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Resumo

Problemas de aprendizado e memoria relacionados a desregulagdo no sistema circadiano,
sdo evidentes entre criancas e adolescentes com acesso a equipamentos eletronicos e
horérios irregulares de vigilia e sono. Sendo essencial para o funcionamento e regulagdo de
varias funcdes metabdlicas, fisioldgicas e comportamentais, o estudo de possiveis efeitos
na desregulagdo desse sistema tem grande importancia para o bem estar dos seres vivos.
Esta pesquisa utilizou o protocolo de dessincronizagao forcada T22 (11h claro e 11h
escuro) para induzir a dessincroniza¢do da ritmicidade circadiana de atividade locomotora
e analisar danos no padrao de atividade locomotora, memoria de reconhecimento, memoria
espacial associativa e analisar comportamento de rearing em animais adultos que passaram
por tal protocolo na infancia ou na adolescéncia. Utilizamos 40 ratos Wistars machos,
separados em 3 grupos: grupo controle (16 animais), que ficou em T24 (12h claro e 12h
escuro) durante todo o periodo experimental; grupo que sofreu dissociagdo da gestacdo ao
21° dia do nascimento (Infancia D - 12 animais); e grupo que sofreu dissociacdo do
desmame ao 61° dia do nascimento (Adolescéncia D - 12 animais). Estes ratos realizaram
na fase adulta, sob T24, os testes comportamentais de memoria: reconhecimentos de
objetos novos (RON) e reconhecimento espacial associativo (REA). Os actogramas nos
mostram que o protocolo T22 promoveu a dissociagdo da ritmicidade locomotora das
genitoras do grupo Infancia D (ID) e nos animais do grupo adolescéncia D (AD), ou seja,
0os animais passaram a exibir dois ritmos. Os testes comportamentais nos mostram
prejuizos nas tarefas RON e REA para ID, enquanto que para AD o desempenho em REA
¢ prejudicado. Esse estudo nos mostra que a dessincronizacdo circadiana pode causar
danos em estruturas cerebrais envolvidas em diferentes tipos de memoria, e que estes
impactos podem perdurar até a idade adulta.

Palavras chave: Dessincronizagao; Protocolo T22.; Ratos Wistars; Memoria.



Abstract

Learning and memory problems related to disruption of circadian rhythms are evident
among children and adolescents with access to electronic devices and irregular hours of
wake and sleep. Being essential for the functioning and regulation of several metabolic,
physiological and behavioral functions, the study of possible effects on the dysregulation
of this system is of great importance for the wellfare of living beings. This research used
the T22 forced desynchronization protocol (11 light and 11 dark) to induce a disruption of
circadian rhythmicity from locomotive activities and to evaluate damage in recognition
memory, spatial memory and rearing behavior in adult animals submitted to the protocol
in childhood or in adolescence. We used 40 males Wistar rats, separated into 3 groups:
control group (16 animals), which remained at T24 throughout the experimental period;
group that underwent pregnancy dissociation on the 21st day of birth (Childhood D - 12
animals); and group under dissociation from weaning on the 61st day of birth
(Adolescence D - 12 animals). These rats performed in adulthood, under T24, behavioral
tests of memory: object recognition task (ORT) and associative spatial recognition (ASR).
Analysis of the actogram shows that the T22 protocol promotes disruption of the
locomotive of progenitress in the Childhood D group and in the animals of the adolescents
D group, which means the animals had two rhythms of activity. Behavioral tests showed
an impairment in the ORT and ASR tasks for CD, while for AD the performance in ASR is
impaired, indicating differential maturation in different brain structures responsible for
different types of memory. This study shows that circadian desynchronization can cause
damage to different types of memory and these impacts can persist until adulthood.

Keywords: Desynchronization. Protocol T22. Wistars rats. Memory.
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1. Introducio

Vivemos em um planeta em rotagdo que esta em constante mudanga de
luminosidade e temperatura. Varios estudos apontam que, por meio de pressdes evolutivas,
quase todas as espécies animais e vegetais desenvolveram sistemas circadianos de
temporiza¢do, que através de mecanismos enddgenos consegue se ajustar a mudangas
ambientais didrias e adaptar comportamentos e fisiologia a hora adequada do dia, com
periodo de 24 horas (RIVKEES, 2003). Surgindo primeiro em cianobactérias (HASTING
et. al., 2019), varios organismos possuem sistemas que além de regularem horarios para
repouso e vigilia, estdo diretamente envolvidos com padrdes hormonais, regeneracao
celular, atividade cerebral, entre outras fungdes (RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2016).

Os ritmos sdo gerados por osciladores internos, sincronizados ao ambiente pela
presenca ou auséncia de luz. A variacao de iluminacao dentro de 24 horas ¢ considerada o
maior arrastador capaz de sincronizar os ritmos circadianos ao claro/escuro ambiental
(TAKAHASHI & ZATZ, 1982; VITATERNA et al. 1999). No entanto, ritmos circadianos
ndo sao sO reagdes aos ciclos claro/escuro ambiental, sua natureza endogena e inata
permite a persisténcia de ritmos mesmo em ambientes com variaveis constantes, como no
caso de animais expostos ao escuro constante (KENNAWAY, 2005; CAMBRAS et al.
1997, CANAL-CORRETGER et al. 2001).

Esse sistema de temporizagdo circadiano ¢ formado por processos moleculares
envolvendo um sistema de loop de feedback de transcrigdo e tradugdo de importantes
conjuntos de genes chamados genes CLOCK (FRANKEN & DIJK, 2009). Esses
componentes moleculares representam um sistema de ritmicidade endégena que interage
com sincronizadores ambientais, os Zeitgebers. De modo simplificado, esse loop se inicia
com um feedback positivo, onde CLOCK ¢ BMAL1 (Brain and Muscle Arnt-Like 1)
heterodimerizam e iniciam a transcri¢do de genes alvo de Periodo (Perl, Per2 e Per3) e
Criptocromo (Cryl e Cry2). O feedback negativo ¢ alcancado por heterodimeros PER:
CRY que translocam de volta para o ntlicleo para reprimir sua propria transcri¢ao, agindo
no complexo CLOCK: BMALI. A retroalimentagao desse ciclo acontece quando os niveis
de per e cry diminuem, causando a ativagdo de CLOCK ¢ BMALI e, por consequéncia,

mais transcri¢do de per e cry. (KO & TAKAHASHI, 2006; COX & TAKAHASHI, 2019).
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No que se refere ao sistema de temporizagdo de mamiferos, osciladores periféricos
sao regulados por um marcapasso central, chamado Nucleo Supraquiasmatico (NSQ)
(PITTENDRIGH, 1960; PANDA, HOGENESCH, & KAY, 2002). O NSQ sdo dois
pequenos conjuntos de neurdnios e células gliais (porcdo ventrolateral e porgao
dorsomedial), localizados na base do terceiro ventriculo sobre o quiasma optico, na parte
anterior do hipotdlamo. A alternancia de claro/escuro ambiental consiste na principal
oscilacdo percebida por esse marcapasso, através de células especializadas na retina que
transformam as ondas luminosas em sinais quimicos que chegam as por¢des do NSQ pela
via retino hipotalamica e a via geniculo-hipotalamica (HASTING et. al., 2019; ACURCIO
& RODRIGUES, 2009). Entretanto, o sistema de temporizagado circadiana de mamiferos ¢
imaturo no momento do seu nascimento, completando seu desenvolvimento nas fases
pos-natais. Pesquisas sobre o desenvolvimento de ritmos circadianos em roedores mostram
que as oscilagdes de ritmo acontecem no NSQ durante a vida fetal, antes mesmo que a via
retino-hipotaldmica inerva os nucleos. Além disso, uma forma unica de comunicagio
materna coordena o marcapasso circadiano com o ambiente até que a prole possa
responder a luz por meio de seus proprios olhos (BROOKS & CANAL, 2013; REPPERT
et al. 2013).

Sendo essencial para o funcionamento de varias fungdes no nosso corpo, o estudo
de possiveis efeitos na desregulacdo desse sistema tem grande importancia médica e no
bem estar dos seres vivos (LIMA, & VARGAS, 2014; CAMPUZANO et. al., 1998).
Estudos diversos com modelos animais relatam prejuizos no metabolismo, memoria e
transtornos de humor quando ha desregulagdo dos ritmos circadianos (GIBSON, 2010).
Estudos com humanos nao sdo diferentes, Touitou (2016) relata problemas como perda de
sono, fadiga, sonoléncia noturna e baixo desempenho académico em jovens, associados ao
uso excessivo de aparelhos eletronicos, que demonstram adquirir efeitos nocivos no sono e
regulacao circadiana. Estudos apontam que o jet lag com duragao de varios anos diminui o
desempenho cognitivo das tripulagdes de voo em comparagdo com as tripulagdes de voo
cruzando menos de trés fusos horarios (CHO et al. 2000). Em roedores, aquisicao de
memorias dependentes do hipocampo, como no labirinto aquatico de Morris € no
condicionamento contextual do medo, ¢ maior durante a noite (HAUBER & BAREI, 2001;
VALENTINUZZI et al. 2001).
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Além disso, os sistemas circadianos modulam aten¢do, aprendizado, formacao e
aquisicdo de memoria, diminuindo significativamente o desempenho da memoria quando
desreguladas (KIRSHNAN, & LYONS 2015; RUBY et. al., 2013). Um experimento feito
com ratos Sprague-Dawley, mostrou que mudancas na iluminagdo (tanto em fases claras
mais longas como em fases escuras mais longas) influenciam no comportamento de
cuidado da genitora com seus filhotes, mais tarde afetando a emocionalidade e
funcionamento da memoria da prole (TOKI et. al., 2007). Com o desenvolvimento de
circuitos cerebrais até a adolescéncia, estudos com ratos mostram que esse momento do
desenvolvimento ¢ de grandes mudancas em certas partes do cérebro, como cortex e
amigdala, estruturas associadas a memoria de reconhecimento e memoria aversiva
(CRESSMAN et al., 2010; JURASKA & WILLING, 2017)

