em contraste, durante o teste de retencdo de 24 h ndo houve preferéncia
pelo objeto novo em nenhum dos grupos e fases do desenvolvimento.

Através deste trabalho podemos mais uma vez ressaltar que apesar da
juventude ser um periodo de maior plasticidade, condi¢des iniciais de iluminagédo
anormais demonstram exercer também influéncia sobre a memoria de ratos adolescentes
de diferentes linhagens. O uso da tarefa de reconhecimento de objetos pode exibir
sensibilidade na investigagdo do comprometimento mnemaonico, pois 0 treinamento é
limitado e os requisitos comportamentais desta tarefa tornam-na especialmente adequada
para estudar a ontogenia dessa forma de memoéria no rato, tanto em relacdo ao
desenvolvimento normal, quanto no anormal do cérebro (Ramsaram, Sanders & Stanton,
2016).

Divergindo dos resultados até aqui apresentados, Neto et al., (2008), nao
observaram prejuizo de ratos adultos sob T22, quando avaliados seus desempenhos
através da tarefa de reconhecimento de objetos novos. Tantos os animais do grupo

controle, quanto os experimentais, apresentaram indices de reconhecimento semelhantes
75



para frequéncia e tempo de exploracdo. Nossos animais do grupo experimental nédo
apresentaram resultados significativos nem quanto a taxa de explora¢do, nem quanto ao
indice de discriminacdo. Sugerimos que tal discordancia, provavelmente, diz respeito a
diferenca da faixa etaria dos animais nos dois estudos.

Ainge e Langston (2012) notaram que os ratos Lister sob CE de 24h
apresentaram uma taxa de exploracdo maior para o objeto novo, quando comparado ao
antigo. Ao investigarem a memoria de reconhecimento e a ontogenia das representacdes
espaciais de ratos jovens (24 e 30 dias de vida), através das tarefas de reconhecimento de
objetos novos e de reconhecimento espacial associativo puderam enfatizar que os indices
de exploracao dos ratos com 30 dias foram mais expressivos, quando comparados aos dos
ratos mais novos, em ambas as tarefas.

Estes achados corroboram com nossos resultados, visto que 0s animais
pertencentes ao nosso grupo controle apresentaram um bom desempenho, tanto na tarefa
de reconhecimento de objetos novos, quanto na tarefa espacial associativa.

Trabalhos com humanos e modelos animais demonstram que a capacidade de
aprender, lembrar e depois modificar as respostas atuais de acordo com a experiéncia
anterior sdo atributos fundamentais do comportamento animal e podem ser influenciados
diferencialmente pelos ritmos circadianos do animal (Ralph et al., 2002; Cain & Ralph,
2004, 2009; Cain, McDonald & Ralph, 2008; Garren, Sexauer & Page, 2013).

Os ritmos cerebrais flutuam periodicamente, refletindo a atividade
sincronizada de um grande numero de neurbnios, o que é relevante para a cognicdo, como
no caso da memoria. Acredita-se que os ritmos cerebrais tenham um papel fundamental
na formagdo da memoria, sincronizando e, assim, coordenando, a atividade dos neurénios
distribuidos durante as operacdes de memoria (Colgin, 2016). Em se tratando de
memoria, sabe-se que o hipocampo é uma estrutura essencial. Nele ocorre a associagdo
das informagoes “0 que", e “onde” (Ranganath et. al., 2004; Cohen & Stachman, 2015).
Sendo assim a tarefa associativa estd mais associada a fungdo hipocampal, enquanto que
ainda existe discordancia quanto a tarefa de reconhecimento de objetos novos, apesar de
que o cortex perirrinal estd claramente associada a essa funcao.

Durante a neurogénese adulta, as células granulosas recém-fabricadas
produzidas dentro do giro denteado do hipocampo formam sinapses funcionais que
parecem proporcionar melhor desempenho nas tarefas de memoria espacial e reparacdo
neural. Como 0 aumento da neurogénese estd associado a habilidades cognitivas
aprimoradas em roedores, o controle circadiano 6timo da diviséo celular, que introduz

novos neurdnios no circuito do hipocampo, também pode aumentar o desempenho dos
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mesmos em tarefas que envolvam a memoria (Karatsoreosa et al., 2011; Malik et al.,
2015). Como também o comprometimento do ritmo circadiano, através de alteracdes na
fase do reldgio circadiano, pode prejudicar a atividade normal desta estrutura e suprimir a
neurogénese (Malik et al., 2015).

Os déficits de desempenho nas tarefas de memaoria nos ratos pertencentes aos
grupos experimentais T22 evidenciam que a dessincronizagdo forgada interna
compromete o funcionamento do hipocampo e, por conseguinte, a memoria destes
animais, apesar de estarem em uma fase do desenvolvimento de maior plasticidade
neuronal. Sugerimos a realizacdo de novos estudos utilizando o modelo T22 ao longo da
ontogénese para que possa ser mais bem entendido os efeitos deste protocolo na memdria
ndo sO a curto, mas em longo prazo, no intuito de que as lacunas ainda existentes possam

ser esclarecidas.

4. Conclusdo
Nossos resultados reportam que o modelo de dessincronizagdo forgada T22 é
suficientemente capaz de promover dois ritmos de atividade locomotora, bem como
prejudicar o desempenho de ratos adolescentes submetidos a este protocolo nas tarefas de
Reconhecimento de Objetos Novos e Espacial Associativa. Diante destes resultados, este
trabalho torna-se mais um indicador das possiveis complicacdes futuras de adolescentes

humanos que se submetem a um processo de dessincronizacdo forcada.
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