Uma das vérias formas de investigar o efeito da dessincronizagdo circadiana ¢
através da utilizagdo de modelos animais submetidos a protocolos de iluminacao diferentes
de 24h. No presente estudo o modelo T22 foi utilizado, sendo este capaz de causar
dissociagdo das duas por¢des do NSQ que pode ser detectado no padrdo de atividade
locomotora, que passa a exibir dois ritmos estdveis, um arrastado pelo claro/escuro
ambiental de 22h e outro ritmo enddgeno maior do que 24h (DE LA IGLESIA et. al.,
2004; ARAUJO, 2017; PEREIRA, 2017). Com o passar do tempo, esses ritmos se movem
em atrasos ¢ avangos de fase, nas quais o ritmo de 22h (sincronizado ao claro/escuro
ambiental) pode ocorrer durante a fase escura do ciclo maior de 24h (ritmo enddgeno), ou
ocorrer na fase clara no ritmo de 24h. Os ritmos de atividade de 22h e maior que 24h estao
correlacionados com oscilagdes independentes nos genes do reldégio nas porcdes
ventrolateral e dorsomedial do NSQ (KRISHNAN & LYONS, 2015).

Considerando-se as evidéncias relativas aos danos decorrentes da perturbagdo da
ritmicidade circadiana nas fung¢des cognitivas, o presente trabalho busca investigar os
efeitos da dessincronizagao forcada em estdgios iniciais da ontogenia na memoria de ratos

adultos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos da dessincronizagdo for¢ada da ritmicidade circadiana pelo
protocolo T22 durante as fases da infancia e adolescéncia sobre os parametros
comportamentais associados a ritmicidade circadiana da atividade locomotora, memoria e

ansiedade de ratos Wistar adultos.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar o ritmo circadiano da atividade locomotora de ratos adultos apos
submissdo ao ciclo claro-escuro simétrico de duracdo de 22 h durante a infancia ou
adolescéncia;

* Avaliar os efeitos da exposi¢do ao ciclo CE de 22 h na infincia e adolescéncia
sobre os seguintes aspectos de ratos adultos:

- Comportamento do tipo ansioso

- Desempenho na tarefa de reconhecimento de objetos novos (RON)

- Desempenho na tarefa de reconhecimento espacial associativo (REA)



15

3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

O experimento foi constituido de duas etapas, sendo realizado uma primeira etapa
em 2018 (etapa 1) e uma segunda etapa em 2019 (etapa 2). Em que ratos Wistars adultos
foram trazidos do biotério prof. Thomas George da UFPB, para o Biotério de
Cronobiologia localizado no Laboratério de Estudos em Memoria e Cogni¢ao (LEMCOG)
UFPB. Biotério este, que possui um ambiente controlado, onde podemos monitorar
padrdes de atividade locomotora e alterar protocolos de luminosidade. Sendo assim, estes
animais foram alocados em pares para que a reproducao e nascimento dos filhotes
ocorresse dentro das cabines.

Na primeira e segunda etapa foram utilizados 5 e 4 casais de genitores,
respectivamente. Apos nascimento ¢ desmame, 24 filhotes machos foram selecionados na
primeira etapa e 16 filhotes na segunda. Os animais selecionados nas duas etapas foram
alocados em gaiolas individuais, seguindo seus respectivos protocolos de luminosidade.

Visando acompanhar o estado de satide dos animais foi realizado o monitoramento
de peso, quantidade de agua e alimento ingeridos, que foram oferecidos ad libitum. Além
disso, foram realizadas observagdes visuais, se atentando a algumas caracteristicas que
podem indicar algo fora do comum, como pélos ericados, coloragdo do pélo amarelada e
presenca de feridas (NEVES et al. 2013). Todos os procedimentos do experimento foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal da Paraiba, no.

047/2017.

3.1.1 Critério de exclusiao

Na etapa 1, um dos animais do Grupo Controle teve problemas de saude,
identificados pela inspe¢do visual, e teve que ser sacrificado antes da realizagao dos testes.
Os demais fatores que determinaram a exclusdo de animais foram defeitos nos sensores
causando a impossibilidade de captacao e analise da ritmicidade locomotora, ocorrendo em

2 animais (um no Grupo Adolescéncia D da Etapa 1 e um no Grupo Controle da Etapa 2).
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Outro critério utilizado foi a ndo dissociagdo do ritmo circadiano da atividade locomotora

em dois componentes ritmicos. Sendo assim, a amostra final contou com 36 animais.

3.2. Condicoes de manutencio

O biotério ficava com temperatura em média 23°C +2 e umidade em torno de 50%,
além de possuir atenuagdo acustica. Faziamos medigdes e registros diarios de temperatura
¢ umidade com a ajuda de um termometro digital, a fim de manté-las nesse padrdo. Os
ratos, por sua vez, foram alocados dentro de gaiolas de propileno (40 x 32 x 17 cm)
situadas em grandes cabines de madeira que possuem quatro compartimentos, como
podemos observar na figura 1A. Cada cabine era iluminada por duas fitas LED de luz
branca, medindo 1,5 metros e emitindo em média 150 lux dentro das cabines na fase clara
e 0 lux na fase escura. A cabine possui ainda um cooler para circulacdo do ar e um sensor
de movimento acoplado a um Sistema de Acionamento Programado (SAP) desenvolvido
na Universidade Federal do Rio Grande do Norte, programa este desenvolvido pelo
Laboratério de Neurobiologia e Ritmicidade Biologica da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte , para registro de atividade locomotora, que era realizada diariamente em
intervalos de 5 minutos. Por esse mesmo sistema foi possivel alterar o ciclo claro e escuro,
permitindo aplicar o protocolo T22 (11h claro/11h escuro) e retornar ao T24 (12h
claro/12h escuro) no fim de cada fase, para os grupos experimentais (Infancia D e
Adolescéncia D) ou manter o T24 durante todas as fases do experimento no grupo

controle. Na figura 1B ¢é possivel ver o sensor de movimento que fica bem acima da gaiola
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Figura 1. A. cabines de madeira. B. Gaiolas com ragdo e garrafa com agua dentro das
divisdes individuais da cabine de madeira. Sensor de movimento e iluminacao LED acima

da gaiola.

3.3. Procedimentos metodologicos

Os casais genitores, nas duas etapas, foram divididos em dois grupos: casal genitor
em T22, que deu origem ao grupo Infancia D, e casal genitor em T24, que deu origem aos
grupos Adolescéncia D e grupo Controle. O grupo Controle permaneceu em T24 durante
todo o experimento. J4 o grupo Infincia D, passou as fases que compreendem o
pareamento e lactacdo em T22 e o grupo Adolescéncia D foi submetido ao T22 somente na

fase que compreende a adolescéncia (Fluxograma 1).

CASAIS - T22 CASAIS - T24
e g
] LY
GRI,IPO GRUPO GRUPO
INFANCIA D ADOLESCENCIA D CONTROLE
L] | v
A\l -
INFANCIA - T22 INFANCIA - T24 INFANCIA - T24
| , +
ADOLESCENCIA - T22 ADOLESCENCIA - T24

ADOLESCENCIA - T24

|
| l *
v

. o .
ADULTO - T24 ADULTO - T24 ADULTO - T24

Fluxograma 1. Fluxograma dos grupos experimentais (Infancia D, Adolescéncia D e
Grupo Controle) e condi¢des luminosas em cada fase de desenvolvimento dos animais

(pareamento, infancia, adolescéncia e vida adulta).

Os procedimentos metodoldgicos, nas duas etapas, comecam desde a chegada dos

ratos genitores, passando por eventos como: a inversdo de ciclo, reprodugdo destes e
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primeiro estdgio de mudanga de protocolo de iluminagdo em um dos casais (infancia D);

desmame dos filhotes, onde ocorre mais uma mudanca na iluminagao, desta vez nos dois

grupos experimentais (introdugdo do T24 no grupo Infancia D e comego do T22 no grupo

Adolescéncia D); retorno do grupo Adolescéncia D ao protocolo T24; realizagdo das

tarefas comportamentais até o ultimo dia de experimento, onde os animais foram

sacrificados e o tecido cerebral colhido para analise. Nomeamos o dia 0 como o

nascimento dos filhotes, pois os filhotes constituem os sujeitos experimentais deste estudo

(figura 2).

L ] L ] L ]

Inversido de ciclo Dia1l Dia 64-67
-Nascimento dos
filhotes

Pareamento Dia 22-23

-Fim da lactacao
-Separacao dos ratos
machos
individualmente

Figura 2. Linha do tempo mostrando uma descri¢ao de

experimental em que ocorreu.

3.3.1. Inversao de ciclo e reproducio

-Fim da adolescéncia

coh

[ ]

Dia 105-115

-Reconhecimento
espacial associativo

¥4

Dia 98-108

-Comeco das tarefas

comportamentais:

*Campo aberto e

Reconhecimento de
. objetos novos

cada procedimento e¢ o dia

Ao chegarem ao biotério os ratos passaram por uma inversao de ciclo, dentro das

cabines, que consistiu em mudar gradualmente o claro pelo escuro e vice-versa, que durou

aproximadamente duas semanas. Desse modo, foi possivel um monitoramento de forma
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mais cdmoda conciliando os periodos ativos dos animais aos dos experimentadores, visto

que ratos t€ém habitos noturnos, permitindo que fossem realizados procedimentos com os

animais nas fases ativas deles. Portanto, ao fim da mudanga de ciclo, dentro das cabines a

fase clara se iniciava as 19 horas acabando as 7 horas, onde a fase escura comecava.

Quando o ciclo ja estava invertido, os animais foram colocados em pares, para que

ocorresse a reproducdo. Nesse caso, trés casais (dois da primeira etapa e um da segunda

etapa), foram submetidos ao T22, para que a gestacdo e nascimento dos filhotes ocorresse

no protocolo de dessincronizacao no grupo Infancia D. Seis casais permaneceram em T24

(trés na primeira e trés na segunda etapa), dando origem aos animais dos grupos Controle e

Adolescéncia D.

3.3.2. Protocolo de dessincroniza¢ao forcada - Modelo T22

Apbs 22 dias do nascimento dos filhotes, realizamos o processo de desmame,

separando assim, os filhotes de suas genitoras e alocando-os individualmente. Ao todo, na

primeira e segunda etapa, foram utilizados 9 casais de genitores e 40 ratos machos, que

foram separados da seguinte forma:

O

O

Grupo controle: Onde os animais ficaram em T24 (12h de claro e 12h de
escuro) por todo o experimento. 16 animais pertenciam a este grupo (8
animais na etapa 1 e 8 na etapa 2).

Grupo experimental T22 Dessincronizado na infancia (ID): Para este grupo
o T22 foi introduzido desde o pareamento, para que o nascimento dos
filhotes ocorresse sob este protocolo, durando até o dia do desmame, que
compreende a fase de infancia destes animais. Posteriormente ficaram sobre
o protocolo T24 até o fim do experimento. 12 animais (8 na etapa 1 e 4 na
etapa 2) passaram por este protocolo.

Grupo experimental T22 Dessincronizado na adolescéncia (AD): Onde 10

animais (8 na etapa 1 e 4 na etapa 2) nasceram em T24 e permaneceram até
o desmame nessa condigdo luminosa. No periodo que compreende a
adolescéncia, esses animais foram expostos ao T22, retornando ao T24
apods, aproximadamente, 64 dias depois do nascimento, permanecendo

assim até a vida adulta.
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3.4. Testes comportamentais

A respeito das tarefas comportamentais, os animais foram submetidos a 5 testes,
com uma semana entre suas realizacdes, sdo eles: campo aberto (CA), reconhecimento de
objetos novos (RON), reconhecimento espacial associativo (REA), preferéncia a sacarose
(PS) e esquiva passiva (EP). As tarefas foram realizadas nessa ordem, do teste menos
aversivo para o mais aversivo, ficando a esquiva passiva por ultimo para ndo haver
nenhum tipo de influéncia sobre os outros testes, como traumas ou estresse por envolver
uma pequena descarga elétrica. No presente estudo daremos enfoque na tarefa de Campo
aberto e nas tarefas de memoria, sendo elas: ; Tarefa de reconhecimento de objetos novos e
tarefa de reconhecimento espacial associativo.

Para estes testes os animais eram levados a sala de comportamento no LEMCOG.
Sala esta que contava com um ambiente preparado para os testes onde a temperatura e
umidade eram controlados por meio de ar-condicionado em 24 °C e o lux variava entre
5-7. Os testes foram realizados no meio da fase ativa dos animais (entre 10h e 16h), sendo
os ratos levados com meia hora de antecedéncia, a fim de que se habituassem ao local,
também era ligado um ruido branco , que permanecia durante as tarefas, para minimizar
interferéncia de ruidos externos. As tarefas foram gravadas por meio de uma webcam,
localizada acima do campo, conectada a um computador. Outro procedimento muito
importante ao fim de cada sess@o era limpar o aparato (campo) ou objetos usados no RON
e REA com dlcool a 5% para minimizar pistas olfativas entre os animais. Ao fim do

experimento, objetos e campo eram limpos com alcool a 70%.

3.4.1. Campo aberto

A tarefa de campo aberto consiste na habituacdo ao campo aberto, sendo essa a
primeira vez que o animal entrou em contato com o ambiente das tarefas. O aparato para
realizacdo desse teste consistiu em uma arena circular, medindo 60 cm de diametro e 40
cm de altura, revestida com cartolina preta, a fim de impedir que o animal tivesse contato
visual com possiveis pistas espaciais. Nessa tarefa, as varidveis avaliadas foram a o padrao
da atividade motora (tempo em que o rato passava no centro do campo e na zona de

periferia, velocidade média e distancia total percorrida) e o "'rearing”, a fim de medir
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comportamentos tipo ansiosos nesses animais. Os animais passaram 10 minutos livres para
exploracdo, dentro do campo (Pereira, 2017), sendo monitorados e gravados por meio de

webcam.

3.4.2. Rearing

Além das tarefas de memoria, analisamos o comportamento de rearing (Fig. 3) nos
seguintes momentos: tarefa de campo aberto,amostra e testes de REA e amostra e teste de
RON. O primeiro momento se deu na tarefa de campo aberto onde o animal foi
apresentado ao campo pela primeira vez, livre para explorar, durante 10 minutos. Os
demais momentos analisados, aconteceram durante as tarefas de memoria, mais
precisamente nas sessdes de amostra e teste das tarefas de RON e REA, tendo 5 minutos
de duracao cada. Quando o animal é exposto a um ambiente que ndo esta acostumado, uma
série de comportamentos podem ser observados, dentre eles o rearing (LEVER, 2006),
com objetivo de mapear tal local, sendo indispensavel para o bem estar do animal,
aprendendo sobre o local que se encontra, e deteccdo de possiveis ameagas (ALBERT et

al. 2018).

Figura 3. Comportamento de rearing. A. Rearing apoiado na tarefa de campo aberto,
primeira vez que o animal entra no campo. B. Rearing sem apoio na sessdo de teste da

tarefa REA, ultima vez que o animal entra no campo.
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3.4.3. Tarefa de reconhecimento de objetos novos (RON)

Em 1988, Ennaceur e Delacour, descreveram esse teste pela primeira vez, e até
hoje ¢ amplamente usado para avaliar memoria. Para realizar esta tarefa o animal passou
por quatro sessdes, em um campo circular de acrilico coberto por uma cartolina preta para
eliminar todas as pistas visuais. H4 duas sessdes de habituagdo, (figura 4A e 4B). A
terceira sessdo consiste em apresentar ao animal dois objetos iguais durante 5 minutos, a
fim de que ele explore e se familiarize com os objetos (figura 4C). A quarta ¢ o teste, onde
utilizamos o pardmetro de exploracdo de objetos para avaliar a memoria, sendo assim um
novo objeto toma o lugar de um dos anteriores, durante 5 minutos o rato ¢ livre para
explora-los (figura 4D). Cada sessdo tem um intervalo de 30 minutos. Neste teste a
memoria de reconhecimento ¢ efetiva quando o rato explora mais o objeto novo, isso se da
por uma tendéncia natural de roedores a serem atraidos por essa novidade (ENNACEUR,

2010).

30 min.

HABITUAGAOQ 1 HABITUAGAOD 2 AMOSTRA TESTE

Figura 4. Fluxograma da atividade de reconhecimento de objetos. A. Primeira sessdo,

habituacdo 1. B. Segunda sessao habituagao 2. C. Sessdo de amostra. D. Sessao de teste.

3.4.4. Tarefa de reconhecimento espacial associativo (REA)

No teste REA, o campo de acrilico ndo ¢ mais coberto por cartolina, agora sdo
apresentadas pistas proximais e distais coladas nas paredes do campo e da sala de
comportamento, permitindo assim, que o animal pudesse se localizar espacialmente
(figura 5). Este teste ocorre da seguinte forma: Hé4 duas sessdes de habituacdo,(figura 6A e
6B), posteriormente, a sessdo de amostra contendo dois objetos diferentes (figura 6C) e por

ultimo a sessdo de teste, onde sdo apresentados dois objetos iguais a um dos objetos
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anteriores e nas mesmas posic¢oes (figura 6D). Se houver a memoria espacial associativa, o
animal ird explorar mais o objeto que, apesar de ser familiar, estd localizado no mesmo
local do objeto diferente na sessdo de amostra, isso acontece pois o animal ¢ capaz de

relacionar o objeto e local (EACOTT & NORMAN, 2014; LANGSTON & WOOD, 2010).

B0cm

Figura 5. A. Ilustragdo do campo com pistas proximais. B. Exemplo de pista distal.

Da mesma forma que o teste anterior, as habitagdes duraram 10 minutos cada e a

amostra e teste 5 minutos cada, com intervalo de 30 minutos entre as sessoes (figura 5).

HABITUAGAO 1 HABITUAGAO 2 AMOSTRA TESTE

Figura 6. Fluxograma da Tarefa de Reconhecimento Espacial Associativo. A. Primeira
sessdo, habituacdo 1. B. Segunda sessdo habituacdo 2. C. Sessdo de amostra. D. Sessdo de

teste.
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4. Analise de dados

4.1. Atividade locomotora

Sensores de movimento coletavam a atividade locomotora a cada 5 minutos, de
cada animal, que foi monitorada ao longo do experimento através de actogramas e
periodogramas (periodograma Sokolove-Bushell). Com isso foi possivel observar a
ritmicidade circadiana da atividade locomotora de cada animal por meio do programa El

Temps (AntoniDiez-Noguera, Universitat de Barcelona,http://www.el-temps.com).

4.2. Tarefas comportamentais

Na andlise de campo aberto as variaveis foram: tempo no centro e na periferia,
velocidade e distancia total percorrida dentro do campo.

Para a tarefa de RON, as variaveis dependentes foram, o tempo de exploracao,
frequéncia de exploracdo e laténcia para exploracdo do objeto novo e antigo e para REA o
tempo de exploracdo, frequéncia de exploragdo e laténcia para exploragdo do objeto
deslocado e nao deslocado. Foi considerado exploragdo quando o animal se aproximou do
objeto com focinho, vibrissas ou patas, sendo desconsiderado a a¢ao de usar o objeto como
apoio para exploragdo do ambiente ou quando o animal ficava imdvel em frente ao objeto
(ARAUJO, 2017; CECHELLA et. al., 2014).

Foi utilizado na analise, o tempo de exploragao, frequéncia de exploracao e laténcia
para exploragdo de cada objeto na sessdo de amostra e teste, contabilizada através do
software Ethowatcher. Além disso, foram analisadas as durag¢des na exploragdo de cada
objeto, tanto na amostra como no teste das tarefas RON e REA. Essas duragdes foram
transformadas em taxas de exploracdo, para cada objeto, que variam entre 0 e 1, para
realizar a padronizagdo dos dados. Essa taxa foi calculada da seguinte forma: duragdo de
exploragdo do objeto novo(A) ou objeto antigo (B), dividido pela soma da exploragdo do
objeto novo(A) com a exploragdo do objeto antigo(B), para o teste RON (A ou B/ A+B).
Para REA foi realizado o mesmo célculo (A ou B/ A+B), sendo: duragdo de exploragdo do

objeto deslocado (A) ou objeto ndo deslocado (B), dividido pela soma da exploragdo do
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objeto deslocado (A) com a exploragdo do objeto ndo deslocado (B). Animais que
exploraram somente um objeto ou ndo exploraram nenhum, foram excluidos. Foram
analisados, na tarefa RON e REA, 36 animais: 14 controles, 12 do grupo Infancia D e 10
Adolescéncia D.

Para analise de rearing, ato de explorar o ambiente apoiado nas patas dianteiras,
seja apoiado a parede do campo ou livre de apoio (LEVER, 2006), as variaveis
dependentes foram: total de exploracdo, frequéncia de exploragdo e laténcia para
exploracdo. Essas andlises foram feitas nas tarefas de campo aberto, amostra e teste de

RON e amostra e teste de REA com comparagdes entre grupos em cada momento.
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5. Resultados

5.1. Ritmicidade da atividade locomotora

A analise da ritmicidade da atividade locomotora foi feita através da confecgdo e
examinacdo de actogramas, confeccionados através do programa El Temps, visando
acompanhar efeitos do protocolo de iluminagdo na movimentagao dos animais € possiveis
falhas no sistema e quedas de energia. Para andlise quantitativa de dados da ritmicidade
circadiana da atividade locomotora, foram feitos periodogramas de cada fase (pareamento,
infancia, adolescéncia e vida adulta) para cada animal, sendo possivel a extracdo dos dados
de periodo (T) e o percentual de variancia explicada pelo ritmo (%V), posteriormente
através do software SPSS foi possivel uma andlise descritiva (média e desvio padrao).

Os actogramas foram feitos para cada grupo experimental (Controle, Infancia D e
Adolescéncia D) com todos os dias do experimento, aproximadamente 150 dias. Sendo

escolhidos alguns animais representativos para exibi¢do em cada fase, de forma aleatoria.

5.1.1 Grupo Controle

Comegando com o grupo controle, os animais foram mantidos em T24 (12h
claro/12h escuro) durante todo o experimento, com ritmos de atividade locomotora
sincronizados ao ciclo claro/escuro ambiental, com picos de atividade em 1440 e sendo
visualmente a fase ativa concentrada no escuro, visto que esses animais possuem habitos

noturnos (Fig.7).
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Figura 7. Actogramas e periodogramas dos animais que estavam mantidos em T24 (12h
claro/12h escuro). Fase ativa concentrada no escuro e picos de atividade em 1440. A.

Animal do grupo Controle da etapa 1. B. Animal do grupo Controle da etapa 2.

Na fase de pareamento, os casais que estavam no protocolo T24 e deram origem
aos animais dos grupos controle de Adolescéncia D, tiveram ritmos com picos de 1440 e
percentual de variancia explicada pelo ritmo (%V) com média de 36,04+ 3,20.

Na Infincia os animais que estavam em T24 apresentaram periodo de 1440 com
média de percentual de variancia 19,04 = 5,11 demonstrando estarem sincronizados ao
ciclo claro/escuro de 24h, apesar de ter havido uma diminui¢do da média do percentual de
variancia explicada pelo ritmo em relacdo a fase de pareamento.

Grupo Controle apresentou ritmicidade da atividade locomotora com pico de 1440

e média de %V 22, 26+ 3,74, durante a fase de adolescéncia.
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5.1.2. Grupo Dessincronizados na Infancia (Infancia D)

Os actogramas da fase de pareamento foram confeccionados separadamente, a fim
de registrar a atividade locomotora dos animais genitores antes e durante a gravidez das
ratas fémeas. E possivel observar animais em T22 (11h claro/ 11h escuro) que deram
origem aos animais do grupo Infincia D e animais em T24, que deram origem aos animais

dos grupos Controle e Adolescéncia D (Fig. 8).
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Figura 8. Actogramas e periodogramas dos animais genitores no momento do pareamento
até o dia antes ao nascimento dos filhotes. A. Momento do pareamento de um dos casais

genitores submetidos ao T22 na etapa 1. B. Momento do pareamento de um dos casais

genitores do grupo submetido ao T24 na etapa 2.

Para confeccdo dos periodogramas da fase de pareamento, foi utilizado o primeiro
dia pos-formagdo dos casais genitores, at¢ o dia anterior ao nascimento dos filhotes,

resultando em séries temporais entre 23 e 25 dias. Os casais que estavam sob o protocolo
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T22, apresentaram um ritmo dissociado, ou seja, com um ritmo associado ao claro/escuro
(CE) ambiental e outro associado ao ritmo enddgeno. Ritmo sincronizado ao ciclo CE
1320, com média de percentual de variancia 15,47+4,28 ¢ Ritmo Enddégeno 1468,33
+10,40 min, com média de percentual de variancia 13,42+1,15.

A fase de lactagdo foi considerada do dia seguinte ao nascimento até o dia anterior
ao desmame, resultando em séries temporais de 20 e 21 dias, com a confeccdo dos
actogramas nessa fase especifica, visto que os animais ainda ndo tinham sido
individualizados. Foi analisado o ritmo da mae e os filhotes que estavam na mesma gaiola.
A andlise da atividade locomotora coletada nesta fase para o grupo em T22, apresentou
uma fémea e seus filhotes (etapa 1), com trés componentes ritmicos no periodograma:
ritmo sincronizado ao CE de 1320 com %V 12,19, ritmo de 1440 com % V= 10,34 e ritmo
endogeno com periodo 1450 e %V 10,34. (Fig. 9).

Figura 9. Actogramas e periodogramas dos animais que passaram pelo protocolo de
iluminacdo T22 na fase de infancia, passando para T24 e permanecendo nesse protocolo
até o fim do experimento A. Actograma e periodograma de um animal que passou pelo
T22 na infancia durante a etapa 1. B. Actograma de um animal que passou pelo T22 na

infancia durante a etapa 2.
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5.1.3. Grupo dessincronizado na Adolescéncia (Adolescéncia D)

Os actogramas dos animais na fase de Adolescéncia, mostrando a série temporal de
todo o experimento, com a fase de pareamento e lactagdo de suas respectivas genitoras e
ninhadas as quais pertenciam (Fig. 10A e 10B). Os periodogramas representam a fase
temporal especifica da dessincronizagdo forgada pelo protocolo T22 (Fig. 10C e 10D). E
possivel observar que os animais estavam sincronizados ao claro/escuro ambiental antes de
entrarem no T22, dissociando seus ritmos assim que entraram neste protocolo.
Posteriormente, quando sairam do protocolo T22, voltaram a sincronizar o ritmo ao

protocolo T24, 12h claro/12h escuro.
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Figura 10. Actogramas e periodogramas dos animais que passaram pelo protocolo de
iluminacdo T22 na fase de adolescéncia, passando para T24 e permanecendo nesse
protocolo até o fim do experimento A. Actograma do animal representativo que passou
pelo T22 na adolescéncia durante a etapa 1. C. Periodograma da fase especifica de

dessincronizagdo (Adolescéncia) do animal representativo da etapa 1. B. Actograma do
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animal representativo que passou pelo T22 na adolescéncia durante a etapa 2. D.
Periodograma da fase especifica de dessincronizacdo (Adolescéncia) do animal

representativo da etapa 2.

Essa fase comega a partir do dia do desmame, ou seja, o dia que os animais foram
alocados em gaiolas individuais, com os animais do grupo Infancia D, que antes estavam
em T22, entrando no T24 e os animais que estavam em T24 divididos em grupo controle,
que permaneceu em T24 e grupo Adolescéncia D, entrando em T22. Os animais do grupos
Adolescéncia D apresentaram a dissociagao do ritmo de atividade locomotora com um dos
componentes sincronizado ao ao T22, que apresentou periodo 1320 e média %V 6,68+
1,75, enquanto para o ritmo endégeno obteve como média de Periodo 1484,5 + 15,53, com

média no %V 5,17 £0,96.

5.1.4. Fase adulta

Essa fase corresponde a aproximadamente o dia 63 apds o nascimento, até o fim do
experimento, com os animais de todos os grupos sincronizados ao ciclo claro/escuro
12h/12h. As séries temporais nessa fase possuem de 59 a 76 dias. Os actogramas
representativos mostram a série temporal de todo o experimento, com a fase de
pareamento e lactacdo de suas respectivas genitoras e ninhadas as quais pertenciam (Fig.
11 A, B e C). Os periodogramas representam a fase temporal especifica da vida adulta
onde todos os animais dos grupos experimentais foram ressincronizados ao ciclo
claro/escuro de 24h (Fig. 11 D, E e F). Em relacdo a variavel percentual de variancia
explicada pelo ritmo, foi possivel fazer a comparagdo entre grupos ja que estes se
encontravam todos sincronizados ao mesmo ciclo ambiental. Foi encontrada diferenca
entre os grupos [F(2,33)= 4,711, p=0,016], apds a realiza¢ao do post-hoc para comparacao
entre pares, com correcdo de Bonferroni, as diferencas foram sinalizadas entre o grupo
Infancia D (média= 30,16) e o Grupo Controle (média= 36,34) (p= 0,046) e também entre
o grupo Infancia D (média= 30,16) e Adolescéncia (média = 37,38) (p= 0,029),
demonstrando que o grupo Infancia D apresentou uma menor estabilidade no ritmo em

relagdo aos outros dois grupos.
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Figura 11. Actogramas e periodogramas dos animais que passaram pelo protocolo de
iluminacdo T22 na fase de adolescéncia, passando para T24 e permanecendo nesse

protocolo até o fim do experimento A, B e C. Actogramas dos animais representativos que
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foram ressincronizados ao T24 na fase adulta. D, E e F. Periodogramas da fase de vida
adulta dos trés animais representativos mostrando o ritmo endoégeno ressincronizado ao

claro/escuro de 24h.

5.2. Campo aberto

Utilizando uma Anova de uma via, foi encontrado que o Tempo que os animais
passaram no Centro do Campo nado apresentou diferenca entre os trés grupos [F(2,33)=
0,401, p=0,673]. De mesmo modo, a andlise de Kruskal-Wallis de Amostras
Independentes, nos mostra que também ndo houve diferencas estatisticamente
significativas para as variaveis Tempo na Periferia H(2)= 1,602, p=0,449; Distancia Total

Percorrida H(2)= 1,648, p=0,439; e Velocidade Média H(2)= 1,437, p=0,487.
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Figura 12. Graficos com as médias dos dados das variaveis da atividade locomotora
durante a tarefa de campo aberto para os grupos Controle, Infancia D e Adolescéncia D: A.
Meédia (em segundos) do tempo que os animais passaram no centro do aparato B. Média
(em segundos) do tempo em que os animais estiveram na periferia do aparato C.
Velocidade média (pixels/segundos) dos animais de cada grupo durante a tarefa D. Média

da distancia total percorrida (pixels) pelos animais de cada um dos grupos.

5.3. Rearing

5.3.1 Rearing na Tarefa de campo aberto

Foi realizado o teste de Kruskal-Wallis de Amostras Independentes a fim de
comparar as variaveis duracdo de exploracao e frequéncia para o Rearing apoiado e sem
apoio entre os dos grupos. Para as variaveis total de duragdo apoiado H(2)= 0,842, p=0,656
e frequéncia do rearing apoiado H(2)= 1,921, p=0,383, ndo havendo diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. Em relagdo ao Rearing sem apoio foi
encontrada uma tendéncia para diferencas significativas entre os grupos, tanto para a
variavel duragao H(2)=5,309, p=0,07, quanto para a variavel frequéncia H(2)= 5,789,
p=0,055. Nesse sentido o grupo Controle apresentou maior duragdo (Mdn= 32,70) e
frequéncia (Mdn= 21) do rearing sem apoio, seguido pelo grupo Adolescéncia D com
duracdo (Mdn= 13,73) e frequéncia (Mdn= 20), enquanto os menores valores de duracao
(Mdn= 11,66) e frequéncia (Mdn= 9,5) foram apresentados pelo grupo Infancia D (Fig.
13).
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Figura 13. A. Média da duracdo em segundos do rearing apoiado na tarefa de Campo

aberto B. Média da frequéncia de rearing apoiado C. Média da duragdo em segundos do

rearing sem apoio D. Média da frequéncia do rearing sem apoio Controle, AD e ID.

5.3.2. Rearing Amostra RON

Na sessao de amostra da tarefa de reconhecimento de objetos novos foi

realizado o teste de Kruskal-Wallis de Amostras Independentes a fim de comparar as

variaveis duracdo, frequéncia e laténcia para o Rearing apoiado e sem apoio entre os

grupos. Na variavel duracao do rearing apoiado, ndo houve diferenga significativa entre

grupos (H(2) 1,523 p=0,467) (Fig.14A). Ja na varidvel dura¢do do rearing sem apoio ¢
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possivel observar diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Adolescéncia D
(Md=2,75) e controle (Md=4,55) com p=0,044 (Fig.14D).

Para varidvel Frequéncia de rearing apoiado ndo foi apresentado valor
estatisticamente significativo entre os grupos H(2)=2,758 p=0,252 (Fig.14B). Na
frequéncia de exploragdo de rearing sem apoio ndo ¢ possivel observar diferencas
significativas entre os grupos com H(2)=3,485 p=0,175 (Fig.14E).

Em laténcia de rearing apoiado ndo houve diferenca estatisticamente significativa
H(2)=1,363 P=0,506 (Fig.14C). Entretanto, a respeito da laténcia de rearing sem apoio o
grupo Adolescéncia D (Md= 28,88), realizou o rearing mais rapidamente do que os demais
grupos: Infancia D (122,63) e grupo controle (Md= 99,90). Sendo encontrado um valor
estatisticamente significativo, tanto entre o grupo Adolescéncia D e Infancia D (p=0,033),

como entre os grupos Adolescéncia e controle (p= 0,014) (Fig.14F).
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Figura 14. Média das variaveis de rearing na amostra da tarefa de reconhecimento de

objetos novos. A. Duragdo de rearing apoiado. B. Frequéncia de rearing apoiado. C.
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Laténcia rearing apoiado. D. Duracdo de rearing sem apoio. E. Frequéncia de rearing sem

apoio. F. Laténcia rearing sem apoio.

5.3.3. Rearing Teste RON

Na sessdo de teste da tarefa de reconhecimento de objetos novos foi realizado o
teste de Kruskal-Wallis de Amostras Independentes a fim de comparar as variaveis
duracdo, frequéncia e laténcia para o Rearing apoiado e sem apoio entre os grupos. Na
variavel duracdo do rearing apoiado ndo houve diferenga significativa entre grupos (H(2)
1,360 p=0,507) (Fig.15A). Da mesma forma, na variavel duragao de exploragao do rearing
sem apoio ndo houve diferencas significativas H(2)=1,406 p=0,495 (Fig.15D).

Para a varidvel frequéncia de explora¢do apoiado, ndo obtivemos diferencgas
significativas entre os grupos (H(2)=0,840 p=0,657) (Fig.15B). Na variavel frequéncia de
exploracdo sem apoio ndo houveram valores estatisticamente significativos H(2)= 0,654
p=0,721 (Fig.15E).

Na laténcia de rearing apoiado os grupos nao obtiveram diferencas significativas
entre eles H(2)=3,281 P=0,194 (Fig.15D). E na laténcia de rearing sem apoio 0s grupos
nao divergiram significativamente entre si, H(2)=0,789 p=0,674 (Fig.15F).
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Figura 15. Média das varidveis de rearing no teste da tarefa de reconhecimento de objetos

novos. A. Duragdo de rearing apoiado. B. Frequéncia de rearing apoiado. C. Latencia

rearing apoiado. D. Duragdo de rearing sem apoio. E. Frequéncia de rearing sem apoio. F.

Laténcia rearing sem apoio.

5.3.4. Rearing Amostra REA

Para andlises de rearing na amostra da tarefa de reconhecimento espacial

associativo ndo encontramos diferencas estatisticamente significativas para nenhuma

variavel (duragdo, frequéncia e laténcia) em nenhuma das situacdes (apoiado e sem apoio).

Na varidvel duracdo do rearing apoiado foi feito um teste ANOVA, que mostrou

nao haver diferenca significativa entre grupos [F(2)=0,081 p=0,922] (Fig. 16A). Ja na
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variavel total de exploracdo do rearing sem apoio pelo teste Kruskal-Wallis de Amostras
Independente ndo ¢ possivel observar diferencas estatisticamente significativas
H(2)=3,091 p=0,213 (Fig.16D).

Para varidvel Frequéncia de exploragao de rearing apoiado, foi feita uma ANOVA e
ndo foi apresentando valor estatisticamente significativo entre os grupos [F(2)=0,017
p=0,983] (Fig. 16B). Na frequéncia de exploracdo de rearing sem apoio ndo € possivel
observar diferengas significativas no teste Kruskal-Wallis de Amostras Independente entre
os grupos com H(2)=5,173 p=0,0,075 (Fig.16E).

Em laténcia de rearing apoiado o teste Kruskal-Wallis de Amostras Independente
mostra que nao houve diferenca estatisticamente significativa H(2)=4,525 p=0,104
(Fig.16C). Na laténcia sem apoio ndo ¢ possivel observar uma diferenca significativa

(H(2)=4,118 p=0,128) entre os grupos (Fig.16F).
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Figura 16. Média das varidveis de rearing na amostra da tarefa de reconhecimento

espacial associativo. A. Duracdo de rearing apoiado. B. Frequéncia de rearing apoiado. C.
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Latencia rearing apoiado. D. Duracdo de rearing sem apoio. E. Frequéncia de rearing sem

apoio. F. Latencia rearing sem apoio.

5.3.5. Rearing Teste REA

Na variavel duracao de exploracdo do rearing apoiado foi feito um teste teste
Kruskal-Wallis de Amostras Independente, ndo havendo diferencas estatisticamente
significativas com H(2)=1,039 p=0,595 (Fig. 17A). Ja na variavel durag¢ao de exploracao
do rearing sem apoio os resultados ndo apresentaram diferencas significativas H(2)=0,328
p=0,849 (Fig. 17D).

Para variavel Frequéncia de exploragdo de rearing apoiado, foi feita uma ANOVA e
ndo foi apresentando valor estatisticamente significativo entre os grupos [F(2)=0,077
p=0,926] (Fig. 17B). Na frequéncia de exploracdo de rearing sem apoio ndo ¢ possivel
observar diferengas significativas entre os grupos com H(2)=0,701 p=0,704 (Fig. 17E).

Em laténcia de rearing apoiado o teste Kruskal-Wallis de Amostras Independente
mostra que ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa H(2)=1,220 p=0,543
(Fig. 17C). Na laténcia sem apoio foi realizado uma ANOVA e nao ¢ possivel observar

uma diferenca significativa [F(2)=0,85 p=0,919] entre os grupos (Fig. 17F).
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Figura 17. Média das variaveis de rearing no teste da tarefa de reconhecimento espacial
associativo. A. Duragdo de rearing apoiado. B. Frequéncia de rearing apoiado. C. Laténcia
rearing apoiado. D. Duracdo de rearing sem apoio. E. Frequéncia de rearing sem apoio. F.

Laténcia rearing sem apoio.

5.4. Tarefa de reconhecimento de objetos novos

5.4.1. Amostra

Na sessdo de amostra foi realizado um teste de ANOVA de uma via para amostras
independentes, onde podemos observar ndo haver diferencas significativas para a variavel
total de exploragao [F(2,33): 0,732; p = 0,488] (Fig .18A). No entanto, para a frequéncia

de exploracao ¢é possivel perceber uma tendéncia de diferenga entre grupos, mas sem um
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valor significativo [F(2,33): 3,261; p= 0,051] (Fig .18B). E na variavel laténcia para
exploracdo foi realizado um teste Kruskal-Wallis de Amostras Independentes, que mostrou

ndo haver diferencas significativas entre grupos H(2)= 0,259, p= 0,879 (Fig .18C).
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Figura 18. Médias das varidveis analisadas na sessdo de amostra da Tarefa de
reconhecimento de objetos novos. A. Média em segundos da duracao de exploracdo dos
objetos. B. Média da soma da frequéncia de exploracdo dos objetos. C. Laténcia para a

exploracdo do primeiro objeto em segundos.

Para a taxa de exploragdo entre objetos na sessdo de amostra, foi calculado um teste
t pareado para cada um dos grupos. Sendo objeto A, objeto que foi substituido na sessao de
teste, objeto B que permaneceu na sessao de teste.

Como resultados para o grupo controle, obtivemos que a taxa de exploragdo do

objeto B (média= 0,55) foi maior do que a do objeto A (média= 0,45) , no entanto, esse
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valor ndo foi estatisticamente significativo t(13)=-1,754 p=0,103, d=-0,41, r=-0,9. Para o
grupo Infancia D a taxa de exploragdo do objeto A (média= 0,54) foi maior em relacdo ao
objeto B (média= 0,46), no entanto essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa
t(11)=1,090 p=0,299, d= 0,61, = 0,29. E para o grupo Adolescéncia D a taxa de
exploracdo do objeto B (média= 0,49) foi menor em relagao ao objeto A (média= 0,51), no
entanto, essa diferenga ndo foi significativa t(9)= 0,279; p=0,787, d= 0,14 r=0,071. Esses

resultados podem ser observados na figura 19.
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Figura 19. Taxas de exploracdo entre objeto A (objeto que foi substituido na sessao de
teste) e objeto B (objeto que permaneceu na sessdo de teste), para os trés grupos: grupo
controle, Infancia D e Adolescéncia D, na amostra da Tarefa de reconhecimento de objetos

novos.
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5.4.2. Teste

Na sessdao de teste, foi realizado um teste de Anova de uma via e ndao foram
identificadas diferengas significativas no total de exploragdao F(2,33): 1,410; p = 0,258 ¢
frequéncia de exploracao [F(2,33): 1,934; p = 1,161] entre os grupos. O Teste de
Kruskal-Wallis de Amostras Independentes também ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa para a varidvel laténcia de exploracdao H(2) = 0,849, p= 0,654

(Figura 20).
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Figura 20. Médias das variaveis analisadas na sessdo de teste da Tarefa de reconhecimento
de objetos novos. A. Média em segundos da duracdo de exploragdo dos objetos. B. Média
da soma da frequéncia de exploracdo dos objetos. C. Laténcia para a exploracdo do

primeiro objeto em segundos.
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A fim de verificar se havia diferencas entre as taxas de exploragao para o objeto
novo ¢ objeto familiar, foi realizado um teste t pareado para cada grupo. Para o grupo
controle, ¢ possivel observar que o objeto novo (média= 0,60 ) foi mais explorado do que o
objeto familiar (média= 0,40), apresentando diferencas significativas t(13)= 2,450,
p=0,029, d= 1,33, r= 0,55. Para o grupo Infincia D ndo foi encontrado uma diferenga
estatisticamente significativa t(11)= 1,246 p= 0,239, d=0,76, r= 0,36, mas a taxa de
exploracdo do objeto novo (média= 0,56) foi maior do que a taxa de exploragdo do objeto
familiar (média = 0,44). O grupo Adolescéncia D também mostrou uma diferenga
significativa para a taxa de exploragao t(9)= 2,945 p=0,016, d=1.81, r=0,67 tendo o objeto
novo (média= 0,60) uma maior taxa de exploragdo em relacdo ao objeto familiar (média=

0,40)(Figura.21).
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Figura 21. Taxas de exploracdo entre objeto novo e objeto familiar, para os trés grupos na

sessdo de teste da Tarefa de reconhecimento de objetos novos.
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5.5. Tarefa de reconhecimento espacial associativo

5.5.1. Amostra

Na analise de REA, foi feito uma ANOVA de uma via para amostras
independentes, que mostrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa para a
variavel soma da frequéncia de exploracdo [F(2,29): 1,644; p= 0,207] e nem para a
variavel Laténcia de exploragdo do primeiro objeto [F(2,29): 1,515; p= 0,237]. A variavel
total de exploracdo dos objetos foi avaliada por meio do teste de Kruskal-Wallis de
amostras independentes, conforme os resultados ndo houve diferenca estatisticamente
significativa para esta variavel H(2)= 1,663, p= 0,435, conforme mostra graficos da Figura

22.
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Figura 22. Médias das variaveis analisadas na sessdao de amostra da Tarefa de

reconhecimento espacial associativo. A. Média em segundos da duracao de exploracdo dos
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objetos. B. Média da soma da frequéncia de exploracdo dos objetos. C. Laténcia para a

exploragdo do primeiro objeto em segundos.

Foi calculado um teste t pareado, para cada um dos grupos, comparando a variavel
taxa de exploracdes entre o objeto A, objeto que foi substituido na sessao de teste, e objeto
B, que permaneceu na sessdo de teste. A taxa de exploragdo do objeto A (média= 0,52) foi
maior do que a do objeto B (média= 0,48), no grupo controle, porém ndo foi encontrado
diferenca estatisticamente significativa t(11)= 0,623 p=0,546, d= 0,36, r= 0,17. No grupo
Infancia D, do mesmo modo, a taxa exploragdo do objeto A (média= 0,53) foi maior em
relacdo a do objeto B (média= 0,46), no entanto essa diferenga ndo foi significativa t(9)=
0,957 p=0,363, d= 0,58, r= 0,28. Para o grupo Adolescéncia D a taxa de exploragdo do
objeto A (média= 0,47) foi menor do que a do objeto B (média= 0,53), contudo, essa
diferenca nao foi significativa t(9)=- 0,561 p=0,588, d=-0,35, r=-0,17 (Figura. 23).
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Figura 23. Taxas de exploragdo entre objeto A (objeto que foi substituido na sessdo de
teste) e objeto B (objeto que permaneceu na sessao de teste), para os trés grupos: grupo

controle, Infancia D e Adolescéncia D, na Tarefa de reconhecimento de objetos novos.

5.5.2. Teste

Para as varidveis exploracdo total, frequéncia de exploracdo e laténcia de
exploragdo, foi calculado um teste de Kruskal Wallis de Amostras Independentes com os
valores: H (2)= 1,279, p= 0,527; H(Q2)= 2,894, p= 0,235 ¢ H (2)=0,113, p=0,945,
respectivamente, ndo foram identificadas diferencas estatisticamente significativas como

mostra a Figura 24.
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Figura 24. Médias das variaveis analisadas na sessdo de teste da Tarefa de reconhecimento
espacial associativo. A. Média em segundos da duragdo de exploracdo dos objetos. B.
Média da soma da frequéncia de exploragdo dos objetos. C. Laténcia para a exploragdo do

primeiro objeto em segundos.

Um teste t pareado foi realizado para cada um dos grupos com o objetivo de
verificar se existiam diferengas entre as taxas de exploragcdo para o objeto substituido na
sessdo de teste (objeto deslocado) e objeto ndo substituido (objeto ndo deslocado). No
grupo controle ¢ possivel observar que objeto deslocado(média= 0,59) foi mais explorado
do que o objeto ndo deslocado (média= 0,41), apresentando diferenca estatisticamente
significativa t(11)= 2,738, p=0,019, d=1,64, r=0,63. Para o grupo Infancia D a taxa de
exploracdo do objeto deslocado (média= 0,55) foi maior em relagao a taxa de exploragao
do objeto ndo deslocado (média= 0,45), porém esta diferenca ndo foi estatisticamente

significativa t(9)= 1,417 p= 0,190, d=0,91, r=0,41. O grupo O grupo Adolescéncia D uma
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maior taxa na exploracdo no objeto deslocado (média= 0,53) foi observado em relagdo ao

objeto ndo deslocado (média= 0,47) ndo apresentando diferenca significativa para a taxa

de exploragao t(9)= 0,675, p=0,517, d=0,46, r=0,22. (Figura. 25)
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Figura 25. Taxas de exploracdo entre objeto deslocado e objeto nao deslocado, para os trés

grupos na sessdo de teste da Tarefa de reconhecimento espacial associativo.
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6. Discussao

O desenvolvimento e formagdo de ritmos diarios que correlacionem diversos
processos, como temperatura, pressao sanguinea, liberacdo de hormonios e atividade
locomotora, sdo indispensaveis para o sucesso de um organismo no meio em que habita
(FORTES, 2010). Sabendo disso, e que a dessincronizagdo circadiana ¢ capaz de alterar
alguns comportamentos fisioldgicos, causando prejuizos importantes sobre memoria,
metabolismo e transtornos de humor (OLIVEIRA et al. 2020; VADNIE & MCCLUNG,
2017; KIRSHNAN & LYONS 2015; RUBY et. al., 2013 ), o presente estudo objetivou-se
avaliar o desempenho de ratos Wistar adultos que foram submetidos a dessincronizacao
forcada durante algumas fases de sua ontogénese (Infancia e Adolescéncia) sobre tarefas
de memoria e comportamento tipo ansioso.

Levando em consideragdo que o ritmo circadiano fetal ¢ arrastado por sinais vindos
de sua genitora (SERON-FERRE et al. 2012), o grupo Infincia D foi submetido ao
protocolo de iluminacdo T22 logo na fase de pareamento, sendo a fase de infancia
constituida de pareamento e lactacdo. Na fase de pareamento os animais expostos a
dessincronizagdo for¢ada por meio do protocolo luminoso T22, exibiram dois
componentes ritmicos, um sincronizado ao ciclo claro/escuro ambiental de 1320, e um
componente em livre curso com periodo 1468,33 +10,40 min. Nessa fase dois animais
adultos (genitores) estavam presentes na gaiola, estudos como o de De la Iglesia e
colaboradores (2004), corroboram nossos achados mostrando haver a dissociacdo dos
componentes ritmicos em ratos, quando expostos ao protocolo de 22 horas.

Em estudos anteriores foi observado que os ritmos de embrides € neonatos de ratos
wistars possuem sincronia com os das genitoras, que por sua vez ¢ arrastado ao ciclo
claro-escuro ambiental (Bellavia et al., 2006). Estudos com outros roedores, como
hamsters, corroboram esse achado (DAVIS & GORSKI 1988). Por essa razdo a fémea
genitora do grupo Infancia D foi submetida ao protocolo T22 logo no pareamento, para
que a gravidez, gestacdo e nascimento ocorresse neste protocolo de iluminagdo garantindo
a consequente dessincronizagdo dos filhotes. Na lactagdo, somente as fémeas genitoras
estavam presentes na gaiola junto a ninhada, sendo assim, a ritmicidade nos apresenta a
atividade conjunta de todos os animais presentes na gaiola. Nesse momento, o percentual

de variancia foi menor em relacdo ao pareamento e uma das fémeas junto a ninhada, além
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de apresentar os dois componentes caracteristicos na dessincronizacdo forgada, mostrou
haver um ritmo em livre curso. Essa presenga de trés ritmos de atividade pode ter se dado
devido a presenca de genitora e¢ toda sua ninhada na mesma gaiola. Westerga &
Gramsbergen (1990), detectou em linhagens de ratos Hooded Lister, que o caminhar
horizontal, sem a barriga apoiado no chdo, comeca a ocorrer no décimo primeiro dia pds
natal, periodo esse que os animais da ninhada estavam na fase de lactacdo, fazendo com
que a movimentacdo fosse captada pelo sensor causando o padrdo dissociativo incomum e
o percentual de variancia menor na lactagao.

No grupo denominado Adolescéncia D, animais que passaram a infancia sobre
ciclo de 24h (12h claro/12h escuro) foram submetidos ao ciclo claro/escuro de 22h, tendo
sido encontrado o padrao classico de dissociacdo, com animais apresentando dois ritmos
bem definidos. Albert et al., (2013) nos diz que, quando ratos adolescentes sdo expostos a
mudangas cronicas de fase, passam a apresentar apenas um ritmo estavel de
atividade/repouso, sincronizado ao claro/escuro ambiental. Segundo os autores, isso se da
devido a plasticidade do sistema de temporizagdo de ratos jovens, capaz de ser arrastado ao
ciclo ambiental com maior facilidade do que individuos adultos. O presente estudo nos
mostra algo contrario a isso, com animais adolescentes apresentando dois picos de
atividade, ou seja, mesmo que a plasticidade do sistema de temporizacao circadiano seja
alta em animais jovens, o protocolo T22 tem capacidade de promover dissociacdo do
nucleo supraquiasmatico, resultado ja observado nos trabalhos de Pereira (2017) e Araujo
(2017).

Ja no grupo controle, foi analisada toda a série temporal, sendo possivel observar se
estes animais permaneceram durante todo o experimento sincronizados ao ciclo
claro/escuro ambiental. No que diz respeito a ritmicidade circadiana da atividade
locomotora ¢ possivel observar que animais expostos a um ciclo de 24h (grupo controle)
exibem um pico, em seus periodogramas, de 1440. O mesmo pode ser observado em
estudos anteriores onde animais em um ciclo claro/escuro de 24h exibem ritmos
circadianos de atividade locomotora sincronizados ao claro escuro ambiental, exibindo
periodos de 1440 (TUREK, 1994; STEPHAN et al. 1979).

Na fase de vida adulta, onde todos os animais foram submetidos ao T24,
encontramos diferencas significativas entre o grupo Infincia D e os demais grupos

(Adolescéncia D e Controle), indicando menor estabilidade de ritmos em animais adultos
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que passaram a infancia em T22. Em experimento semelhante, Anglés-Pujolras et al
(2007), avaliaram o grau de dissociagao de animais nascidos e mantidos em T22 e animais
nascidos em T24 e transferidos para T22 apds desmame, descobriram que, animais
nascidos em T22 apresentavam ritmos enddgenos mais curtos do que o grupo nascido em
T24, resultados semelhantes aos encontrados nesta pesquisa.

Sobre o teste de campo aberto, ndo foi possivel observar diferencas significativas
em nenhuma das varidveis analisadas (Tempo que os animais passaram no Centro e na
periferia do Campo, distancia total percorrida e velocidade média). Do mesmo modo,
Bem-Hamo et al (2016) ndo encontrou diferencas significativas entre os grupos, controle e
submetido ao ciclo claro/escuro de 22 horas, que passaram pelo teste de campo aberto.
Esses resultados podem ser explicados pelo impulso inato dos ratos a explorar ambientes
novos, sendo indispensavel para mapeamento do local e otimizacdo da seguranga
(WHISHAW, 1., GHARBAWIE, O., CLARK, B., & LEHMANN, H. 2006; O’KEEFE, J.,
NADEL, L., & WILLNER, J. 1979).

Além das varidveis citadas no paragrafo anterior, fizemos uma andlise de rearing
tanto na tarefa de campo aberto como nos testes e amostras das tarefas de reconhecimento
de objetos novos e reconhecimento espacial associativo, visando ter uma visdo em
progressao desse comportamento que pode ser indicativo de um comportamento tipo
ansioso (LEVER, BURTON & O’KEEFE 2006). Na tarefa de campo aberto os animais
ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre as varidveis: duragdo e
frequéncia, isso pode ser explicado por ser a primeira vez dos animais no campo, tendo os
roedores uma tendéncia a explorar mais ambientes novos (GOES et al. 2013). Na amostra
de RON, os animais do grupo Adolescéncia D tiveram os menores valores na variavel
duracdo em rearing sem apoio sendo estatisticamente significativos em comparagdo com
grupo Controle. Estes animais, ainda, apresentaram em comparacdo aos demais grupos
valores estatisticamente significativos, na variavel laténcia. Com o grupo Adolescencia D
sendo o ultimo a passar pelo protocolo T22, ¢ possivel que a situagdo de estresse causada
pelo protocolo luminoso tenha persistido até a vida adulta e causado os resultados
encontrados ou o protocolo de iluminagdo, nesta fase, conferiu um estado de baixa
motivagdo para estes animais. McCormick & Green (2013), relatou que animais expostos a
estresse cronico durante a fase de adolescéncia obtém ansiedade aumentada quando

testados na vida adulta. Sturman et al. (2018), mediu o rearing apoiado e sem apoio de
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camundongos, machos e fémeas, na tarefa de campo aberto mostrou que o rearing,
principalmente sem apoio, € sensivel a situagdo de estresse. Esse mesmo estudo afirma que
testes repetidos e procedimentos de manuseio podem levar a mudangas nos parametros
alcangados (STURMAN et al. 2017), isso explicaria o fato de ndo haver diferencas
significativas para as demais variaveis no teste de RON, nem na amostra e teste de REA,
onde nao encontramos diferencas estatisticamente significativas.

Em relacdo as tarefas de memoria RON (reconhecimento de objetos novos) e REA
(reconhecimento espacial associativo), testamos nas sessoes de amostra e teste as variaveis
frequéncia de exploragdo, laténcia para a exploracdo do primeiro objeto e total de
exploragdo entre os grupos. Assim, com a preferéncia por um objeto (objeto A ou objeto
B) nas sessdes de amostra das duas tarefas, foi testada. Nao obtivemos valores
estatisticamente significativos nas varidveis acima, ou seja: 0os grupos ndo exploraram um
objeto mais do que o outro nas sessoes de amostra, nenhum dos grupos tinha falta de
motivagdo para exploragdo e nenhum animal possuia dificuldade de locomogao.

Na tarefa de reconhecimento de objetos novos, o grupo Infancia D mostrou
prejuizo no desempenho, ndo conseguindo discriminar objeto novo de familiar, enquanto o
grupo controle e Adolescéncia D tiveram resultado estatisticamente significativo para
discriminacao entre os objetos. Reger et al. (2009) estudou a memoria de reconhecimento
de ratos Sprague-Dawley machos em varias idades, desde o desmame até a idade adulta, os
resultados mostram que os animais mais velhos possuem uma memoria a longo prazo,
enquanto que os desmamados exibem reconhecimento até 1 hora apds o teste, mostrando
que a memoria para reconhecimento tem desenvolvimento tardio. O autor sugere que essas
diferengas podem estar associadas ao Lobo Temporal Medial (complexo
hipocampal/dentado, cortices perirrinal e entorrinal e giro para-hipocampal) que passa por
periodos de desenvolvimento apds o nascimento. Alids o cortex perirrinal estd mais
envolvido com a memoria de reconhecimento de objetos do que o hipocampo, sendo este
ultimo importante para a memoria de percep¢ao para lugares e caminhos e, portanto,
envolvido diretamente em tarefas de reconhecimento espacial como ¢ o caso da REA
(MURRAY, BUSSEY & SAKSIDA, 2007; BARKER &WARBURTON, 2011).

Como resultado do REA, o grupo controle foi o unico capaz de discriminar o
objeto deslocado do ndo deslocado, havendo prejuizo de memoria espacial associativa nos

demais grupos experimentais submetidos ao protocolo T22. Um estudo com humanos
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adultos jovens usando tarefa de reconhecimento associativo detectou, através de
ressonancia magnética funcional, que o hipocampo e parahipocampo podem estar
envolvidos em informagdes associativas usadas para discriminar itens com base no lugar
de ocorréncia anterior (DUZEL et. al., 2003). Em revisdo, Aggleton & Nelson (2020),
mostram que a tarefa de reconhecimento espacial associativo possui uma circuitaria
complexa envolvendo importantes éareas como hipocampo, cortex perirrinal, cortex
entorrinal lateral, nicleos taldmicos anteriores, os corpos mamilares, cortex retroesplenial,
nicleo reuniens e coértex pré-frontal medial. Com isso, estudos revelam que a
dessincronizagdo afeta a memoria e aprendizado, causando diminui¢do acentuada da
proliferagdo e neurogénese das células hipocampais (GIBSON et al., 2010). Em um
experimento utilizando ratos machos Sprague Dawley adultos jovens, avangos cronicos de
fase semanais de 6 horas, provocaram prejuizos na memoria de reconhecimento, nio
apresentando preferéncia entre os objetos na sessdao de teste, indicando avangos cronicos
de fase como prejudiciais a consolidagdo da memoria. Além disso, também foi observado
diminuic¢do nos niveis de neurogénese hipocampal desses animais (HORSEY, 2020).
Testes de ratos Wistar adultos submetidos ao protocolo T22 evidenciam que ndo ha
prejuizo na memoria de reconhecimento de objetos para estes animais, no entanto os
sujeitos tiveram prejuizos no teste de esquiva passiva, indicando que a dessincronizacao
pode ocasionar prejuizos na memoria do tipo emocional, porém pode ndo prejudicar a
memoria de conteudo ndo emocional em animais adultos (NETO, 2008). Por outro lado,
ratos Wistar adolescentes submetidos ao protocolo T22, no entanto, apresentaram déficits
no desempenho da tarefa de reconhecimento de objetos e reconhecimento espacial
associativo (ARAUJO 2017), porém nio apresentaram déficits na realizacio da tarefa de
esquiva passiva. Esses resultados nos mostram que diferentes estruturas cerebrais estdo
envolvidas nos diferentes tipos de memoria, com o reconhecimento espacial associativo
com um circuito neural mais complexo, tendo assim, uma maturagdo mais tardia que o
reconhecimento de objetos novos, por exemplo, visto que esta ultima tarefa envolve menos
estruturas cerebrais. Isto ¢, quanto mais complexa a circuitaria para um determinado tipo
de memoria, mais tempo de maturacao ¢ necessario.
Tais resultados mostram que, interrup¢des no funcionamento ou desregulagdo do
ritmo circadiano, que tem extrema importancia na aquisi¢ao de aprendizado, recuperagdo e

formacdo de memoria (KRISHNAM & LYONS, 2015), podem causar algum tipo de
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prejuizo dependendo da fase de dessincronizagdo do animal, do teste de memoria avaliado
e da fase de vida em que este foi testado, podendo ter prejuizos em estruturas que podem
possuir sistemas compensatorios ou podem ser danificadas permanentemente, estudos

sobre mecanismos subjacentes sao necessarios e estdo em curso.
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7. Conclusao

Com isso, concluimos que o protocolo de dessincronizagdo forcada T22, induz a
dessincronizacao do ritmo de atividade locomotora que passa a exibir dois ritmos, sendo
associado ao desacoplamento das duas por¢des do nucleo supraquiasmatico. Foi possivel
observar que ratos que passam pelo protocolo, tanto na fase de infancia quanto na de
adolescéncia, apresentam ritmo de atividade locomotora dissociada, havendo
ressincronizacdo quando expostos ao protocolo de iluminagido T24.

Também ¢ possivel concluir que animais expostos ao protocolo de iluminagao T22
obtém prejuizo na memoria espacial associativa dentro dos grupos experimentais, mas na
memoria de reconhecimento de objetos novos s6 o grupo que foi exposto ao protocolo de
dessincroniza¢ao na infancia, obteve prejuizo quando testados na fase adulta, indicando
que os circuitos cerebrais para tais memorias sdo diferentes podendo haver algum sistema
compensatorios para memoria RON na fase de adolescéncia. O prejuizo gerado no teste
REA afetou tanto o grupo exposto na infancia, como o grupo exposto na adolescéncia,
podendo ser relacionado a danos no desenvolvimento de algumas estruturas durante essas
fases que perduram até a fase adulta, onde ocorreram os testes.

Esse estudo nos mostra que a dessincronizagao circadiana pode causar danos em
diferentes tipos de memoria, e que estes impactos podem perdurar até a idade adulta. Em
uma perspectiva translacional, estudos como esse nos fazem refletir sobre os impactos que
a exposi¢do irregular a luz em criangas e jovens, como por exemplo através do uso
excessivo de produtos eletronicos, pode causar a longo prazo. Isso nos mostra a
importancia de utilizar modelos animais como forma inicial para estudos com humanos,
para desvendar circuitos e desenvolver estratégias terapéuticas.

Concluimos que ¢ estritamente importante o estudo dessa area, sendo necessarias
mais pesquisas que utilizem mais testes comportamentais e que investiguem os distirbios
que a dissociagdo pelo protocolo de iluminagdo pode causar, tanto em outros tipos de

memoria, quanto em outros processos cognitivos.
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9.2. Griaficos - Adolescéncia
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9.3. Graficos - Fase Adulta
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9.4. Certificado CEUA

Universidade Comissdo de Etica no
Federal da Uso de Animais

Reftoria

Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da dessincronizacao interna na memdria, ansiedade e depressao de ratos Wistar ao
longo da ontogénese", protocolada sob o CEUA n?® 5688110518 ¢o 000297), S0b a responsabilidade de Adriana Maria Fernandes de
Oliveira Golzio e equipe; Crhistiane Andressa da Silva; Karen Cristina Pugliane - que envolve a produgao, manutencac e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
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We certify that the proposal "Effects of internal desynchronization on memory, anxiety and depression of Wistar rats along
ontogenesis”, utilizing 12 Heterogenics rats (12 males), protocol number CEUA 5688110518 (1o cooz97), under the responsibility of
Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio and team; Crhistiane Andressa da Silva; Karen Cristina Pugliane - which involves
the production, maintenance and/or use of animals belenging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata {except human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 6899 of july 15,
2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved
by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paralba (CEUA/UFPB) in the meeting of 07/17/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 08/2018 a 07/2019 Area: Psicologia
Origem: Unidade de Producao Animal - IPeFarM

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 3 a4 meses N: 12
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 300a3504q

Local do experimento: Laboratério de Estudo da meméria e Cognigéo (Lemcog) - Universidade Federal da Paraiba JCampus 1)

Jodo Pessoa, 19 de julho de 2018
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Profa. Dra. Islania Gisela Albmuéfque Gongalves Prof. Dr. Ricardo Romao Guerra
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Unlversitdria, s/n - Castelo Branco Nl Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitorla - CEP 58051-085 - jodo Pessoa/PB - tel: 55 {83) 3216-7158
Hordrio de atendimente: 2¢ a 69 das 14 bs 17h : e-mall: ceua@ufpb.br
CEUA N 5688110518
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